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SOUHRN

Uvod a cil: Studium neuropeptidse stalo centrem zajmu pro rozsahlé perifernnar@ei regu-
lacni/modul&ni inky, a pro mozné terapeutické vyuZziti. NaSe latudree zabyva studiem
oxytocinu (OT) a jeho analdgra fyziologického stavu a pdigobeni stresu, od 2m na moleku-
larni a bug¢né arovni az po zemy chovani. Cilem této prace bylo studium centrédgul&ni
Ulohy OT a jeho analdg spolu s no¥ objevenymi neuropeptidy galaninem (Gal) a galdikin
peptidem (GalLP) v hypofyze. OT byl nbzaazen mezi kardiovaskularni hormony a dalSim
cilem bylo také studium OT, Gal, GalLP a jejichagii v srdci za fyziologickych podminek
a po stresu. Centralnéiaky téchto peptid jsme testovali behavioralnimi studiemi. Cilem byla

rovnéz syntéza OT, Gal a jejich anatog chimérni molekuly OT s fluorescgmm markerem.

Metody: Vypracovali jsme nové metody fluoreséaiho stanoveni exprese neuropeptdejich
receptofi, metodu Western blot a metodu kvantitativnino RTCR k uteni exprese mRNA
sledovanych gen Pro ugeni centralnichdinkt galaninu jsme pouZili behavioralni testy. Byl
pouZzit animalni model akutniho stresu pravidgdouzivany nasim pracowst. V nasi labora-
tofi syntetizované peptidy a chiméra oxytocinu s fasmednim markerem umoznily experi-

menty, které by byly jinak finaimé nedostupné.

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

Ve vSech oddilech hypofyzy jsme jako prvni v liteta provedli komplexni identifikaci exprese
MRNA a genovou expresi Gal, GalLPraGal receptorovych subtya jejich kolokalizaci

s neurondlni tk&ni a pituicyty, za fyziologickéhaws a po stresu. V adenohypofyze jsme iden-
tifikovali kolokalizaci Gal, GalLP a jejich receptos ACTH a v neurohypofyze s OT a vaso-
presinem. V srdci jsme prokézali existenci oxytogigho a galaninergniho systému aagm

v expresi MRNA OTR a expresi jeho genu po stresile Bme nalezlijgsun OTR z plazma-
tické membrany do jadra kardiomyocytu. Prokazatigfunknost chiméry OT jako vazebného

ligandu, kterou lze vyuZit pro identifikaci OTR ndspecifickych protilatek.

Zavéry: Prokazali jsmeprotistresovy a anxiolytickydinek Gal s perspektivou terapeutického
vyuziti. Jako prvni jsme provedli komplexni stunlivyskytu Gal systému v hypofyze a v srdci
za fyziologickych podminek a za stresu. Za unikagsiedek povaZujeme hkaz gestupu OTR

z plazmatické membrany do jader kardiomydcytlastni syntéza sledovanych pejtal

chiméry OT s fluoresce&nim markerem umoznila behavioralni a vazebné studie

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



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.



1. UVOD

V poslednich desetiletich stoupl zajerstodium neuropeptida, u nichz byly
prokédzany jak periferni tak centralriiiky. Dlouhodols se zabyvame studiem neuro-
endokrinnich regulaci¢etné U¢asti neuropeptitlv normalu a za stresu, od &mna
molekularni a bugtné arovni az po z#my chovani. Centralniméinkam neuropeptid
a jeho analofyse tak pisuzujestale ¥tSi Uloha v patogenezi calédy psychiatrickych
onemocgni, predevsim s ohledem na jejich mozné terapeutickéitty@alSi pozoru-
hodnou vlastnosti neuropeptid jejich analog jsou dlouhodobé behavioralnfidky.
Behavioralni studie umazji urcit, zda sledovany neuropeptidgobi v CNS, zda
pronikd mozkomisni bariérou po systémové aplikada ma protistresovy a anxiolyticky
ucinek. Tyto noveé poznatky umadji hledani cilovych struktur pro terapeutické a
preventivni zakroky. Ukazuje se, Ze nejvhgdhvyzkum je ten, ktery kombinujgigtup
behavioralni s busgnym a molekularnim, se z&penim na vztah mezi strukturou a
funkci mozku. NaSe pracowisse dlouhodobzabyva studiem mechanisméinku
neurohormofi oxytocinu a vasopresinu a dalSich pejtalto jak v CNS, tak vakte-
rych perifernich tkanich (Hynie a Klenerova, 20K@&nerova et al., 2011).

Nejnowji byl OT oznaen také jakdardiovaskularni hormon (Gutkowska et
al., 2000), ale nebyly charakterizovany jeho reagpé jejich moznadast na stresové
odpowdi. Sledovali jsme expresi OR recegtarmyokardu metodou exprese mRNA
a metodou exprese receptoroveho proteinu, za fgickych podminek a za stresu.

Behavioralni studie poskytuji informaci o centralnimipobeni testovanych
latek. Vyuziti antagonigtposkytuje dlezitou informaci o zapojenitislusnych receptar
testovaného peptidu. V naSem vyzkumu jsme zjigiikarbetocin a nizké davky OT
vykazuji protistresové a anxiolytick€igky, a to i @i parenteralni aplikaci uskutesné
az po probhlém stresu, kteréfptrvavaji i bez dalSi aplikace stres@ehto peptid.

K ovétreni €chto behavioralnichdinka jsme vyuzili antagonisty Ant99 a v naSi labora-
tori syntetizovaného antagonisty AntFL (Klenerovaletz009a; 2009b; 2010).

Stresse povaZzuje za poruSenou homeostazu organizmo&ds, 1992). Na
stresu se podili sympatoadrenalni systém (SabBKawtaansky, 2001) a hypotalamo-
hypofyzo-adrenalni systém (HPA osa). Porugicatp regulanich systém se uplaiuje
pii vzniku celérady stresem navozenych nemoci (McEven,1998; Petiers
Abizaid, 2013). V nasi laboraidyl vypracovan dote definovany animalni model
akutniho stresu s‘evahou emocionalni nebo fyzické slozkynku (Klenerova et al.,



2002; Klenerova et al., 2007). Nas vyzkum je &&@mn na nalezeni takovych neuro-
peptidi, které po podani po préiém stresu vrati deteriafiai (€inky stresu k normalu.

Neuropeptidy mohou fisobit v CNS jako neurotransmitery nebo neuromodula-
tory, nekteré mohou byt uvoliny do krve, kde pak{sobi jako hormony. Receptory
neuropeptid jsou spazené s G proteiny (GPCR) ggdstavuji nej$tsSi rodinu membra-
novych receptdr, které jsou zodpadné za penos signdi. Tyto receptory hraji kib-
vou fyziologickou ulohu; $ jejich dysfunkci dochazi k mnoha nemocem. Tytoeggory
tvori cilové misto pro s 50 % v satasné dob terapeuticky pouzivanych latek.

Studium neuropeptida jejich analog bylo umoZzgno jejich syntézou v nasi
laboratdi, které by nebylo jinak mozné pro finar nar@nost. Vychazime z vysledk
nasi laboratie o behavioralnichdincich OT a karbetocinu a dosavadni vyzkum jsme
rozSiili o studium galaninu, galanin like peptidu a ¢gjireceptar (Klenerova et al.,
2011).

Obr. 1

Oxytocinovy receptor pati mezi receptory gpzené s G- reguiaimi proteiny
(GPCR). Na rozdil od jinych membranovych recepjerunikatni v tom, Ze existuje jen
jeden jeho typ. Diverzita jeha:iinka je dana nejen odliSnou expresiiemych tkanich,
lokalizaci OTR viéiznych doménéach plazmatické membrany (viz Kleneeoi#ynie,
2008; Strunecka et al., 2009), alegevsim i diverzitou signalnich celdlavni signalni
kaskadou je cesta vyuzivajici protein vedouci ke stimulaci fosfolipazy C (PLC).
OTR je schopen aktivovat dalSi signalni cesty peasstictvim fiznych G-proteif.

Neurohypofyzarni nonapeptakytocin (OT) je znam fedevsim pro periferni

ucinek, kdy studium centralnicktiinka neuropeptid je zpomalovano skuteosti, Zze



peptidy pronikaji mozkomisni bariérou do CNS jereaa®. OT se uplatuje jako
neurotransmiter a neuromodulator v proce&ni, pansti, socialniho chovani, vytvéni
partnerskych vztah matdéského chovani, stresu aj. (viz Hynie a Klenero@®8&. OT
je vytvaen rekolika raiznymi typy neuroft. Magnocelularni neurony v paraventriku-
larnim jade (MPVN) a neurony supraoptického jadra (SON) dimitigci OT se projikuji
do neurohypofyzy (NH), odkud je OT uwiavan do cirkulace. Kromtoho existuje
rozsahla oxytocinergni nervova' sktera se projikuje z parvicelularnich neurdwN
(pPVN) do fiznych oblasti mozku (viz Hynie a Klenerova, 200&)@br 2.

Nejnowji byl OT oznaen také jakdardiovaskularni hormon (Gutkowska et
al., 2000). V roce 1998 Jankowski a Gutkowska (darski et al., 1998) popsali tvorbu
OT v srdci a jeho vazbu na sté OTR. Res uvedena faktagtrvavaji kontroverze
ohledrg produkce OT v srdci a vlivu OT na kardiovaskulaystém. Byly prokazany
jeho farmakologické dinky i jeho syntéza v myokardu, ale nebyly zde dltharakter-
rizovany jeho receptory, tj. lokalizace, denzitagny za stresu, zaizné aktivity HPA
0sy aj. Zatim neni jasné, jaka je uloha HPA osgxm@aesi OTR, zda stres owulivje
expresi OTR a kde jsou OTR lokalizovany. Proto jsaeokusili sledovat expresi OTR
pomoci kvantitativniho real time qPCR a pomoci ighistochemického stanoveni
exprese jeho genu. Studie byla provedena u dvounkipetkari a to Sprague-Dawley a
Lewis, ktery je znamy sniZzenou aktivitou HPA osy.

Z dalSich sledovanych peptidkteré se uplauji v udrZzeni elektrolytoveé a
volumové homeostazy, jsou natriuretické peptidydiRo tvai atrialni natriureticky
peptid (ANP) a mozkovy natriureticky peptid (BNP), ktgséu produkovany
kardiomyocyty, ANP primarav pravé sini a BNP v levé korfegy a C natriureticky
peptid, ktery je tven v endotelu cév a v renalnim endotelu. V nadiipséne sledovali
ANP, ktery je tvéen v srdénich sinich a ma velmi Gzky vztah k Offf pajiS€ni kardio-
vaskularni homeostazy. Cirkulujici OT uvehy z NF se vaze na jeho receptory v pravé
srdeéni sini a stimuluje dalSi uvaini ANP z atrialnich kardiomyocyt (Gutkowska et
al., 1997). OT v odpaydi na stres ma protistresovéinky a lze pedpokladat spotay
mechanismus s ANP pdigobeni stresu.

Neuropeptidgalanin (Gal) méa rozsahlé funkce, diky tomwgsto ozn&ovany
jako ,multitalentovy peptid“. Z dalSich galanineigh peptidi sledujeme i noy
nalezeny galanin like peptid (GalLP). Tyto neurdpbpse vyskytuji v periferii a v CNS,
kde maji Siroky rozsah fyziologickycltiaka, jsou nap. zapojeny v regulaciigmu

potravy, v kognitivnich funkcich, spanku, u stregdvpodrta, v regulaci krevniho
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tlaku, srdeni frekvence i tady patologickych stadv(viz Fang et al., 2012 fghledovy
¢lanek Lang a Kofler, 2011Rodili se na modulaci a regulaci uvainnékterych dalSich
neuropeptid, neurotransmitéra neuromodulatdr ale o tomto systémuigtava stale
vice neznamych ifs intenzivni vyzkum. #sobi prostednictvim zatim znamyclhech

subtyp galaninového receptoru GalR1, GalR2 a GalR3 (Qpr.

Obr. 2. Schéma galaninovych receptéra mechanisna transdukce signalu

Galaninové receptory (GalR) jsourapené stiznymi G-proteiny. GalR1 a GalR3
aktivaci Gi/o inhibuji aktivitu adenylylcyklazy aaBR2 spojeny s Ggy aktivuje fosfo-
lipdzu C (Tortorella et al., 2007). Rozdilnou disiici a denzitou GalR vaznych
oblastech a aktivaci rozdilnych signalnich souktawys\tlit Sirokou Skalu dinka Gal.

Rada praci popisuje interakci Gal s funkci hypotalameurohypofyzarnino
systému a mozny modulai (inek na funkci OT. Dosud vSak nebyla prokdzana
jednoznéna gitomnost GalR v AH a NF za fyziologickych podminglejsou ani
jednozné&né udaje o Gal systému po aktivaci HPA osy stregedalSich perifernich
tk&ni byl popsan kardiovaskularriiiek Gal v srdci (Diaz-Cabiale et al., 2005; Diaz-
Cabiale et al., 2010). Nebyly vSak dosud publikgvaadné Udaje ocasti Gal systému
na regulaci/modulaciipmo v srdci a ani v jednotlivych srél@ch oddilech.

DalSim intenzivl sledovanym neuropeptidem je v r. 1999 éolsjeveny peptid
galanin like peptid (GalLP) (Ohtaki et al., 1999). Na rozdil od distrce Gal, ktery byl
identifikovan ve ¥tSing oblasti CNS a ve&tSiné hypotalamickych jadrech, GalLP byl
popsan v neuronech nc. arcuatus a v pituicytecl{idiirence a Fraley, 2011; Saito et
al., 2005;). Zatim nebyl nalezen jeho specificksepor a ve vztahu ke GalR existuje

fada kontroverznich nalezPredpoklada se jehaiést na stresové odpii.
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2. HYPOTEZY A CILE PRACE

Disertani prace vychazi z aktualnosti a zavaznosti vyzkaewropeptid a problému
pusobeni stresdr s cilem terapeutického vyuzitichto poznatk. Dosud neni objagn
mechanismus reguiaich/modulé@nich &inka neuropeptid a tyto mezery v naSich
znalostech pak &uji moznost jejich terapeutického ovlém. Tato diserténi prace

se zabyva studiem neuropejitiokytocinu a galaninu.

Predpokladame, Ze po systémové aplikaci neuropeptidahatast dostava do mozku
a cilem této dizertace je zji#ti, zda aplikovany neuropeptid galanin ma centndimky.

Pokud pedpokladame, Ze centralniitiek galaninu je zprostdkovan vazbou na galaninergni
receptory v mozku, je cilemitaz pomoci systémové aplikace antagdanigtianinu s
naslednym antagonizovanim jeho centralnighld.

Oxytocin byl zé#azen mezi kardiovaskularni hormony a Itedpokladat, Ze je syntetizovan
ptimo v srdci nebo je uvodm stresovymi podity z hypotalamo-neurohypofyzarniho systému do
krevniho olhu.

Cilem bylo zjis&ni, zda jsou v srdci exprimovany oxytocinoveé reogptpokud ano, tak jejich
charakteristika za bazalnich podminek a po apli#acu typ stresu s emocionélni nebo

fyzickou komponentou.

Velmi dilezité je uloha HPA osy, ktera determinuje odfabwrganismu na stresové patiy
neni znamé, zda vysledna odpdizavisi na genetickém vybaveni transthikh systén.
Cilem bylo zjistit, zda potkani kmene Sprague-Davdd ewis s odliSnou aktivitou HPA osy
ovlivni konegnou odpo¥d’ oxytocinového systému v srdci na stres.

Byl popsan dginek galaninu na kardiovaskularni systém in viue,reeni jasné, zda se
galaninergni systém vyskytuje v srdci.

Cilem byla identifikace neuropeptidu galaninu, gaidike peptidu a jejich receptior srdci
za fyziologickych podminek.

Hypofyza je vyznamnou soéasti HPA osy a podili se na stresovych oddah. Otazkou je,

zda se galaninergni systégastni nadchto regulacich a zda jsou exprimovany galaninergni
peptidy v jednotlivych oddilech hypofyzy.

Cilem bylo identifikovat jednotlivé komponenty galaergniho systému, tj galanin, galanin like
peptid a galaninové receptory v adenohypofyze,ateyoofyze a intermedialnim laloku acani
jejich vzajemnych interakci s oxytocinem a vasopess.

Dal3im cilem pro spkni vyty¢enych Ukal je syntéza testovanych pejitid jejich antagonigt
a rovréz najit latky pronikajici snadji mozkomisni bariérolReSenim je syntéza chimérni
molekuly oxytocinu s fluorescénim markerem.

3. MATERIAL A METODIKA

V této disertaci jsme sledovali expresi neuropéptigejich receptdr metodou
imunofluorescence a expresi mMRNA sledovanychigeetodu kvantitativniho real time
gPCR. Dale byly provashy behavioralni testy. VSechny experimenty @rop
v laboratdich neurofarmakologie ULBLD 1. LF UK v Praze.
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Material

Arginin-vasopresin, oxytocin (OT), carbetocin (@ouhodold pasobici analog
OT), galanin (Gal), galanin antagonista M40, anfitesGly-NH-d(CHp)s[D-Tyr? Thr']
OVT) (AntFL) neuropeptid S, chiméra OT s imunoflesceinim markerem:
syntetizoval M. Flegel z nasi laborggoDiazepam byl z Biotica (SR), Lysin-vasopresin
(LVP), desmopresin (DDAVP), atosiban (ATO) PolypdptLabs CR), OT receptor
antagonista: nonpeptide drug L-368899 (Ant99) (iBoBroscience,USA).
Dale byly pouzity BZn¢ komegn¢ dostupné chemikalie, protilatky a kity.

Pokusna zvfata, odbér vzork, aplikace stresu, behavioralni testy

Pouzili jsme dosgié samcepotkani kmene Wistar (VelaZ;R), Sprague Dawley
a Lewis (Charles River Laboratories, Sulzfielgmecko) se zgnénou aktivitou HPA
osy, n = 8-10Zachazeni se zkdty bylo v souladu s pravnimiqupisy prace se Zwty.

Potkani byli vystaveni dima ttiznym typim imobilizaéniho (restraint) stresu
s prevahou eméni (IMO) nebo fyzické slozky (IMO+C) (Klenerova &, 2006).

Z pokusného zvéte byl odebran mozek, hypofyza a srdce, které tmdgkleny
na jednotlivé oddily. DalSi zpracovani se liSi godifle pouzité metody, pro RT PCR
zmrazeni na -80 °C a pro imunohistochemické zpraaofixace v paraformaldehydu.
Proimunofluorescentni zpracovanibyly nakrajeny tkhovétrezy na kryostatu Leica
CM1850 (Leica Microsystems, Germany) a dale zprang\standardnim Zgobem; pro
urceni jednotlivych proteil byly pouzity kometni specifické primarni a sekundarni
protilatky, za kontroly specificity protilatek pormiometody Western Blot a dalSimi testy
(transfekce, calcium imaging).

K elektroforetickému déleni vzorku proteifi byly pouzity kometné dodavané
gely Mini-PROTEAN TGX 4-20% (Biorad, USA). K blotéwni pouzivame Trans-Blot
Turbo Mini Nitrocellulose Transfer Packs (Biorad A)Sblotovani probiha naifstroji
Trans-Blot Turbo (Biorad, USA). Klevantifikaci pouzivame komponentu Gels
programu ImageJ (freeware dostupné na http://im@igejov/ij/).

Metoda kvantitativni real-time gPCR byla pouZita pro weni exprese mRNA
jednotlivych neuropeptida jejich receptdr. Celkova RNA byla isolovana pomoci TRI
Reagentu, k reverzni transkripci byl pouzit Sup@psdll Reverse Transcriptase.
Jedndetezcova cDNA byla syntetizovana zeig celkové RNA. Pro detekci vybraného
useku cDNA jsme pouzili nami navrzené primery a 8Breen Supermix PCR Kit.

Real time RT-gPCR reakce byla provedenaiistioji CFX96 Real-Time System firmy
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Biorad (USA). Kvantifikaci dat jsme provedli softrean Optical System Software
(Biorad, USA). Stanovili jsme mRNA OTR vztazenirji &r hodnoty k G hodno#
refereréniho genu pr@-aktin. Relativni exprese byla sfiina pouZitim metody ™
(Livak a Schmittgen 2001). Exprese genu praktin byla vyuZzita pro normalizaci
rozdilia ve vstupnich mnoZstvi cDNA pro testovany detatisticka vyznamnostbyla
pocitana jednocestnou ANOVA pro signifikanci p < 0,05.

Pedpokladana uloha neuropejitia jejich analog v regulaci emocionalniho
chovani byla sledovana u potkentestu otefeného pole(OF) ave vyvySeném
k¥iZzovém bludisti(EPM). Oba testy jsou vSeobegtijimana paradigma pro éeni
Gzkosti a anxiolytickéhodinku potenciélnich k&v. Byly méreny nasledujici parametry:
celkova distance pohybu (TMD), celkowgs pohybu (TTM), distance ve vimtm
segmentu (CMD), a byl vygten parametr CMD/TMD jako procento TMD. Behavio-
ralni parametry byly zaznamenavany a vyhodnocoaémgmatickym video-monitoro-
vacim systémem (AnyMaze, USAtatistické vyhodnoceninaméienych dat byla
pouzita jednocestna ANOVA s nasledujicimi testy gi&teni vyznamnosti rozdil

Jako signifikantni jsou povazovany rozdily s p<0,05

4. VYSLEDKY

Nové nazirani na stres unimge vyuzivat tento stav jako experimentalni nastroj
pro studium mozku a naopak nové poznatky umpzledani cilovych struktur pro
terapeutické a preventivni zakroky. Ukazuje se; gewrasné dob je nejvhodujsi
vyzkum, ktery kombinujeifistup behavioralni s b&énym a molekularnim, se za&m
fenim na vztah mezi strukturou a funkci mozku. Bedraini studie potvrzuji, zda
sledovany neuropeptidipobi v CNS, zda pronika hematoencefalickou bari¢B®B)

po systémoveé aplikaci, zda ma protistresodinék a zda ma anxiolytickycinek.

4. 1. Behavioralni studie

Testovali jsme behaviorélni€iink neuropeptidu, galaninu. Tento neuropeptid ma
rozsahlé fyziologickeé dinky, ale jeho behavioralnicinky po systémové aplikaci nebyly
dosud v literatte prokazany. V experimentalnim protokolu jsme vyShasich pedcho-

zich pokus, které jsou uvedeny v Uvodni a metodické kapitole.
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V prvnim experimentu galanin v davce 0,3 mg zvigkbmaini chovani, nsiené
jako celkovou délku pohybu (TMD) a rychlost pohytihodinu po i.p. aplikaci. Jako
prikaz specificity odpo&di jsme pouzili peptidového antagonistu M40, ktemyzil oba
registrované lokommi parametry na kontrolni hodnoty. Tento nalez uigze oba
peptidy, agonista, stejriak jako antagonista, pronikaji mozkomisni bariéenze dinky
pietrvavaji po vice nez 1 hod po aplikaci. Navic dds&ana po 48ti hodinach ukézala,

Ze behavioralni dinky pretrvavaji, a to bez dalSi aplikace galaninu i aoésgy (Obr. 3).

8 8 & 8

10

SA  GAL M0 GAL+MAO

Obr. 3. Uinek galaninu a jeho antagonisty M40 na TMD, niFeno v OF

Data na Obr. 3 byla analyzovana jednocestnou ANGWaslednym Student-
Newman-Keuls testem pro vice srovnani. Statistarkdlyza vykazala signifikantni
ucinek experimentalnich podminek na TMD (F= 3.96,.04] rychlost pohybu (F=
10.23, p<0.0001. Galanin v davce 0.3 mg zvySuje TiWWghlost pohybu ve srovnani
s kontrolami, s antagonistou a se skupinou pdilsakombinovanou aplikaci galaninu
a antagonisty. Rowi za 48 hod bez aplikace galaniiiyjeho antagonistyigtrvava
zvySeni TMD hodnot (F=5.56, p<0.004), rychlosthpbu, ktera byla signifikantn
odlisna mezi skupinami (F= 5.68, p<0.004), ale pouaplikace galanin vs jeho

kombinace s antagonistou se signifikanigila.

4. 2. Neuropeptidy v srdci

4.2.1. Oxytocinovy systém

Exprese mRNAoxytocinového receptoru byla stanovena za fyziologickych
podminek v srdaich oddilech, levé (LA, LS) a pravé sini (RA, P&)evé (LV, LK) a
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pravé komeée (RV, PK), u kmet potkana Sprague Dawley (SD) a Lewis (LE). Tyto dva
kmeny se vyznauji odliSnou aktivitou HPA osy - potkani kmene Lewnaji tuto

aktivitu HPA sniZenou. Experimenty byly provedenskupin potkat n = 6.

o &=
_
20 = ol P 20 -
154 —_ 1K -
- — ——
"ﬁ 104 Eﬂ 10
8- K.
0 T T T 0 I T T
LA RA LY AW LA RA Ly RW
Sprague-Danley L ewis

Obr. 4. Porovnani hodnoACT mRNA OTR v srde¢nich oddilech
u kmanSprague Dawley a Lewis za fyziologickych podminek.
Signifikantni hodnatyobou kmet vs sig.

Poznamk&lizSi hodnotyACT reprezentuji vysSi expresi OTR.

V sinich i komorach jsme zjistili rozdily v prahaué&yklu (treshold cycle ACT) mezi
cilovym a referetnim genem. Na Obr. 4 jsou znaz&mg hodnoty praACT mRNA OTR
ap-aktinu, ktery byl pouzit jako referéni gen. Tato data potvrzuji expresi mMRNA OTR
ve vSech srdmich oddilech. Zaznamenali jsme rozdil v expresNARDTR, ktera je

v sinich vy3Si nez exprese v komorach (nizsi h@dhGt v grafu znai vyssi expresi
MRNA).

Imunohistochemicka detekce OTR v srdci za fyziologkych podminekprokazala

jeho expresi ve vSech skagch oddilech, jak je uvedeno na nize uvedené alérdizki

(Obr. 5). Ritomnost OTR jsme zaroieotvrdili i metodou Western blot.
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COLS OTR CO PS OTR

CO LKOTR CO PKOTR

Obr. 5. Imunofluoresceréni detekce OTR v srdénich oddilech kontrol
potkana kmene Wistar
Pozn.: Z&tSeni 40x, pouZzité i u dalSiclitezi, pokud pouZzité jiné

£i8eni bude uvedeno

V levé a prave sini je vys&eétnost buik, které exprimuji OTR.V komorach je oproti
siniméetnost buik s expresi OTR niZsi, ale je vySSi denzita jegigmalu. Tato zjigni
jsou v souladu s expresi mMRNA OTR, kterd je v sigita&n¢ vyssi nez v komorach, ale

rozdil mezi sidmi a komorami neni tak vyrazny jako u exprese mRDIFR.

17



Obr. 6. Western blot OTR v si&nich oddilech kontrol
Metodou Western blot jsme prokazatitpmnost
OTR ve vSechesrdch oddilech.

U elektroforézy byly na gel naneseny vzorky homdgerze srdénich oddit, které
obsahovaly stejné mnozstvi proteinu. Na Obr. &@genk prouzku o odpvidajici mole-
kulové hmotnosti OTRifitomen dalSi slabsi prouzek, kteryide byt tvden receptoro-
vym homodimerem (Terrillon et al., 2003). Je zajimae rozdil mezi sémi a komo-
rami neni tak vyrazny jako rozdil v expresi. nRNARY S expresi mRNA OTR je

v souladu prouzek odpovidajici dimernimu receptowyssi molekulové hmotnosti,

jehoz exprese v komorach je vyraanzsi nez exprese v sinich.

K ur¢eni, kde se nachazeji oxytocinové receptory, zZkrdiomyocytu, nervové tkani,
nebo v jade, jsme pouzili nervovy marker proti Beta 11l Tulowi, ktery je sotasti
nervoveé tkan. Na preparatu byla dale pomoci jaderného marké&mRID@zna&ena jadra
burgk. Protilatky proti OTR a Beta Ill Tubulinu byly sedré ozna&eny iznymi
fluoresceknimi barvivy. Prolnutim obrazku se zelssen&enym OTR &erverd
oznaenou nervovou tkani jsme prokazali, Ze OTRigvpZr©€ lokalizovan na
kardiomyocytech, na plasmatickych membranach iteetni, Ze ¥tSina OTR jsou
lokalizovana mimo jadro a menSim vyskytem v jadlakalizaci oxytocinového

receptoru na nervové tkani jsme nezaznamenali.
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CO LS OTR CO LS neuronalni marker

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

Obr. 7. Lokalizace OTR v levé srdmi sini kontroly potkana Wistar

V levé sini byl zelenoznaen OTR, motk jadra a&erveré neurondlni tké
Po slogeni jednotlivych obrdzks ozngenym OTR, nervovou tkéni a jaderz
vysledného obrazkiiegme, Ze OTR neni v srél@ sini vazan na nervovou tka

ale vyskytuje se'gvazre na membranach kardiomyoéy(Klenerova et al., 2011).
Na zaklad nalezi kolokalizace OTR s jadry viz obrazek 8, jsmea#hodli pomoci

konfokalniho mikroskopu blize identifikovat jehdkédizaci OTR ve vztahu k jadru,

vysledky uvedeny na obrazku. 9.
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CO LS OTR CO LK OTR

CO LS jadra CO LK jadra

CO LS OTR + jadra CQK OTR + jadra
Obr. 8. Exprese OTR v jadrech v Ié&vsini a levé komie kontroly

Obrazky OTR ozngného zeleha jader ozn&nych mode pomoci jaderného markeru
byly prolnuty. Z obrazk je velmi dole patrné, Ze exprese OTR v jadrech kardiomyo-
cytu je v levé sini spiSe ojedia a ¥tSina jeho signalu je lokalizovana na membranéach,
naopak v levé konie je kolokalizace signalu OTR s jadry vekasta (Skopek et al.,
2012).
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4m 1B 04BN

Obr. 9. Lokalizace OTR v jade kardiomyocytu levé si& kontroly

Na obrézcich jsou optickezy z fiznych hloubek jadra (1, 2, 3, 4pf)
prochazejici zewhod povrchu fes vnitni objem az k povrchu na opeé stras
jadra. Obrazek 0-bm ukazuje sumarni projekci z celého objemu jadaa, n

kterém Ize pozorovatiffomnost oxytocinovych receptouvnitt jadra.

V kardiomyocytu jsme sledovali OTR ve vztahu k [adDT receptor jsme s vyuzitim
specifickych protilatek ozridi zelerg a jadra jsme ozgdi jadernym markerem DAPI
modre. Pomoci konfokalniho mikroskopu jsme vyilios oblasti jadra detailni optické
fezy v ose Z, coZz nam umoznilo ziskat trojréemou Fedstavu o lokalizaci OTR.

Krom¢ OTR gitomného na membrar§zeleny signal OTR mimo oblast jadra na Obr. 9)
jsme potvrdili, Ze OTR jefftomen ve vninim prostoru jadra. Tadevosyan et al. (2011)
popisuji v srdci fitomnost gkterych receptdr spazenych s G proteiny, kteréagesto-
vavaji z membran do nitra jadra. Takovato skoubst byla prokdzana v experimentech s
receptory pro angiotensin Il, endothelradrenergnimi a opioidnimi receptory, ale ne
pro oxytocin. V nasi praci jsme prokézali jako griransport oxytocinového receptoru
do jader kardiomyocwt coz Ize povaZovat za unikatni nalez.
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Exprese mRNA OTR v srdci po aplikaci imobilizaniho stresu byla ugena v srd&
nich oddilech potkanSD a LE. Potkani byli dekapitovani po 60 a 180 unéch po
aplikaci stresu. Vliv imobilizéniho stresu (IMO) a jeho kombinace s chladovynssire
(IMO+C) na relativni expresi mMRNA OTR pro kmen Sbgraficky zndzorn na
obrazku 10. Zrény relativni exprese vyvolané stresem jsou vzdgZemy k odpovida-
jicimu srdénimu oddilu kontroly. Jednocestnou analyzou ANO¥#é prokazali u

kmene SD v levé sini prokazali signifikantni vlivesu na expresi mMRNA OTR.

Obr. 10. Efekt akutniho imobilizainiho stresu na relativni expresi (RE)
MRNA OTR v srdénich oddilech potkani Sprague Dawley.

RE byla speitana tak, jak je popsano v metodach; kontrolninetyl odpovidajicich
srdenich oddili byly pouzity jako kalibrator. Statisticky signi@ikitni vysledek vztazeny
k odpovidajici kontrole: * vs CO, + = IMO3 vs IMO8Cx = IMO1 vs IMO+C3; pro
p<0,05. (Klenerova et al., 2011).

VSechnyctyii skupiny potkafl vystavenych stresu vykazovali sniZzeni exprese
MRNA OTR. Toto sniZeni bylo signifikantni u skupimO60, IMO180 a IMO+C180.
V praveé sini jsme nenasli u Zzadné skupiny signifikadrozdil. V komorach, které ve
srovnani se sémi exprimuji podstathmére mRNA OTR jsme nalezli zakladni rozdil
v inku IMO a IMO+C, kde kombinovany stres vykazovith&Si (cinek. V levé

komare jsme prokazali signifikantni zvySeni exprese wpgky IMO+C180 oproti
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IMOG60 i oproti IMO180. V pravé konie ol skupiny vystavené kombinovanému
stresu IMO+C vykazovaly vySSi expresi mMRNA OTR dpobéma skupinam IMO.

Obr. 11. Efekt akutniho imobiliz&niho stresu na relativni expresi
(RE) mRNA OTR v sr@aich oddilech potkani Lewis.

Data z jednotlivych oddiljsou ozn&ena v nadpisu graf Uvedeny pimérné
hodnoty + SE. * =vs CO, + = IMO3 vs IMO+C3, xM0D1 vs IMO+C3,
0 = IMO1 vs IMO+C1,A = IMO3 vs IMO+C1,A =IMO1 vs IMOS3,

.1 =IMO+C1 vs IMO+C3

V levé srdeni sini potkah LE jsme nalezli obdobné vysledky jako u kmene SD a
signifikantni snizeni exprese mMRNA OTR u skupin I800IMO180 a IMO+C180.

V pravé sini potkainLE jsme ve srovnéni s potkany SD nalezli §&ivrozdily. Zatimco
u SD doslo ke zvySeni exprese MRNA OTR, u paikanene LE byla exprese signifi-
katne snizena ve skupinach IMO60, IMO180 a IMO+C180eV&l i pravé komi@
potkani LE jsme nalezli signifikanthzvySenou expresi mMRNA OTR u skupMO+C
(Obr. 11).

Stejre jako u potkan SD se i u LE projevil vliv specificity stresorupgevahou

emocionalni slozky (IMO) nebo sgvahou fyzické slozky (IMO+C).
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4.2.2.Galaninergni systém

V této disertani praci jsme sledovaliffiomnost galaninu, galanin like peptidu a
galaninovych receptorovych subtyp jednotlivych srdénich oddilech pomoci imuno-
histochemickych metod za fyziologickych podmineddrd& se o prioritni studii dosud

v literature nepublikovanou.

Gal LS Gal PS Gal LK 3K

GalLP LS GalLP PS GalLP LK GalLP PK

Obr. 12. Exprese galaninu a galani like peptidu v srde¢nich oddilech

potkana za fyzigickych podminek

V obou sinich i komorach srdce potkana jsme prdkéxpresi galaninu a galanin like
peptidu za fyziologickych podmineKetnost buk exprimujicich galanin je srovnatelna
v sinich i komorach. V komorach je denzita sigrgdlaninu oproti komoram peékud
vysSi. Vedle galaninu jsme v sinich i komorach dalenohistochemicky sledovali
expresi galanin like peptidu. Z vysledkarezu obrazku 12 jefgtelné, Ze galanin like
peptid je v srdéni tkani lokalizovan v oblasti interkalarnich disikpresréni této

lokalizace bude vyZzadovat dalSi experimenty.
Galaninové receptorové subtypy srd€&nich oddilech jsme sledovali imunoflurores-

certnim stanovenim exprese jejich gefyto receptory jsme nejprve stanovili metodou
Western blot v homogenatu z jednotlivych srdeh oddit.
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GalR1 GalR2

GalR3
Obr. 13. Galaninové receptorove subtypy v srdmich oddilech kontroly Wistar

Ve vSech srdiich oddilech jsme prokazali metodou Western hiddmnost viechrt
receptorovych subtyp(Obr. 13). Vzhledem k tomu, Ze byl pro elektrofargouzit vzdy
stejny objem homogenatu, je mozné porovnat mnojedwviotlivych receptai.

Z obréazki je patrné, Ze exprese GalR2 je daleko vySSi npiesg GalR1. Exprese
GalR3 je ze vSech receptorovych sulityejnizsi. PestoZe bylo na nitrocelulozové
membrag mozné identifikovat bandy &gicici o gritomnosti GalR3, byla jejich intenzita

tak nizka, Ze prakticky nebylo mozné jé gkenovani zaznamenat.

V rozporu se zji&nim autot Smith et al. (1998), kiev srdci nepotvrdili pitomnost
MRNA pro GalR3, se nam paila prokazat pitomnost tohoto receptoru ve vSech
srdenich oddilech.GalR3 je exprimovan na plazmatickénbarg, kolokalizaci s jadry

jsme nezaznamenali. Exprese GalR3 v sinich sggjewivyssi oproti komoram.
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4. 3. Neuropeptidy v hypofyze
4.3.1 Oxytocinovy a galaninergni systém v hypofyze

Imunohistochemickou detekciisme sledovaliexpresi vasopresinu, oxytocinu,
oxytocinového receptoru, galaninu, galanin liketkp galaninového receptor 1,
galaninového receptoru 2 a galaninového receptoma ronélnichiezech celou
hypofyzou, za fyziologického stavu. Koronaiez umo#uje znazorani krome
adenohypofyzy (AH) i znazoéni neurohypofyzy (NH) a intermedialniho laloku (L)
ktery byva pi mechanickém éeni na adenohypofyzu a neurohypofyzu&poskozen.
Na zaklad téchto soubornych vysledsme pokraovali v dalSich experimentech
sledujicich zrany v jednotlivych komponentach hypofyzy.

AVP oT OTR

Obr. 14. Vasopresin a oxytocin v jednotlivych odilech hypofyzy

Pozn.: Z&tSeni 20x, pouZzité u vSech dalSich koronarniarezi z hypofyzy

Jak vyplyva z vysledku uvedeném na Obr.14 jsmewate/pofyze prokazali silnou
expresi vasopresinu (AVP) a velmi slabou ojéttin expresi v intermedialnim laloku.

V adenohypofyze jsme vasopresin neprokazali. Oxytigcsilné exprimovan v neu-
rohypofyze a v intermedialnim laloku. Je zajimaeéjsme ojediélou expresi oxytocinu
prokazali i v adenohypofyze. Tento ojedlinnalez vyzaduje dalSi analyzu, ktera bude
predmétem dalSich pokusnasi laborati®. V adenohypofyze jsme také prokazali expresi
oxytocinového receptoru, coz ukazuje na moZznouduokytocinu f#i sekreci
adenohypofysarnich hormin
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Gal GalLP
Obr. 15. Galanin a galanin like peptid v jednotlivich oblastech hypofyzy

Galanin i galanin like peptid byly exprimovany v NAH i v IL (Obr. 15). GalLP
vykazuje silgjSi expresi v intermedialnim laloku oproti NH a AN. dalSi¢asti
experimeni jsme se zagfili na zjiStni piitomnosti jednotlivych galaninovych
receptorovych subtyp Na obradzku 16 s koronalnifezem hypofyzy je znazaotna
exprese vsecliitgalaninovych receptorovych subtysalR1 je exprimovan

v neurohypofyze, adenohypofyze a intermedialnimkial

GalR1 GalR2 GalR3

Obr. 16. Galaninové receptorové subtypy GalR1, GalR GalR3

v neurohypofyze, intermé&dnim laloku a v adenohypofyze
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Zajimavy je vysledek exprese GalR2, ktery je expsiém v neurohypofyze a
adenohypofyze a vykazuje velmi silnou expresi erimedialnim laloku. GalR3 je
exprimovan slabv NH a AH a pogkud silrgji v IL. V literatuie nejsou uvedeny udaje

o takovéto komplexni Gal systému v hypofyze a wglivych oddilech hypofyzy.

4. 4. Neuropeptidy v adenohypofyze

4.4.1. Galaninergni systém

Cilem této experimentaldasti bylo potvrdit nasi hypotézu, Ze galaninergsiém se
muze podilet na regutaich zngénach v odpo#di na stres v AH potkana, ktera je sas-
ti HPA osy, jez ma rozhoduijici Ulohii gprostedkovani stresovych reakci (Skopek et
al., 2011). V naSich pokusech jsme pomouinohistochemické detekce a exprese
MRNA galaninovych receptorovych subtyyi stanovili fitomnost jednotlivych
proteini za fyziologického stavu. Na thkdvychtezech AH ijsme prokézaliffomnost
Gal | GalLP a vsecthitsubtyp GalR, které jsou lokalizovany na membranachékun

Gal Neuronalni marker Gal + neur.marker

GalLP Menalni marker Gal LP + neur.marker

Obr. 17. Kolokalizace galaninu a galanitike peptidu s nervovou tkani

zri@nou neuronalnim markerem
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Vysledky na Obr. 17 prokazujasté&nou kolokalizaci Gal a GalLP s nervovou tkani

a pitomnost samostatrse vyskytujici nervové tkénGal a GalLP.V dal&iasti analyzy
Gal systému AH za fyziologického stavu jsme sletiaspresi vSechit GalR subtyp

a jejich lokalizaci. Vysledkyechto experimerit jsou uvedeny na Obr. 18 prokazujicich
v AH expresi viechti GalR subtyp. Cetnost buik exprimujicich GalR1 je srovnatelna
s etnosti butk GalR2.Cetnost GalR3 exprimujicich bék je oproti fedchozim déma
receptoim nizSi. Denzita signalu je nejvyssi u GalR2, pasleduje GalR3 a GalR1.

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

Obr. 18. Kolokalizace galaninovych receptavych subtypi s nervovou tkani

zn#&nou neuronalnim markerem v AH
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Rovrez u GalR jsme testovali kolokalizaci pouze s neowotkani, nebv predchozich
pokusech jsme neprokazatitemnost pituicyli v AH. Z naSich vysledkvyplyva, Ze
GalR subtypy v AH jsou kolokalizovany s nervovoartkrozdilg. GalR1 s nervovou
tkani nekolokalizuje #bec. Kolokalizaci GalR2 jsme nalezli pouzedkierych gipa-
dech, ¥tSi podil zn&eni GalR2 jsme nasli mimo nervovoutik&lejvysSi miru
kolokalizace jsme nalezli u GalR3, jehoZ &ewai se prakticky vzdyipkryva
se zn&enim nervoveé tkan vyskytuje se i mimo nervovou tka

K potvrzeni naSich nalézsme pomoci metody Western blot prokazali
piitomnost vSech GalR subtyp homogenatu AH. Na Obr. 19 jsou jednotlivé bloty
demonstrujici prouzky jednotlivych Gal recejitor

GalR1 GalR2 GalR3

Obr. 19. Western blot subtyf galaninového receptoru z adenohypofyzy

V dalSic¢asti pokusé jsme utovali expresi proteinu a expres mRNA galaninergniho
systému po stresuU exprese mMRNA GalR2, kter& mnohonasopifevysSuje expresi
MRNA GalR1 a mRNA GalR3 (Obr. 20), po aplikaci stremedochézi k signifikantni
zmeéné na rozdil od GalR1 a GalR3, kde byla relativniresp stresem ovlivna. Pro
lepSi nazornost jsou detailni Udaje z obrazku 2@lemy na grafu znazamem na
obrazku 21.; hodinovy stresovy patis hodinovym postresovym intervalem vedl ke

zvySeni exprese GalR1 a naopak u GalR3 doSlo Eersinéxprese mRNA.
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Obr. 20. Exprese mRNA galaninovych receptorovychubtypa v AH
u kontrol a po agfaci po stresu

Obr. 21. Udaje z grafu Obr. 20 v detia; vliv stresu
na exsi MRNA GalR1 a GalR3

V AH jsme sledovali zrény v expresi subtyjpGalR v fiznych¢asovych intervalech po
ukorteni stresu, za 1, 3, 7 a 23 hod. Pomoci progranagethjsme ili dva parametry,
pocet burgk exprimujicich receptor a denzitu jeho signaley&tvypovida o mnozstvi
exprimovaného receptoru. Na obrazku 22 uvadime affworescenini vysledky s f-
sluSnym grafem obrazové analyzy. P¥elpednost vysledkuvadime pouzeifpady,
kdy nastala signifikantni zéna v expresi GalR.
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GalR1 CO GalR1 I+ 23h GalR1 CO vs IMO + 23h

U galaninového receptoru 1 doSlo po 23 hodinacenkieni potu burek exprimujicich
tento receptor, ke z¢né denzity signalu nedoslo.

GalR2 CO GalR2 I®I + 1h GalR2 CO vs IMO + 1h

Po jedné hodihod ukorteni stresu doslo k signifikantnimu zvySenétodbureék

exprimujicich GalR2, ke zén¢ denzity signalu nedoslo.

GalR3 CO GalR3 IM® 23h GalR3 CO vs IMO + 23h

Denzita signalu GalR3 se signifikastavysila 23 hodin po uka@eni stresu, ke zéné
poctu burek exprimujicich GalR3 nedoSlo.

Obr. 22. Znény exprese GalR subtyj v riznych ¢asovych intervalech
po ukafeni stresu
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Obr. 23. Dynamika exprese zrén mRNA riznych intervali po ukonéeni stresu.
PoznamkaNizsi hodnotyACT reprezentuji vysSi hodnoty exprese GalR2.

Vyhodnoceni dynamiky z#ém exprese mRNA Gal receptorovych suliityp
v riznychéasovych intervalech po ukéeni stresu (1, 3, 7 a 23 hod) prokazalo, Ze
kriticky interval po ukogieni stresu je 7 hodin. V tomto intervalu se expeegeifikantrg
zvysila u vSech GalR subtfp Na obrazku 23 jefiklad zvySeni exprese mRNAu GalR2
(hodnoty v delta CT, tj. nizka hodnota znamenay#vexpresi).
VySe uvedené vysledky jasdokumentuji, Zze v AH jsou exprimovany vSechiiy t
receptorove subtypy a specificitcito vysledk byla potvrzena metodou Western blotu
(Obr. 19). inek aplikovaného stresu ved| ke amm podle typu receptoru a délce
intervalu po stresu.
Poddilo se prokazat v adenohypofyze potkauiitomnost vSech subtypyalaninovych
receptoti, a to jak sledovanim genové exprese pomoci RT gRgkRexprese vlastnich
receptoéi pomoci imunohistochemickych postugsalR2 se jevi jako receptor
exprimovany ve $Sim mnozstvi nez ostatni galaninové receptorokéypy, ale
vykazuje nizSi odpasd’ na stresové podty. Tyto nalezy jsou podkladem pro dalSi studia
sledujici vliv stresu na galaninovy systém, kéedevsim antagonisté galaninu maji

potencial terapeutického vyuZziti.
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4. 5. Neuropeptidy v neurohypofyze

4.5.1. Galaninergni systém

Stanoveni exprese mRNA Gal, GalLP a GalR subtyip

Velmi malé rozndry a vaha NH nedovoluji experimenty se stejnymakolem
jako u AH a je nutné pracovat seé&mymi vzorky. Vysledky uvedené na grafech
znazotuji data ziskana za fyziologickych podminek a pesst (Skopek et al., 2013). Na
Obr. 24 jsou vysledky experimentu, prokazujici @spmRNA Gal a GalLP. Velmi
zajimavy je vysledek po aplikaci akutniho stresle kxprese mRNA Gal byla snizena
0 50% a naopak exprese mMRNA GalLP byla o 50% ms$tzvySena.Tato datasshii
pro piitomnost Gal a GalLP v NH a takésiii o rozdilném zapojenéchto dvou

neuropeptid v odpowdi na akutni stres.

Obr. 24. Exprese mRNA galaninu a exprese mRNA gatén like
peptidu za fysiologickych podmine& po stresu

V dalSic¢asti pokusé jsme se zabyvali testovanim exprese mRNA jednattiv
subtypi GalR1, GalR2 a GalR3. Prokéazali jsniégmnost exprese mRNA vSedih t
receptorovych subtyp s nejvyssi expresi mMRNA GalR2 za fyziologickyduminek a
v nasledujicich experimentech jsméiluvliv stresu .VSechnyit receptory GalR1,
GalR2 a GalR3 reagovaly na stres snizenim expréd¢AnnejsilrgjSi odpowd’ byla u

subtypu GalR1 (Obr. 25).
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Obr. 25. Exprese mRNA¥# subtypi galaninovych receptofi v NH
za fyziologickych podnek a po stresu

Stanoveni exprese Gal, GalLP a GalR subtypimunofluorescenci
V NH jsme prokazali expresi obou neuropept@al a GalLP (Obr. 26X etnost
burgk exprimujicich galanin odpovid&tnosti bugk exprimujicich galanin like peptid.

Denzita signélu galaninu se oproti galanin liketmkpjevi jako vysSi.

Gal GalLP

Obr. 26. Exprese galaninu a galanlike peptidu v neurohypofyze
Skopek et al., 2013
ZvétSeno 40x (i u dalSichea, jiZ neuvadéno)
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V NH jsme prokéazali expresi viedh GalR subtyf. Paet burgk, které exprimuji
GalR2 a GalR3 jeifblizné stejny. Poet burgk exprimujicich GalR1 je niZSi oproti
subtymim GalR2 a GalR3, ale denzita jeho signalu je vi&ené az zelenozluté

zabarveni na obrazku 27).

GalR1 GalR2 GalR3
Obr. 27. Exprese galaninovych receptorovych subtypv neurohypofyze

Stejre jako v AH jsme se i v NH zabyvali moZznymi kolokadcemi sledovanych
neuropeptid. Po detekci itomnosti Gal a GalLP a vSedf tGalR subtyfi jsme

testovali jejich kolokalizace s neuronalni tkamiticyty.

Gal Neunalni marker Gal + neur. marker

GalLP Neurolm marker GalLP + neur. marker

Obr. 28. Kolokalizace galaninu a galanin likgpeptidu s nervovou tkani
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Z naSich imunohistochemickych detekci vyplyva, & iGalLP jsou kolokalizovany
s nervovou tkani. Tyto neuropeptidy jsdiitgmny i mimo nervovou tka(Obr. 28).

V dalSi serii pokus jsme sledovali kolokalizaci s glii.

Gal i@hi marker Gal + glidlni marker

GalLP Glidl marker GalLP + glialni marker

Obr. 29. Kolokalizace galaninu a galanin like pgtidu s pituicyty zna¢enymi
glialnim markerem

Prokazali jsme kolokalizaci Gal a GalLP s pituicgtygenymi glidlnim markerem.
Jedna se ¢dasté&nou kolokalizaci, to znamena, Ze se galanin, &fajko galanin like
peptid, se vyskytuji i mimo pituicyty. Stejnymigmbem jsme postupovali filetekci
Gal R subtyp a jejich kolokalizaci s pituicyty a s nervovou mk&Obr. 30).

V NH jsme prokéazali kolokalizaci GalR subtyp pituicyty. VSechnyit receptorové
subtypy jsou s pituicyty kolokalizovany pougisténé. VétSina signalu GalR1, GalR2
a GalR3 se nachazi mimo pituicyty ailekryvu s pituicyty dochazi pouze lokaln
Kolokalizace GalR2 a GalR3 s nervovou tkani je velasta. GalR1 je naopak
exprimovan mimo nervovou tk&astji nez zbylé dva receptorové podtypy, s nervovou
tkani je GalR1 kolokalizovan spiSe ojetlan

Obrazek 30 ,Kolokalizace galaninovych receptorovgabtym s glii a neuronalni tkani*

je uveden na dalSi stran
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GalR1

GalR2

GalR3

GalR1

GalR2

GalR3

Glialni marker alg1 + glialni marker

Glialni marker ®&al + glialni marker

Glialni marker al@3 + glialni marker

Neuronalni marker GalRdeur. marker

Neuronalni marker GalRgeur. marker

Neuronalni marker GalRneur. marker
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Uréeni kolokalizace galaninu a galanin like peptidu sxytocinem za pouZziti
elektronové mikroskopie

V neurohypofyze jsme oztiéi Gal, GalLP a oxytocin protilatkami s koloidnim
zlatem feckni 1:500). Elektronovou mikroskopii jsme potvrditlokalizaci Gal a GalLP

s oxytocinem, jak je znazamo na obrazku 31.

A. Gal + OT B. GalLP + OT

Obr. 31. Imunohistochemické sledovani kolokalizacGal a GalLP s OT v NH
Galanin (A.) a galanin like peptid (B.) jsou oZeay 15nmcasticemi koloidniho zlata
(¢ervena Sipka), oxytocin je ozten 5Snmcasticemi koloidniho zlata (zelena Sipka).
Pritomnostcastic 15nm zlata wsné blizkosti 5nndastic zlata s&dci o kolokalizaci
galaninu s oxytocinem (A.) a ro¥h galanin like peptidu s oxytocinem (B.).

V neurohypofyze jsme ozdidi galanin, galanin like peptid a oxytocin protkami

s koloidnim zlatem. Elektronovou transmisni mikmaysik jsme prokazali na membranach
pituicyta kolokalizaci galaninu s oxytocinem (A) i kolokadici galanin like peptidu

S oxytocinem (B.).

4. 6. Hypotalamus

V supraoptickém jadru (SON) hypotalamu jsme idéwifali expresi oxytocinového
receptoru ve stejném experimentu se stanoveninocixytvého receptoru v NH.
Vysledna imunoflurescence OTR prokazala, Ze v dkénich se jedna o stejny typ
receptoru. V dalSim experimentu jsme testovali esp® TR v SON po aplikaci dvou
typu stresu (Obr. 32 A). Vlivem imobilizaiho stresu dochazi v SON ke zvySeni
intenzity signalu OTR, tento efekt je vyr&gi u kombinace imobilizaniho stresu

s chladovym stresem.
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K oznaeni oxytocinovych receptdiv SON jsme také pouZzili chiméru oxytocinu
s kumarinem jako fluoresc&mim markerem (Obr. 32B), kter& byla syntetizovamasi

laboratdi. Vazbu chiméry jsme otestovali bezech dlohy.

A. CO IMO MIO+C
B. Uterus Supraoptické jadr
Obr. 32

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

oxytocinového receptoru bez pouziti primarnichlkasdarnich protilatek (Obr. 32B).

5. DISKUSE

Laboratd neurofarmakologie se dlouhodobabyva studiem perifernich i
centralnich Ginka nekterych neuropeptid predevsim neurohormdéroxytocinu,
vasopresinu a jejich analbga fyziologickych podminek a paigobeni stresu.
Neuropeptidy AVP a OT vykazuji nejen typické penifi &inky, ale maji i dlezitou
centralni regukéni tlohu jako neurotransmitery a neuromodulatotgleé§sou
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objevovany nové neuropeptidy a velmi perspektivréenjevi galanin a galanin like
peptid, které maji velmi tzky vztah k oxytocinu.l8yrokazano, Ze modulujadu
neurofyziologickych fenomen jako chovani, socialni ¢iti, weni, pandt, a ovliviwji
stresoveé odpaydi. Behavioralni studie poskytuji informacid@hto centralnichdincich.

Tato diserténi prace pojednava o studiu oxytonergniho a ga¢aigitino
systému v srdci, hypofyze a CNS za fyziologickycllminek a po {sobeni stresu;
piinasi zcela nové a ojedie vysledky, které fispivaji k objasténi mechanismu jejich
pusobeni. B studiu Gal jsme vysli z vysledkbehavioralnich studii s OT a karbetocinem
po jejich systémové aplikaci, které prokazaly mtoéisovy a anxiolyticky dinek (viz
Klenerova et al., 2007; 2009b; 2010kt8na publikaci uvadi, Zze pro peptidy je hemato-
encefalicka bariéra (BBB) nepropustna a z tohdtmdu jsou ¥tSinou aplikovany i.c.v.
Tato aplikace rize byt zdrojentady kontroverznich vysledk neba’ pasobi streso-
genré. NaSe laboratoprokézala, Ze peptidy NH maijfigystémové aplikaci vyznamné
behavioralni Gginky. Je pedmétem diskuse, jakym Zigobem se tyto peptidy do mozku
dostavaji. Vwchazime z hypotézy, ze peptidy mohguransportovany v cirkum-
ventrikularnim organu, kde BBB chybi a kapilaryydenestrované. NasSe behavioralni
studie prokazaly (Klenerova et al., 2011a), Zergalge dalSi neuropeptid, ktery po
systémové aplikaci vykazuje protistresové a ankichg (£inky. Tento nalez byl
potvrzen podanim antagonisbal, které uveden&iinky zablokovaly. Ziskané vysledky
také edpokladaji, Ze agonista Gal a antagonista Gal WMd&ni syntetizovany
antagonista Gal peptid chiméra-galanin Y neuropegotiid, @isobi na Urovni receptir
a Ze vysledek této interakce p@itou dobu petrvava. Tyto vysledky, které jsou
podkladem této disertace, potvrdily nasi hypotéfarmakologickém fisobeni galaninu
v CNS v odpovdi na stres (Klenerova et al., 2011a).

Studium OT/OTR systému je v S@asnosti zarkreno i na jiné periferni tk&n
nez jsou pro oxytocin typické klasické orga®otha a mléna Zlaza, pedevsim na srdce
a neoplastické tka&n(Strunecka et al., 2009).

Oxytocin byl no¥ za‘azen mezi kardiovaskularni hormd@utkowska et al.,
2000). OT psobi regulaci krevniho objemu svymi natriuretickyi®inky a moduluje
krevni tlak stimulaci uvokni ANP. Z experimentalnich studii vyplyva, Zze Otiza
ovliviiovat nebo regulovat funkce srdagkalika riznymi mechanismy, ale zbyva mnoho
nevyreSenych otazek tykajicich se signalnich pro@gsiovanych stimulaci OTR v
srdci. V nasSi dizertaci jsme sledovali v jednottiaysrdeénich oddilech expresi OTR a

jeji mozné ovlivini aktivitou HPA osy za fyziologickych podminek @ stresu.
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Sledovali jsme expresi MRNA metodou RT gPCR a estenu imunofluorescenci.
Zatimco sledovani mRNA OTR poskytuje pouze inforinae k tvorkd OTR proteinu

ma dojit, imunohistochemickeé studi€uji piimo exprimovany OTR protein. Mezi
témito dwma parametry nemusi byt ovSetiinpy vztah. Je zajimavé, Ze vysledky
Western blotu ze srdeich oddili neukazuji tak velké rozdily v expresi OTR, jako
poskytlo sledovani relativni exprese mMRNA OTR (SKopt al., 2012). Pouzili jsme
potkany Sprague-Dawley a Lewis s rozdilnou aktivittPA osy, ziskané vysledky vSak
neprokazaly signifikantni rozdily v expresi mRNA@zalnich podminek, ale po
aplikaci dvou tyf stresu jsme zjistili signifikantni rozdily v exgienRNA v zavislosti

na HPA ose a typu stredRovrez v pokusech s genim exprese OTR pomoci
imunofluorescence jsme demonstrovali vyrazné rgadibkalizaci OTR u kontrol a po
pusobeni stresu. Tyto vysledkyesii pro (East OT/OTR na stresové odgov

(Klenerova et al., 2011). Déle jsme zjistili velicdily v hodnotach relativni exprese
MRNA OTR mezi sitimi a komorami, avSak u exprese OTRamé imunofluorescenci
jsme tento rozdil v expresi mezi & a komorami neprokazali. V kardiomyocytu jsme
identifikovali OTR v plazmatické membré&ncoz je typické pro GPCR, a nenalezli jsme
kolokalizaci s nervovou tkani.

V nékterych srdenich oddilech kontrol a také pagobeni stresu izeme pozo-
rovat agregace signalu OTR. Zajimaveé jsou rozdgygirfevou sini a levou komorou, kde
v levé sini je signal OTR lokalizovartgvazre mimo jadra a naproti tomu v levé koreo
signal OTR kolokalizuje s jadry (Skopek et al., 2pITato pozorovani jsou ve shiod
S novymi objevy popisujicimi, Ze mnohé GPCR jsolokalizovany s jadry, avSak u
OTR tyto studie chybi (Tadevosyan et al., 2012)R(dkalizované na jaderné
membrag mohou regulovat odliSné signalni drahy a mohopagklet na vzniku
kardiovaskularnich poruch. Kolokalizace OTR s jaolnyek by pravé&podobré mohla
vyswetlit diskrepanci v sinich a komorach mezi expreRNA OTR a expresi genu OTR.
Prokézali jsme festup OTR z plazmatické membrany do jadra kardiaytyca tento
nalez je v literatte prioritni (Klenerova et al., 2011; Skopek et 2012). Nové znalosti
o signalizaci OTR maji vyznam pro hledani terapbytth latek s vySSi specificitou
Gcinku a snizenymi nezadoucimiidky.

Dale jsme v srdci sledovali galaninergni systémhajmozné zapojeni v centralni
regulaci kardiovaskularniho systéemdetn® zapojeni ve stresoveé odpal (Xu et al.,
1994; Sweerts et al., 1999). Vabledoventlanku uvadi Fang se spolupracovniky
(2013) rozsahly fehled studii sledujicich kardiovaskulardinky centrals
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aplikovaného Gal. V kardiovaskularnim systému neloldsud provedena studie
zabyvajici se komplexnim studiem galaninernihoé&wystza fyziologickych podminek.
V naSich pokusech se nam ptittaidentifikovat Gal, GalLP a vSechnij teceptorové
subtypy ve vSech oddilech srdce, pomoci stanovgmése mMRNA a exprese
jednotlivych proteig.

V dalSic¢asti se disertace zabyva studiem OT a Gal systénypafyze. Jde o
slozity komplex otazek tykajicich se dosud rieégného propojeni hypotalamu, NH a
AH a Ztejme i n¢kterych perifernich tkani. Nenfgxevsim jasné, jak se neurohormony
vzajemr podileji na regulaci/modulaci sekrece OT a AVRydanohypofyzarnich
hormori.. Rada laboratii se zabyva lokalizaci a vztahem Gal a GalLP Smal3
neurohormony, GalLP vSak popisuji pouze v NH.

V nasich studiich jsme dokumentovali expresi mRNéxpresi geinGal a
GalLP a vSechit GalR subtyfi v AH, intermedialnim laloku (IL) i NH. Zajimavy je
vysledek exprese GalR2, ktery je exprimovan v N&Haa také je velmi silé exprimova
v IL. GalR3 je exprimovan slab/ NH a AH a pogkud silrgji v IL. V literature nejsou
uvedeny Udaje o takovéto komplexni studii galarmgnéno systému v hypofyze a v jed-
notlivych oddilech hypofyzy. fileZitou informaci naSich vysledke ueni lokalizace
Gal a GalLP a jejich receptove vztahu k neuronalni tkani a ve vztahu k pittiiay, coz
jsme utili pomoci gislusnych markeir. Identifikovali jsme pitomnost nervove tk&nwv
NH, AH a IL. Pituicyty jsou exprimovany pouze v NHL, v AH jsme expresi pituicyt
neprokazali. Tyto Udaje fedevSim o identifikaci GalR subtypse v literatie velmi liSi
a ot jsoucasto kontroverzni (Lang et al., 2007; Merchenth&@d.0; Tortorella;
Waters a Krause, 2000; Hokfelt a Tatemoto, 2010).

Galaninergni systém je také zapojen v regulacitiox@ni hypofyzarnich
hormoni; Gal se podili na sekreci ACTH, GH, PRL a TSHz Bennet et al., 1991). Nas
zajimala pedevsim sekrece ACTH, ktery je gésti HPA osy a maitezitou ulohu pi
stresu (Waters a Krause, 2000). Sledovali jsmekiaditraci Gal a GalLP s ACTH a
nalezli jsme kolokalizaci Gal s ACTH, zatimco kohddikace ACTH s GalLP je pouze
ojedirgla. Urili jsme také kolokalizaci ACTH s Gal receptoryekd je nejsilgjSi s
GalR2, GalR1 je kolokalizovan pouze ojedlaa GalR3 kolokalizuje pouze na
nekterych buikach. Tyto vysledky sid¢i o (€asti galaninergniho systémii pekreci
ACTH. V souladu s naSimi vysledky dalSi publikac&dtji, Ze aplikace Galisobi
zvySeni aktivace HPA osy s naslednym zvySenym wwain CRH a ACTH, zatimco u

stresu jisobi galanin sniZeni stresové odgi\(viz Picciotto et al., 2010).
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Tradiéni nazirdni na neurohypofyzarni peptidy jako nartory s perifernimi
Gcinky bylo nedavno revidovano, a dnes jsou kdvpovaZzovany za latky s funkcemi
neurotransmitéra neuromodulatdr které maji centralnidginky (Insel et al., 1999;
Russell et al., 2003). V naSich pokusech jsme wtalpmickych jadrech identifikovali
OTR pomociiiznych metod. Velmi zajimava byla identifikace OTRupraoptickém
jadru (SON) pomoci chiméry oxytocinu s navazanymrofluorescetnim
kumarinovym markerem, ktera byla syntetizovanadi teboratéi. Prokazala se jako
funkeni, coz potvrdila vazba chiméry na OTR &lake, ktera byla pouzita jako refeten
tké&n. Tento postup Ize vyuzit pro detekci OTR bez pyzimarnich a sekundarnich
protilatek. V SON jsme dale sledovali gny exprese OTR po stresu, kde jsme nalezli
zvySeni intenzity signalu OTR. Néalez stejné odveceptoru v SON a v NH indikuje,
Ze se jednd o stejny typ receptoru.

Velmi nizk& vaha NH nedovoluje experimenty se stgjprotokolem jako u AH.
Z tohoto divodu je nutné § studiu exprese mRNA pracovat se¢smymi vzorky.
Pomoci metody RT gPCR jsme v NHilirexpresi mRNA pro Gal a GalLP a pro
jednotlivé subtypy GalR za fyziologickych podmireko aplikaci stresu. Dale jsme
urcili lokalizaci komponent Gal systému ve vztahu kireexim, k pitiucytim a rovrgz
jejich vzgjemnou kolokalizaci a kolokalizaci s OR®P. Ani za fyziologickych
podminek, ani za stresu, nejsou podobné kompléndiesv literatiie dostupné. Identit-
fikovali jsme v NH expresi mRNA Gal i mMRNA GalLPoRplikaci stresu byla exprese
MRNA Gal snizena o0 50% a naopak exprese mRNA Glayl#o 50% po stresu
zvySena. Tato data &ki o rozdilném zapojenéthto neuropeptiilv odpowdi na stres.

Nase vysledky o identifikaci Gal za fyziologickéstavu a za stresu jsou
v souladu s &kterymi publikovanymi daty. V publikaci Ciosek adbnik (2013) autd
uvadi: , 1) galanin ma inhibni modul&ni (Cinek na uvatovani OT z NH, zatimco
v hypotalamu madinek op&ny; 2) U prodlouZzeného osmotického stimulu, ktery j
v nekterych publikacich povazovany za stresovy ghdma Gal stimuléni modul&ni
ucinek na uvabovani OT. Akutni osmoticky stimulus tak blokuje toginergni neurony,
které jsou citlivé naijsobeni galaninu“. V NH se tak setkavaji dva reguil@rincipy,
jeden zajigujici vodni a elektrolytovou homeostazu a druhysgajici propojeni funkci
a jejich regulaci oxytocinu a vasopresinu na Urdwmiotalamu a neurohypofyzy.

NaSe vysledky se zvySenou expresi mMRNA GalLP p&agplstresu jsou
v souladu s praci Shena, ktery nalezl v pituicytdehzvysené hodnoty exprese mRNA
GalLP po dehydrataci (Shen et al., 2001; viz Suetial., 2010) a Uety, ktery popsal
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zvySené hodnoty exprese mRNA GalLP po aplikaci emdou LPS a chronického
stresu. LPS stimuluje sekreci AVP a OT a aktivufgAbsu (Ueta et al., 2004). Tyto
nalezy indikuji, Ze GalLP se podili na sekreci ngeptidi AVP a OT po stresu.

V dalSich pokusech jsme identifikovali v N&tpresi mRNA vSech GalR subtyp
s nejvysSi expresi MRNA GalR2. Po stresu vSedhsuybtypy GalR1, GalR2 a GalR3
reagovaly snizenim exprese mRNA, nefgdhodpoed byla u GalR1. V NH jsme také
prokazali expresi obou Gal a GalLP a expresi v$gclBalR subtyfp. Z naSich imuno-
histochemickych detekci v NH vyplyva, Ze je Galal3® kolokalizovan s nervovou
tkani a pituicyty a oba peptidy se vyskytuji i miituicyty a nervovou tka Provedli
jsmefadu experimeritve snaze zjistit vzajemné kolokalizace, jak neypaifyzarnich
hormonti, tak jednotlivych komponent Gal systému. Z nasig$ledla vyplyva, Ze
s oxytocinem a vasopresinem je kolokalizovan GazalLP. OT byl prokazan
v kolokalizaci se subtypy galaninergiho receptoalR2 a GalR3, na rozdil od ojediéa
kolokalizace s GalR1. Vasopresin je neggilkolokalizovan s GalR2 a mérGalLR3 a
GalR1, kde seastji signal nekryje.

Ukazuje se vSak, Ze naSe vysledky a vysledky ststistnich laboratodosud
nedovoluji jednoznay zawr vyswtlujici tlohu galaninergniho systému

v neurohypofyze a jehasast (fi stresu na urovni .

6. ZAVERY

Nové poznatky o neuropeptidech jsalleZité nejen z hlediska fyziologie, farma-
kologie a neurosd pro zakladni vyzkum, aleggdevsim svym potencialem novych
perspektivnich l&v. Predkladana disertace je koncipovana jako rem$idosavadniho
vyzkumu pracovi&t o centralnich i perifernich regdl@ch mechanismech neuropejitid
piredevsim neurohormdroxytocinu, vasopresinu a jejich anaipgow také galaninu a
nedavno objeveného galanin like peptidu, za fygjimlkych podminek a potigobeni
stresu. Detailni mechanismus anxiolytického a po@soveho ¢inku oxytocinu a
galaninu nebyl dosud objasn avSak jejich &ast na poststresovychijith je prokazana.
Nové nazirani na stres unimge vyuzivat tento stav jako experimentalni nagiroj
studium mozku a naopak nové poznatky umugizhledani cilovych struktur pro terapeut-
tické vyuziti u emonich poruch a stresu.Ukazuje se, Ze asné dob je nejvhodsjSi
vyzkum, ktery kombinujeifistup behaviorélni s b&énym a molekularnim, se z&ie-
nim na vztah mezi strukturou a funkci mozku. Poélle hypotézy byly i koncipovany
studie a experimenty této disertace.

Zavéry plynouci z vysledki studii prezentovanych v této diserténi praci:

1) Prokazali jsmerotistresovy a anxiolyticky U¢inek galaninu po systémovéem
podani, ktery il protrahovany G¢inek i v nasledujicim obdobi bez aplikace galaninu.
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Pro tuto studii byly vypracovanyehavioralni testyaanimalni model akutniho stresu

s prevahou emdni nebo fyzické sloZky pouzité i v nasledujicich studiich.

Behavioralni studie prokazaly centralginky tohoto peptidu.

Centralni, protistresové a anyxiolytick&nky byly potvrzeny podanim antagonisé
galaninu, které uvedenéiaky zablokovaly.

Ziskané vysledky také dokazaly, ze systé&maplikovany agonista galanin a antagonista
galanin M40, i nami syntetizovany antagonista galaeptid chiméra-galanin Y
neuropeptid amidyiasobi na Urovni receptoki a Ze vysledek této interakce pa@itou

dobu getrvava.

2) V této disertaci pouzitgeptidy byly syntetizované v nasi laborat#, tj. galanin,
antagonista peptid chiméra-galaninY neuropepticdaoiytocin a jeho analog
karbetocin a dalSi.

Také byla syntetizovanghimérni molekula oxytocinu s fluorescetinim markerem
pro (tely detekce oxytocinového receptoru (OTR) bez pgoapecifickych protilatek a
s cilem syntézy chimérni molekuly se schopnostitdiematoencefalickou bariérou.

3) Identifikace OTR v supraoptickém jadru (SON) pomocichiméry oxytocinu s
navazanym imunofluorescé&mim kumarinovym markerem, kterd byla syntetizovana
v nasi laborati, se prokazala se jako futid, coz potvrdila vazba chiméry na OTR

v deloze, ktera byla pouzita jako refeten tkan.

4) Pro identifikaciexprese mRNA a exprese gdnsledovanych peptidi jsme
implementovali metodu real-time qPCR a metodu inflonescerniho ugeni exprese
sledovanych proteins kvantitativnim vyhodnocenim.

Vypracovali jsme metodu Western blot s nejmogg&jm turbo blotovacim Z&enim.

5) Po zaéazeni OT mezi kardiovaskularni hormony jsme sleti@spresi OTR a
expresi mMRNA v srdci, U¢ast HPA osy za pouZiti geneticky odliSnych potkara
normalu a za stresu. Jako prvni jsme provedli anatyal, GalLP a GalR subtfwve
vSech srdénich oddilech a popsali Zmy po akutnim stresu.

Za unikatni vysledek povazujemeikaztransportu OTR z plazmatické membrany do
jadra kardiomyocytu.

6) Jednou ze tkéni, kde neni obj&asa Uloha galaninu a jehdigobeni je hypofyza.
Jako prvni jsme provedkiomplexni studii v adenohypofyze, neurohypofyze a
intermedialnim laloku s identifikaci exprese mRNA aexprese gefi Gal, GalLP

a tii subtypii GalR za normalu a po stresu. Prokazali jsnsastitohoto systému ve
stresove odpadi..

V adenohypofyzejsme dale sledovali kolokalizaci Gal a GalLP s ACNalezli jsme
kolokalizaci Gal s ACTH, zatimco kolokalizace ACTH s GalLP je pouze ojéldin
Urcili jsme také kolokalizaci ACTH s Gal receptory.

Byly provedeny kolokalizéni studie metodou dvojiho imunofluoreséeiino zngeni u
neuronalni tka# pituicyti a jednotlivych komponent Gal systému s OT a AVP.

V neurohypofyzepotkana jsme prokazali expresi Gal a GalP mRNA@& &xpresi vSech
tii receptorovych subtyp Tento systém spolu s OT/OTR byl velmi specificapojen
ve stresoveé odp@di.

Vysledky swd¢i pro komplexnost zapojeni galaninergniho systéeuSech oddilech
hypofyzy s moznou modulaci oxytocinového systémoaranalu i stresu.
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