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SOUHRN

Uvod a cil: Studium neuropeptidse stalo centrem z&jmu pro rozsahlé perifernna @i
regul&ni/modul&ni &inky, a pro mozné terapeutické vyuZiti. NaSe latmirse zabyva
studiem oxytocinu (OT) a jeho anatfoma fyziologického stavu a pdigobeni stresu, od zm
na molekularni a bukné drovni, az po zémy chovani. Cilem této prace bylo studium centralni
regul&ni Ulohy OT a jeho analdgspolu s no¥ objevenymi neuropeptidy galaninem (Gal)

a galanin like peptidem (GalLP) v hypofyze. OT bgh zatazen mezi kardiovaskularni
hormony a dalSim cilem bylo také studium OT, GallL® a jejich receptdrv srdci za
fyziologickych podminek a po stresu. Centrakinlty téchto peptid jsme testovali
behavioralnimi studiemi. Cilem byla radéinsyntéza OT, Gal a jejich anatog chimérni
molekuly OT s fluoresc&mim markerem.

Metody: Vypracovali jsme nové metody fluores¢afho stanoveni exprese neuropejptid

a jejich receptar, metodu Western blot a metodu kvantitativniho RTCR k ueni exprese
MRNA sledovanych gén Pro uteni centralnichdinka galaninu jsme aplikovali behavioralni
testy. Byl pouzit animalni model akutniho stresammelr® pouzivany naSim pracowish.

V nasi laborath syntetizované peptidy a chiméra oxytocinu s fasmenim markerem
umoznily experimenty, které by byly jinak fina® nedostupné.

Vysledky: Prokézali jsme protistresové a anxiolytickénky po systémovém podani Gal.

Ve v8ech oddilech hypofyzy jsme jako prvni v liteta provedli komplexni identifikaci
exprese mMRNA a genovou expresi Gal, GalLA &al receptorovych subtyp jejich
kolokalizaci s neuronalni tkani a pituicyty, zaitagického stavu a po stresu.

V adenohypofyze jsme identifikovali kolokalizacilG@alLP a jejich receptérs ACTH a

v neurohypofyze s OT a vasopresinem. V srdci jsrokgzali existenci oxytocinového a
galaninergniho systému a &ny v expresi mMRNA OTR a expresi jeho genu po strBsile
jsme nalezli pesun OTR z plazmatické membrany do jadra kardiogtyo®rokazali jsme
funkénost chiméry OT jako vazebného ligandu, kterowiagit pro identifikaci OTR misto
specifickych protilatek.

Zavéry: Prokazali jsmeprotistresovy a anxiolytickydinek Gal s perspektivou terapeutického
vyuZziti. Jako prvni jsme provedli komplexni stualivyskytu Gal systému v hypofyze a v srdci
za fyziologickych podminek a za stresu. Za unikéftsiedek povazujeme {draz grestupu

OTR z plazmatické membrany do jader kardiomydcWastni syntéza sledovanych peftal
chiméry OT s fluoresc&nim markerem umoznila behavioralni a vazebné studie

Prace byla podpdena nésledujicimi granty: PRVOUK25/LF1/2, GAUK 85210, SVV
266505, SVV 262502, SVV 264514, MSM 0021620806.

Kli ¢ova slova:neuropeptidy, oxytocin, galanin, galanin like peépteceptory sfazené

s G-proteiny, potkan, strerdce, hypofyza.



ABSTRACT

Introduction and aim: Investigation of neuropeptides became in the center of research
activities due to extensive peripheral and central modulatory effects of these peptides and due to
their possible therapeutic use. Our laboratory isinvolved in the study of oxytocin (OT) and its
analogs under physiological state and under stress, our studies ranged from the molecular-
biological to behaviora studies. The aim of this work was the study of central regulatory role of
OT and its analogs together with newly discovered neuropeptides galanin and galanin like
peptide in the hypophysis. Recently, OT was included into the cardiovascular hormones. The
aim of thiswork was also the study of OT, Gal, GalLP and their receptorsin the heart under
physiological state and under stress. Central effects of neuropeptides we tested in the behavioral
studies. Another aim was synthesis of Gal, GalLP and its analogs and chimeric molecule of
oxytocin with flurescent marker.

Methods: We elaborated methods for immunofluorescent estimation of expression of neuropep-
tides and their receptors, Western blot procedure and method of RT gPCR for the expression of
MRNA of estimated genes. We used behaviora teststo detect central effects of peptides. We
used acute stress devel oped in our lab. Peptides and chimerawith OT-fluorescencent marker,
synthesized in our laboratory, allow experiments that would otherwise be unaffordable.
Results: We have shown antistress and anxiolytic effects after systemic administration of Gal.
In all sections of pituitary we identified mRNA and gene expression of Gal, GalLP and three
GalR subtypes and their colocalization with neuronal tissues and pituicyties under physiological
condition and after stress. In anterior pituitary we identified colocalization of Gal, GalLP and
their receptors with ACTH and in posterior pituitary with OT and AVP. In the heart, we have
demonstrated the existence of OT and Gal systems and changesin mRNA expression of OTR
and expression of its genes after stress. We found the movement of OTR from the plasma
membrane to the nuclei. We have demonstrated the functionality of a chimera OT as a binding
ligand that can be used to identify OTR instead of specific antibodies.

Conclusion: We have shown antistress and anxiolytic effect of galanin with the perspective of
therapeutic uses. We first performed a comprehensive study on the prevalence galaninergic
system in the pituitary and in the heart under physiologica conditions and stress. For unique
result isregarded OTR trand ocation from the plasma membrane to the nuclei of cardiomyo-
cytes. Our synthesisinvestigated neuropeptides and OT chimeric molekule with fluorescent
marker enabled behavioral and binding studies.

Supported by: PRVOUK25/LF1/2, GAUK 85210, SVV 266505, SVV 262502, SVV
264514, MSM 0021620806.

Keywords: Oxytocin, galanin, galanin like peptide, G-protein coupled receptors, rat, stress,
heart, pituitary, chimeric molecule.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A488 Alexa Fluor 488

A546 Alexa Fluor 546

A633 Alexa Fluor 633

AC Adenylylcyklaza

ACTH Adrenokortikotropni hormon

AH Adenohypofyza

ANP Atrialni natriureticky peptid

ARC Activity-regulated cytoskeletassociated protein, rany gen
ATP Adenosintrifosfat

AVP Arginin vasopresin

BBB Blood Brain Barier, mozkomiSmiriéra, hematoencefalicka bariéra
BSA Albumin z ho¥ziho séra

CMD Vzdalenost v centralfésti OF

EPM Elevated plus maze, VyvySefiegdve bludist
CRH, CRF Kortikotropin uvaljici hormon

DAB 3,3 -diaminobenzidin

DAPI 4’,6-diaminidno-2-fenylindol

DDAVP Desmopresin

DTT Dithitreitol

ER Epitope Retrieval, odmaskovani epitop
EPM VyvySené Kizové bludist

Gal Galanin

GalLP Galanin like peptid

GalR1 Galaninovy receptor subtyp 1

GalR2 Galaninovy receptor subtyp 2

GalR3 Galaninovy receptor subtyp 3

GFAP Glial Fibrillary Acidic Protein, Glialni mker

HEK 293 Human Embryonic Kidney 293
Burg¢na linie ledviny lidského embrya
HPA osa Hypotalamo-hypofyzo-adrenalni osa

IF Imunofluorescence
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IHC Imunohistochemie

IL Intermedialni lalok hypofyzy

IMO, IS Imobilizani stres

IMO+C, ICS Imobiliz&ni stres + pon@ni do vody

LE Lewis - kmen potkian

LK Leva komora

LS Leva st

LVP Lysin vasopresin

NH Neurohypofyza

OF Open field, Ot@né pole

oT Oxytocin

OTR Oxytocinovy receptor

PBS Fosfatovy pufr s NaCl

PFA Paraformaldehyd

PK Prava komora

PLC Fosfolipaza C

PS Prava si

PP Primérni protilatka

SD Sprague Dawley — kmen potkan
SDS Dodecylsulfat sodny

SHR Spontanhhypertenzni potkan
SON Supraoptické jadro

SP Sekundarni protilatka

TMD Celkova uihla vzdalenost v OF
wWB Western Blot
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1. UVOD

V poslednich desetiletich stoupl zajem o studiuoroyeptidi, u nichZ byly
prokazany jak periferni tak centralniiiky. NaSe laboratose dlouhodobzabyva studiem
neuroendokrinnich regulacéetrg Gcasti neuropeptii za fyziologického stavu a za@gopbeni
raznych stresatr, od znén na molekularni a b&tné arovni az po zgmy chovani. Centralnim
acinkam neuropeptid a jeho analoiyse tak pisuzujestale ¥tSi Uloha v patogenezi celédy
psychiatrickych onemoeni, predevsim s ohledem na jejich mozné terapeutickéitryuz
DalSi pozoruhodnou vlastnosti neuropeptidejich analog jsou jejich dlouhodobé
behavioralni ginky. Stale jsou objevovany nové neuropeptidy,ahhije vSak v literatie jen

nevelké mnozZstvi Ud&j jsou vSak velméasto proticlidné.

Nové nazirani na stres unimgfe vyuzivat tento stav jako experimentalni nagroj
studium mozku a naopak noveé poznatky umugizhledani cilovych struktur pro terapeutické
a preventivni zakroky. Ukazuje se, Ze v&maneé dob je nejvhodgjsi vyzkum, ktery kombi-
nuje @istup behavioralni s batnym a molekularnim, se z&benim na vztah mezi strukturou
a funkci mozku. Behavioralni studie potvrzuji, attdovany neuropeptidipobi v CNS, zda
pronika mozkomisni bariérou po systémové aplikata, ma protistresovytinek a zda ma

sledovany neuropeptid anxiolytickyiaek.

NaSe pracovistse dlouhodobzabyva studiem mechanisméinku neurohormoin
oxytocinu a vasopresinu, a dalSich peptiéortikotropin uvohujiciho hormonu, galaninu,
natriuretickych peptitl, neuropeptidu S a jejich anafga to jak v CNS, tak vékterych peri-
fernich tkanich (Hynie a Klenerova, 2010; Kleneretal., 2011). Jsme zapojeni do vyzkumu
centralnich ginka neuropeptid a jejich analof), se zansfenim na oxytocin a v poslednim

obdobi pedevsim na galaninergni systém.

Nejnowji byl oxytocin ozn&en také jako kardiovaskularni hormon (Gutkowskal et
2000). Byly prokazany jeho farmakologické&nky i jeho syntéza v myokardu, ale nebyly zde
pIné charakterizovany jeho receptory a jejich mozégstina stresoveé odp&dli. Zanefili
jsme se proto na fkaz jeho kardiovaskularnindigobeni a na charakteristiku &moxyto-
cinového systému v srdci a v hypotalamo-neuro-hygdrhim systému za fyziologickych

podminek a za stresu.

14



Z téchto divoda jsme sledovali produkci oxytocinu a expresi jeboaptoti
v myokardu za pomoci eni exprese mRNA a &eni expreseifslusnych gei Ke
stanoveni mMRNA jsme pouzili kvantitativni real tigeCR a ke stanoveni syntézy de novo
sledovanych protetnimunohistochemické metody a metodu Western bbgpr&si mRNA
a expresi gainsledovanych neuropeptidestujeme naiznych Urovnich hypotalamo-
hypofyzo-adrenalni (HPA) osy za fyziologického stavpo aplikaci akutniho stresu
(Klenerova et al., 2003). V nasi labotatoyl vypracovan dote definovany animalni model
akutniho stresu s‘evahou emocionalni resp. fyzické slozkynku (Klenerova et al., 2002;
Klenerové et al., 2007).
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1. 1. BEHAVIORALNI STUDIE

Neuropeptidy vasopresin (AVP) a oxytocin (OXY) vyki# nejen typické
fyziologické periferni Ginky, ale maji také wlezitou centralni reguéai Glohu jako
neurotransmitery a neuromodulatory. Bylo u nichkge@no, Ze modulufadu neuro-
fyziologickych fenomei, jako chovani, socialni &iti, uteni, pandt’, a ovliviwuji stresové
odpowdi. Behavioralni studie poskytuji informaci o a@him pisobeni testovanych latek
a vyuziti antagonisitposkytuje dlezitou informaci o zapojenitfslusnych receptéra o
moznosti jejich ovlivini s terapeutickym vyuzitim.

Centralni regukéni tlohu AVP a OXY a jeho dlouhod®ipisobiciho karba-analogu
karbetocinu po systémoveé aplikaci jsme studovalbikam za fyziologickych podminek a po
pusobenifiznych stresar a vysledky zdchto experimerit byly publikovany viad ¢casopisi
(Klenerova et al., 2006; 2007; 2009a; 2009b; 2@001a).

Centralni dinky oxytocinu (OT) byly objeveny po#f nez jeho dinky periferni.

V letoSnim roce bylo publikovana@kolik praci, sledujicich mozné terapeutickénity
oxytocinu, i po intranasalnim podani nejen u potkathe u lidi, které by mohly byt vyuZzity
v terapii vySe zmignych poruch (Wudarczyk et al., 2013; Davis et2013; MacDonald

a Feifel, 2013).

Do terapie byl zaveden také oxytocinovy analog &grtin (CT), ktery ma
prolongované &inky. O centralnich €incich tohoto analogu se vi relatévmalo, esto vSak
byl ozn&en za molekulu s anxiolytickymiinky, ktery ma potencialni uplatni v l&bé
nékterych psychickych poruchgetng autismu. V nasichipdchozich pokusech jsme zjistili,
Ze CT vykazuje protistresovéinky, a to i fi parenteralni aplikaci po préblém stresu.

Cilem této prace bylo zjistit v sérii poKusledujicich opakovanchovani po stresu a
stresu ovliveného karbetocinem, zda dochazi po jeho podani tasém znmenam
v chovani, které ffgtrvavaji i bez jeho dalSi aplikac:.

Prestoze peptidy malo pronikaji mozkomisni bariérage laboratoprokazala, ze
peptidy neurohypofyzy majifpsystémové aplikaci vyznamné behavioraltinky. Sledovali
jsme &inky jak vasopresinu a jeho anaipgak (€inky oxytocinu a jeho analogu karbetocinu.
Oba rirozere se vyskytujici antidiuretické peptidy, AVP a LMydin vasopresin), maji silny
inhibi¢ni (&inek na spontanni expldtai chovani potkainv oteweném poli po systémové
aplikaci. Na rozdil od Tendise et al. (1987) ikigistili aktivacni i¢inek na motorické
chovani po AVP a inhibni (Cinek po LVP, v nasSich pokusechdolatky vykazovaly jen
inhibi¢ni inky. AVP ¢l pozorovatel® vySSi @innost nez LVP, projevujici se inhibici
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celkové horizontalni explotai aktivity (TMD) a aktivity vertikalni (rearing,ata neuve-
dena). Winky davek vyssich nez 0.1 mg nebyly uz tolerovaravdpodobr pro silny
vasokonstrikni (€inek. Desmopresin (DDAVP), s potienymi presorickymi &inky,
vykazoval @&inky podobné jako AVP a LVP, ale jeho efekty bylyaba o Xad nizsi. DalSim
pozoruhodnym rysem byla skdtest, Ze ziata vykazovala silnou inhibici explaai
aktivity a gitom tolerovala davky az 3 mg/kg. Obr. 1 ukazugpavasopresinu tento jev
nenachazime. Test v OF opakovany za 24 hod nepabl@/P, LVP a DDAVP petrvavajici
efekt, ale naopak s davkou se zvysujici intmbikinek explor&ni aktivity, na obrazku

uveden jako Piklad zneén parametr TMD.

AVP LVP DDAV

Obr. 1. Horizontalni explor&ni aktivita TMD u t ¥ vasopresinovych derivaii
AVP, LVP a DDAVP. * p<@b vs kontroly .

Vzhledem k tomu, Ze vySe uvedené vysledky naSiplemxenti neprokazaly
protistresove &inky u testovaného arginin vasopresinu, lysin vassipu, derivatu
desmopresinu, ale naopak v zavislosti na davcevimraini parametry snizovaly adhy
prostresovy efekt, Ethto pokusech jsme nepokeaali.

V dalSich behavioralnich studiich jsme se &ima druhy neurohormon
oxytocin a jeho analog karbetocin. Testovali jsm@Fvpo i.p. podani oxytocin v davce 1 mg,
kterd vSak rdla sedativni 8inek, coz odpovida udan z literatury (Uvnas-Moberg et al.,
1994; Gimpl a Fahrenholz, 2001) a davky (0.3 mg(Rgp. 1).Za (elem zjiSéni, zda
oxytocinem a karbetocinem indukovanéényv horizontalni a vertikalni exploraci jsou
zprostedkovany specifickym oxytocinovym receptorem, tealigsme &inky tii antagonist

na chovani potkan které bylo indukovano i.p. aplikaci oxytocinenbaearbetocinem.

17



Nami pouZziti antagonisté oxytocinového receptorm kap. Material) inhibovaly
horizontalni a vertikélni explogai aktivitu oxytocinu jertasté&ne, zatimco antagonisticky
ucinek na chovani byl Uplny. Uvadimeéildad (Einku antagonisty Ant99 a v nasi labotiato
syntetizovaného antagonisty AntFL. Oba antagowigigly snizené hodnoty TMD, vyvolané

oxytocinem v davce 1 mg, ke kontrolnim hodnotam,Qbr.2.

Obr. 2.Antagonisticky u¢inek Ant99 a AntFL na TMD na oxytocinem
indukované snizeni T/

Tab. 1. Znény behaviorélnich parametni indukované ip. aplikaci nizké
davky oxytocinu a karbetocin(0.3 mg/kg)
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Nekteré projevy spontanniho chovani po oxytocindeevsim jeho dlouhodéb
acinného derivatu karbetocinu majigrvavajici dinky po rékolik dna az tydri.
Oxytocin i karbetocin signifikantnzvySovaly exploraci agkteré parametry chovani, jako je

grooming (sebepe, vysledky neuvedeny). Préghled uvadime tyto vysledky v tabulce 1.

V dalSich experimentech jsme testovalinky oxytocinu u potkai vystavenych
akutnimu stresu viznych davkach a prokazali jsme u nizkych davek rftgaq)
signifikantni protistresovy a anxiolytickyinek. Podle stejného protokolu jsme testovali i
ucinek analogu oxytocinu karbetocinu. Vysledky z psikg behavioralnim testovanim
deterior&niho pisobeni stresu a protistresowinek karbetocinu jsou uvedeny na Obr. 3.
Karbetocin vykazoval vysoce signifikantni protisigé a anxiolyticke dinky

s protrahovanymisobenim bez aplikace této latkyskolik tydna od posledni aplikace.

TMD - Den 1 TMD - Den 9
30 - 30~
*
S
1T
20 1 20
E E

10 104
0 T 0 T

SAL IMO + 5AL IMO + CBT SAL IMO + 5AL IMO + CBT

Obr. 3. Deterior&ni U¢inek stresu na TMD a protistresovy &inek karbetocinu
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1. 2. STRES

PrestoZe o stresu bylo publikovano mnoho tigigeckyché¢lanki, neexistuje dosud
Zadna pesna ¥decka definice stresu, ktera by mohla byt vSeobakneptovana. Hans Selye
(1936) zaved! pojem stres pro nespecifické odgberganizmu natizné Skodlivé podity.
Chrousos (Chrousos, 1992) povazuje stres za pwud®wmeostazu organizmu, a rozliSuje
stresovy podét (tzv. stresor) a stresovou odgdvorganizmu, ktera je oztavana jako stres.
V posledni dob se ukazuje, Ze existuji streso¥mpecifické odposdi, které lze vysutlit
aktivaci iznych neuroendokrinnich reguatdch mechanisi(Charmandari et al., 2005).
Dnes je znamo, Ze se na stresu podilgjdievSim dva systémy: sympatoadrenalni systém
(SAS) (Sabban a Kimansky, 2001) a hypotalamo-hypofyzo-adrenalni sygtéRA osa).
Aktivace HPA osy vede nakonec k uvéhi glukokortikoidi, které maji vyznamné Zmo-
vazebné &inky na ifizné struktury a funkce v mozku (viz de Kloet et 2005). Jejich
puasobenim dochézi k tzv. struktérfunkénim znménam, které se uplatji pti vzniku
dlouhodobych projeva mohou mit za nasledek i vznik c&dély stresem navozenych
nemoci (McEven,1998, Petterson a Abizaid, 2013).

Strukturalré funkéni zmeny u stresu a nasledné poruchy chovani se studigic
animalnich modél Mezi nefastji pouzivané experimentalni stresoryipanobilizace
(restraint), vystaveniggobeni chladu, krvaceni, bolesti a hypoglykémie 8teckler 2001).
V nasi laboratt pracujeme s dde definovanym animalnim modelem stresu, ktery jsme
vyvinuli, a je popsan v metodick@sti a ktery je zaloZen na aplikaci imobilizacegiérova
a Sida, 1994).

Rada vyzkumnych praci ukazala vyznamnou heterogesitwoendokrinnich
odpowdi na Gizné stresory (Aguilera et al., 2004; Charmandaai.eR005), a pro zjidvani
cilovych struktur zodpasdnych za stresové odp&li existujerada metod. Jednou z nich je
sledovani neuronalni aktivity pomoci exprese rargetii, nag. exprese mRNA pro c-fos,
po niznych patologickych podiech (viz Kaczmarek a Robertson, 2002). Zabyvalgse
sledovanim exprese mRNA c-fos a Arc u dvouitgpesu, s f@vahou emocionalni nebo
fyzické slozky (Trnékova et al., 2005; 2006; Klenerova et al., 200%3k@né vysledky
swed¢i pro velmi dobré fisobeni stresé@ru naSich modélstresu a umaitlji kontrolu wtSiny
struktur v CNS, zda doSlo ke Zmam vyvolanym aplikovanym stresem (Obr. 4, Obr. 5).
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Obr. 4. Piklady exprese c-fos mMRNA markeru neuronalni aktiviy
vékterych po IMO oblastech mozku potkani SD a LE
potkani SD a LE

Cisla pod obrazky duji vzdalenost od bregma. CO = kontroly,
LE = potkani kmene Lewis, SD = potklamene Sprague Dawley, IL = infra-
limbicka oblast medialniho prefronféim kortexu (MPFC), PrL = prelimbicka
oblast mPFC, PVN = paraventrikulaéurp, MeA = medialni amygdala
(Trneckova et al., 2006).

Exprese c-fos mRNA byla kvantifikovana in situ hgraci v oblastech mozku, které

reprezentu;ji tlezité ¢asti neuronalnich okruhaktivovanych stresem. Zatimco u kontrol
exprese MRNA c-fos nebyla detekovatelna, oba tytik@aaného stresu vyvolaly velmi
silnou expresi testovaného raného genu v oblagi@objenych ve stresové odgdi. Na
Obr. 5 uvadimeifklad grafického vyjateni €chto znén.
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Obr. 5. Exprese c-fos mRNA v oblagtiVN po stresu.

Exprese mRNA c-fos v magnoceluldmrdgarvicelularnich oblastech PVN
u potkari SD a LE u kontrol (nd — nedetekovatelny signgdpaaplikaci dvou tyf
stresu IMO {arovany sloupec) a IMO+C (Sedy sloupec). Oba dsifesu
aplikované 15 a 60 min. Hodnoty udavané v arbifcirjednotkach jsou vyjdédny
jako prtimery a SEM (n=4-6 ve skup#). *Signifikantni hodnota SD oproti LE
(P<0,001) pro oboblasti;A signifikantni vlivéasu, 60 min oproti 15 min (P<0,05),
pro parvicelularni oblast PVN u SD. ANOVA analyZegmala také signifikantni

vliv stresu (P<0,04) v parvicelularni oblati PVNrfeckova et al., 2006).

Tyto nélezy roz$uji naSe tivejSi pozorovani o odliSnosti chovani potkanraznych
behavioralnich testech, které ukazuji na stresarepecificitu i odliSnou vulnerabilitu
potkarni v zavislosti na aktivét jejich HPA osy (Klenerova et al., 2002; 2003).

V této disertaci vychazime z vySe popsanych vysiedk

Dulezitym poznatkem je skutpost, Ze po stresu za normalnich okolnosti nastedu;
Uprava homeostazy. Jde o adaptameny, které vraci organizmus k vyvazenému stavu.
Dochazi k tomu aktivaci specifickych okfytkteré jsou geneticky naprogramované a
ovlivnitelné téz progedim. Neni-li organizmus schopen navratu k homeestdfochazi k
patologickym fixovanym zrinam, které mohou nakonec vyustit v rozmanité chogéaiavy

(viz McEwen, 2003), nap posttraumatickou stresovou poruchu (PTSD) (vehfedovy

22



¢lanek Hynie a Klenerova, 2004). V s@sné dob je nesmir rozséhla literatura tykajici

se neurobiologie a neuroendokrinologie stresu@hmusos, 1992, 1995; Charmandari et al.,
2005; de Kloet et al., 2005; McEwen, 1998; Pette@sd\bizaid, 2013 aj.). V nasi labor#to

je vyzkum zansien na nalezeni takovych neuropeptédjejich peptidovych aipdevsim
nepeptidovych analag které po podani po préhlém stresu vrati deteriana (inky stresu

k norméalnim hodnotam.
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1. 3. NEUROPEPTIDY

Neuropeptidy mohougsobit v CNS jako neurotransmitery nebo neuromoduwat
n¢které mohou byt uvolmy do krve, kdepakisobi jako hormony. Jsou tkeny 3 az 100
rezidui aminokyselin a jsou tedytéi neZ klasické neurotransmitery, jako jsou amysekny

nebo monoaminy.

Jsou syntetizovanyipvazri v subkortikalnich strukturach mozkuetrg hypotalamu,
bed nucleus stria terminalis a komplexu amygdalkg jsodast velkych prekurzorovych
molekul. Bylo popsano vice nez 200 neuropéptdpojenych v signalizaci CNS, z nichz vice
nez 50 je intenzivhstudovano. V lidském genomu bylo rozliSeno ccag&a kddujicich
prekurzory neuropeptidaiadu bioaktivnich neuropepfidVe srovnani s klasickymi
neurotransmitery uvadimekteré rozdily: neuropeptidie vyssi poet, maji ¥tSi velikost,
jejich koncentrace v extracelularni tekutje nizsi, maji vysokou selektivitu, receptory jsou
vn¢é synapse, mista jejicttinku jsou vzdalena a maji mnatedny a prominny zpisob
komunikace, dopiluji se syntézou de novo. Receptory neurop@pgsidu spazené s G pro-
teiny (GPCR) (Obr. 6,f@vzato van den Pol, 2012) .

Receptory sfazené (,coupled”) s G-proteinygustavuji nej$tsi rodinu
membranovych receptiorkteré jsou zodpadné za penos signdl. Tyto receptory hraji
klicovou fyziologickou ulohu; § jejich dysfunkci dochéazi k mnoha nemocem. Délggba
si uwdomit, Ze tyto receptory t¥bcilové misto pro fes 50 % v sotasné dob terapeuticky

pouzivanych latek.
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Obr. 6

PrestoZze koncepce o mechanismech aktivace reégptdnes jiz velmi dote zndma,
stale se nachazeji nové moznosti, jeiknavit ligandy, které budou mit vho&gi ago-
nistické &inky, a dokonce i selektienzangtené na |&u ukité nemoci. Jak jiz bylo
feceno, \tSina klinicky uzivanych latekggobi na receptory ggzené s G regulaimi
proteiny a mechanismus jejich aktivace je dopodagopsan v ¢ebnicich farmakologie.
Vlastni stimul&ni kaskada je vSak dosti slozitagSimou se upldiuje i aktivace dalSich
komponent, nap beta arestinu.

V literature nachazime neustalastji nove strategie kifpraw novych ligand
s vyuzitim GPCRs a tato problematikaipatezi ,Hot topics". VyuzZiva se tzv. ,biased"
ligandi, které neaktivuji nebo neinhibuji vSechny kompdwpéh protein transduiniho
signalniho systému. V posledni ddiylo zverejnéno mnoho tzv ,biased” ligaridg které
vhodnymi cilovymi strukturami pro tvorbu molekul selektivnimi terapeutickymidinky
se zdaji byt &které peptidy. Dosud byly publikovangkieré I€ky pouzitelné u Alzhei-
merovy choroby, u parkinsonismuj gdiabetu, u kardiovaskularnich nemoadi, lpcbé
bolesti a dalSi. Nejn@si informace jsou dostupné na internetu z matepévidelré
konanych kolokvii ,GPCR Colloquium at the America@aciety for Pharmacology and
Experimental Therapeutic meeting*.
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Prenos signaluifislusného neuropeptidu probiha kaskadovéceptor generuje
v buice novy signdl,zapojenimsouboru intracelularnich signélnich molekul dojde k
amplifikaci signalu, aktivaci kkiového enzymu, exprestiplusného genu a odpéli bunky.
Ruku v ruce s vyzkumem terapeutického vyuziti GRE@RI i studie lokalizace, denzity a

dalSich parameirreceptoi pro neuropeptidy.

V této disertaci je zagiena pozornost na moznou ulohikierych vySe uvedenych
neuropeptid a jejich analog syntetizovanych v nasi labor#tos propojeni behavioralnich,
neurohormonalnich a kardiovaskularnich odfdwna stres. Zajima naggulevSim oxytocin
a jeho analog karbetocin, u kterych jsme jiz publii jejich protistresovédinky po
systémovem podani. V naSem vyzkumu jsme prokaghtwioralni dginky oxytocinu,
karbetocinuKlenerova et al., 2009; Klenerova et al., 2009anerova et al., 2010) a také
galaninu, kde tato studie je s@sti této disertace (Klenerova et al., 2011). [pabto blize
popiSeme studované neuropeptidy oxytocin, atrigtriureticky peptid, galaninergni

neuropeptidy a jejich receptory.
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1. 4. OXYTOCIN A OXYTOCINOVY RECEPTOR

Neurohypofyzarni nonapeptid oxytocin (OT) je znamdevsim pro perifernicinek, kdy po
uvolnéni do systéemové cirkulace stimuluje ejekci mlékigkpjeni a kontrakci élohy pri
porodu.Tyto klasické dinky OT byly donedavna uvédy jako jediné funkce OT
v u¢ebnicich fyziologie, farmakologie i porodnictvi.
Funkce oxytocinu a druhého neurohormonu vasoprgsiR) jsou velmi komplexni,jsobi
v CNS na mnoha mistech a jejickinky jsou slozi¢ regulovany zgtnovazebnimi mechanik-
my; tyto mechanismy jsou@devsim viditelné u oxytocinu, jehoZ reginadloha je vyznam-
né modulovana Zenskymi pohlavnimi hormony (vielgedovyclanek Gimpl a Fahrenholz,
2001; Brunton a Russell, 2008).

| kdyZz byly behavioralni &inky OT popsany jiz v Sedesatych letech (viz Gimpl
Fahrenholz, 2001), centralndidky VP a jeho biologicky vyznam byly odhalengive nez
neurobiologickd uloha OT. Vasopresin hraje vyznam@ohu gedevsim § stresu (viz
piehledov&lanky McEwen, 1998; de Kloet et al., 2005)e$toze je OT struktuénvelmi
podobny VP, jehodast (i stresu je zcela odliSna a mnohdy ne zcela jagit&. pozornosti je
vénovano @asti OT na behavioralnich projevech v niistte, i socialnich kontaktech a jeho
Gcasti na deni a pardti.

Jejich studium je zpomalovano skintesti, ze peptidové latky pronikaji jen omegzen
do CNS mozkomisni bariérou. &hto divodi pochazi nejvice poznailo centralni
regulani tloze OT a VP z experiménmha zviatech, kde se neuropeptidy aplikuji
intracerebroventrikulagn(i.c.v.), nebo se pouzivaji latky, které nemajptmovou strukturu.

V poslednich desetiletich vSak byla odhalenapdmodna regutmi tloha OT
v mozku, kde se tento peptid uglage jako neurotransmiter a neuromodulator v procesu
uceni, pandti, socialniho chovani, vytvéni partnerskych vztahmatéského chovani, stresu
aj. (viz prehledovyelanek Hynie a Klenerova, 2008; vitghled Olff et al., 2013). OT je
vytvaren rékolika miznymi typy neuroft. Magnocelularni neurony v paraventrikularnimrgad
(mPVN) a neurony supraoptického jadra (SON) symigiti OT se projikuji do
neurohypofyzy (NH), odkud je oxytocin uwmivan do cirkulace. Kromtoho existuje
rozsahla oxytonergni nervova sktera se projikuje z parvicelularnich neukd®N (pPVN)
do rniznych oblasti mozku (Obr. 7, viz Hynie a Klenerao2@08).
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Obr. 7. Mista tvorby oxytocinu (OT);periferni a centralni u¢inky OT

OT a vasopresin (VP), vyitgaé v supraoptickém jadru (SON) a magnocelularnich
neuronech paraventrikularniho jadra (mPVN), jsdadbvany v zadnim laloku
hypofyzy (NH, neurohypofyza). Odtud jsou uovanyiadou stimui do periferni
cirkulace a vyvolavaji specifické periferndiiky. Z parvicelularnich neurdn
paraventrikularniho jadra (pPVN) hypotalamu jdoomxvytvaejici OT do
limbického systému a dalSich oblasti mozku, odkplavaji celouadu
centralnich ginka (Hynie a Klenerova, 2008).

Vysvtlivky: AM = amygdala, HIP = hipokampus; OB&chovy (olfaktorni)

bulbus; BNST = bed nucleus striae terminalis; NTiusleus tractus solitarii;

LC =locus coeruleus; VC = vagova centra.
Vyzkumy poslednich letinesly informace nejen o expresi OT, ale i 0 exigeds receptoru

(OTR) v CNS, tak i v mnoha perifernich tkanich.dgbjevy vyznamérozstily mozne

spektrum dinka OT kron® jeho klasické ulohy.
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Oxytocinovy receptor pati mezi receptory spZené s G- regutaimi proteiny
(GPCR). Na rozdil od jinych membranovych recepjerunikatni v tom, Ze existuje jen
jeden jeho typ. Diverzita jehaiinka je dana nejen odliSnou expresiazmych tkanich,
lokalizaci OTR v rozmanitych doménach plazmaticlémarany (viz Klenerova a Hynie,
2008; Strunecka et al., 2009), alegevsim i diverzitou signalnich cest, jak je zna&oo
na obrazku 8.

Obr. 8. Signalnisty oxytocinového systému

Hlavni signalni kaskadou je cesta vyuzivajigh{rotein vedouci ke stimulaci
fosfolipazy C (PLC); dosud bylo identifikovanol®farem tohoto enzymu. Vedle aktivace
PLC je OTR schopen aktivovat dalSi signalni cesbgfednictvim tiznych G-proteif
(Obr. 8). Zistava vSak nejasna otazka, jakynisggbem OT ovliviuje tvorbu cyklického
AMP, a tak i jiné signalizai kaskady. Jsou i Uvahy o tom, zda OT nedwdje V2 podtyp
vasopresinového receptorualBzité jsou i nalezy oiftomnosti PLC v jatk, kde nize

ovlivnit procesy transkripce a tudiz i nadorougtr

29



Kromé vySe uvedenychdinkt méa OT celodadu dalSich perifernickeiinka, které
nachazime i u samcV mnoha studiich byla popsana uloha Gilrggulaci kardiovasku-
larnich funkci. U potkainbylo prokazano, zeada axoi obsahujicich OT katicich v jadrech
mozkového kmene je zapojena do kontroly kardiowkskich funkci. Vysoké koncentrace
OT byly nalezeny v nucleus tractus solitarii, jelm@tirony dostavaji senzorické impulzy z
vnitinich orgai. Injekce OT do dorsalniho motorického jadra vagplukovaly srdéni
frekvenci, a tento efekt byl zruSen podanim OT gonésti. U lidi i u potkari bolusove i.v.
podani OT snizuje krevni tlak. Citace viz Gymplahfenholz, 2001.

Nejnowji byl oxytocin ozngen také jakdardiovaskularni hormon (Gutkowska et
al., 2000). V roce 1998 Jankowski a Gutkowska (dwski et al., 1998) popsali tvorbu OT
v srdci a jeho vazbu na skaié OTR. Uvedeni autonalezli nejvyssi koncentrace OT v pravé
sini, tyto koncentrace se pohybovéglow ve stejnych mezich jako koncentrace
v hypotalamu. Res uvedena faktagtrvavaji kontroverze ohlediprodukce OT v srdci a
vlivu OT na kardiovaskularni systém. Byly prokazgelyo farmakologickédinky i jeho
syntéza v myokardu, ale nebyly zde blize charatdgény jeho receptory, tj. lokalizace,
denzita, zminy za stresu, zaizné aktivity HPA osy aj. Zatim neni jasné, jakaélgha HPA
osy na expresi OTR, zda stres oiilije expresi OTR a kde jsou OTR lokalizovany. Proto
jsme se pokusili sledovat expresi OTR pomoci kvatinniho real time gPCR a pomoci
imunohistochemického stanoveni exprese jeho gdandieSbyla provedena u dvou knien

potkani a to Sprague-Dawley a Lewis, ktery je znamy srddeaktivitou HPA osy.

Odhaleni alternativnich cest signalizace OTR um@ vyvoj novych agoniéta
antagonisi pasobicich na OT-stimulované funkce, které nejsouzamy jen na klasicky
uvacné ovlivreni dilohy a ml€né zlazy. Noveé vyzkumy ukazaly, Fada ligand pro OT
signalizaci nize stimulovat specifické signalni cesty a vyvoddt odliSné agonistické nebo
antagonistické &inky podle ovliviéné signalni cesty vyuzivané stejnym receptoremdené

Udaje o OTR signalizaci jsouil@zité pro farmakoterapii.

30



1.5. ATRIALNI NATRIURETICKY PEPTID

Z dalSich peptid, které se uplauji v udrzeni elektrolytové a volumové homeostazy
jsou natriuretické peptidy. Tuto rodinu #atrialni natriureticky peptid (ANP) a mozkovy
natriureticky peptid (BNP), které jsou produkov&aydiomyocyty, ANP primarav pravé
sini a BNP v levé konte, a C natriureticky peptid, ktery je #em v endotelu cév a v
renalnim endotelu. Natriuretické peptidy maju fyziologickych dinka, stimuluji
natriurézu a diurézu, maji vasodika inek a takeé inhibuji busgny rast. Risobi také
v mozku, kde se syntetizuji vSechiiypeptidy. Natriuretické peptidy se uplafi u
n¢kterych onemocini, predevsim u srdmiho selhani, kde je zvySena jejich sekrece spolu
s rekterymi dalSimi neuropeptidy. DalSim oneméaim, které postihuje srdei sireé bez
postizeni komor, je atrialni sréfld@ amyloidosa, u které dochazi u starSich osobrkdrni
agregaci ANP.

V nasi praci jsme sledovairialni natriureticky peptid A (ANP), ktery je tvéen
v srde€nich sinich a méa velmi tzky vztah k oxytocirfuzajistni kardiovaskularni
homeostazy. Cirkulujici OT uvainy z neurohypofyzy se vaze na jeho receptory vérav
srdeéni sini a stimuluje dalSi uvaini ANP z atrialnich kardiomyocyt (Gutkowska et al.,
1997).

ANP je produkovan kardiomyocyty stiech sinive formg prohormonu (pro-ANP),
ktery je tvden 126 aminokyselinami a ktery j€@n na dva fragmenty — vlastni ANP, ktery
je biologicky aktivni, a je tvi@n 28 aminokyselinami, a N-terminalni fragment (NFB
biologicky inaktivni). Stimulem pro sekreci ANPZgySené nafii ve sén¢ srd&nich sini
pii tlakovém a objemovémigtizeni srdce. Peptidy se dostavaji do krevnilkkbwla vazi se
na specifické receptory (NPR-A, NPR-B, NPR-C) narpbu cilovym busk.

Po pisobeni stresu je zvySena kardiovaskularni o8gpse zvysenym krevnim
tlakem a tachykardii, ktera souvisi s uvolim ANP. Oxytocin v odpasdi na stres ma
protistresove &inky a lze pedpokladat spoteyy mechanismus s ANP pdgobeni stresu,
ANP i OT maji oba negativni chronotropni a inotroftinky. Mechanismus spataych
acinka ANP a OT po aplikaci stresu vSak neni dosud objaarize pedpokladat &ast nejen
centralt uvolnéného OT, ale i mozZnost sekrece Gfinm Vv srdci, a zapojeni oxytocinovych
receptod v jednotlivych srdénich oddilech. Na zakladéto hypotézy jsme v naSich

experimentech sledovali i tyto moznosti.
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1. 6. GALANINERGNI SYSTEM

1. 6 .1. Galanin

Neuropeptid galanin (Gal) byligodré objeven jako gastrointestinalni peptid
(Tatemoto et al., 1983) a naslédyl postups nalezen ve vSech organech a také v mozku.
Nasledoval rozsahly n&st studii sledujicich jeho velmi rozmanité funkbéy tomu je
galanin ¢asto oznéovany jako ,multitalentovy peptid*.

Postups byly nalezeny i dalSi galaninergni peptidy tzyagaergniho systému:
galanin-like peptid (Gal LP), galanin-message-asse@eptid a alarin, a |zé¢gupokladat
nalezeni dalSictlena této neuropeptidove rodiny. Tyto neuropeptidy gekytuji v periferii
a v CNS, kde maji Siroky rozsah fyziologickyatinki, jsou nap. zapojeny v regulacitmu
potravy, v kognitivnich funkcich, spanku, u stregdvpodrti, v regulaci krevniho tlaku,
srdeni frekvence a j. Uloha galaninu byla prokazanaédy patologickych stay jako je
Alzheimerova choroba, epilepsie, deprese a dai&iFHang et al., 2012 fphledovyclanek
Lang a Kofler, 2011)Podili se na modulaci a regulaci uxaihnékterych dalSich neuro-
peptidi, neurotransmitéra neuromodulatér ale o tomto systémuigtava stale vice
neznamych i fes intenzivni vyzkum.

Galanin je tvéeny 29 aminokyselinami u potkana a 30tiav¢ka. Risobi prostednictvim

zatim znamychiech subtyp galaninového receptoru GalR1, GalR2 a GalR3 @pr.

Obr. 9. Schéma galaninovych receptiba mechanisni transdukce signalu
viz text..
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Galaninové receptory jsouigizené stiznymi G-proteiny. Galaninovy receptor 1
(GalR1) a galaninovy receptor 3 (GalR3) aktivadbGihibuji aktivitu adenylylcyklazy
a galaninovy receptor 2 (GalR2) spojeny si@aktivuje fosfolipazu C (Tortorella et al.,
2007). Rozdilnou distribuci a denzitaehto receptar v riznych oblastech a aktivaci
rozdilnych signalnich soustav Ize vyiit Sirokou Skalu dinka galaninu. GalR subtypy
lokalizované na neuronech mohouifvbeteromery z jednoho typu GalR neb s dalSimytyp
GalR. Tyto heteromery mohou byt jednim z dalSichekadarnich mechanisimSirokého

spektra Gal funkci.

Rada praci popisuje interakci galaninu s funkci hgj@ano-neurohypofyzarniho
systému a mozny modulai (¢inek na funkci oxytocinu. Dosud vSak nebyla praaz
jednoznéna gFitomnost galaninergnich receptor adenohypofyze a neurohypofyze za
fyziologickych podminek. Nejsou ani jednoZné Udaje o Gal systému po aktivaci HPA osy
stresem. Udaje z publikaci se Zn&rozchéazeji. Restoze galanin a jeho receptory jsou dle
n¢kterych laboratti exprimovany ve vSech anatomickych slozkach HPA gshypotalamu
(PVN), adenohypofyze a adrenalrii&, jsou Udaje o Uloze galaninu ve fyziologii a
patofyziologii HPA osy stéle kontraverzni (vigepledovyclanek Tortorella et al., 2007).
RovnéZ nejsou zndmé udaje o kotransmisi galaninu s vasimgm a oxytocinem

v jednotlivych¢astech hypofyzy za fyziologického stavu a fisqbeni akutniho stresu.

Z dalSich perifernich tkani byl popsan kardiovagkail (Einek galaninu v srdci (viz
Diaz-Cabiale et al., 2005; Diaz-Cabiale et al.,@0kde byly Gdaje ziskany z experimint
sledujicich zapojeni galaninu a jeho receptocentralni kardiovaskularni regulaci. Nebyly
vSak dosud publikovany Zadné Udajecasii galaninergniho systému na regulaci/modulaci

piimo v srdci a ani v jednotlivych sréigich oddilech.
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1. 6. 2. Galanin like peptid

DalSim intenzivl sledovanym neuropeptidem je v r. 1999 & ioksjeveny peptid
galanin like peptid (GalLP) (Ohtaki et al., 199Byl isolovan a klonovan z hypotalamu
prasete jako endogenni ligand galaninového recefR@ra nasledné studie prokazaly, ze
jeho distribuce v CNS je omezena. Na rozdil odabksdistribuce galaninu, ktery byl
identifikovan ve ¥tSin¢ oblasti CNS a ve&Sin¢ hypotalamickych jadrech, galanin like
peptid byl popsan v neuronech hypotalamického jadrarcuatus a v pituicytech
neurohypofyzy, coz je glialni tk§viz Saito et al., 2005; viz Lawrence a Fraleyl PO
Fyziologické a patologické funkce u obou tkani aejdosud objasimy.

GalLP je tvaien 60ti aminokyselinami a je struktur&lpodobny galaninu, s kterym
ma shodnouwast peptidoveheetézce 13ti aminokyselin v poloze 9 az 21 na N terhaina
Zatim vSak nebyl nalezen jeho specificky receptee sztahu k galaninovym recepian
existujerada kontroverznich naléz

V posledni dek&tlenormr vzrostl p@&et publikaci zabyvajicich se funkci a
mechanismechdinku GalLP. Galanin like peptid je zapojen v celmiid nervovém systému
v regulaci pijmu potravy, termoregulaci, v reprodukci uvéhi luteiniza&ni hormon-uvaiu-
jiciho hormonu (LHRH), v imunoreaktivita dalSich funkcich. &tefi autdi oznauji GalLP
jako ,Hypotalamicky regulator energetické homeogt@zeprodukce” (Lawrence a Fraley,
2011).

Rada vy3e uvedenych pracavie také zabyva otazkou stresu. Stres jako Skodlivy
podret pasobi uvolini vasopresinu, oxytocinu a ACTH u potkanhypofyzy do systémové
cirkulace. V neurohypofyze popsal Kawasaki expn@®NA GalLP po dehydrataci a solné
nalozi (Kawasaki et al., 2007). Stejna labofasstovala dinek akutniho a chronického stresu
vyvolaném aplikaci endotoxinu LPS na expresi mRNs#LE v nc. arcuatus, po akutnim
podéani doslo k zvySeni exprese mMRNA. Japonska s&uplezla u potkanpo i.c.v. aplikaci
galanin like peptidu signifikantni zvySeni plazroké koncentrace AVP a OT (viz Suzuki et
al., 2010). Zadna z publikaci viak neddagk zawru, jakéa je funkce GalLP v neurohypofyze.
NaSe hypotéza je, GalLPuxe byt v neurohypofyze zapojen v ukmvani oxytocinu a

vasopresinu.
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2. HYPOTEZY A CILE PRACE

Diserta¢ni prace vychazi z aktualnosti a zavaznosti vyzkumneuropeptidia a
problému pisobeni stresoi, s cilem terapeutického vyuZziti échto poznatki. Dosud
neni objasrén mechanismus regulénich/modulaénich Géinkd neuropeptidi a tyto
mezery v naSich znalostech pak &tuji moznost jejich terapeutického ovlivréni. Tato
disertaéni prace se zabyva studiem centralnich a periferniici¢ink i neuropeptida

oxytocinu a galaninu.

Predpokladame, Ze po systémové aplikaci neuropepidahaiast dostava do mozku,
kde vyvola centralni behavioralndiaky.
Cilem této dizertace bylo zji&bi, zda systémavaplikovany neuropeptid galanin méa

centralni behavioralnicinky a jaké.

Pokud pedpokladame, Ze centrélriiiek galaninu je zprosgdkovan vazbou na galaninergni
receptory v mozku, je nutné prokazat tuto vazbu.

Cilem byl prikaz pomoci systémové aplikace antagdnistlaninu vazajicich se na galani-
nergni receptory, kdy tato aplikace byglenantagonizovat centralni behavioralginky

galaninu.

Oxytocin byl zéaazen mezi kardiovaskularni hormony a Itedpokladat, Ze je syntetizovan
piimo v srdci nebo je uvoém stresovymi podity z hypotalamo-neurohypofyzarniho systému
do krevniho obhu.

Cilem bylo zjis€ni, zda jsou v srdci exprimovany oxytocinové reoeptpokud ano, tak

jejich charakteristika za bazalnich podminek aikaci dvou tym stresu s emocionalni
nebo fyzickou komponentou.

Velmi dalezita je uloha HPA osy, ktera determinuje odfabwrganismu na stresové paen
ty; neni zndmé, zda vysledna odpdwzavisi na genetickém vybaveni transthikh systén.
Cilem bylo zjistit, zda u potkankmene Sprague-Dawley a Lewis s odliSnou aktiviidtA

osy dojde k odliSné odpeédi oxytocinového systému v srdci na stres.

Byl popsan tinek galaninu na kardiovaskularni systém in viue,reeni znamo, zda se

galaninergni systém v srdci vyskytuje.
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Cilem byla identifikace neuropeptidu galaninu, galaiie peptidu a jejich receptdbr srdci
za fyziologickych podminek.

Hypofyza je vyznamnou soasti HPA osy a podili se na stresovych oddish. Otazkou je,
zda se galaninergni systéagtni nadchto regulacich a zda jsou exprimovany galaninergni
peptidy a jejich receptory v jednotlivych oddileaypofyzy.

Cilem bylo identifikovat jednotlivé komponenty galaninefigo systému, tj. galanin, galanin
like peptid a galaninové receptory v adenohypofymeeirohypofyze a intermedialnim laloku

a uceni jejich vzajemnych interakci s oxytocinem a yasesinem a dale &eni jejich

kolokalizace s pituicyty a neuronalni tkani.

DalSimcilem pro splni vyty¢enych Ukol je syntéza testovanych pejtid jejich
antagonidi z finartnich divodi. DalSimcilem nalezeni takovych latek, které pronikaji
snadwji hematoencefalickou bariéroResenim je syntéza chimérni molekuly oxytocinu

s fluorescetnim markerem.
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3. MATERIAL A METODY

3.1. MATERIAL

Studované neuropeptidy, jejich analogy a antagétigly syntetizovany M. Flegelem
z nasi laborat@. Diky vlastni syntéze velice nakladnych pephglo mozné uskutmit
studie, které by jinak byly nerealizovatelné preee komeini naklady. Konkréettise
jednalo o tyto latky: arginin vasopresin (AVP); ¢agin (OT); karbetocin (CT, dlouho-
doke pasobici analog OT); galanin (Gal); peptidovy antaggangalaninu M40; antago-
nista amid -(desGly-Nptd(CHp)5[D-Tyr?, Th¥] OVT) (AntFL). Dale jsme fipravili
chiméru oxytocinu stiznymi fluorescetnimi markery a chiméru amid - peptidu
galaninu—(1-13) s neuropeptidem Y (25-36).

DalSi latky byly z nasledujicich zdfojDiazepam byl z Biotica (SR), lysin
vasopresin (LVP), desmopresin (DDAVP) a atosibafidAz Polypeptide Lab<R),
nepeptidovy antagonista OT receptoru nonpeptidg Hr868899 (Ant99) z Tocris
Bioscience,USA.

Pro stanoveni exprese mRNA jsme pouiRli Reagent (Sigma, USA), DNAsu
(Invitrogen, USA), Superscript Ill Reverse Tranptaisu (Invitrogen, USA), iQ SYBR
Green Supermix (Biorad, USA).

Dale byly pouzity bzn¢ komekné dostupné chemikalie, protilatky a kity.

3. 2. POKUSNA ZVIRATA

Pokud neni uvedeno jinak, pouzili jsme @dtspamce potkankmene Wistar
(Velaz,CR) s p@éateini télesnou hmotnosti 210-240 g a sfgmn potkaf v pokusné
skupire 8-10. Dale byl pouzit outbredni kmen potképrague-DawleyCharles River
Laboratories, Sulzfield, &mnecko) a inbredni kmen potkiahewis (Charles River
Laboratories, Sulzfield, &necko) se ziénénou aktivitou HPA osy.

Zachazeni se zkdty bylo v souladu s ,Declaration of Helsinki Guidi
Principles on Care and Use of Animals, DHEW Pulilicg NHI 80-23" a probihalo
dle pokyri Komise pro praci s pokusnymi zaty platnymi na 1. LF UK v Praze. Po
dekapitaci potkainbyly podle pateby dalSiho metodického zpracovani odebrany
vzorky tkani. Experimentalni studie a jejich praibkbyly schvaleny ,Komisi pro praci

s pokusnymi zvaty" 1. LF UK v Praze.
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3.3. STRES

Potkani byli vystaveni dwma iiznym typim imobilizatniho (restraint) stresu po
dobu 60 minut. Imobilizéni stres (IMO, IS) spiiva ve fixaci gednich i zadnich
koncetin pomoci naplasti. Nasleglje potkan obalen pevnou plastovou folii, kter se
zafixuje. Druhy typ stresu (IMO+C, ISC) je stejmkp Fedchazejici, ale potkan je
navic poneen do vody o teplét21°C tak, aby fedni ¥ &la zistala nad vodou
(Klenerova et al., 2006). Na kondigpbeni stresu byla Zata osuSena a vracena do
svych kleci. Oba stresy byly aplikovany po dobu Gfihut s naslednou dekapitaci
1 hod po skoteni stresu. Pokud byla délka stresu odliSna, nekagbyl odlisSny
interval mezi koncem stresu a dekapitaci, je thtwesnost uvedena urfslusného
pokusu; nap IMOG60 je hodinovy stres + 60 interval po streRted viastnim pokusem
se potkani po dobu jednoho tydne seznamovali soprdkem aplikujicim stres (tzv.

handlovani).

3. 4. ODHEEIR TKANI

Z pokusného ztgte byl odebran mozek, hypofyza a srdce. Hypofyia foud
ponechéna vcelku, nebo byla rélha na adenohypofyzu (AH) a neurohypofyzu (NH).
Srdce bylo rozéleno na jednotlivé oddily (LS, PS, LK, PK) po odstini septa. DalSi
zpracovani se liSi podle nasledujiciho pouziti kagro stanoveni exprese mRNA nebo

pro imunohistochemické zpracovani.

3.4.1. Mozek

Pro imunofluoresceaimi stanoveni byly mozky fixovany ve 4% roztoku
paraformaldehydu (PFA) (Merck, Germany) v kombirsapisobenim mikrovin po
dobu 7s, s naslednym uloZenim v 4% roztoku PFA ¢kleBermany) fes noc g 4 °C.
Nasledovala kryoprotekce, zaliti mozku kryolepidl€myomount (Histolab, Sweden)
a zmrazeni vzorku v isopentanu (Aldrich, Germargghvazeném na -80 °C. Pro
vzorky ugené ke zpracovani metodou real time qPCR a metddsiern blot, byly
vzorky ihned po odebrani zmrazeny v tekutém dus#&80 °C a uloZeny aZ do

homogenizace vzotkv den pokusu.
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3.4.2. Srdce
Srdce bylo rozéleno na jednotlivé oddily, pravowisiPS, RA), levou i (LS,
LA), pravou komoru (PK, RV) a levou komoru (LK, LMo gedchozim odstrami

hrotu a septa (viz Obr. 10).

Obr. 10

Odebrané vzorky byly ihned zmrazeny v tekutém dupiio metodu real time
gPCR a Western blot. Pro imunohistochemické zpraaolyly vzorky zality
kryolepidlem Cryomount (Histolab, Sweden) a zmrgzaeitekutém dusiku nebo

v isopentanu (Aldrich, Germany) vychlazeném na®@0

3.4.3. Hypofyza

Cast hypofyz byla ponechana vcelkiést byla rozdlena na AH a NH. Vzorky
byly zmrazeny v tekutém dusiku nebo v isopentaridr{gh, Germany) vychlazeném
na -80 °C (pro real time gPCR a Western Blot). Da®rky pro imunohistochemické
zpracovani byly uloZzeny do 4% roztoku PFA (Merckr@any) s naslednou kryo-
protekci, zaliti kryolepidlem Cryomount (Histold®weden) a zmrazeni v isopentanu

(Aldrich, Germany) vychlazeném na -80 °C.
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3. 5. IMUNOFLUORESCENCE

3.5.1. Krajenitezi

Tkéovéerezy z bl@ku tkani zamrazenych v kryolepidle byly krajeny \esfum,
protezy z neurohypofyz v sile 5 pmij peplo® -24°C, na kryostatu Leica CM1850
(Leica Microsystems, Germanyezy jsou po nakrajeni sbirany na podloZnickkli
upravena Poly-I-lysinem (Aldrich, Germany). Skk siezy jsou ped vlastnim

znaenim vlozena do roztoku fosfatoveho pufru s Na®GSR

3.5.2. Blokovani nespecifickych vazeb

Pred aplikaci primarni protilatky bylsezy inkubovany s blokovacim roztokem
na bazi albuminu z h@ziho séra (Bovine serum albumin, Sigma, USA) (BSA)
koziho séra (Normal Goat Serum, Gibco, USA). Dsieg blokovaci roztok doplnili o
detergent, ktery zatiiprodraveni plazmatické membrany tak, aby protilatka mohla
proniknout i do vniiniho prostoru biiky. Pro blokovani nespecifickych vazeb je

pouzivana inkubace s blokovacim roztokem po dolow dwodin.

3.5.3. Protilatky

Byly pouzity komené vyrakené primarni protilatky (PP) proti sledovanym
neuropeptidm a jejich receptdm a roviez komeené vyrakené sekundarni protilatky
(SP). Pro zn&ni rekterych protei jsou kometné vyrakeny primarni protilatky, které
jsou @imo konjugovany s fluorescemi znakou. Tyto primarni protilatky pak neni
nutné znait sekundarni protilatkou. Protoze se &@é primarni protilatky vyrabi

pouze pro omezeny pet proteird, v nasi laboratoje nepouzivame.

3.5.3.1. Primérni protilatky:

Mouse monoclonal to Atrial Natriurec Peptide (ANRbcam, UK)

Mouse monoclonal to Neuron specific beta Il TubulNeuronal Marker
(Abcam, UK)

Anti-Oxytocin receptor antibody (OTR) (Abcam, UK)

Anti-Galanin (Gal) (Lifespan, USA)

Galanin like peptide Rabbit anti-Rat Polyclonalilaotly (GALP) (Lifespan, USA)
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Oxytocin Receptor Rabbit anti Rat Polyclonal AntgdLifespan, USA)
Anti Glial Fibrilary Acidic Protein (GFAP) (Millijpre, USA)

Anti-Galanin Receptor type 1 (GalR1) (Alomone Lalssael)

Anti-Galanin Receptor type 2 (GalR2) (Alomone Lalssael)

Anti-Galanin Receptor type 3 (GalR3) (Alomone Lalssael)

Guinea Pig anti-Oxytocin (OT) (Peninsula LaborasrUSA)

Guinea Pig anti-(Af)-Vasopressin (AVP) (Peninsula Laboratories, USA)

Primarni protilatka sedi do blokovaciho roztoku a jeji optimalni koneent
race se wuje experimentaky kdy se vzorek inkubuje §zrn¢ koncentrovanymi roztoky
protilatky a nasledhse vybere takova koncentrace, ktera poskytujep&jlznaeni

cilové struktury g minimalni nespecifické vazb

OTR 1:200 OTR 1:400

OTR 1:800 OTR 1:1600

Obr. 11. Piklad testu Fredéni protilatek

Rez z pravé sthsrdce kontrolniho potkana kmeneWistar; priméarotifgtka:
Rabbit anti OTR (Alomone Labs, Jerusallmael); sekundarni protilatka:
AlexaFluor 488 Goat anti Rabbit (Inviem, USA), (z¢¥tSeni 40x).
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Na Obr. 11 je uveder¥iiklad fedni PP pro oxytocinovy receptor, kde je nejvhgdn
redni protilatky proti oxytocinovému receptoru (OTR2QO0, které jsme pouzili roei
pro GalR3, beta Ill (neuronalni marker). Pro ANRJ,&alLP, GalR1, GalR2 bylo
fedni 1:500 a pro OT, AVP, GFAP (gliadlni marker) 1:800

Inkubacetfezu s primarni protilatkou probih&i g °C p'es noc. Timto zjsobem
inkubace je fi nizSi koncentraci protilatky dosazeno vyssi sipaty vazby na cilovou
strukturu. Po inkubaci nasledujigal aplikaci sekundarni protilatkiy oplachy v PBS
trvajici 5, 10 a 15 minut. Specificitu vazby primaprotilatky je mozné otestovat
raiznymi metodami viz kapitola 3.5.3.2.

3.5.3.2. Testovani specificity primarni protilatky

NejobvyklejSi metodou je pouZiti zZfeni testovanou protilatkou na refetan
tkani. Dale uvadime vysledky z naSich pakskedujicich specificitu PP. Nap
referergni tkani pro oxytocinovy receptor jéldha, ve které jeifitomnost tohoto

receptoru znama a prokazan#ikRd testovani specificity OTR je uveden na Olar. 1

Obr. 12. Prikaz oxytocinoveého receptoru v dloze primarni protilatkou proti OTR

Rez z @lohy kontrolniho potkana. Primarni protilatka Rateiti OTR
(Alomone Labs, Jerusalem, Israakundarni protilatka AlexaFluor 488
Goat anti Rabbit (Invitrogen, US&yétSeni 40x)..
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3.5.3.2a. Transfekce buék genem
SofistikovagjSi metodou testovani specificity protilatky jertséekce buik
genem pro zngenou strukturu, nasledné ozeai transfekovanych a netransfekovanych

burgk, jako kontroly testovanou protilatkou (Obr.13).

Netransfekované buiky HEK 293  Buiky HEK 293 transfekované OTR

Obr. 13. Human embryonic kidney 293 biiky transfekované genem pro OTR

PP: Rabbit anti OTR (Alomone saberusalem, Israel),
SP: AlexaFluor 488 Goat anti Biainvitrogen, Carlsbad, USA).

3.5.3.2b. Calcium imaging

Je vyhodné @it ispeSnost transfekce metodou ,calcium imaging®.
Metoda calcium imaging spiva ve sledovani uvolmi vapniku po aktivaci
transfekované hiky odpovidajicim pod¥tem, nap. buiky transfekované genem
oxytocinoveého receptoru po aplikaci oxytocinu (QHd). Tato metoda testovani

protilatky je velmi naréna nacas, potebny material i fistrojové vybaveni.

ATP ATP

HEK cell

0 60 120 180 240 300 360 420 480 540 600 660 720 780 840 a00

Obr. 14. Odpowd’ burniky HEK 293 exprimujici oxytocinovy receptor
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Metoda vapnikového zobrazovani umoje owieni Usgsné transfekce.
Aplikace adenosintrifosfatu (ATP) se pouziva jakmtkola funkce metody.

3.5.3.2c. Western Blot
Nejcastji pouzivanou metodou testovani specificity primiénrprotilatek je
Western blot (viz 45). Tato metoda nabizi dobrmngrodcinnosti a nardnosti metody

3.5.3.3. Sekundarni protilatky

Sekundarni protilatky (SP) pouzité v reakci musicsicky reagovat s antigeny
zvirat, ze kterych byly ziskany primarni protilatky.rd@eir musi byt SP pouzivané
sowasre ozna&eny jinou fluorescetni barvou, aby bylo mozné je na preparatu odlisit.
SP se zisk&vaji Ziznych zvfecich druli, coz umo#uje kombinaci stanoveniaznych
proteini zarove. Pro detekci se ztigkonjugaci siznymi zn&kami, nefastji pouZzi-
vanymi jsou fluoresceémi zna&ky pro sledovani imunofluoresa@rim mikroskopem, a
znaky koloidnim zlatem pro elektronovou mikroskopiiaZzdé barvy fluoresce&nich
znaek umo#iuji sledovat na jednom vzorku zarawéce cilovych struktur. Nap

sourasné sledovani exprese GalR1 a oxytocinu (Obr.15).

GalR1 oT

GalR1 + OT

Obr. 15. Piklad vicenasobného zn&ni v neurohypofyze (zétSeno 40x)
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V naSich experimentech jsme pouzivali sekundamtilatky firmy Invitrogen,
USA pro fluorescetni znaeni,redné 1:600.

AlexaFluor 488 Goat anti Rabbit

AlexaFluor 488 Goat anti Mouse

AlexaFluor 546 Goat anti Mouse

Alexa Fluor 546 Goat anti Guinea Pig

AlexaFluor 633 Goat anti Chicken

3.5.3.3a. Sekundarni protilatky pro elektronovou mkroskopii

Pro poteby elektronové mikroskopie se tkfo ozné&eni proteinu primarni
protilatkou oznai sekundarni protilatkou &enou pro elektronovou mikroskopii.
Sekundarni protilatky pro elektronovou mikroskgpau steji jako protilatky
pro fluoresceéni mikroskopii ziskdvany ziznych zvfat. Rozdil spdiva v tom, Ze
fluorescewni zna&ka je nahrazen&astici koloidniho zlata. Podobiako fluoresceéni
znatky maji tizné barvygastice koloidniho zlata majizné rozréry (nag. 5, 10 a
15 nm), coz nasledrumozni jejich rozliSeniipvicenasobném zdani jednoho
preparatu.
Pro elektronovou mikroskopii jsme pouZzili sekumddorotilatky od firmy
Abcam, UK sfedénim 1:500:
Goat to Mouse Gold 5 nm
Goat to Guinea Pig Gold 10 nm
Goat to Rabbit 15 nm

3. 6. WESTERN BLOT

Metoda Western blot (WB) sfiea v grenosu proteiin rozcElenych elektrofo-
rézou z homogenatu vzorku tkama pevnou membranu, a jejich nasledn& detekce
pomoci specifickych protilatek. Takto detekovanét@iny se na membrambjevi jako
barevné prouzky tzv. bandy. WB je mozné pouZitmgjewieni Fitomnosti proteinu

a zjiS€ni jeho mnozstvi, ale také k &eni specificity protilatek.
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3.6.1. Fiprava homogenatu tkéaré

Vzorek tkdhise homogenizuje ihned po @i, nebo je po oditu zmrazen
v tekutém dusiku a az do zpracovani uloZen v hlabwkzicim boxu { -80 °C.
Homogenat se smicha s roztokem Laemmli pufru adésée vdi po dobu 5 minut

na vodni lazni¢imzZ dojde k denaturaci proteéin

3.6.2. Elektroforéza

K elektroforetickému &eni vzorku proteifi pouzivame komeén¢ dodavané
polyakrylamidové gradientni gely Mini-PROTEAN TGX20% (Biorad, USA), které
poskytuji optimalni sepakai rozsah pro proteiny o molekulové hmotnosti 10-RDa.
Pro zn&eni molekularni hmotnostiyl pouzit marker Precision Plus Dual Xtra
Standards (Biorad, USA). Pro uvedeny gel je obvykiBa piichodu vzorku gelem 45
minut @i napsti 200V.

Pro elektroforézu a Western blot byl pouzit postoporweny vyrobcem géla
transferovych send#i (Biorad). Postup je dostupny na www.biorad.com.

3.6.3. Blotovani

K nasledujicimu fenosu takto elektroforeticky rodéného vzorku na
nitrocelul6zovou membranu (tzv. blotovani) pouziedkomeéné dodavany sendvi
Trans-Blot Turbo Mini Nitrocellulose Transfer PadBorad, USA).

Blotovani probih& naifstroji Trans-Blot Turbo (Biorad, USA)ienos trva
3 minuty. Nasled&ise gel penese do blokovaciho roztoku na bazi albuminu 24ibe
séra (BSA) (Ustav sér akovacich latekCR), ve kterém se membrana inkubuje dv

hodiny (¥ pokojové teplat.

3.6.4. Detekce cilového proteinu

Ke zjis&€ni, zda je ve vzorkuiftomen hledany protein, je nutné pouZit
specifickou protilatku proti tomuto proteinu. V mégboratdi vyuzivame k detekci kity
Vectastain ABC kit (Vector Laboratories, USA) a ImmmBlot Assay Kit (Biorad,
USA). Oba kity jsou zaloZzeny na pouZiti sekundarofilatky konjugované sitknovou
peroxidazou. Rozdil mezi éima kity spaiva v substratu prorknovou peroxidazu.
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Membrana s vyvolanymi prouzky je po oschnuti skémava ziskany obraz je naslédn
softwarow zpracovan a ozgan, jak je uvedeno na Obr. 16iskgadem stanoveni

oxytocinového receptoru v pravé stdekomade potkana.

Obr. 16 Western blot oxytocinového receptoru v pravé

srdai komoie srdce potkana

3.6.5. Vyhodnoceni Western Blotu

Membrana s prouzky se vyhodnocuje obvykle pouzétktiané na zaklad
piitomnosti prouzku gekdvané molekulové hmotnosti. ¥ijpadt potreby kvantifikace,
nag. pro srovnani mnozstvi exprimovaného proteinuntia a po fisobeni stresu,

pouzivame nastroj Gels programu ImageJ (freewastudné http://imagej.nih.gov/ij/).
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3. 7. STANOVENI EXPRESE mRNA

Expresi mRNA transkriptsledovanych neuropeptid jejich receptarjsme
urcovali real time kvantitativni polymerazoveettzovou reakci (real time qPCR)
ze zmrazenych vzoik

Princip kvantitativni real time gPCR &p@ ve sledovani amplifikacediteho
useku nukleové kyseliny, ktera kéduje sledovanygino V nasem fipadt se jedna
o mMRNA kédujici jednotlivé neuropeptidy a jejictteptory. ProtoZe polymerazova
fettzova reakce pracuje s DNA, je nutné mRNA reveétzanskribovat na jedno-
fetzcovou cDNA. Nasledhse z cDNA vybere Usek, ktery se bude v reakci
amplifikovat. Usek cDNA je definovan pouzitim tzwimeri, které jsme navrhovali
pomoci databazi dostupnych na internetu.Vybrank sseamplifikuje pouzitim teplu
odolnych enzym a tepelnych cykl.V kazdém tepelném cyklu sedsd molekul cDNA
idealrg zdvojnasobi. Do re&ki smesi je dale pidano fluoresceini barvivo, které se
vzrastajicim mnoZzstvim cDNA zvySuje emisireai. Emitované zéni je v ptibéhu
celé reakce gfeno v realnéndase. Mitenim emitovaného #aéni ziskame amplifikani
kiivku, ze které je poté moznéciirvychozi mnozstvi cDNA. Amplifikéni kiivka méa
esovity tvar, ktery izeme rozdlit na ti ¢asti. V p@&ateni fazi je v reakni snesi tak
malo cDNA, Ze fluoresceni signal splyva se Sumem pozadi. Dale nasleduje
exponencialni faze, kdy exponencihoste mnozstvi cDNA a s nim i fluorescence. Po
exponencialni fazi se mnozstvi cDNA dale gam

Pro kvantifikaci cDNA ve vzorku je do exponencidlaie vioZzena hodnota tzv.
fluorescekniho prahu & (treshold cycle). €hodnota odpovida cyklufigkterém
kiivka fluorescenceigkrcii tzv. fluoresceéni prah. Do dosazeni tohoto prahu je
hodnota fluorescence néfitelna.Cim diive dosahne amplifikai kiivka hodnoty G,

tim vice molekul sledované cDNA bylo nadatku reakce fitomno ve vzorku.

3.7.1. I1zolace celkové RNA

Celkovou RNA jsme v souladu s protokoleyrobce izolovali za pomoci TRI
Reagentu (Sigma, USA) z jednotlivych vzbrkmraZzenych tkani. DNA kontaminujici
vzorek byla odstraima gidavkem 1 U DNAsyIg celkové RNA (Invitrogen, USA).
RNA byla reverza transkribovanaip 42 °C po dobu 50 min s vyuZzitim Superscript Il

Reverse Transcriptase (Invitrogen, USA). Jéditacova cDNA byla syntetizovana ze
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4 ug celkové RNACistota RNA a jeji koncentrace bylyd@na na NanoPhotometeru
(IMPLEN, USA).

3.7.2. Primery

Pro detekci vybraného Useku cDNA jsmezidonami navrzené primery, které
byly navrzeny tak, aby doslo k amplifikaci sekvendpovidajici nukleotidu. Beta-
aktin byl pouzit jako referemi, tzv. housekeeping gen. Pro refér@rgenp-aktin jsme
pouZzili publikované sekvence cDNA (Genbank Accesdio. NM_031144),
odpovidajici nukleotidu 873-969 (forward: TTCCTTOGGGTATGGAATC, reverse:
GTTGGCATAGAGGTCTTTACGG). Pro dalsi neuropeptidyefigh receptory jsme

navrhovali primery stejnym #igobem, za pomoci Genbanky.

3.7.3. Test

Real time gPCR reakce byla provedengris#roji iCycler (BioRad, USA) nebo
na @istroji CFX96 Real-Time System (BioRad, USA). R&dksmés obsahovala pl
ziediné cDNA, 1ul kazdého primeru (20 nmol/l), 5,8 ultracisté vody a 12,nl iQ
SYBR Green Supermix (Biorad, USA).

Kvantitativni PCR reakce sestavala z nasledujikfoki: denaturaceip95 °C po dobu
10 min a déale 45 cyklamplifikace(95 °C/30 s, 60 °C/25 s a 72 °C/2(Pg) ukorteni
amplifikace byly vzorky zvolna dhty z 65 °C na 95 °Cipkontinualnim ngeni

fluorescence pro ziskaniikky tani.

3.7.4. Kvantifikace

Kvantifikaci dat jsme provedli softwarédptical System Software (Biorad,
USA). Stanovili jsme mRNA OTR vztazenim jejf @odnoty k G hodnot
refereéniho genu pr@-aktin. Relativni exprese byla sfitina pouZitim metody 2T
(Livak a Schmittgen, 2001).
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Obr. 17. Ukazka CT hodnot pro betaldin a galaninovy receptor R1
Uveden ,melting" bodkgaindikator specificity PCR.
Relativni exprese byy@octena pomoci Pfafflova vzorce:
RE ="2°T

Exprese genu pr-aktin byla pouZzita pro normalizaci rozilite vstupnich mnoZzstvi
cDNA pro meteny transkript. Statistick&d vyznamnost byl&ipéna jednocestnou
ANOVA pro analyzu vyznamnosti vice vzdrka v gipac potreby nasledoval

Student's -Newman -Keupost hoc test. Jako signifikantni je povazovana vyznamnost

pro p <0,05.
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3. 8. BEHAVIORANI STUDIE

Redpokladana uloha neuropejtia jejich analof v regulaci emocionalniho
chovani byla sledovana u potkentestu otekieného pole (OF) a ve vyvySeném
kiizovém bludisti (EPM). Oba testy jsou vSeoliegiijimana paradigma pro éeni
Gzkosti a anxiolytickéhodinku potencialnich Iév.

V naSich pokusech jsme testovali anxiolytické aiptieesove tinky galaninu,
antagonisty galaninu M40, fragment galaninu 1-18HPro-Ala-Leu-Ala-Leu-Ala
amid (Bartfai et al., 1992; Crawley et al., 1993)ntetizované M. Flegelem z naSeho
pracovist. Latky rozpu&tné ve fyziologickém roztoku byly aplikovany intraje-
nealre (i.p.) v davce 0,3 mg/kg/2 ml.

3.8.1. Test v oteireném poli

Test v oteeném poli (OF, Open Field) byl provadv kruhové aréhs
pramérem 150 cm a vySkoudty 50 cm. Aréna byla roZtena na dva kruhové
segmenty, zevni Siroky 20 cm a ¥nito piméru 130 cm. Test trval 5 min a byly
meéieny nasledujici parametry: celkova distance polfyiD), celkovyc¢as pohybu
(TTM), distance ve vnihim segmentu (CMD). Pouzity softvér umaje vypaet
dalSich paramelr nag. byl vypaiten parametr CMD/TMD jako procento TMD.
V nékterych pokusech bylo jeStegistrovano part&ovani (rearing) a @@ o €lo
(grooming). Chovani testovaného potkana bylo sninkamerou aifgnaseno do
pacitace, kde byly behavioralni parametry zaznamenavarnghadnocovany

automatickym video-monitorovacim systémem (AnyM&teglting, USA).

3.8.2. Test vyvygeného bludit

V testu vyvySenéhoikZového bludidt (EPM, Elevated Plus Maze) jsme
sledovali pohyb v otéenych a zakenych ramenech, rovh automaticky s pouzitim
systému AnyMaze.

Statistické vyhodnoceni naenych dat bylo provedeno pouZzitim testu
jednocestné ANOVA, s nasledujicimi testy pro j$tvyznamnosti rozdil Jako

signifikantni jsou povazovany rozdily s p< 0,05.
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4. VYSLEDKY

Nové nazirani na stres unimgfe vyuzivat tento stav jako experimentalni nagiroj
studium mozku a naopak nové poznatky uniugizhledani cilovych struktur pro terapeutické
a preventivni zakroky (Klenerova a Hynie, 2006akaklije se, Ze v séasné dob je
nejvhodrjsi vyzkum, ktery kombinujefistup behavioralni s batnym a molekularnim,
se zamfenim na vztah mezi strukturou a funkci mozku. Beraini studie potvrzuji, zda
sledovany neuropeptidipobi v CNS, zda pronikda mozkomisni bariérou poésyet/é
aplikaci, zda ma protistresovyitnek a zda méa anxiolytickyéinek (Klenerova et al., 2011).
Usilujeme o pispevek k vyzkumu centralniché¢inki neuropeptid a jejich analog, se
zametenim na oxytocin a na dalSi latky s moduiani (¢inky tohoto peptidu, v poslednim
obdobi pedevsim na galaninergni systém (Klenerova et@l1&, Skopek et al., 2011).

Studium systému oxytocin/oxytocinovy receptor (OTR) je v poslednim obdobi
zaneieno na jiné tk&h nez na klasickédbhu a mlénou Zlazu. ZvySena pozornost je
vénovana signalnim cestam a biologickytinkim OT/OTR systému, které jsou zavislé na
typu tkarg, lokalizaci receptdr na bug¢né membra#ia na moznosti transdukce
extracelularnich signaldo nitra buky prostednictvim G-regulénich proteiri. Ve stedu
z4jmu je kardiovaskularni systém, kde jiz byly itigkovany ligandy, zapojené
v kardiovaskularnich poruchéch. DalSim vhodnym kddteém pro studium novych
mechanism pasobeni GPCR a jejich ligafige galaninergni systém seini subtypy

receptod, které vyuZzivaji pro transdukaizné G-proteiny.

Vysledky této disertace jsou rageny na behavioralni studie, kde vychazime z naseho
nalezu protistresovéhaiiku galaninu po systéemové aplikaci. V daidsti jsou uvedeny
vysledky ze studia OT/OTR systému a galaninergsifstému v srdci a hypofyze, za
fyziologického stavu a po aplikaci akutniho stréislenerova et al., 2011; Skopek et al.,

2012), zavyuziti molekuldgrbiologickych metod a metod imunofluoreséeith.
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4. 1. BEHAVIORALNI STUDIE

V naSich pedchozich studiich tykajicich se neurobiologiesstijsme pouZili
systémovou aplikaci oxytocinu a jeho dlouhoéipbsobiciho analogu karbetocinu
(Klenerova et al., 2009a; Klenerova et al., 2009dbnerova et al., 2010). Oba peptidy
vykazaly anxiolyticky dinek a roviZ protistresovy efekt. Vzhledem k tzkému vztahu
galaninu a oxytocinu, jsme zvolili podobnkigiup ke studiu moznych behavioralnicinka
galaninu, i v nasledujicich pokusech. Vyslovili gsimypotézu, Ze tyto peptidast&né
pronikaji mozkomisni bariérou a tak mohais@bit na pislusné receptory v CNS. Cilem
tohoto studia je moZnost vyuZziti ziskanych poza&tkarmakologickému ovlivéni a
terapeutickému vyuziti u postresovych i dalSictupbr jako je anxieta a deprese.

V nasledujicich experimentech jsmigspoupili ke studiu behavioralniclimka
dalSiho neuropeptidu, galaninu. Tento neuropepéideasahlé fyziologickédinky, ale jeho
behavioralni Ginky po systémové aplikaci nebyly dosud v litetatprokdzany.

V experimentalnim protokolu jsme vysli z naSidiegichozich pokus které jsou zmigny
v Gvodni a metodické kapitole.

V prvnim experimentu galanin v davce 0,3 mg zvighbmaini chovani, nsrené jako
TMD a rychlost pohybu, 1 hodinu po i.p. aplikacépfidovy antagonista M40 snizil oba
registrované lokomii parametry na kontrolni hodnoty. Tento nalez ui@zze oba peptidy,
agonista, stefhtak jako antagonista, pronikaji mozkomisni batiéeoze dinky pretrvavaji
po vice nez 1 hod po aplikaci. Navic data ziskandti hodinach ukazala, Ze behavioralni
acinky pretrvavaji, a to jiz bez dalSi aplikace galaninatagonisty GalAnt (Obr. 19).

u T T T
1 GAL M0 GA-+M40

Obr. 18. Winek galaninu a jeho antagonisty M40 na TMD, niieno v OF
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Data na Obr.19 byla analyzovana jednocestnou ANGWAslednym Student-
Newman-Keuls testem pro vice srovnani, 1 :df 3x28tisticka analyza vykazala signifikantni
ucinek experimentalnich podminek na TMD (F= 3.960p31), rychlost pohybu (F= 10.23,
p< 0.0001¢as pand&ovani (neuvedeno) (F=12.42, p< 0.0001). Galardawce 0.3 mg
zvySuje TMD i rychlost pohybu ve srovnani s kordrol, s dalSim antagonistou GalAnt a se
skupinou potkai s kombinovanou aplikaci galaninu a antagonistywri®bza 48 hod bez
aplikace galanindi jeho antagonistyietrvava zvySeni TMD hodnot (F= 5.56, p< 0.004),
rychlosti pohybu, ktera byla signifikaritiodliSna mezi skupinami (F= 5.68, p<0.004), ale
pouze u aplikace galanin vs jeho kombinace s antafga se signifikangliSila.

Obr. 19. ZvySeni exploréni aktivity po aplikaci galaninu a jeji vraceni nakontrolni

hodnotu po aplikaci antagonigtGalanin -Y Neuropeptid amidu (GalAnt)

Jako dalSiho antagonistu k&seni behavioralnichdainka galaninu jsme pouZili
novou latku, syntetizovanou v nasi labofatchimérni peptid Galanin - (1-13) Neuropeptid
Y - (25-36) amid. Obdrzeli jsme obdobné vysledisoja predchozim pokuse s antagonistou
M40, jak je zndzorno na Obr. 19.
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Obr. 20. Vliv 3x aplikovaného akutniho stresu na exploréni chovani, inek

galaninu s aplikacéwdvou davkach 0.3 mg a 1 mg ip. po stresu

Na zaklad hypotézy, Ze galanin by mohl mit obdébhako oxytocin a karbetocin
protistresove &inky, jsme v experimentu, jehoz vysledky jsou uvedea obrazku 20,
vystavili potkany poif dny akutnimu stresu. Ihned po skeni stresu jsme aplikovali galanin
ve dvou davkach, 0.3 a 1 mg i.p., ré¥mpo ti dny. Zarové jsme v OF testovali explorativni
chovani, které bylo po stresu signifikatiBnizené. Aplikace galaninu v obou davkach vrétila
hodnoty TMD ke kontrolnim hodnotam. Za tyden pol@dsi aplikaci stresu a latek, tj. tyden
byla zviata v klidu ve svych klecich pouze handlovana, jspekovali behavioralni test.
Protistresové &inky obou davek galaninusgtrvavaly i bez aplikace galaninu

V dalSim experimentu jsmegrichozi pokus zopakovali. Potkani byli réleshi na
4 skupiny po 8mi; kontrolni skupirbyl aplikovan fyziologicky roztok, stresované skup
byl rovrez aplikovan fyziologicky roztok, dalSi skugistres + galanin v davce 0.3 mg a
posledni skupi&istres + galanin v davce 1 mg. Latky byly apli&oy ihned po skameni
stresu a behavioralni test byl proveden za 1. hwplanukoreni stresu. Pro potvrzeni
pietrvani behavioralnich zin byl proveden behavioralni test 9. a 14. den la¢% dplikace

stresu a latek. Vysledky s hodnotami uvedenychrpené jsou v Tab. 2.
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Tab. 2. Antistresovy dinek galaninu po i.p. aplikaci pretrvavajici dva tydny
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Vysledky z Tab. 2 jsou prcet8i prehlednost zobrazeny jako graf. Statistické vyhod-
noceni experimentalnich dat prvniho dne vykazgeikantni rozdily pro TMD (F= 3.48,
p= 0.027), rychlost pohybu ((F= 4.35, p= 0.011)ettny étené behavioralni parametry
byly stresem snizené. Tyto deterimalkinky stresu byly obma davkami galaninu antago-
nizovany. Rovaz druhy aiteti den byly ziskany obdobné vyslediietre vysledki
statistické analyzy.

Zajimaveé vysledky, ziskané 9. den bez aplikacsstadatek od 3. dne, &Ki pro
pietrvavani deteriotaich &inku stresu, pro TMD (F= 6.18, p= 0.002) a rychlostyimh
(F =4.49, p= 0.01), které byly antagonizovany aplikovanym galaninem. Rowa 14. den
swedcily hodnoty statistické analyzy pro TMD (F= 4.5% ©.009) a rychlost pohybu (F =
6.72, p=0.001) proiptrvavani protistresovychtiinka galaninu i bez jeho aplikace .

VySe uvedené behavioralni studie prokazaly, Zergalje dalSi neuropeptid, ktery po
systémoveé aplikaci ma protistresové a anxiolytigkiéky. Ziskané vysledky také&@dpo-
kladaji, Ze agonista galanin a antagonista galaki#@, i nAmi syntetizovany antagonista
galaninu peptid chiméra-Galanin Y Neuropeptid arpicobi na Urovni receptbia vysledek
této interakce po ditou dobu petrvava. Na zakladtéchto vysledk, které potvrdily nasi
hypotézu o pisobeni galaninu v CNS v odpai na stres, jsmefistoupili k dalSimu studiu

galaninergniho systému.
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4. 2. NEUROPEPTIDY V SRDCI

4. 2. 1. Oxytocinovy systém

4.2.1.1. Exprese mMRNA OTR v srdci za fyziologigkh podminek

Stanovili jsme za fyziologickych podminek expregRNA oxytocinového receptoru

v srde&nich oddilech potkana, levé (LA, LS) a pravé SRA(PS), a leve (LV, LK) a
pravé (RV, PK) komie, u kmeid Sprague-Dawley (SD) a Lewis (LE). Tyto dva kmeny
se vyznduji odliSnou aktivitou HPA osy, potkani kmene Lewigji snizenou aktivitu
HPA osy ve srovnani s potkany Sprague-Dawley. BExpty byly provedeny u

skupin potkad n = 6.

Tab. 3. Relativni exprese OTR mRNA srdénich oddilech dvou kmeri potkani

Data jsou prezentovana jako relativni exprese (kXEM. Pro vyjateni
relativni exprese byla jako kalibrator pouZ8ACt hodnota pro oba kmeny.
*Dvoucestna ANOVA ukazuje, Ze kmen potkamema na expresi signifikantni
vliv: F(1,40)=0,53; p=0,342. Rozdily mezi stdémi oddily jsou signifikantni:
F(1,40)=75,58; p<0,0001.

*Jednocestnd ANOVA pro SD: F(3,20)=17,15; p<0,0@inferronihopost hoc
test ukazuje, Ze LS je signifikastodliSna od PS, LK a PK (pro p<0,001).
*Jednocestna ANOVA pro LE: F(3,20)=31,30; p<0,0@dnferronihopost hoc
test ukazuje, Ze LS je signifikatodliSna od PS, LK a PK (pro p<0,001).
(Klenerova et al., 2011).

V tabulce 3 jsou porovnany relativni exprese mRNPROy srdé€nich oddilech potkan
SD a LE. Relativni exprese v leveé sini SD byla payako kalibrator. Dvoucestna
ANOVA analyza nepotvrdila signifikantni rozdil medikma kmeny. Jednocestna

ANOVA analyza, spéitana pro jednotlivé kmeny, prokazala signifikarrtedil
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v expresi mMRNA OTR pro jednotlivé siié oddily. V srdénich sinich je exprese
MRNA OTR oproti komoram vyraznvyssi.

V sinich i komorach jsme zjistili rozdily v prahaueyklu (treshold cycle =
ACT) mezi cilovym a referémim genem. Na Obr. 21 jsou znazamw hodnoty pro
ACT mRNA OTR g3-aktinu, ktery byl pouzit jako referéni gen. Tato data potvrzuji
expresi mMRNA OTR ve vSech staéch oddilech. Zaznamenali jsme rozdil v expresi
MRNA OTR, ktera je v sinich vy3ssi nez exprese vaa@ch (nizSi hodnotaCT

v grafu zndi vysSi expresi mRNA).

- E 3
20 - = = a0 -
15 —_ 1K 4
- — - .
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Obr. 21. Porovnani hodnoACT mRNA OTR v srdeé¢nich oddilech
u kmehSprague-Dawley a Lewis za fyziologickych podminek
Jedna se diperné hodnoty a SEM.
*Signifikantni hodnotyhMedem k sinim u obou kmén

Poznamka: NizSi hodnotyACT reprezentuji vySSi expresi OTR.

Dvoucestnou ANOVA analyzou bylo prokazano, Ze kipetkari signifikantré
neovlivni expresi mMRNA OTR v srdeich oddilech: F(1,40)=1,42, p=0,24. Rozdil

v expresi mMRNA OTR mezi srdeimi oddily je extréem&ésignifikantni: F(3,40)=100,2,
p<0,0001. Jednocestnou ANOVA analyzou byla pro aaykSprague-Dawley,
F(3,20)=48,3: p<0,0001, zjigta nasledujici data: Bonferroniho ,Multiple Comgan
Test" potvrdil signifikant® vySSi expresi mRNA OTR pro levouisiproti levé i pravé
komae. Pro potkany Lewis, F(3,20)=54,88: p<0,0001, Bomhiho ,Multiple
Comparison Test* prokazal signifikantni zvySeni mRETR jak v levé tak v prave

sini oproti levé i pravé konte. (Klenerova et al., 2011).
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Tab. 4. Hodnoty relativni exprese mRNA oxytociavého receptoru
v oddilech srdce potkankmene SD a LE za fyziologickych

podminek

Tabulka 4 porovnava relativni expresi mMRNA OTRdesnich oddilech u kmen
Sprague-Dawley a Lewis. Ve vSech sitieh oddilech jsme nalezli rozdily

v prahovém cyklu cilového a refetgiho genu. Zjistili jsme, Ze vliv kmene potkan
nema na expresi mRNA signifikantni vliv. Jako emtré signifikantni se projevil rozdil
mezi srdénimi oddily, kdy exprese mRNA OTR v sinich mnohaius prevySovala

expresi v komorach.

60



4. 2. 1. 2. Imunohistochemicka detekce OTR v srdea fyziologickych podminek

Imunohistochemicka detekce OTR prokazala jeho expeevSech srdaich
oddilech, jak je patrné na niZe uvedené sérii ddirébr. 22). Fitomnost OTR jsme

zarovei potvrdili i metodou Western blot.

CO LS OTR CO PS OTR

CO LK OTR CO PKOTR

Obr. 22. Imunofluorescerni detekce OTR v srdénich oddilech kontrol
(z&tSeni 40x)
OTR jsme nalezli u kontrol v obou s¢édé&h sinich i v obou komorach.

Oblasti ve Zlutém rarndleu jsou podrob&analyzovany na Obr. 23.

V levé a prave sini je vys&eétnost bupk, které exprimuji OTR. V komorach je oproti
sinim¢etnost buik s expresi OTR niZsi, ale je vySSi denzita jegigmalu. Tato zjigni
jsou v souladu s expresi mMRNA OTR, kterd je v sigita&ne vyssi nez v komoréach,
ale rozdil exprese OTR mezi &mi a komorami neni tak vyrazny jako u exprese
MRNA OTR.
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COLSOTR CO LK OTR

CO LS jadra CO LK jadra

CO LS OTR + jadra CO LKOTR + jadra

Obr. 23. Exprese OTR v jadrech v lev&ni a levé komde kontroly

(zvétSeni 40x)

Obr. 23 detaibrukazuje vyezy z obrazku 23. OTR je ozfemy zeleg a jadra
mote pomoci jaderného markeru. Po prolnuti OTR s jwelmi dolse
patrné, ze exprese OTR v jadrechi&argocytu je v levé sini spiSe ojedia a
¥tSina jeho signalu je lokalizovana na membranaeoddk v levé kome je

kolokalizace signalu OTR s jadry vetrasta.
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Obr. 24. Western blot OTR v de€¢nich oddilech kontrol
Metodou Western blot jsme prokazaiitpmnost
OTR ve vSedtiesnich oddilech.

U elektroforézy byly na gel naneseny vzorky homa@gerze srdénich odditi, které
obsahovaly stejné mnozstvi proteinu. Na obrazkje 24ome prouzku o odpvidajici
molekulové hmotnosti OTRifiomen dalSi slabsi prouzek, kteryize byt

tvoren receptorovym homodimerem (Terrillon et al., 2008 zajimavé, Ze rozdil mezi
sintmi a komorami neni tak vyrazny jako rozdil v expresRNA OTR. S expresi
MRNA OTR je v souladu prouzek odpovidajici dimemimceptoru o vyssi moleku-

lové hmotnosti, jehoZ exprese v komoréach je vygadnsi nez exprese v sinich.

V dalSich imunohistochemickych pokusech jsme ses#iima lokalizaci OTR

v jednotlivych srdénich oddilech. Sraai sval je tvéen valcovitymi jednojadernymi
buikami — kardiomyocyty. Tyto biky jsou trojrozndrné propojeny interkalarnimi
disky. Na obrazku 25 je znazeéma struktura myokardu s kardiomyocyty, jadry a

interkalarnimi disky.
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Obr. 25. Kardiomyocyt - jJadro - 2, interkalarni disk - 3

Barveno letoxylin — eosin. ZstSeni 40x.

K ukeni, kde se nachazeji oxytocinové receptory, Zkrdiomyocytu,
nervové tkani, nebo v jéd, jsme pouzili nervovy marker proti Beta Il Tulowl, ktery
je sokasti nervové tkan Na preparatu byla dale pomoci jaderného markéwaID
oznaena jadra buik. Protilatky proti OTR a Beta Ill Tubulinu byly siedreé ozna&eny
raznymi fluoresceénimi barvivy. Prolnutim obrazku se zetesena&enym OTR a
cervere ozna&enou nervovou tkani jsme prokézali, Ze OTRigvpZie lokalizovan na

kardiomyocytech, na plasmatickych membranach. lib&eil oxytocinového receptoru
na nervoveé tkani jsme nezaznamenali.
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CO LS OTR CO LS neuronalni marker

CO LS jadra CO LS OTR + neur.marker+jadra

Obr. 26. Lokalizace OTR v levé srdai sini kontroly potkana Wistar
PoznzwétSeni 40x i u vSech dalSi¢bai, jiz neuvadno

V levé sini zel&nOTR, mode jadra a&erverg neuronalni tké. Po slodeni
jednotlivych obrazk s ozngenym OTR, nervovou tkani a jadry je z vysledného
obrazku zejmé, Ze OTR neni v srél@ sini vazan na nervovou ikale

vyskytuje se pevazi na membranach kardiomyoay{Klenerova et al., 2011).

Protoze jsme vigdchozich experimentech krémyskytu oxytocinového receptoru
mimo nervovou tk& zaznamenali tak&ast€nou kolokalizaci oxytocinového receptoru
s jadry (Obr. 26), rozhodli jsme se pomoci konfaké mikroskopu identifikovat, zda

se oxytocinovy receptor nachazi na povrchu nebdtitjaura.
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4m M 04bm

Obr. 27. Lokalizace OTR v ja#le kardiomyocytu (zvétSeni 40x)

Na obrazcich jsou optickezy z Giznych hloubek jadra (1, 2, 3, 4uf)
prochazejici zewhod povrchu fes vnitni objem az k povrchu na opreé strag
jadra. Obrazek 0-pm ukazuje sumarni projekci z celého objemu jadaa, n

kterém lze pozorovatifiomnost oxytocinovych receptouvnitt jadra.

V kardiomyocytu jsme sledovali OTR ve vztahu k JadDT receptor jsme s vyuZzitim
specifickych protilatek ozrdi zelerg a jadra jsme ozgdi jadernym markerem DAPI
modie. Pomoci konfokalniho mikroskopu jsme vyiliov oblasti jadra detailni optické
fezy v ose Z, coZ nam umoznilo ziskat trojréemou gedstavu o lokalizaci OTR.
Kromé OTR gitomného na membrarfzeleny signal OTR mimo oblast jadra na Obr.
27) jsme potvrdili, Ze OTR jefffomen ve vniinim prostoru jadra. Tadevosyan et al.
(2011) popisuji v srdcifitomnost gkterych receptdr sgrazenych s G proteiny, které
piecestovavaji z membran do nitra jadra. Takovatteskast byla prokazana

v experimentech s receptory pro angiotensin Ilogmelin, B-adrenergnimi a opioidnimi
receptory. V nasi praci jsme prokazali jako prvansport oxytocinového receptoru

do jader kardiomyocwyt cozZ Ize povazovat za unikatni nalez.
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4.2.1.3. Exprese mRNA OTR v srdci po aplikaci imabzaéniho stresu

Sledovali jsme vliv stresu a doby uplynulé od jeiptikace na expresi mMRNA
OTR v srdeénich oddilech potkanSD a LE. Potkani byli dekapitovani po 60 a 180
minutach po aplikaci stresu. Vliv imobilizaiho stresu (IMO) a jeho kombinace
s chladovym strsesm (IMO+C) na relativni expresiN®ROTR pro kmen SD je
graficky znazoran na obrazku 28. Zémy relativni exprese vyvolané stresem jsou vzdy
vztazeny k odpovidajicimu srtemu oddilu kontroly. Jednocestnou analyzou ANOVA
jsme u kmene SD v levé sini prokazali signifikarinr akutniho stresu na expresi
MRNA OTR. VSechnytyii skupiny potkaf vystavenych stresu vykazovali snizeni
exprese MRNA OTR. Toto snizeni bylo signifikantrskupiny IMO60, IMO180 a
IMO+C180. V praveé sini jsme nenasli u Zzadné skupigyifikantni rozdil.
V komorach, které ve srovnani se&im exprimuji podstattimére mRNA OTR, jsme
nalezli zakladni rozdil vdinku IMO a IMO+C. Kombinovany stres vykazoval sj&i
acinek na expresi mMRNA OTR. V levé komegsme prokazali signifikantni zvySeni
exprese u skupiny IMO+C180 oproti IMOG60 i oproti@80. V pravé konmi@ ol
skupiny vystavené IMO+C vykazovaly vySSi expresi®ROTR oproti odma
skupinam IMO.

Obr. 28. Efekt akutniho imobilizainiho stresu na relativni expresi (RE)
MRNA OTR v srdénich oddilech potkari Sprague-Dawley.
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RE byla speéitana tak, jak je popsano v metodach; kontrolninetglodpovidajicich
srdenich oddili byly pouzity jako kalibrator. * = vs CO, + = IMO& IMO+C3,
x = IMO1 vs IMO+C3. *Statisticky signifikantni vystiek vztazeny k odpovidajici

kontrole; pro p<0,05. (Skopek et al., 201.1).

Obr. 29. Efekt akutniho imobiliz&niho stresu na relativni expresi (RE)
MRNA OTR v srd@ich oddilech potkani Lewis

Data z jednotlivych oddijsou ozn&ena v nadpisu graf Uvedeny pimérné
hodnoty + SE. * =vs CO, + = IMO30+C3, x = IMO1 vs IMO+C3,
0 = IMO1 vs IMO+C1A = IMO3 vs IMO+C1,A =IMO1 vs IMO3,

1 =IMO+C1 vs IMO+C3

V levé srdeéni sini potkan LE jsme nalezli obdobné vysledky jako u kmene SD a
signifikantni snizeni exprese MRNA OTR u skupin IB0QIMO180 a IMO+C180.
V praveé sini potkain LE jsme ve srovnani s potkany SD nalezli sg§ivrozdily.
Zatimco u SD doSlo ke zvySeni exprese mMRNA OTR b{l& exprese signifikatn
shizena ve skupinach IMO60, IMO180 a IMO+C180.r&stggko u potkad SD se i u
LE projevil vliv specifického stresoru. V levé igue komde potkari LE jsme nalezli

signifikantre zvySenou expresi mMRNA OTR u skupMO+C.

68



4.2.1.4. Imunohistochemicka detekce OTR v srdci paplikaci imobilizaé¢niho

stresu.

Potkaiim jsme aplikovali stres trvajici 60 minut (metodyalSi skupig byla
aplikovana stejidlouhd imobilizace, alefpd dekapitaci byla ponechana pauza v délce
60 minut. Sledovali jsme zny v expresi OTR. Zjistili jsme, Ze exprese OTR&@i
v zavislosti na&ase uplynulém od aplikace imobil&zdho stresu. U potkadndekapito-
vanych ihned po aplikaci stresu dochazi v prae&é Isini ke zvySeni exprese OTR
oproti kontrolam. Po hodéod aplikace imobilizéniho stresu dochazi k poklesu

exprese OTR na uroxekontrol.

COLS CO PS
IMO LS IMO PS
IMO+60 LS IMO+60 PS

Obr. 30. Vliv stresu aasu uplynulého od jeho fisobeni na expresi OTR
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4. 2.2. ATRIALNI NATRIURETICKY PEPTID

4.2.2.1. Imunohistochemicka detekce atrialniho netiretického peptidu v srdci

za fyziologickych podminek

ProtoZze OT fisobi v srdci prosédnictvim atrialniho natriuretického peptidu (ANP),
sledovali jsme v sradmich oddilech také expresi tohoto peptidu. Potvjslihe jeho

piitomnost v srdénich sinich. Exprese v komorach nebyla nalezena.

COLS CO PS

CO LK CO PK

Obr. 31. Exprese atridlniho natriuretického peptidu(ANP) v srdeénich
oddilech potkana za fyziologickych mmninek

V levé i pravé srdmi sini jsme prokazali expresi ANP. Ani v jednéaior
jsme pitomnost ANP neprokazali.
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4.2.2.2. Imunohistochemicka detekce atridlniho niauretického peptidu v srdci
po aplikaci akutniho imobiliz&niho stresu

COLS IMO LS IMO60 LS

CO PS IMO PS IMOG60 PS

Obr. 32. Vliv imobilizatniho stresu na expresi ANP v srd@ich sinich

V levé srd&ni sini jsme potvrdili vySSi expresi u IMOG60 opriiO.
V praveé sini byla hodnota exprese u IM@3iyoproti kontrole i
oproti IMOG60.

Vysledky ziskané z imunohistochemického stanoveéi A srdénich oddilech jsme
podrobili obrazové analyze. Obrazovéa analyza imistobhemickych stanoveni ANP

v srde&nich oddilech byla provedena programem ImageJwhaese dostupny ze stranek
http://imagej.nih.gov/ij) a vyhodnocena programear8that (GraphPad, La Jolla, USA).
V levé srdeni sini jsme u skupiny IMO60 prokazali signifikahiavySeni exprese ANP
ve srovnani se skupinou IMO (p = 0,0062). V prad&si sini doslo vlivem
imobilizagniho stresu ke zvySeni exprese ANP u IMO oprotiiae (p = 0,0033).

V pravé srdéni sini dale doslo k signifikantnimu sniZeni expra®lP u skupiny

IMOG0 oproti IMO (p = 0,0098). Prok&zali jsme zagiuj ANP v odpovdi na stres

v zavislosti na dynamiceipobeni stresoru.
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4. 2. 3. Galaninergni systém

V naSich experimentech jsme studovali kardiovaskilldohu oxytocinu a
atrialniho natriuretického peptidu. Z dalSich peiptkteré jsme nalezli kolokalizované
s €mito peptidy v gkterych tkanich afiedpokladame mozné modatd/regula&ni
propojeni, jsou galanin a galanin like peptid. ¢ératue jsou Udaje, Ze méa galanin
kardiovaskularni €inky, ale studie oiftomnosti jednotlivych komponent
galaninergniho systému jsou ojedl V této diserténi praci jsme studovali
galaninergni systém v jednotlivych sédéh oddilech za fyziologickych podminek a
za stresu, aft pomoci stanoveni exprese mMRNA a pomoci imunodisiekini detekce

now syntetizovanych gen

Prestoze existuje velké mnoZzstvi praci zabyvajicechaaninem, galanin like peptidem
a galaninovymi receptorovymi subtypy, prace studujito sodasti galaninergniho
systému v srdci jsou pouze ojeglina nekomplexni napviz Waters a Krause, 2000;
Fang et al., 2013; Fathi et al., 1997. Protozepbrzen vliv galaninu na srdei

¢innost (Potter a Smith-White, 2005) rozhodli jsseeutit ptitomnost galaninu,
galanin like peptidu a galaninovych receptorovyahtgpi v jednotlivych srdénich
oddilech pomoci imunohistochemickych metod za tggjickych podminek.
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4.2.3.1. Imunohistochemicka detekce galaninu v stdza
fyziologickych podminek

Gal LS Gal PS

Gal LK Gal PK
Obr. 33. Exprese galaninu v srdeich oddilech

Zelen& barva oztajici galanin na obrazcich prokazujétpmnost
galaninu v srd&nich sinich i v obou komoréach.

V obou sinich i komorach srdce potkana jsme zalggickych podminek
prokézali expresi galanin@etnost busk exprimujicich galanin je srovnatelna
v sinich i komorach. V komoréach je denzita sigrgdlaninu oproti sinim

porekud vyssi.
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4.4.3.2. Imunohistochemicka detekce galanin likegptidu v srdci za
fyziologickych podminek

GalLP LS GalLP PS

GalLP LK GalLP PK

Obr. 34. Galanin like peptid v srdénich oddilech u potkana za fyziologickych
podminek

Obrazky zachycuji expresi zél@znaeného galanin like peptidu v sinich a

obou srdeénich komorach, ktera jerfipomna ve vSech srdeich oddilech.

Vedle galaninu jsme v sinich i komorach dale imustolchemicky sledovali expresi
galanin like peptidu. Jeho expresi jsme prokazalbgu sinich i obou komoréch.
Zda se, Ze galanin like peptid je ve tkani lokaleo v oblasti interkalarnich digk

Upiesreni této lokalizace bude vyZadovat dalSi experimenty
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4.2.3.3. Galaninové receptorové subtypy

V srdetnich oddilech jsme sledovali i expresi galaninovsateptorovych subtyp
Tyto receptory jsme nejprve stanovili metodou Wiestdot v homogenatu jednotlivych
oddila.

GalR1 GalR2

GalR3
Obr. 35. Galaninové receptorové subtypy v srdmich oddilech kontroly Wistar

V srd&nich oddilech jsme prokézaliippmnost GalR1, GalR2 i GalR3.

Ve vSech srdmich oddilech jsme prokazali metodou Western hibbmnost vSechi
receptorovych subtyp Vzhledem k tomu, Ze byl pro elektroforézu powziy stejny
objem homogenatu, je mozné porovnat mnoZzstvi jdigigioh receptodl. Z obrazk je
patrné, ze exprese GalR2 je daleko vysSi nez ex@alR1 . Exprese GalR3 je ze
mozné identifikovat prouzky gdcici o gritomnosti GalR3, byla jejich intenzita tak

nizka, ze je prakticky nebylo mozn& gkenovani zaznamenat.
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Poté, co jsme pomoci metody Western blot prokg@abmnost GalR subtypve vSech
srdenich oddilech, sledovali jsme imunofluoresa@ntyto receptory na tkévych

fezech.

Galaninovy receptor 1

GalR1 LS GalR1 PS

GalR1 LK GalR1 PK

Obr. 36. GalR1 v srdrich oddilech srdce potkana

V srdenich sinich a v komorach jsme prokézali pomociifipké protilatky
piitomnost GalR1. Exprese GalR1 kolokalizuje s jadagimco na busgnych
membranach je pouze ojedia. GalR1 je také exprimovan v oblasti interkaléni
diska, které maji propojovaci funkci mezi jednotlivynmarkliomyocyty. Denzita

signalu je ve vSech srélgich oddilech na stejné urovni.
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GalR2 LS GalR2 PS

GalR2 LK GalR2 PK

Obr. 37. GalR2 v srdmich oddilech
V obou sinich i odamoréch jsme nalezli expresi GalR2.

Expresi galaninového receptoru 2 jsme prokazabaucsinich i obou komorach srdce
potkana za fyziologickych podminek. Nalezli jsm@msi na plazmatické membeaa
také kolokalizaci GalR2 s jadry ve vSech srdeh oddilech. Reet burgk exprimujicich

GalR2 a denzita jeho signélu jsou mezi jednotliviahdily na srovnatelné arovni.
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GalR3 LS GalR3 PS

GalR3 LK GalR3 PK

Obr. 38. GalR3 v srdmich oddilech srdce potkana za fyziologickych
podminek

Nigezech obou sini i obou komor jsme prokazali exBediR3.

V rozporu se zji$nim autofi Smith et al. (1998), kiév srdci nepotvrdili ptomnost
MRNA pro GalR3, se nam paidla prokazat pitomnost tohoto receptoru ve vSech
srde&nich oddilech.GalR3 je exprimovan na plazmatickénim@rg, kolokalizaci

s jadry jsme nezaznamenali. Exprese GalR3 v sgdghvi jako vySSi oproti komoram.
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4. 3. NEUROPEPTIDY V HYPOFYZE

4. 3. 1. Imunohistochemicka detekce za fyziologické stavu

Pozn.: Jsou prezentovany obrazky velice &rdma tisk a z tohotaistodu byly
umisiny obrazky v mensich rozirech, coz ovlivnilo pdet stranek.

Na koronalnichfezech (z¥tSeno 20x) celou hypofyzou jsme sledovali expresi
téchto peptid a jejich receptdr. galanin, galanin like peptid, oxytocin, vasopnesi
adrenokortikotropni hormon, oxytocinovy receptalaginovy receptor 1, galaninovy
receptor 2 a galaninovy receptor 3.

Dale jsme k ufeni lokalizacedchto proteiri pouzili gliaini marker k ozrini glialniho
fibrilarniho acidického proteinu (GFAP) k detekdiyicyta a neuronalni marker

k ozn&eni beta Il tubulinu v neuronech a tim detekcvogé tkar.

Koronarnitez umoiuje zndzortni krome adenohypofyzy (AH) i zndzoéni
neurohypofyzy (NH) a intermedialniho laloku (IL}eky byva @i mechanickém éeni
na adenohypofyzu a neurohypofyzu &ipoSkozen. Na zakladéchto soubornych
vysledki jsme pokr&ovali v dalSich experimentech sledujicichémyyv jednotlivych
komponentach hypofyzy.

AVP oT OTR
Obr. 39. Vasopresin a oxytocin v jedrlivych oddilech hypofyzy

AVP = arginin vasogire OT = oxytocin, NH = neurohypofyza,
IL = intermedialnid&, AH = adenohypofyza
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Jak vyplyva z vysledku uvedeném na Obr. 39 prdk@rae v neurohypofyze silnou
expresi vasopresinu (AVP) a velmi slabou ojéttin expresi v intermedialnim laloku.
V adenohypofyze jsme vasopresin neprokazali. Oxyfecsilné exprimovan v neuro-
hypofyze a v intermedialnim laloku. Je zajimavéjsbee ojediglou expresi oxytocinu
prokazali i v adenohypofyze. Tento ojeglinnalez vyZzaduje dalSi analyzu, ktera bude
predmétem dalSich pokusnasi laboratiee. V adenohypofyze jsme také prokazali
expresi oxytocinového receptoru, coZ ukazuje nanmooZunkci oxytocinu p sekreci
adenohypofyzarnich hormon

Gal GalLP

Obr. 40. Galanin a galanin like peptid jednotlivych oblastech hypofyzy

Na obrazku 23 je znaz@ma exprese galaninu (Gal) a galanin like

peptidu (GalLP) na koronarnifezu celou hypofyzou.

Oba neuropeptidy byly exprimovany v neurohypefyintermedialnim

Vs

laloku oproti neurohypofyze a adenohypofyze.V dédsti experimeritjsme se

zanmztili na zjis€ni pritomnosti jednotlivych galaninovych receptorovycitypi.
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GalR1 GalR2 GalR3

Obr. 41. Galaninové receptorové subtypy GalR1, GalR GalR3
v neurohypofyze, intermé&inim laloku a v adenohypofyze

Na obrazku 41 s koronarnifezem hypofyzy je zndzotna exprese vsechi t
galaninovych receptorovych subtypgGalR1 je exprimovan v neurohypofyze,
adenohypofyze a intermediédlnim laloku. Zajimavyysledek exprese GalR2,
ktery je exprimovan v neurohypofyze a adenohypqfjet® exprese je vSak
velmi silna v intermedialnim laloku. GalR3 je expdvan slab v neurohypofyze
a adenohypofyze a pé&kud silrgji v intermedialnim laloku. V literaii@ nejsou
uvedeny Udaje o takovéto komplexni studii galamjnéro systému v hypofyze a

v jednotlivych oddilech hypofyzy.

Dulezitou informaci je ufeni lokalizace galaninu a galanin like peptiduj@he
receptoti ve vztahu k neurondlni tkani a ve vztahu k pittiioy. V dalSicasti
experimeni jsme proto ufili pfitomnost neuronalni tkéra pituicyti pomoci
piislusnych markér. Pro detekci pituicyt jsme pouzili glialni fibrilarni acidicky
protein (GFAP) a k detekci nervové tképeta Il tubulin.
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neuronalni marker gliaIni marker

Obr. 42. Pituicyty a nervova tkai v hypofyze

Jak vyplyva z nalezu na obrazku 42, prokazali jsrhgpofyze pitomnost nervové
tk&dré v neurohypofyze, v adenohypofyze i intermedialfdioku. Pituicyty jsou
exprimovany pouze v neurohypofyzéegevsim v centralriiasti (obrazek neuveden)

a v intermedialnim laloku. V adenohypofyze jsmeresppituicyti neprokazali.
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4. 4, NEUROPEPTIDY V ADENOHYPOFYZE

4.4.1. Galaninergni systém v adenohypofyze

Cilem této experimentél@asti bylo potvrdit nasi hypotézu, Ze galaninergni
systém se 1ize podilet na regutaich zngénach v odpogdi na stres v adenohypofyze
potkana, ktera je soasti HPA osy a ktera ma rozhodujici ulohtuzprostedkovani
stresovych reakci. V prvésti experimerit bylo nutné prokazatifiomnost exprese
galaninu a galanin like peptidu a jednotlivych moeovych subtyf. V dalSich
experimentech jsme testovali, zda jsou galaninangalike peptid exprimovany
v neuronech; v adenohypofyze jsme expresi pittiagprokazali (viz obrazek 42).

.V nasledn&asti této studie jsme &ili kolokalizaci galaninergniho systému
s rekterymi peptidy. V posledniasti pokud jsme na zakladldaji ziskanych za
fyziologickych podminek testovali moZnotiast galaninergniho systému po aplikaci

stresu. V tét@asti jsou uvedeny i vysledky s expresi mRNA.

4.4.1.1. Imunohistochemicka detekce galaninu a galen like peptidu za

fyziologického stavu, weni kolokalizace s nervovou tkani

Gal Neuronalni marker Gal + neur.marker

GalLP Neunalni marker GalLP + neur.marker

Obr. 43. Kolokalizace galaninu a galanilike peptidu s nervovou tkani
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Na obréazku 43 jsou vysledkydujici pritomnost galaninu a galanin like peptidu
v adenohypofyze a jejich kolokalizaci s nervovkant; zeles je oznaeny galanin
a galanin like peptid &ervert je ozngena nervova tkg kolokalizaci peptidu

s nervovou tkani duje Zluta barva po prolnutézi. Z vysledki vyplyva, Zze galanin
i galanin like peptid jsou kolokalizovany s nervoviani a zarovese vyskytuji i

mMimo neurony.

4.4.1.2. Imunohistochemicka detekce galaninergnialeceptorovych subtypi za

fyziologickych podminek

V dalSi¢asti analyzy galaninergniho systému za fyziologitkstavu jsme

sledovali expresi vSechitGalR subtyp a jejich lokalizaci.

GalR1 Neuronalni marker GalR1 + neur.marker
GalR2 Neuronalni marker GalR2 + neur.marker
GalR3 Neuronalni marker GalRneur.marker

Obr. 44. Kolokalizace galaninovych receptorowh subtypi s nervovou tkani
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RovréZ u galaninovych receptorovych subiyjpme testovali kolokalizaci pouze
s nervovou tkani, neliov predchozich pokusech jsme neprokazligmnost pituicyt
v adenohypofyze. Na Obr. 44 jsou vysledkydici pro nejvyssi kolokalizaci
s nervovou tkani u GalR3.
Nepitomnost Zluté barvy na obrazku s Gallmonstruje, Ze GalR1 nekolokalizuje
s nervovou tkani. Obrazek ukazuje u kolokalizaceme tkark s GalR2 ojediélé
vyskyty oranzové az zluté barvy. Velky podil Zlb&rvy na obrazku ukazuje, Zze GalR2
je kolokalizovan s nervovou tkani velgasto. Z naSich vysledkvyplyva, ze
galaninové receptorove subtypy v adenohypofyze fsbokalizovany s nervovou tkani
rozdilré. GalR1 s nervovou tkani nekolokalizujgbec, kolokalizaci GalR2 s nervovou
tkani jsme nalezli pouze \&kterych gipadech, ¥tSi podil zn&eni GalR2 jsme nasli
mimo nervovou tk& NejvySSi miru kolokalizace jsme nalezli u GalRBoz znaeni
se prakticky vzdy fekryva se zngnim nervové tkan

K potvrzeni naSich nalézsme pomoci metody Western blot prokazali
piitomnost vSech galaninovych receptorovych subitypomogenatu adenohypofyzy.
Na obrazku 45 jsou jednotlivé bloty pro kazdy zeqgor. Piitomné prouzky prokazuji

piitomnost pislusného receptoru v homogenéatu adenohypofyzy.

GalR1 GalR2 ale3

Obr. 45. Western blot subtypi galaninového receptoru z adenohypofyzy

Ritomnost jednoho prouzku ( bandu) na obrazcichgaoje pitomnost
jednotlivych subtypGalR1, GalR2 a GalR3 v homogenatu andenohypofyzy.
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4.4.2. Kolokaliz&ni studie

Pro potvrzeni nasi hypotézy, zéxe byt galaninergni systém zapojen v modulaci
uvolovani adenohypofyzarnich hormigmpiredevsim ACTH, ktery je s@asti
hypotalamo-hypofyzo-adrenalni osy, jsme v dalSigteementech uili v AH
kolokalizaci Gal a GalLP s ACTH.

Gal ACTH Gal

GalLP ACTH GalLP + ACTH

Obr. 46. Kolokalizace galaninu a gaten like peptidu s ACTH

Na obrazku je zekenznaeny galanin a galanin like peptigervere je
oznéeny ACTH. Po slokeni zelené dervené barvy vznikne oranzova az
Zluta barva, ktera zfianista kde doslo kipkryvu zeleného &rveného

signalu, tzv kolokalizaci.

Vysledky uvedené na Obr. 46 prokazaly kolokalizgadaninu a galanin like peptidu
s adrenokortikotropnim hormonem. Zatimco galanis A&CTH kolokalizovan ve velké
miie, kolokalizace ACTH s galanin like peptidem je pewjedigla. Tento vysledek
swedci pro moznou &ast galaninu i regulaci sekrece ACTH. DalSim experimentem
proto bylo ugeni exprese a kolokalizace ACTH s jednotlivymi pgoeovymi subtypy

galaninu.
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GalR1 ACTH GalR1 + ACTH

GalR2 ACTH GalR2 + ACTH

GalR3 ACTH GalR3 + ACTH

Obr. 47. Kolokalizace galaninovych receptovych subtypd s ACTH

Na obrazku je demonstrovana kolokalizadargnovych receptorovych subtyp
s ACTH. Zele® jsou oznaené jednotlivé galaninové receptoroveé subtypy a

cervert ACTH a po pekryvu oranZzovoZzluta barva vypovida o kolokalizaci.

Vysledky uvedené na obrazku 47 prokazaly nejgirkolokalizaci ACTH s GalR2,
byla pitomna u ¥tSiny GalR2 pozitivnich buik.

GalR1 je s ACTH kolokalizovan pouze ojedlma GalR3 kolokalizuje s ACTH pouze
na rekterych butkach.

Tyto vysledky s¥d¢i o (Easti galaninovych receptiopri sekreci ACTH

v adenohypofyze potkana.
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4.4.3. Exprese proteii a exprese mRNA galaninergniho systému po aplikaci

stresu

V dalSic¢asti pokusé jsme ugovali expresi mMRNA obou neuropepligalaninu a galanin
like peptidu a vSechitreceptorovych galaninovych subtypa fyziologickych
podminek po stresu (viz metody).

V adenohypofyze jsme prokazali expresi mMRNA prachge i receptoroveé subtypy
také metodou real time qPCR. Exprese GalR2 mnobbn&gpievysuje expresi GalR1

a GalR3, viz obrazek 48, coZ je v souladu i sedlsy exprese peptidde novo.

U exprese mRNA GalR2, kterd mnohonasopievysuje expresi mRNA GalR1
a mMRNA GalR3 (Obr. 48), po aplikaci stresu nedotkasgnifikantni znéné na rozdil
od GalR1 a GalR3, kde byla relativni exprese stnegdivnéna.

Obr. 48. Exprese mRNA galaninovych receptoroxch subtypi v AH u kontrol
a po aplikaci po stresu

Pro lepSi ndzornost jsou tyto Udaje z obrazku é8presi GalR1 a GalR3 uvedeny na
dalSim grafu (Obr. 49); hodinovy stresovy pé&tdis 60 min postresovém intervalu ved|
ke zvySeni exprese GalR1 a naopak u GalR3 dosaikeni exprese mRNA.

Tento vysledek potvrzuje i stanoveni postresovyobinzv expresi GalR1

imunofluorescenci a s pouzitinekové peroxidazy, viz obrazek 51 ze strany 89.
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Obr. 49. Vliv imobilizaéniho stresu na expresi mMRNA GalR1 a GalR3

A GalR1 kontrola stres

B GalR1 kontrola stres

Obr. 50.Imunohistochemické stanoveni galaninového receptového
podtypu GalR1 u ktrol a po stresu IMO60+60, zn@#eného
imunofluorescé&mé (A) a pomoci Kenové peroxidazy (B)
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Tyto vysledky podporuji nasi hypotézu, Ze na regjif@odulaci po stresovém paogto
se budou podilet jednotlivé receptorové subtypawistosti na jejich denzit lokalizaci
a dalSich podminkach. Tuto hypotézu podporuji ledlsy z dalSiho experimentu, ktery

sledoval rozvoj zrén v riznécasove perio&lpo ukorgeni stresu.

V AH jsme sledovali zrény v expresi subtyipGalR za 1, 3, 7 a 23 hodin po
ukonieni stresového podtu. Sledovali jsme dva parametry:geod burgk exprimu-
jicich receptor a denzitu jeho signalu. Denzitadig vypovida o mnozstvi
exprimovaného receptoru. Na Obr. 51 uvadime imuoofiscetini vysledky s jejich
vyhodnocenim obrazovou analyzouigsjusnym grafem. Profehlednost vysledk

uvadime pouzeifpady, kdy nastala signifikantni Zma testovanych parametr

A. GalR1 CO GalR1 IMO 23h GalR1 CO vs IMO + 23h

U galaninového receptoru 1 doSlo po 23 hodinacénigeni potu burek exprimujicich

tento receptor, ke z¢né denzity signalu nedoslo.

B. GalR2 CO GalR2 IM® 1h GalR2 CO vs IMO + 1h

Po jedné hodigod ukorgeni stresu doslo k signifikantnimu zvySenétocburek

exprimujicich GalR2, ke zén¢ denzity signalu nedoslo.
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C. GalR3CO GalR3 IMO 23h GalR3 CO vs IMO + 23h

Denzita signalu GalR3 se signifikastavySila 23 hodin po uka@eni stresu, ke zém¢

poctu burek exprimujicich GalR3 nedoslo.

Obr. 51. Zmény denzity galaninovych receptorovych subtyp po aplikaci IMO s
intervalem vyhodnoceni 1, 3, 7 8 Aodin po ukonéeni stresového

poditu.

Jsou uvedeny zény exprese GalR subtygA, B, C) u @isluSného postresového
intervalu vyhodnoceni, kde doSlo k signifikantniménam v denzit a pa@tu burek.
Pro lepSi pehlednost je tento Udaj uveden u jednotlivych suibteceptoi také

v grafu.

Obr. 52. Dynamika exprese zrén mRNA riznych intervali po ukonéeni stresu
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Dynamika exprese mRNA GalR pagobeni stresu ukazuje, Ze kriticky interval
po ukoreni stresu je 7 hod, kdy se exprese signifikamttySila u vSech GalR subtiyp
na Obr. 52 je pklad zvySeni u GalR2 (hodnoty v delta CT, tj. d@izlodnota znamena
nejvyssi expresi).VysSe uvedené vysledky gadokumentuji, Ze v AH jsou exprimovany
vSechny i receptorové subtypy a specificitachto vysledk byla potvrzena metodou
Western blotu. Ginek aplikovaného stresu ved| ke &mm podle typu receptoru a

délce intervalu po stresu.

Poddilo se nAm prokazat v adenohypofyze potkpiitomnost vSech subtyip
galaninovych receptér a to jak sledovanim genové exprese pomoci RT qRaBR
exprese vlastnich receptignpomoci imunohistochemickych postugsalR2 se jevi jako
receptor exprimovany vestsim mnozstvi nez ostatni galaninoveé receptorolsé/py,
ale vykazuje nizSi odpeéd’ na stresové podty. Tyto nalezy jsou podkladem pro dalSi
studia sledujici vliv stresu na galaninovy systkde gedevSim antagonisté galaninu

maji potencial terapeutického vyuziti.
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4.5. NEUROPEPTIDY V NEUROHYPOFYZE

Neurohypofyza potkana je velmi malaikdipsoidniho tvaru o gméru
cca 1l mm a vaze pod 1 mg. Je u potkana énégia spodi&mozku uprosed
adenohypofyzy a je uz&sna ve fascii; |ze ji vyloupnout pod mikroskopickou
kontrolou. Na Obr. 53 Sipka ukazuje uloZzeni naypofyzy.

Obr. 53

Velmi malé rozndry a velmi nizka vaha neurohypofyzy nedovoluji ekpenty se
stejnym protokolem jako u adenohypofyzy a u dalgkémi o vySSi hmotnosti. Pro
obdobné experimenty s testovanim individualnichrkizonagg. exprese mRNA by
bylo poteba mnohonasobrvétSich skupin zvat. Z tohoto dvodu jsme nejprve
pomoci metody kvantitativni real time gPCRawali, zda se v neurohypofyze
exprimuje mRNA pro galanin, mRNA galanin like pepa pro jednotlivé subtypy
galaninovych receptarza fyziologickych podminek a po aplikaci stresyrié et al.,
2013). Pro jedno stanoveni exprese mRNA v jednoonkezbyl poteba snisny
vzorek homogenatu z 10ti neurohypofyz; pouzili jsira snésné vzorky a stanoveni
byla provadna v triplikatech. Teprve na zakkathkto ziskanych vysledksme
uréovali dalSi Udaje z tk@vychtezi neurohypofyz s kvalitativnim vyhodnocenim
vysledki. Metodou real time gPCR jsme demonstrovali v neypofyze expresi
MRNA galaninu a mRNA galanin like peptidu.
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Existuje mnoho kontraverznich uddFathi et al., 1997; Hokfelt a Tatemoto
2010; Kawasaki, 2007) arpomnosti galaninu, galanin like peptidu a indivéthich
receptorovych subtypech galaninu v neurohypofyzehoto divodu jsme nejprve

testovali expresi mMRNA (Hynie et al., 2013).

4.5.1. Detekce exprese mRNA galaninu, galanin likgeptidu a jejich receptoni
metodou real time qPCRv neurohypofyze za fyziologického stavu a po stresu

Dnes je jiz obeanprijimanym poznatkem, Ze neurohypofyza je zapojena
v stresové odpadi, studovali jsme proto Ulohu galaninergniho systé
v neurohypofyze za stresu (Hynie et al., 2013; 8kagt al., 2013). V uva&dych
vysledcich jsou data hodnot mRNA ziskanych za fggickych podminek u kontrol

a hodnoty mRNA z neurohypofyz potkapo aplikaci stresu.

Na Obr. 54 jsou vysledky experimentu, prokazujigiresi mRNA galaninu a
galanin like peptidu v NH za fyziologickych podmin&/elmi zajimavy je vysledek po
aplikaci akutniho stresu, kde exprese mRNA galabiia snizena o0 50% a naopak
exprese mMRNA byla o0 50% po stresu zvySena.Tatosdadigi pro gitomnost galaninu
a galanin like peptidu v NH a takééski o rozdilném zapojenéchto dvou

neuropeptid v odpowdi na akutni stres.

Obr. 54. Exprese mRNA galaninu a exprese mRNA &min like peptidu
za fyziologickych podminek a paresu
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V dalSic¢asti pokus jsme se zabyvali testovanim exprese mRNA jednattiv
subtypi GalR1, GalR2 a GalR3. Prokazali jsntégmnost exprese mRNA vSedt t
receptorovych subtyp s nejvyssi expresi mRNA GalR2 (Obr. 55).

Obr. 55. Exprese mRNA &i subtypi galaninovych receptoii v neurohypofyze

V dalSic¢asti disertace jsme il vliv stresu na expresi mMRNA GalR subtypv/Sechny
tii receptory GalR1, GalR2 a GalR3 reagovaly snizemiprese mRNA, nejsifjsi
odpowd’ byla u subtypu GalR1.

Obr. 56. Exprese mRNA GalR subtyippo pasobeni akutniho stresu
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4.5.2. Imunohistochemicka detekce vybranych sotasti galaninergniho systému

sledovana v neurohypofyze za fyziologigho stavu

Gal GalLP

Obr. 57. Exprese galaninu a galanin like peftu v neurohypofyze
(Skopek et al., 2013) &Beno 40x (i u dalSickezs, jiz neuvadno).

V neurohypofyze jsme prokazali expresi galaninaiamjn like peptiduCetnost buik

exprimujicich galanin odpovid#tnosti busk exprimujicich galanin like peptid.

Denzita signalu galaninu se oproti galanin liketmkpjevi jako vyssi.

GalR1 GalR2 GalR3
Obr. 58. Exprese galaninovych receptorovych subtyijpv neurohypofyze

V neurohypofyze jsmek#zali expresi vSeclieich galaninovych

receptorovych sulitypkopek et al., 2013).
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V neurohypofyze jsou exprimovany vSechfiygalaninové receptorové subtypy.deo
burgk, které exprimuji GalR2 a GalR3 jélgiZzné stejny. Poet burgk exprimujicich
GalR1 je niZSi oproti subtyyn GalR2 a GalR3, ale denzita jeho signalu je vysSi
(zelené az zelenozluté zabarveni na obrazku 58).

Stejre jako v adenohypofyze jsme se i v neurohypofyzeyzalb moznymi
kolokalizacemi sledovanych neuropejiti€o detekci fitomnosti galaninu a galanin
like peptidu a vSecltitgalaninovych receptorovych subtyjsme utili jejich

kolokalizace s neuronalni tkani, pituicyty, oxyto®in a vasopresinem.

Gal Neunalni marker Gal + neur. marker

GalLP Neurahmi marker GalLP + neur. marker

Obr. 59. Kolokalizace galaninu a galanin like pefpdu s nervovou tkani

V neurohypofyze jsme sledovali kolokalizaci galanagalanin like

peptidu s nervovou tkani. Obrazky znamgr zeleré znaeny galanin resp.
galanin like peptid &ervert ozn&enou nervovou tka Kolokalizaci obou
neuropeptid s nervovou tkani porekryvuiezl, znazotiuje Zlutéa barva.
Vedle kolokalizace peptids nervovou tkani se oba neuropeptidy vyskytuji

v NH i samostattimimo nervovou tk&
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Z naSich imunohistochemickych detekci v neurohypefyyplyva, Ze je galanin i

galanin like peptid kolokalizovan s nervovou tkéhjto neuropeptidy jsourfiomny
I mimo nervovou tka.

Gal li@ni marker Gal + glialni marker

GalLP Glid marker GalLP + glialni marker

Obr. 60. Kolokalizace galaninu a galanin like pptidu s pituicyty znatenymi
glialnim markerem
V neurohypofyze jsme sledovali kolokalizace galarangalanin like peptidu,
které jsou zn&eny zelel. Na obrazcich jsoterverg znazorgny pituicyty
oznaené gliainim markerem. Zluta barvaigkryvuiezi signalizuje, Ze

galanin je i galanin like peptid jsou kolokalizoyas pituicyty,casté&né se
vyskytuji i mimo r.

Prokazali jsme kolokalizaci galaninu a galanin jgeptidu s pituicyty zrinymi
glidlnim markerem. Jedna se€&sté&nou kolokalizaci, to znamena, Ze se galanin,
stejre jako galanin like peptid, se vyskytuji i mimo pawty.
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4.5.3. Kolokaliza&ni studie s oxytocinem a vasopresinem

Gal oT Gal +10

GalLP oT GalLP + OT

Obr. 61. Kolokalizace galaninu a gaten like peptidu s oxytocinem

V neurohypofyze jsme aiti kolokalizaci galaninu a galanin like peptidu

s oxytocinem. Obrazky znazwiji zelerg znaeny galanin a galanin like
peptid &erveré ozna&eny oxytocin. Obrazek sgkryvem Gal s OT

ukazuje, Ze galanin je kolokalizovan s oxytocinemagzova barva zda
piekryv zeleg zna&eného galaninu &rvenym oxytocinem), Zluta barva
vznika v mistech nejsiti§ino zeleného signalu. ZIluta a oranzovéa barva na
obrazku piekryvem Gal LP a OT ozgigji mista pekryvu signéi galanin

like peptidu a oxytocinuwervena a zelena barva oZaog mista, kde se tyto

peptidy vyskytuji samostatn
Prokézali jsme kolokalizaci galaninu a galanin leptidu s oxytocinem

v neurohypofyze. Galanin, galanin like peptid i tbgin se v neurohypofyze vyskytuji

také vzajem# nekolokalizovany.

99



V nasledujici sérii experimahnjsme sledovali kolokalizaci s vasopresinem, vylsjed

jsou uvedeny na Obr. 62.

Gal AVP Gal + AVP

GalLP AVP GalLP + AVP

Obr. 62. Kolokalizace galaninu a galanitike peptidu s vasopresinem

Sledovali jsme kolokalizaci galaninu a galanin Ipeptidu s vasopresinem
v neurohypofyze. Na obrazcich jsou zéleanaeny galanin a galanin like
peptid acerveré ozna&eny vasopresin. Mimo samostatny vyskyt paptid
je galanin kolokalizovan s vasopresinendemz s¥dci Zluta barva na

obrazku s fekryvem, steji tak jako galanin like peptid.

V neurohypofyze jsme nalezli kolokalizaci vasopnegiak s galaninem, tak s galanin

like peptidem.

V dalSi sérii experimetisme zji¥ovali expresi gein receptorovych subtyp
a jejich lokalizaci ve vztahu k pituiayin a neuronalni tkani. Na nasledujich obrazcich
jsou prezentovany vysledky &hto studii, v ptadi zn&eni glidlnim markerem

s naslednym zr@nim neuronalnim markerem.
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GalR1 Glialni marker GalR1 + glialni marker

GalR2 Glialni marker GalR2 + glialni marker

GalR3 Glialni marker GalR3 + glialni marker

Obr. 63. Kolokalizace galaninovych receptovych subtypii s pituicyty

Na obrazku jsou zelenznaené galaninové receptorové subtypyeaverg
ozn&ené glialnim markerem pituicyty. Z obrazkurskryvemje ziejme,

Ze GalR1 je s pituicity kolokalizovan ojedla, wtSina tohoto subtypu je
lokalizovana mimo pituicyty a Zluta barva zi@ kolokalizaci se vyskytuje pouze
loké&lne.

Obrazek zachycujéast&nou kolokalizaci GalR2 s glialnim markerem, GalR2
je pritomen i mimo pituicyty, @emz s¥dci zelena barva, stejiak se vyskytuje

i GalR3.

101



V neurohypofyze jsme prokazali kolokalizaci galaniynch receptorovych subtyp
s pituicyty. VSechnyit receptorové subtypy jsou s pituicyty kolokalizaygouze
casténg. VétsSina signalu GalR1, GalR2 a GalR3 se nachazi npitacyty a k
piekryvu s pituicyty dochazi pouze lokain

GalR1 Neuronalni marker GalR1 + neur. marker
GalR2 Neuronalni marker GalR2 + neur. marker
GalR3 Neuronalni marker GalR3 + neur. marker

Obr. 64. Kolokalizace galaninovych receptorovyclsubtypi s neuronalni tkani

Na obrazku jsou zel€éroznaené galaninové receptorove subtypieaveré
neuronalnim markerem ozfena nervova tka Zluta barva oznaje mista, kde
dochazi ke kolokalizaci, nejmé&kolokalizuje s nervovou tkani GalR1 na rozdil
od ¢asté lokalizace GalR2 a GalR3.
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V neurohypofyze jsme prokazali kolokalizaci galaniynch receptorovych subtyp
s nervovou tkani. Kolokalizace GalR2 a GalR3 s aeou tkani je velméasta.
GalR1 je naopak exprimovan mimo nervovouitkastji nez zbylé dva receptorové

podtypy, s nervovou tkani je GalR1 kolokalizovarssmjedigle.

GalR1 oT GalR1 + OT
GalR2 oT GalR2 + OT
GalR3 oT GalR3 + OT

Obr. 65. Kolokalizace galaninovych receptongch subtypi s oxytocinem
Zeler jsou oznaené galaninové receptorové subtypieaveré oxytocin.
U GalR1 se Zluta barva, kteréa &neolokalizaci s oxytocinem, vyskytuje
pouze boday vétSina zeleného signalu GalR1 leZzi mimo signal ociyio.
GalR2 i GalR3 s oxytocinem Kkolfikaji.
Prokazali jsme kolokalizaci galaninovych receptgavsubtyfi s oxytocinem.

GalR2 a GalR3 kolokalizuji s oxytocinetasgji nez GalR1Castjsi je lokalizace
GalR1 mimo vyskyt oxytocinu.
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GalR1 AVP GalR1 + AVP

GalR2 AVP GalR2 + AVP

GalR3 AVP GalR3 + AVP

Obr. 66. Kolokalizace galaninovych receptorovyclsubtypt s vasopresinem

Na obrazku jsou zelérozna&ené galaninové receptorove subtypieavereé
vasopresin. Kolokalizaci s AVP z&iai Zluty signal je nejslabsi u GalR1.
Velmi silny signél je u GalR2 gdcici o silné kolokalizaci GalR2 a AVP.
RovnéZ signal GalR3 se z velk@sti frekryva se signalem AVP.

V neurohypofyze jsme prokazali kolokalizaci galaniynch receptorovych subtyp

s vasopresinem. Nejsij$i kolokalizaci jsme nalezli u GalR2. GalR1 jeas@presinem
takeé kolokalizovan, aleasgji nez u GalR2 se vyskytuji lokalizace vasopresimo
oblasti s exprimovanym GalR1. GalR3 je s vasopassifokalr¢ kolokalizovan, ale

vyskytuje se i mimo oblasti s expresi vasopresinu.
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A. Vasopresin Neuronalmarker  Vasopresin + n. marker

B. Oxytocin Glialmharker Oxytocin + g. marker

C. Oxytocin Neuronalmharker Oxytocin + n. marker

Obr. 67. Kolokalizace oxytocinu a vasopresing glidlnim a neur. markerem

Na obrazkuwéast A. jeCervert ozna&en vasopresin a zekenervova tka.

Zluta barva oznauje mista, kde doslo ke kolokalizaci vasopresinewsronalnim
markerem. Na obrazku B. je zeternaeny oxytocin &erverg pituicyty, po
piekryvu dochazi Kaste&né kolokalizaci oxytocinu s pituicyty s vyskytem
samostatné lokalizace oxytocinu i pituityNa obrazku C. jéerverg znaeny

oxytocin a zele& znaena nervova tkg dochazi Kasté&éné kolokalizaci.

Pti analyze vztahu neuronalni tkéa pituicyti k oxytocinu a vasopresinu jsme v
neurohypofyze jsme prokazali kolokalizaci neuroh&tare i pituicyti s oxytocinem a
kolokalizaci neurondlni tk&s vasopresinem. BohuZel jsme nemohli testovat

kolokalizaci vasopresinu s pituicyty, nebyla k disjgi komeéné dostupna protilatka.
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Oxytocin Vasopresin

Oxytocin + vasopresin

Obr. 68. Kolokalizagexytocinu s vasopresinem

Sledovali jsme kolokalizaci zel&znaeného oxytocinu &erveré znae-
nym vasopresinem. N&pomnost Zluté barvy na obrazkuigkryvem obou neuro-
peptidh dokazuje, Ze oxytocin s vasopresinem nejsou kékakany. Ze vzorce
znaeni je Zejmé, Zebunky se signalem oxytocinu vytiigostitivky mezi nimiz jsou

lokalizovany ostitvky burgk se signalem vasopresinu.

Prokazali jsme, Ze oxytocin a vasopresin v neurofyge nejsou kolokalizovany.
Bunky exprimujici vasopresin jsou rozmiisy v ostfivcich stidajicich se s ostvky
burgk, které exprimuji oxytocin.
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4.5.3.1. Uréeni kolokalizace galaninu a galanin like peptidu sxytocinem za
pouZziti elektronové mikroskopie

V neurohypofyze jsme ozdidi galanin, galanin like peptid a oxytocin
protilatkami s koloidnim zlatem. Elektronovou mikkopii jsme potvrdili kolokalizaci

galaninu i galanin like peptidu s oxytocinem, jakzpnazorano na obrazku 69.

Gal + OT

GalLP + OT
Obr. 68. Imunohistochemické sledovani kolokalizze Gal a GalLP s OT v NH

Galanin (A.) a galanin like peptid (B.) jsou oZaay 15nmasticemi koloidniho zlata

(cervena Sipka), oxytocin je ozten 5nmcasticemi koloidniho zlata (zelena Sipka).
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Pritomnosteastic 15nm zlata wsné blizkosti 5nndastic zlata ssdci o kolokalizaci
galaninu s oxytocinem (Obr. 69 A.) a r@¢rgalanin like peptidu s oxytocinem (Obr.
69 B.).

V neurohypofyze jsme ozdidi galanin, galanin like peptid a oxytocin protkami
s koloidnim zlatem. Elektronovou transmisni mikmaysik jsme prokazali na
membranach pituicyitkolokalizaci galaninu s oxytocinem i kolokalizaglanin like

peptidu s oxytocinem.

108



4.5.4. Detekce exprese galaninu, galanin like peg a jejich receptora v SON a
neurohypofyze po stresu

4.5.4.1. Vysledky stres SON

CO IMO

IMO+C

Obr. 69. Oxytocinové receptory v supoptickém jadire (SON)
po aplikaci stresu

V supraoptickém jadru (SON) hypotalamu jsme metdduounofluorescence ozl
oxytocinoveé receptory. Po aplikaci dvou dyakutniho stresu IMO a IMO+C doslo

v SON ke zvySeni intenzity signalu oxytocinovehoegoru. U aplikovaného IMO+C
byl tento efekt vyraz¥jsi.
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K oznani oxytocinovych receptérv supraoptickém jadru hypotalamu jsme také

pouzili chiméru, syntetizovanou v nasi labotato

Obr. 70.

Uterus

u@aoptické jadro

Chiméra OT s kumarinovym markerem, ktera se prdkjako funkni, se navazala na
oxytocinovy receptor receptor ¥ldze, ktera byla pouzita jako referen tkai (A) a
v supraoptickém jadru hypotalamu (SON) potkanatdeonstup lze vyuZzit pro detekci

oxytocinového receptoru bez pouziti primarnichlkasdarnich protilatek.
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4.5.4.2. Rsobeni stresu na galaninové receptorove subtypy earohypofyze

V dalSi sérii pokus nas pedevsim zajimalo potvrzeni nasi hypotézy, ze jsou
to receptory, které auji odpowd’ tkaré na stres. Provedli jsme sérii polssaplikaci

dvou typi stresu a s analyzotipadnych zran receptorovych subtypvyvolanych

stresem.
GalR1 CO IMO IMO+C
GalR2 CO IMO IMO+C
GalR3 CO IMO IMO+C

Obr. 71. Galaninové receptrové subtypy v neurgfpofyze u kontrol a po
psobeni dvou typi stresu IMO a IMO+C

Pasobenim stresu doSlo v neurohypofyze u GalR1 kifsigntnimu sniZeni exprese a
to jak u IMO tak u IMO+C. Stres naopak neovlivnibeesi GalR2.
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Exprese GalR3 se ve skupiiMO signifikantre zvySila oproti kontrolam i oproti
IMO+C.

Obr. 72. Vliv dvou tym stresu IMO60 a IMO+C60 nadenzitu subtypi
recepté@rGalR1, GalR2, GalR3 v NH vyhodnocené pomoci

obrazové analyzy

Testovali jsme efekt dvou typstresu (viz metody), s hodinovym odstupem po
ukonieni stresu, na denzitu jednotlivych sulitypceptoéi galaninu. Uvadime
piehledné vysledky se signifikanci, které jsou zobngzaké v grafu na Obr.

vyhodnocené obrazovou analyzou (viz metody).

GalR1: CO x IMOG0, signifikantni snizeni denzity u IMOG#%0,001
CO x IMO+C60, signifikantni sniZzemindity u IMO60; p<0,001
IMOG60 x IMO+C60, neni signifikantraadil
GalR2: zadny signifikantni rozdil
GalR3: CO x IMO60signifikantni zvySeni denzity u IMO60; p<0,001
CO x IMO+C6Q neni signifikantni rozdil
IMOG60 x IMO+C60, signifikantni snize@alR3 u IMO+C60; p<0,001

Z této rozsahlé studie Ize vyvodit zayvZze galaninové receptory jsou do stresové
odpowdi zapojeny rozdil&ra rovreéz rozdilré podle typu stresoru. Potvrdili jsme tak
hypotézu, ze které jsme vychazdii gesignu &¢chto experimerit
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5. DISKUZE

PredloZzena disertai prace sednuje vysledkm ziskanym v pibéhu mého 4-letého
postgradualniho studia a navazuje na vysledky uwrldiprace Skoliciho pracowistrato
laboratd se dlouhodobzabyva studiemigkterych neuropeptid studiem perifernich i
centralnich dinku, predevsim neurohormdéroxytocinu, vasopresinu a jejich analara
fyziologickych podminek a poigobeni stresu. Neuropeptidy vasopresin a oxytogiazuji
nejen typickeé fyziologické periferniiinky, ale maji také wlezitou centralni reguéai tlohu
jako neurotransmitery a neuromodulatory. Bylo thrmpeokazano, Zze modulugdu neuro-
fyziologickych fenomed, jako chovani, socialni &iti, uweni, pandt’, a ovliviiuji stresove
odpowdi. Behavioralni studie poskytuji informaci o céttim pisobeni testovanych latek.
Neuropeptidm je pro jejich centralnidinky vénovana v poslednim obdobi zvySena pozor-
nost, nebd se gedpoklada jejich terapeutické vyuziti.

Behavioralni studie

Stale jsou objevovany nové neuropeptidy a velnspektivnimi se jevi galanin a
galanin like peptid, které maji velmi Gzky vztalokytocinu. Ri studiu galaninu jsme vysli
z vysledKi behavioralnich studii s oxytocinem a karbetocimenejich systémové aplikaci
(viz Klenerova et al., 2007; Klenerova et al., 200Rlenerova et al., 2010).&5ina publikaci
uvadi, Ze pro peptidy je hematoencefalicka banégropustna a z tohotdwbdu @i studiu
centralnich Ginka neuropeptid jsou wtSinou aplikovany i.c.v. NaSe laborafwrokézala, Ze
peptidy neurohypofyzy majitpsystéemové aplikaci vyznamné behavioralinly. Je ped-
métem diskuse, jakym Zigobem se ¢které peptidy do mozku dostavaji.

Vyzkum funkce a mechanismuidku neuropeptitl v mozku po systémové aplikaci je
ztizen existenci hematoencefalické bariéry (BBBr& zajiguje ochranu a furdnost CNS
a je nepropustna prayro peptidy. Tato bariéra je tkena z krevni strany vrstvou endotelial-
nich burk spojenychdsnymi kontakty tzv. ,tight junctions®, bazalni merabhou a z mozko-
vé strany vrstvou astrodys pericyty. Pericyty hraji klovou roli ve formovéani a spravné
funkci prechodu mezi cévnim systémem a mozkefas Bematoencefalickou bariéru mohou
voln¢ prechazet latky rozpustné v tucich, plyny jako jelikya oxid uhlgity. VSechny ionty a
latky rozpustné ve vagd jako je glukéza, aminokyseliny aj., se vSak naktivr¢ transporto-
vat pres bugéné membrany za sgeby energie. Rniku latek do mozku brani i enzymaticka
bariéra progednictvim enzymatické inaktivacé&kterych latek, naip monoaminooxidaza,

acetylcholinesteraza inaktivuji setotonin, acetgloh) enkefaliny aj. (Begley, 1994). Diky
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tomu miZze byt vynéna latek mezi krvi a mozkovym tk@évym mokem regulovana (viz
piehledovyclanek Abbot et al., 2006).

Hematoencefalicka bariéra usiaf vstup pozadovanych Zivin do mozku, a umoz-
nuje vylowit potenciali skodlivé slodeniny. Pomaha tak udrzet adehé pily neurotrans-
miteri a neuroaktivnich t@v, ktera gisobi centralé a periferg, a reguluje iontové mikro-
prostedi neurofl. Existuje stale vicettkazi (Abbot et al., 2006), Ze funkce BBB s&mn
u rekterych patologickych stady véetrg otoku mozku, roztrouSené sklerosy, epilepsie,
Alzheimerovy choroby a Parkinsonovy choroby. Pogkdzndotelu riive znénit endote-
lidlni vlastnosti, a tim otéit nové komunikani smyky mezi endotelem, pericyty, astrocyty
a mikroglii, které jsou lezité pro udrZeni neprostupnosti BBB.

Je otdzka, zdathteré stresové podty mohou ovlivnit funkci BBB. RestozZe je v
posledni dob vénovana zvysena pozornost studiu BBB, nejsou jecioznzavry o jeji
funkci za stresu. Ekteré prace uvagi, Ze neuropeptidy uvabvané fisobenim stresu, jako je
kortikotropin uvohujici hormon (CRH) a neurotenzin, aktivuji progdiné procesy, coz vede
k zvySené propustnosti BBB (vizghledovyclanek Karagkouni et al., 2013). S timto &av
rem jsou v souladu prace, které prokazuji, Zze 2vy$dadina CRH navozena i.c.v. aplikaci,
vede ke zvySeni propustnosti BBB. Réxpisobeni akutniho stresu, spojené s usilm
CRH, zpisobilo zvySeni propustnosti BBB (Esposito et 8102).

Tyto vysledky z jinych laboratdopodporuji nas cil, zabyvat se studiefagtupu
peptidi pres BBB za stresu. V dal&sti behavioralni studie byl galanin testovan pstay
veni potkaf@ akutnimu stresu.

Hematoencefalick& bariéra ¥kierych oblastech mozku zcela chybigetto
oblastech jsou kapilary fenestrované.iPlanim epifyza, adenohypofyza a neurohypofyza,
které vyliEuji hormony pimo do krve. Dale jsou v mozku specialni strukpiiiéhajici
k mozkovym komoram, tzv. cirkumventrikularni organy

Cirkumventrikularni organy jsou specializované mepé struktury lezici ve &b¢
mozkovych komor, s vyznamnoudasti na neuroendokrinnich interakcich.iPsg¢m area
postrema, eminentia mediana, subkomisuralni a suikfdni organ, lamina terminalis
(resp. jeji organum vasculosum). Jsou charaktedizp¥enestraci endotelu na kapilarni stran
a specializovanymi ependymalnimittkami, tzv. tanycyty, z nichZ jsowtkieré vybaveny

chemoreceptoryipdavajicimi podéty z krve do CNS.
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Predpokladame, Ze naSi hypotézu o centralnich bet@wioh &incich nami syste-
mow podanych peptitloxytocinu, karbetocinu i galaninu Ize vy#it vySe popsanym
mechanismem, se zapojenim cirkumventrikularnih@mug

Zde je nutné zminit Zsob aplikace latek, kteryig.c.v. podani isobi stres, stefn
tak jako chirurgické zakroky s tim spojené, a gvnrekteré zgisoby anestézie. Tyto
v podstat stresové zasahy mohou byt zdrojem kontroverznystkedki. DalSi nevyhodou je
nara:nost i.c.v. aplikace a nutnost dalSiho vybavenigrovedeni operace.

VySe uvedené behavioralni studie naSi labteapwokazaly (Klenerova et al.,
2011a), Ze galanin je dalSi neuropeptid, kteryystésnove aplikaci ma protistresove a
anxiolytické &inky. Ziskané vysledky také&@dpokladaji, Ze agonista galanin a antagonista
galaninu M40, i nAmi syntetizovany antagonista igjala peptid chiméra-galanin Y
neuropeptid amid,sobi na Urovni receptbra Ze vysledek této interakce paitou dobu
pretrvava. Tyto vysledky, které jsou podkladem tésedace, potvrdily naSi hypotézu o
pusobeni galaninu v CNS v odpmuir na stres (Klenerova et al., 2011a).

Studium oxytocin/oxytocin receptorového (OT/OTg¥tému je v saiasnosti
zan®ieno na jiné periferni tké&nnez jsou pro oxytocin klasické organ§laha a mléna
Zlaza, nap na srdce, sval, kost, neoplastické tkédtrunecka et al., 2009). Velké mnozstvi
dat o oxytocin/oxytocin receptorovém systému pothazstudia nadér lidského osteo-
sarkomu, rakoviny prsu a primérnich lidskych fidesickych bugk (viz Kinsey et al.,
2007).

Funkce oxytocinu je velmi komplexnitigobi na mnoha mistech v CNS a jekimky
jsou sloZi¢ regulovany zgtnovazebnymi mechanizmygkteré tyto mechanizmy jsou u
oxytocinu znadmé, ndpjeho reguléni dloha je vyznamhimodulovana Zenskymi pohlavnimi

hormony (Brunton a Russell, 2008. Review).

Srdce

Kardiovaskularni systém je regulovéadou hormot a neurotransmitérza fyzio-
loglogickych i patologickych podminek. V posledobd byl zatazen mezi tyto hormony i
oxytocin, jako novy kardiovaskularni hormon. Oxytopasobi prostednictvim neuro-
endokrinnich-endokrinnich-parakrinnich cest reglteevniho objemu svymi natriuretickymi
Gcinky a moduluje krevni tlak stimulaci uveim atrialniho natriuretického peptidu. Z
experimentalnich studii vyplyva, Ze OTabe ovliiovat nebo regulovat funkce srdce
nekolika riznymi mechanismy. Hlavni zasluhu na charakteriaggtocinu jako

kardiovaskularniho hormonu maji Gutkowska a Janko{@000; 2008), ale zbyva mnoho
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nevyreSenych otazek tykajicich se signalnich pro@gsiovanych stimulaci OTR v srdci.
Pokud pijmeme tvrzeni, Zze OT funguje jako kardiovaskuldraimon, nély by se dalSi
studie zan¥it na zjiSeni, do jaké miry je tato Uloha zprieitkavana OT systémertimo

v srdci a OT uvolanym do olghu (Wsol et al. 2009).

V tétocasti dizertace jsme sledovali v jednotlivych srdeh oddilech expresi
oxytocinového receptoru a moznost ovlimhjeho funkce rozdilnou aktivitou HPA osy za
fyziologickych podminek a za stresu. Sledovali jsrpresi mMRNA metodou real time qPCR
a expresi genu imunofluorescenci. Zatimco sledovdINA OTR poskytuje pouze infor-
maci, Zze k tvorb OTR proteinu méa dojit, imunohistochemické studtauji pifimo expri-
movany OTR protein. Mezéinito dwma parametry nemusi byt ovSefinpy vztah. Je
zajimaveé, Ze vysledky Western blotu ze 8ndeh odditi neukazuiji tak velké rozdily v expresi
OTR, jako poskytlo sledovani relativni exprese mROAR (Skopek et al., 2012).

V nasich pokusech testujicich vliv HPA osy na egpmeRNA OTR jsme pouZili
potkany Sprague-Dawley a Lewis s rozdilnou aktivittPA osy za fedpokladu, Ze tento
rozdil se projevi v expresi OTR (Klenerova et20]11). Stanoveni exprese mMRNA OTR
ve vSech srd@ich oddilech u potkans geneticky rozdilnou aktivitou HPA osy vSak
neprokazalo signifikantni rozdily za bazalnich padsk. Naproti tomu jsme zjistili velké
rozdily v hodnotach relativni exprese mezisina komorami. Uvedena zjiti jsou
v souladu s nélezy Gutkowské a Jankowského. Vdamafskusech jsme testovali vliv dvou
typt stresu na expresi MRNA OTR. Hlavnim nalezem u mRN/R je zjiSéni signifi-
kantniho vlivu stresu u obou kmies rozdilnou aktivitou HPA osy, zéiai (i¢ast oxytoci-
noveého systému na stresove odfbw zavislosti na typu stresu, s rozdilnou odfab\sini
a komor.

V druhécasti studie, jsme pomoci imunofluoreséahznatenych protilatek sledovali
v srde€nich oddilech expresi OTR. V naSi publikaci (Klemex et al., 2011) jsme
demonstrovali, Ze OTR neni v stdéch oddilech kolokalizovan s nervovou tkani a je
lokalizovan v plazmatické membrgrcoz je typické pro GPCR. V imunofluoresérith
studiich jsou patrné vyrazné rozdily v lokalizadiROu kontrol a po fisobeni imobilizaniho
stresu, avsak nezjistili jsme rozdil v expresi ngaimi a komorami, jaky byl nalezerip
studiich u exprese mRNA. \&kterych srdénich oddilech kontrol a také pdgobeni stresu
muZeme pozorovat agregace signalu OTR. Zajimavérgsalily mezi levou sini a levou
komorou, kde v levé sini je signal OTR lokalizoy@#avazrie mimo jadra a naproti tomu
v levé komde signal OTR kolokalizuje s jadry (Skopek et ab12). Tato pozorovani jsou ve

shod s novymi objevy popisujicimi, Ze mnohé GPRC jsolokalizovany s jadry
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(Tadevosyan et al., 2012). Tyto receptory lokaleat® na jaderné membgamohou
regulovat odlisné signalni drdhy a mohou se pod#éetzniku kardiovaskularnich poruch. Ke
zjisteni role receptar kolokalizovanych s jadry je p@ba dalSich studii, které jsme nemohli
realizovat, nebnebyly k disposici komeéni specifické protilatky, zakoupené nefungovaly.
Kolokalizace OTR s jadry bik by pravé&podobrk mohla vys¥tlit diskrepanci v sinich a
komorach mezi expresi mMRNA OTR a OTR &raho pomoci specifickych protilatek. DalSi
studie budou nezbytné k obj&sinvztahi mezi expresi mMRNA a expresi genu OTRené
imunofluorescetng.

Znalosti o signalizaci OTR maji vyznam pro hleddovych latek s vySSi specificitou
Gcinku a snizenymi nezadoucimiiaky. Nové poznatky o regulaci oxytocinového reoept
G-regul&nimi proteiny slouZzi jako atraktivni model pro stud funkci i ostatnich receptior
sprazenych sémito regul&nimi proteiny (,G protein coupled receptors®, GPGRNgg a
Laporte, 2003)Oblast vyzkumu tykajici se oxytocinu a jeho receptuyla v posledni dab
zpracovana v mnoha zajimavydtepledech a ty byly shrnuty ve velmi obsahlémhtedo-
vém¢lanku V. Klenerové a S. Hynie (2008), z nichZz uwadékteré Udaje, které se staly
podkladem pro naSe studium OT/OTR systému v srdci.

V nasi laborath ma studium mesengerovych systéaulohy G-proteinu dlouholetou
tradici, zejména diky objevu Sixta Hynie ,perzidtérstimulace aktivity adenylylcyklazy
cholera toxinem, souvisejici s G proteiny*, ktefispsl k celos¥tovému rozvoji studia
problematiky spojené s G proteiny (Sharp a Hyn®g,1). Prokazali jsmerpstup oxyto-
cinovych receptdr z plazmatické membrany do jadra kardiomyécytento nas nalez je
v literatute prioritni (Klenerova et al., 2011; Skopek et 2012).

Na rozdil od jinych neuropeptide znam u oxytocinu pouze jeden typ receptoruykte
vSak vyuzivaizne systémy druhych mesengéviz prehledové prace Hynie et al., 2005;
Strunecka et al., 2009). GPCR se mohou vazatrsymi G-proteiny, ale molekularni
mechanismy pro tuto promiskuitu interakci nejséesg znamy. Nevi se doposud s dosta-
tecnou resnosti, co wuje kdy se receptor nachazi v klidovém, aktivnirnamaktivnim
stavu. Nektefi agonisté mohou byt schopni zvolit si vazbu na&péar v utitém stavu aktivity
a ovlivnit jen jednu jeho signalni cestu. Jde afe@n nazyvany ,agonistou-nasmvany
receptorovy signal“.

Rovrez uloha vazby ligandna receptory hrajeitezitou Glohu vysledné odpadi
tk&ne na gFislusny ligand. Ligand se vaze klasicky v oblasti Tansmembranovych kik
receptoru nebo na jeho N-konci, to jsou tzv. oeeké ligandyRada laboratih v posledni

doke prokazala, Ze vedle této klasickeé vazby ligandstaj i dalSi vazebna mista,
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ozna&ovana jako alostericka, ktera jsou lokalizaci re@epeoru odliSna od ortosterickych
vazebnych mist. Navazani ligahda alosterické vazebné mistdie mit samostatnyinek
nebo niiZe modulovat aktivitu receptoru betitpmnosti ortosterického ligandu. Alosterické
modulatory néni aktivitu receptoru jen vifiomnosti ortosterického ligandu; latka tohoto typu
nema sama o seélzadny dinek, ale zvySuje nebo snizuje afinitu neldnaost ortosterického
ligandu. Objev alosterické modulace GPCR ma velkgnam jak pro zékladni vyzkum, tak
pro objevy novych terapeuticky pouzitelnych late&.sama latka fiZe fungovat jako
antagonista pro jednu signalni cestu, zatimco prbal cestu jako agonista. Taktispbici
ligand se oznauje jako ,biased” (zaujaty, wpdnosiujici) (viz prehledova prace Klenerova a
Hynie, 2008). Tyto nové poznatky podporuji cileetedvyzkumu, kdy se zabyvame syntézou
novych analog studovanych neuropeptid

Kli¢ovou fyziologickou ulohu wad tkani, &etre srdce, hraji receptory sgzené
s G-proteiny a jejich dysfunkce oviiuje Sirokou Skalu kardiovaskularnich nemoci. Na
zakladt vSech &chto novych poznatkse naSe pozornost obratila ke studiu recéptor
sprazenych s G proteiny: ke studiu internalizace rexépspazenych s G proteiny
z plazmatické membrany do jadra a moznosti lokeéZaCPR na nuklearni membgan
i dalSi lokalizace.V posledni delbyl akceptovan nazor, Zze GPCR jsou takeé lokalimgva
Vv jadre. Takto v jadru lokalizované receptory mohou regat rozdilné (odliSné) signélni
cesty a lze takipdpokladat, Ze biologické odp#li zprostedkované GPCR nejsou spaumst
pouze na buitném povrchu, ale mohou bytsledkem integrace extracelularnich a intarcelu-
larnich signalnich cest.

Z literarnich dat vyplyva, Ze jaderna lokalizacgtoxinového receptoru ve vSech
testovanych tk&nich byla zavisla na navazani ligaadyjimkou osteosarkomu kde je inter-
nalizace konstitutivni. Tyto nové poznatky neodpayii pivodnim gedstavam o dinku
ligandi na receptory plazmatické membrany aigjrme, Ze bude nutné dosavadni paradigma
doplnit 0 nové Udaje, oigobeni neuropeptidorimo v jade. Vedle fiilu GPCR v plaz-
matické membr&hje nutné poitat s dalSim intracelularnimifgm GPC receptdr které
mohou byt konstitutivé aktivni, mohou byt aktivovany internalizovanyngdndy z extrace-
lularniho prostoru nebo syntetizovanymi wiiba. Signalni cesty tak mohou byt aktivovany
odliSnym zgisobem pi stejném receptoru jako je lokalizovany na &tmém povrchu.

Kardiovaskularni systém je regulovan Sirokym sparkthormo#, neurotransmitér
a nistovych faktoi, které vyvolavaji své biologick&iinky stimulaci receptdrspazenych
s G proteiny. V srdci jiz byly prokazany recepttwializované na jaderné membéan

kardiomyocytu: angiotenzin Il - typ | a Il recepgprlfal adrenergni receptor, endotelin B
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receptor, betal a beta3 adrenergni receptory,dpioéceptory a dnesgjn¢ jiz i dalsi
receptory, Zadné publikace vSak neuvadi podobnalii st oxytocinem. Existujgada
publikaci, které se zabyvaji mechanismeifimku téchto jadernych receptbi rovréz
moznosti jejich podilu na vzniku kardiovaskularnpdruch (viz Tadevosyan et al., 2012).
Vyznam lokalizace oxytocinového receptoru vigd této dob neni jasny, je pouze
formulovana hypotéza tykajici se funkce jadernyebmintrakrinnich oxytocinovych
receptoti. Predpoklada se, Ze rozsahlé spektruiinkin oxytocinu, které jsodasto i zcela
protichidné, niize byt zgisobeno nejen typem tk&a rozdilem lokalizace oxytocinu
v plazmatické membré&nale také lokalizaci oxytocinového receptoru nawé&ho na G
protein gimo v jade. Tim se mZe podilet na transkidpi aktivité. Vedle klasické aktivace
nitroburééné signalni kaskady, by oxytocin mohl byt transpedin do jadra, aifpmo
aktivovat transkripni faktory vedouci k expresi specifickych gdiiinsey et al., 2007).
Vysledky naSich experimeintkteré prokazalyifitomnost oxytocinovych receptor
v srde&nich sinich a komoréach za fyziologickych podmingloaplikaci stresu s dynamikou
jejich zmen, prokézaly transport oxytocinového receptoruattej kardiomyocyt a gispély

tak k potvrzeni z@zeni oxytocinu mezi kardiovaskularni hormony.

DalSimi neuropeptidy, které jsou v sasném vyzkumu veigtdu pozornosti, je
galaninergni systém, kam piatékolik peptidi a receptat; nejvice se zatim sleduje galanin
a galanin like peptid. Tyto neuropeptidy jsou veparspektivni proippadné terapeutické
vyuziti, zejména diky dosavadnimu nalefilgalaninovych receptorovych subtygkteré
vyuZivaji fizné mesengeroveé systéemy. Maji velmi rozsahlé fuakgedpoklada se také
Gc¢ast galaninu v regulaci kardiovaskularniho systévhpribehu let byly publikovany prace
s rozdilnymi vysledky o Uloze galaninu v srdci mozném zapojeni v centralni regulaci
kardiovaskularniho systémuetné zapojeni ve stresové odpal (Xu et al., 1994; Shih et
al., 1996; Sweerts et al., 1999). V gasné dob je pozornost zagiiena na tiast galaninu
v srdci i diabetu (Fang et al., 2013) &ast galanin like peptidu v kontrol&ijmu potravy
a obezit (Fang et al., 2012). Viphledovéntlanku uvadi Fang se spolupracovniky (2013)
rozsahly pehled studii sledujicich kardiovaskulardinky central@ aplikovaného galaninu.
zawry o funkci a mechanismwiinkt galaninu a je nutné pokiavat v dalSim vyzkumu.

Galanin m@isobi prostednictvim ti galaninovych receptorovych subty@alR1, GalR2
a GalR3 pdici do rodiny GPCR a pro galanin like peptid zasipecificky receptor nalezen
nebyl, ma vSak nejvyssi afinitu ke GalR2. VSechngubtypy se nalézaji v CNS aigda
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praci, snazicich se charakterizovat vyznam jedryath subty@ a vymezeni jejich dinka.
Bohuzel zatim neexistuji selektivni ligandy, cozdirtento vyzkum. V kardiovaskularnim
systému nebyla dosud provedena studie zabyvajladeelexnim studiem galaninu, galanin
like peptidu a jednotlivych subtymalaninovych receptdr srdci za fyziologickych
podminek. V této disertai praci se nam pod#o identifikovat galanin, galanin like peptid a
vSechny i receptorové subtypy ve vSech oddilech srdce, pbstanoveni exprese mRNA a
exprese jednotlivych protainTyto vysledky maji vyznam pro dalSi studium metsau

Gcinku galaninergniho systému v srdci.

Hypofyza

V dalSi¢asti se disertace zabyva studiem oxytocinovéhdammeergniho systému
v hypofyze. Jde o slozity komplex otazek tykajicsehdosud newgSeného propojeni
hypotalamu, neurohypofyzy a adenohypofyzyeme i nekterych perifernich tkani. Neni
predevsim jasné, jak se neurohormony vzajepuodileji na regulaci/modulaci sekrece
oxytocinu a vasopresinu, a adenohypofyzarnich hoiniada laboratt se zabyva
lokalizaci a vztahem galaninu a galanin like papsdialSimi neurohormony, galanin like
peptid byl vSak podle dosavadnich publikaci &jitouze v neurohypofyze.

Souhrr Ize konstatovat, Ze v naSich studiich jsme dokuoweti expresi mRNA a
expresi gefi galaninu a galaninu like peptidu a vSeidhréceptorovych galaninovych subtyp
v adenohypofyze, intermedialnim laloku i neurohypef Zajimavy je vysledek exprese
GalR2, ktery je exprimovan v neurohypofyze a adgpofyze, a jeho exprese je velmi silna
v intermedialnim laloku. GalR3 je exprimovan slabneurohypofyze a adenohypofyze a
porgkud silrgji v intermedialnim laloku. V literafie nejsou uvedeny Udaje o takovéto
komplexni studii galaninergniho systému v hypofgiaejednotlivych oddilech hypofyzy.
Dulezitou informaci nasSich vysledke ueni lokalizace galaninu a GalLP a jejich receptor
ve vztahu k neuronalni tkani a ve vztahu k pituioyt UrGili jsme piitomnost neuronalni
tkarg a pituicyti pomoci pislusnych marker, v sokasnosti dostupného glialniho fibrilarniho
acidického proteinu (GFAP) pro detekci pituityt pro detekci nervové tkameta 11l tubulin.
V hypofyze jsme nalezlifitomnost nervoveé tk&nw neurohypofyze, v adenohypofyze i
intermedialnim laloku. Pituicyty jsou exprimovangyze v neurohypofyze j@devsim
v centralni¢asti a v intermedialnim laloku, v adenohypofyzegssmpresi pituicyt

neprokéazali.
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Adenohypofyza

V naSich experimentech v tétasti disertace byl pouzit stejny experimentalni
protokol jako v srdci #&adu poznatk diskutovanych $ studiu této tka&lze uplatnit i pi
studiu hypofyzy. V pokusech na ti@vychiezech adenohypofyzy jsme imunohistochemicky
prokazali pitomnost galaninu i galanin like peptidu a vSetisubtym receptoi galaninu,
které jsou lokalizovany na membranach durbenzita signalu je u obou peptidrovnatelna,
galanin like peptid se vSak jevi oproti galaninprxovan ¥tSim p@&tem burk oproti ot
kontroverznim ud&m z literatury (Lang et al., 2007; Merchenthal€y1@; Tortorella;
Waters a Krause, 2000; Hokfelt a Tatemoto, 2010).
Rada laboratih se rovigZz zabyvala ufenim mRNA galaninovych subty perifernich i
centralnich tk&nich, ve kterych byl prokaz&mék galaninu. Waters a Krause (2000)
v adenohypofyze zjistili pomoci RT-PCR analyzy gitignal GalR2, slaby GalR3 a Zzadny
pro GalR1. To je v kontrastu s vysledky dalSiclolabdi o GalR3, uloha tohoto subtypu
galaninového receptoru neni stale jasnardng, Ze rozdilnost hodnot mMRNA GalRew
nych metodou Northern blot bude zaviset na metgaditlodchylkach a zpracovani vzérk
V nasi laboratt jsme zjistili v AH expresi mRNA GalR2, ktera mmmiasobs prevySuje
expresi GalR1 a GalR3. U exprese mRNA GalR2 pdagiistresu vSak nedochazi
k signifikantni zngné, na rozdil od GalR1 a GalR3, kde byla relativrprese stresem
ovlivnéna; stresovy podih vedl ke zvySeni exprese GalR1 a naopak u GatR® & jejimu
snizenilze spekulovat, Ze tento nalez je v souvislostll&oym transduénim

mechanismem u GalR2, kterym je systétagpny s fosfolipazou C a ovligmim 1Py

Vzhledem ke kontroverznim vysleiitk o lokalizaci a dincich galaninovych
receptott v AH se rekteri autdi domnivaji, Ze v adenohypofyzeiie byt gitomen zatim
neidentifikovany novy subtyp galaninového receptoru

V poslednim desetileti byly popsany zajimavé natezyznamné regutai tloze
galaninu v adenohypofyze (AH) savpii sekreci adenohypofyzarnich hornig@ale tyto
nalezy jsou dosti rozporuplné a dokortesto i proticidné. Vysoké koncentrace galaninu
byly prok&zany v lidské AH i hypotalamu, a v ob&érich byly prokdzany galaninové
receptory. Tyto nalezy suci o dilezité uloze galaninového systému v regulaci tiweani
hypofyzarnich hormain(viz Bennet et al., 1991). Zatim vSak neni znanshmaismus
pusobeni peptidl, které jsou kolokalizovany s Bkami produkujicimi sktery z hypofy-
zarnich hormoi. Existuje ifada naled, které s¥d¢i o (Kasti galaninu jakotistového

faktoru, ktery se uplétje @i proliferaci buk AH a vzniku adenoiin(Berger, 2005;
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Tortorella et al., 2007). Touto problematikou sbyaetada praci, které vSak pouzivaji
rozdilné metody, i diky tomu se jejich 2&y mohou liSit, jak rozebira ve svénepledu Liu
(2002). Galanin byl nalezen kolokalizovan se somapmimi, tyrotropnimi a laktotropnimi
bunkami; byl popsan v kortikotropnich tkéch uclovéka a roviz v kortikotropnim
adenomu. Nas zajimald@galevSim sekrece ACTH, ktery je gasti HPA osy a maitezitou
tlohu fi stresu.

Studium koexprese galaninu a ACTH byla jedna nimtv studii wloveéka s cilem
vyuziti novych adaj v terapii adenori, akromegalie a dalSich poruch (Hsu et al., 1991)
Kolokalizaini studie roviz napomahaji designovani chimérnich molekul prapeuntické
Gcely.

Dnes je jiz zcela evidentni, Ze se galanin padilsekreci adenohypofyzérnich
hormoni ACTH, GH, PRL a TSH. Neni vSak zcela jasné, zdarga je sekretovan
z galaninergnich bwk v AH nebo z hypotalamickych galaninergnich netroebo z vezikul
nervovych termindl v AH. Waters a Krause (2000) nalezli imunoreaktivia vSecheéchto
mistech a fedpokladaji, Ze galaninergnigobeni v AH je komplexni pochod, kde galanin
muze mit @ivod v portalnim systému, v galaninergnichikéch, nebo v neuronalnich
terminalech AH (Liu, 2002).

Pro potvrzeni naSi hypotézy, zdéZa byt galaninergni systém zapojen v modulaci
uvoliovani adenohypofyzarnich hormiora stresu, fgdevsim v sekreci ACTH, ktery je
soutasti hypotalamo-hypofyzo-adrenalni osy, jsme vidaléxperimentech &iti v AH
kolokalizaci Gal a GalLP s ACTH. Z naSich vyslédkyplyva, Ze zatimco galanin je
s ACTH kolokalizovan ve velké ifd, kolokalizace ACTH s galanin like peptidem je pou
ojedirgla. Tento vysledek $d¢i pro moznou &ast galaninu b regulaci sekrece ACTH.

V souladu s naSimi vysledky jsou publikace, kterédiji, Ze aplikace galaninuigobi
zvySeni aktivace HPA osy s naslednym zvySenym wwdin CRH a ACTH, zatimco u stresu
pusobi galanin sniZeni stresové odgati(viz Picciotto et al., 2010).

DalSim experimentem proto bylodeni exprese a kolokalizace ACTH s jednotlivymi
receptorovymi subtypy galaninu. Vysledky ziskanéadeu imunoflurescence ukazuji na
nejsilngjSi kolokalizaci ACTH s GalR2, bylarfppomna u ¥tSiny GalR2 pozitivnich buik.
GalR1 je s ACTH kolokalizovan pouze ojedima GalR3 kolokalizuje s ACTH pouze na
n¢kterych buikach. Tyto vysledky d¢i o (Rasti galaninovych receptiopii sekreci ACTH
v adenohypofyze potkana.

Vzhledem k tomu, Ze byla vyslovena hypotéza, Zegamnty galaninergniho

systému mohou slouzit jako cilové struktury priekiny zakrok, fedstavuje galaninovy
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systém v adenohypofyze velmi aktualni téma, kteréa&ina intenzivié zkoumat (pehledy
Rauch a Kofler, 2010; Merchenthaler, 2010).

Tradiéni nazirdni na neurohypofyzarni peptidy jako nao&ridni hormony s perifer-
nimi inky bylo nedavno revidovano, a dnes jsou kivpovazovany za latky s funkcemi
neurotransmitéra neuromodulatér které maji centralnidinky (Insel et al., 1999; Russell et
al., 2003). Oxytocin je syntetizovan nejen v magshal@rnich biikdch hypotalamickych
jader a neurony dopravovan do neurohypofyzy, ateké syntetizovan v parvicelularnich
buinkach PVN a odtud distribuovan diznych extrahypotalamickych oblasti mozku,
piedevsim do limbického systému a do autonomnichecehdmu také odpovidaji nové
nalezy ukazujici na syntézu OT a VP&kterychcastech mozku, kde jsou také exprimovany
jejich receptory (Yoshimura et al.,1993). Naviaikazuje, Ze neuropeptid OT je secernovan
nejen axony, ale i dendrity, a ouiinje okolni struktury po difuzi do blizkého okolixiEtuje
takfada struktur, fedevSim v limbické oblasti, odkud vychazeji pégrpro cetné centralni

acinky.

Hypotalamus

V nasSich pokusech jsme v hypotalamickych jadreemitifikovali oxytocinovy
receptor pomociiznych metod. Velmi zajimava byla identifikace OTRupraoptickém
jadru pomoci chiméry oxytocinu s navazanym imurargcednim kumarinovym marke-
rem, ktera byla syntetizovana v naSi labadtafrokazala se jako fugki, coz potvrdila vazba
chiméry na OTR v &oze, ktera byla pouzita jako refeten tk&. Tento postup Ize vyuZzit pro
detekci oxytocinového receptoru bez pouziti prinidra sekundarnich protilatek.

V supraoptickém jadru hypotalamu jsme dale metadmunofluorescence ozidi
oxytocinové receptory a sledovali Zny po stresu. Po aplikaci dvou tiypkutniho stresu
IMO a IMO+C doSlo v supraoptickém jadru ke zvySiaénzity signalu oxytocinového
receptoru. U aplikovaného IMO+C byl tento efektazmjSi. Nalez stejné odpeédi
receptoru v supraoptickém jadru a v neurohypoffiziikuje, Ze se jedna o stejny typ

receptoru.

Neurohypofyza

Velmi nizka vaha neurohypofyzy nedovoluje experityese stejnym protokolem jako
u adenohypofyzy. Z tohotaidodu studium exprese mRNA vyZaduje odliSny postbyla
nutné pracovat se sisnymi vzorky. Pomoci metody kvantitativni real tiqgleCR jsme

sledovali, zda se v neurohypofyze exprimuje mRN& galanin, mMRNA galanin like peptid
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a pro jednotlivé subtypy galaninovych receptpa fyziologickych podminek a po aplikaci
stresu. V dalSich experimentech jsme se pokusili lskalizaci €chto galaninergnich
peptidi a jejich receptdr ve vztahu k neuraim a ve vztahu k pitiucym a rovréz jejich
vzajemnou kolokalizaci a kolokalizaci s oxytocinamasopresinem. Ani za fyziologickych
podminek, ani za stresu nejsou podobné komplexdiesy literatile dostupné.

V nasi praci jsme identifikovali v NHfftomnost exprese mRNA galaninu a mRNA
galanin like peptidu. Po aplikaci akutniho streglalexprese mRNA galaninu sniZzena o 50%
a naopak exprese mRNA GalLP byla o0 50% po stregsena. Tato data &¢i o rozdilném
zapojeni &chto dvou neuropeptidv odpowdi na akutni stres.

NaSe vysledky o identifikaci galaninu za fyzioldkgho stavu a za stresu jsou
v souladu s &kterymi publikovanymi daty. V publikaci Ciosek adbnik (2013) autd
uvadi: 1) galanin méa inhitmi modul&ni (Cinek na uvahovani oxytocinu z NH, zatimco
v hypotalamu madinek op&ny. 2) U prodlouzeného osmotického stimulu, ktery |
v nekterych publikacich povazovany za stresovy ghdma galanin stimutai modul&ni
Gcinek na uvatovani oxytocinu. Akutni osmoticky stimulus tak blgé oxytocinergni
neurony, které jsou citlivé naipobeni galaninu. V neurohypofyze se tak setkavaii d
regulani principy, jeden zajtdijici vodni a elektrolytovou homeostazu a druhysgajici
propojeni funkci a jejich regulaci oxytocinu a vassinu na Urovni hypotalamu a
neurohypofyzy.

NaSe vysledky se zvysenou expresi mMRNA GalLP p&aplstresu jsou v souladu
s praci Shena, ktery nalezl v pituicytech neurolfiypozvysené hodnoty exprese mRNA
GalLP po dehydrataci a solné nélozi (Shen et @D;12viz Suzuki et al., 2010) a skupiny
Uety, ktei nalezli zvySené hodnoty exprese mRNA GalLP pikapi dalSiho stresového
podrétu endotoxinu LPS a u chronického diného stresu. Endotoxin LPS stimuluje sekreci
vasopresinu a oxytocinu a aktivuje HPA osu (Uetal.e2004). Tyto nalezy indikuji, Ze
GalLP se podili na sekreci neuropeptihsopresinu a oxytocinu.

V néasledujicich pokusech jsme identifikovaiitomnost exprese mRNA vSedih t
galaninovych receptorovych subfys nejvyssi expresi mRNA GalR2. Po aplikaci aldni
stresu vSechnyitsubtypy galaninovych receptoGalR1, GalR2 a GalR3 reagovaly snizenim
exprese mMRNA, nejsitijSi odpowd’ byla u subtypu GalR1.

V dalSich experimentech jsme sledovali expresirgalg galanin like peptidu a vSech
tii GalR subtyfi pomoci imunofluorescence. V neurohypofyze jsméémali expresi obou
neuropeptid, galaninu i galanin like peptid@ietnost busk exprimujicich galanin odpovida

cetnosti bugk exprimujicich galanin like peptid. Denzita sigmglalaninu se oproti galanin
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like peptidu jevi jako vySSi. Ro¥a jsme identifikovali expresi vSech galaninovych
receptorovych subtyp Paiet burgk, které exprimuji GalR2 a GalR3 jélgizné stejny. Poet
burgk exprimujicich GalR1 je nizZSi oproti subfyp GalR2 a GalR3, ale denzita jeho signélu
je vySsi.

Z nasich imunohistochemickych detekci v neurohypefyyplyva, Zze je galanin i
galanin like peptid kolokalizovan s nervovou tkddéle jsme prokazali kolokalizaci galaninu
a galanin like peptidu s pituicyty. Jedna s&st&nou kolokalizaci, to znamena, ze se
galanin, steja jako galanin like peptid vyskytuji i mimo pituigya nervovou tk& Provedli
jsmetfadu experimetitve snaze zjistit vzajemné kolokalizace, jak neypalfiyzarnich
hormoni, tak jednotlivych komponent galaninergniho systémnasSich vysledkvyplyva,

Ze s oxytocinem a vasopresinem je kolokalizovaargali galanin like peptid. Oxytocin byl
prokazan v kolokalizaci se subtypy galaninergileeptoru GalR2 a GalR3, na rozdil od
ojedirglé kolokalizace s GalR1. Vasopresin je nefgilkolokalizovan s GalR2 a mén
GalLR3 a GalR1, kde s&astji signél nekryje.

Ukazuje se vSak, Ze naSe vysledky a vysledky ststiitnich laboratodosud
nedovoluji jednoznany zawr vyswtlujici tlohu galaninergniho systému v neurohypefyz

a jeho @ast i stresové odpadi
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6. ZAVERY

Nové poznatky o neuropeptidech jsaileZité nejen z hlediska fyziologie, farma-
kologie a neurodd pro zakladni vyzkum, ale@devsim svym potencialem novych
perspektivnich l&v. Predkladana disertace je koncipovana jako ren$idosavadniho
vyzkumu pracovigt o centralnich i perifernich regadl@ich mechanismech neuropefitid
piedevsim neurohormdéroxytocinu, vasopresinu a jejich analpgow také galaninu a
nedavno objeveného galanin like peptidu, za fygigkych podminek a poigobeni stresu.
Detailni mechanismus anxiolytického a protistresmvé&inku oxytocinu a galaninu nebyl
dosud objasin, avsak jejich €ast na poststresovychijith je prokazana. Nové nazirani na
stres umoiuje vyuZivat tento stav jako experimentalni nagtrojstudium mozku a naopak
nové poznatky umaitiji hledani cilovych struktur pro terapeutické vigid emanich poruch
a stresu.Ukazuje se, Ze v gasné dob je nejvhodgjSi vyzkum, ktery kombinujeistup
behavioralni s buftnym a molekularnim, se z&benim na vztah mezi strukturou a funkci

mozku. Podle této hypotézy byly i koncipovany stuaiexperimenty této disertace.

Zaveéry plynouci z vysledki studii prezentovanych v této diserté&ni praci:

1) Prokéazali jsme protistresovy a anxiolytick§inek galaninu po systémovém podani, ktery
meél protrahovany &inek i v nasledujicim obdobi bez aplikace galaninu.

Pro tuto studii byly vypracovany behavioralni teatgnimalni model akutniho stresu

s prevahou eméni nebo fyzickeé slozky. Behavioralni testy i aniniahodel stresu byly
pouzity i v nasledujicich studiich.

Behavioralni studie prokazaly centralginky tohoto peptidu.

Centralni, protistresové a anxiolytick&rnky byly potvrzeny podanim antagorigjalaninu,
které uvedenédinky zablokovaly.

Ziskané vysledky také dokazaly, Ze systééraplikovany agonista galanin a antagonista
galanin M40, i ndmi syntetizovany antagonista galgeptid chiméra-galanin Y neuropeptid
amid, pisobi na Urovni receptbia Ze vysledek této interakce p@itou dobu petrvava.

2) V této disertaci pouzité peptidy byly syntetizo@av nasi laboratg tj. galanin, antagoni-
sta peptid chiméra-galaninY neuropeptid amid, osiyt@ jeho analog karbetocin a dalsi.
Také byla syntetizovana chimérni molekula oxytod@rfluorescetnim markerem prodely
detekce oxytocinového receptoru (OTR) bez poupgtHickych protilatek a s cilem syntézy
chimérni molekuly se schopnosti projit hematoenickfzu bariérou.

3) Identifikace OTR v supraoptickém jadru (SON) poimgdmeéry oxytocinu s navdzanym
imunofluorescetnim kumarinovym markerem, ktera byla syntetizovamasi laboratio, se
prokézala se jako fugki, coz potvrdila vazba chiméry na OTRd&late, kterd byla pouzita
jako referegini tk&.
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4) Pro identifikaci exprese mRNA a expreseigsiedovanych peptidjisme implementovali
metodu real time qPCR a metodu imunofloregném uteni exprese sledovanych protein
s kvantitativnim vyhodnocenim.

Vypracovali jsme metodu Western blot s nejmodggim turbo blotovacim z&enim.

5) Po z#azeni OT mezi kardiovaskularni hormony jsme sleti@exgresi OTR a expresi
MRNA OTR v srdci, Gast HPA osy za pouziti geneticky odliSnych potkara normalu a

za stresu. Jako prvni jsme provedli analyzu Gall.iBa GalR subtyp ve vSech srdmich
oddilech a popsali zény po akutnim stresu.

Za unikatni vysledek povazujemaigaz transportu OTR z plazmatické membrany do jadra
kardiomyocytu.

6) Jednou ze tkéni, kde neni obj&sa Uloha galaninu a jehdigobeni je hypofyza. Jako

prvni jsme provedli komplexni studii v adenohyp@&ymneurohypofyze a intermedialnim
laloku s identifikaci exprese mRNA a expreseig&al, GalLP aif subtyph GalR za fyzio-
logickych podminek a po akutnim stresu. Nalezligswedilné chovani neuropeptid

v jednotlivych oblastech hypofyzy a prokazali jsédast galaninergniho systému ve stresové
odpowdi.

7) V adenohypofyze jsme déle sledovali kolokalizaal & GalLP s ACTH. Nalezli jsme
kolokalizaci galaninu s ACTH, zatimco kolokaliza®€TH s galanin like peptidem je pouze
ojedirgla. Urili jsme také kolokalizaci ACTH s Gal receptory.tdywysledky dokazuji
zapojeni galaninergniho systému v adenohypofyzeefireci ACTH.

V neurohypofyze byly provedeny kolokalizd studie metodou dvojiho imunofluorescen-
¢niho zngeni u neuronalni tk&n pituicyti a jednotlivych komponent Gal systému s OT a
AVP.

V neurohypofyze jsme prokazali expresi Gal a GaFNA a také expresi vSecH t
receptorovych subtypa zapojeni tohoto systému spolu s OT/OTR ve stgesdpo¥di.

Vysledky sw¥dc¢i pro komplexnost zapojeni galaninergniho systéeuSech oddilech
hypofyzy s moZnou modulaci oxytocinového systémftyzmlogickych podminek i za stresu.
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