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Souhrn

Uvod a cil: Neuropeptidy tvoii rozsdhlou skupinu biologicky aktivnich latek a
jejich ucinky zavisi na aktivité a lokalizaci specifickych receptort.

Dosud neni zcela objasnén mechanismus regulacnich/modulacnich u¢inka
neuropeptidll a tyto mezery v nasich znalostech pak ztézuji moznost jejich
terapeutického ovlivnéni. Nasi hypotézou bylo, Ze podobné jako byly popsany
ucinky galaninergniho systému na kardiovaskularni systém, mtze byt
galaninergni systém jednim z vyznamnych modulatorti hypotalamo-hypofyzo-
adrenalni osy a mtize proto modulovat stresovou odpoved’ ¢i patofyziologii
vybranych neurologickych onemocnéni.

Cilem nasi prace bylo zjistit pfitomnost a expresi galaninovych (GalR) a CRH
(CRH-R) receptort za bazalnich podminkach a pfi stresu v adenohypofyze a
hypofyze a za patologickych podminek v miSe na mySim modelu roztrousené
skler6zy, experimentalni autoimunitni encefalomyelitidy (EAE) a urcit bunécnou
lokalizaci GalR1 (oligodendrocyty, mikroglie, astrocyty, ependymalni buiiky a
endotelové bunky v kapilarach).

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

v modelu EAE.



Zavér: V praci jsme prokazali pfitomnost galaninu, galanin like peptidu a vSech
tfi podtypt galaninovych receptori v adenohypofyze a CRH receptort v hypofyze
za bazalnich podminek a po stresu. Prokazali jsme zapojeni galaninergniho a CRH
systému v adenohypofyze a hypofyze do regulace stresu. Stanovili jsme také
distribuci GalR1 v gliovych buiikach v modelu EAE a zjistili snizeni mRNA

GalR1 v miSe.



Abstract

Introduction and Aim: Neuropeptides are widely distributed group of
biologically active substances and their effects depend on their activity and
localization of specific receptors.

The mechanism of the regulatory / modulatory effects of neuropeptides has not
been fully elucidated yet, and these gaps in our knowledge make it difficult for
them to influence them therapeutically. Our hypothesis was that similar to the
effects of the galaninergic system on the cardiovascular system, the galaninergic
system may be one of the important modulators of the hypothalamic-pituitary-
adrenal axis and may therefore modulate the stress response or pathophysiology of
selected neurological diseases.

The aim of our study was to investigate presence and expression of CRH and
Galanin receptors in the basal conditions and in stress in adenohypohysis and in
hypophysis and in pathological conditions - in the spinal cords in the murine
model of multiple sclerosis, experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE)
and determine GalR1 cellular localization (oligodendrocytes, microglia,
astrocytes, ependymal cells, and endothelial cells in the capillaries).

Results: The expression of all tested galaninergic peptides was determined in the
adenohypophysis. It was found that the expression of the GalR2 mRNA in
adenohypophysis under basal conditions was much higher than the GalR1 and
GalR3 mRNA expression. Acute stress did not induce any alterations in GalR2
expression in adenohypophysis, whereas GalR1 receptor expression increased on
the contrary and GalR3 receptor expression decreased.

CRH receptors expression was studied in hypophysis. In control WT and CRH-
KO animals, relative expressions of mRNA for CRH-R1 was not significantly
different, while expression of mRNA for CRH-R2 was significantly higher in WT
animals. Expression of mRNA of both CRH receptors in acute stress interval 30
min did not differ from the control values. Stress in the interval of 120 min
revealed the significant decrease of both CRH-R1 and CRH-R2. This finding
supported the determination of expression of CREB mRNA, which levels also
decreased after 120 min interval of acute stress. In EAE model,
immunohistochemical analyses revealed GalR1 expression in the ependymal and

endothelial cells in the spinal cords, with a weak immunoreactivity detected in the



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

spinal cords.
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Uvod

Neuropeptidy tvoii velmi rozsédhlou skupinu biologicky aktivnich latek,
kterym je v souCasnosti vénovana velka pozornost. Spolu s jejich receptory
prezentuji nejrozsitenéjsi systém pienosu signalu v mozku. Jejich Siroka
distribuce v centradlnim nervovém systému (CNS) pfitahuje pozornost védcii a v
posledni dobé¢ také farmaceutickych spolecnosti. Tyto latky ptisobi bud’ jako
neurotransmitery, nebo jako samostatné molekuly zasahujici do regulacnich
funkci. Nékteré mohou byt uvolnény do krve, kde ptisobi potom jako hormony.
Mezi hlavni ¢innosti téchto latek patii kromé jiného i zapojeni endokrinni,
autonomni a imunitni odpovédi na stres a modulace Sirokého spektra rtiznych typi
chovani (Klenerova a Hynie, 2007). V souvislosti se stresem se stalo studium
neuropeptidii centrem zajmu pro rozséhlé periferni a centralni
regulaéné/modulacni u€inky a pro mozné terapeutické vyuziti. Z tohoto pohledu
byla popséna celé fada peptidd, jako jsou vazopresin, oxytocin, CRH, galanin,
tachykininy, neuropeptid Y, neurotensin, endorfiny, melanokortiny, angiotenzin,
cytokiny a jiné. V tomto ohledu CRH a galanin zastavaji prukopnickou roli, které

se prave tato prace veénuje.

Tato prace vychazi z vyzkumu mého ptedchoziho pracovisté Laboratote
neurofarmakologie ULBLD., Laboratof byla dlouhodob& zaméfena na regulaéni
ulohu neuropeptidi v mozku a v nékterych perifernich organech, na studium
stresu a riznych poruch mozku u animalnich modelii. Vyzkum probihal na Grovni
molekularni, bunkové a behavioralni, za pouziti biochemickych, molekularné-
biologickych, imunohistochemickych a behavioralnich metod, s cilem

terapeutického vyuziti neuropeptidu.
1.1 Stres

V soucasné dobé¢ existuje nesmirné rozsahla literatura tykajici se stresu.
Pojem stres se v poslednich desetiletich objevuje v riiznych kontextech. Hans
Selye jiz v roce 1936 zavedl pojem stres pro nespecifické odpovedi organizmu na
ruzné skodlivé podnéty (Selye, 1936; Klenerova a Hynie, 2006). Zaroven potvrdil

uvoliiovani hormonti z dien¢ nadledvin, které vyvolavaji mobilizaci organizmu.
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1.1.1 Uloha neurohormoni u stresu

Stres se podili na vzniku fady onemocnéni: kardiovaskularnich
(hypertenze, infarkt, stresem indukovana kardiomyopatie), psychickych (deprese,
stavy uzkosti, degenerativni onemocnéni), gastrointestinalnich poruch (zaludeéni
viedy) a také na vyvoji imunitnich a onkologickych nemoci (Yaribeygi et al.,
2017). Ptiblizn¢ dvé tietiny chorob, které se diagnostikuji v ambulancich I¢kait,
jsou bud’ piimo vyvolané stresem, nebo maji izkou souvislost se stresovymi
situacemi. Za stresu dochazi predevsim k aktivaci tii regulacnich systémui v
organizmu, které se vzajemn¢ ovlivituji: nervového, endokrinniho a imunitniho.
Vyznamnou ¢asti neuroendokrinniho systému je HPA osa, kde hypotalamus
zastava dualezitou roli. Jeho paraventrikularni jadra (PVN) produkuji pti akutni
fazi stresu hormon kortikotropin. CRH putuje dale do hypofyzy, kde spousti
uvolnovani ACTH s naslednou aktivaci kliry nadledvin a produkei stresovych
hormoni, hlavné¢ kortizolu. Z hormonil a neurotransmiterovych systémi
zapojenych do stresu, zastava CRH dilezitou tlohu. Syntetizuje se i v fadé
extrahypotalamickych oblasti mozku a ziejmé se podili nejen na pribéhu stresu,
ale i fady dalSich psychickych poruch, jako jsou deprese, demence, Alzheimerova

choroba, a jiné (Klenerova a Hynie, 2007; Inda et al., 2017).

Pro vyzkum v této oblasti se pouzivé fada animélnich modelt riznych
poruch. NaSe laboratof zavedla animéalni modely riznych typt stresu (Klenerova
a Hynie, 2007) a ve spolupraci se zahrani¢im je vyuzivan i model Alzheimerovy
choroby. Tato diserta¢ni prace je zamétena predevsim na ulohu galaninergnich
neuropeptidii a CRH v souvislosti se stresem. Navazali jsme na poznatky zjisténé
na naSem pracovisti, pfedev§im na to, Ze galanin ma antistresové a anxiolytické
ucinky (Klenerova et al., 2011). Zajimala nds zména exprese klicovych molekul

galaninergniho a CRH systému a jejich receptori, na které se vazou.
1.1.2 Uloha hypotalamo-hypofyzarné-adrenalni osy

Na regulaci stresu se podili zejména dva systémy — sympatoadrendlni

vvvvvv

zabezpecujici homeostazu organizmu pii zatézi a za stresovych podminek. Pti
stresu dochazi k jeji aktivaci a nasledn€ k uvolnéni glukokortikoidt, které maji

vyznamné zpétnovazebné ucinky na rtizné struktury a funkce v mozku.
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Sklada se ze tii do série uspotradanych slozek spojenych prostrednictvim

cévniho systému (Heida et al., 2020):

e Neuroendokrinnich neuronii nucleus paraventricularis hypothalami, které
syntetizuji CRH a u nékterych Zivocisnych druhil i vazopresin;

e Kortikotropnich endokrinnich bun¢k adenohypofyzy, které syntetizuji ACTH
(adrenokortikotrpni hormon);

e  Bun¢k kliry nadledvin, které syntetizuji glukokortikoidy (v zévislosti od

zivoc¢isného druhu kortizol nebo kortikosteron).

Cinnost kazdé z uvedenych tii slozek je modulovana nervovymi a
humoralnimi drahami. V adenohypofyze ptisobi ACTH, ktery je soucasti HPA osy
a ovlivituje uvoliiovani CRH a expresi dalSich vyznamnych neuropeptidii
(Mitrofanova et al., 2017; Denga et al., 2017). Na nasem pracovisti jsme prokazali
a popsali ACTH v adenohypofyze (viz obrazek uvedeny ve vysledcich). Rozvoj
stresu a ucast CRH, jeho receptorovych podtypt a glukokortikoidi, jsou
znazornény na obrazku 1. Na dvoji uloze CRH ve stresovych reakcich se podileji
dva podtypy receptorii, CRH-R1 a CRH-R2. Stresova odpovéd’ je zahédjena
pusobenim na CRH-R1 receptory se spoluticasti arginin-vasopresinu (AV). CRH
stimuluje kiru nadledvin k vyplaveni glukokortikoidi. CRH-R2 jsou zodpovédné
za vraceni se organizmu k homeostaze po stresu. Selektivni agonisté tohoto

receptoru jsou urokortiny (Ucn) a streskopin (Ucn II) (Klenerova a Hynie, 2006).

Uvolnovani glukokortikoid je fizeno na principu zpétné vazby. Své
ucinky uplatiiuji pies cytoplasmatické receptory, které jsou lokalizovany
predevsim v neuronech limbického systému. Po vazbé ligandu na
glukokortikoidni receptory (GR) dochazi k jejich translokaci do jadra, kde
interaguji jako homodimery se specifickymi glukokortikoid-responsivnimi
elementy (glucocorticoid — responsive elements — GREs) v DNA a tim ovliviiuji
urcité geny. Aktivované receptory maji schopnost inhibovat pfes protein —
proteinové interakce rizné transkripéni faktory, napi: c-jun/c-fos a NF-kB, které
pozitivné reguluji transkripci nékterych genii tiCastnicich se aktivace a ristu

ruznych typt bunék, napt. imunitnich (Trneckova et al., 2007).

Ptredpoklada se, ze chronicky stres mlize vést prostfednictvim centralniho

ptsobeni glukokortikoidi k zménam v ¢innosti centralniho nervového systému,
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které se mohou projevit i naruSenim psychickych procesii. Experimentélni tidaje
poukazuji na negativni vliv glukokortikoidd na plasticitu neurond a na jejich
neurogenezu. Piedpoklada se, ze snizena plasticita neuronti, pozorovana hlavné v
hipokampu, mize ptsobit jako jeden z etiopatogenetickych faktora pii vzniku

psychickych poruch (Mansson et al., 2016).

Stres

Rychly zaéatek: Pomalé ukonéeni:
CRF —— CRHR1 Streskopin —CRHR2

SNS
Boj nebo (itdk PSNS
MR Ukenéeni stresu

nebo adaptace, GR

Kortikosteroidy

Obr. 1. U¢ast CRH a jeho receptorii na rozvoji a ukonéeni
stresu (Klenerova a Hynie, 2006).

Stresem uvolnény kortikotropin uvolfujici hormon (CRH) ptisobi
nejdiive na CRH-R1 receptory, spusti uvolnéni ACTH a posléze
kortikosteroidl a typickym projevim stresu, jako aktivace sympatického
nervového systému (SNS) a odpovédi ,,boj nebo Gték“. Ukonceni stresu
nastava po aktivaci CRH-R2 receptorti, na které se vazou specifiéti
agonisté, jako jsou streskopin (urokortin). Glukokortikoidy maji po
proniknuti do mozku zpétnovazebné ucinky. Plisobi na
mineralokortikoidni receptor (MR), ktery reaguje na nizsi koncentraci
hormonu a zapojuje se v pocateéni fazi stresu. V dalsi fazi je ovliviiovan i
glukokortikoidni receptor (GR), zodpovédny za dlouhodobé projevy
stresu. Parasympaticky nervovy systém (PSNS) se podili na ukonceni

stresové odpovédi (Klenerova a Hynie, 2006).
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1.2 Galaninergni systém

Galaninergni systém je tvofen n¢kolika peptidy a jejich receptory; nejvice
se zatim sleduje galanin a galanin like peptid a galaninergni receptory (Lang et al.,
2015). Tyto neuropeptidy maji velkou budoucnost v terapeutickém vyuziti,
zejména diky dosavadnimu nélezu tii galaninergnich receptorovych subtypt
GalR1, GalR2 a GalR3 patticich do rodiny GPCR (receptory sptfazené s G-
proteiny), které vyuzivaji riizné messengerové systémy: GalR1 a GalR3 inhibuji
cyklicky cyklicky adenosin-3 ',5"-monofosfat (cAMP), GalR2 je systém spiazeny
s fosfolipazou C s ovlivnénim IP3 (inositol-1,4,5-trisfosfat). Pro galanin-like
peptid (GalLP) zatim specificky receptor nalezen nebyl, ma vSak nejvyssi afinitu
ke GalR2. VSechny tii subtypy se nachdzi v CNS a je fada praci snazicich se
charakterizovat vyznam jednotlivych subtypl a vymezeni jejich u€inki.
Nejmladsim ¢lenem galaninové rodiny je alarin. Alarin je peptid slozeny z 25
aminokyselin a byl poprvé popséan ve tkani lidského neuroblastického tumoru a
kazi a izolovan z myS$iho mozku, tymu a kiize. Nevykazuje afinitu ani k jednomu

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

Galanin ma velmi rozsahlé funkce nejen v CNS, ale také v regulaci
perifernich funkci, naptiklad kardiovaskularniho systému (Diaz-Cabiale et al.,
2010), diabetu (Fang et al., 2013), ucast galanin-like peptidu v kontrole ptijmu
potravy a obezité¢ (Fang et al., 2012), v kontrole zdnctu (Lang et al., 2007) a dalsi.

Na nasem pracovisti byly prokézany protistresové a anxiolytické ucinky
galaninu po systémovém podani, které pretrvavaly i1 v dob¢€, kdy galanin nebyl jiz
aplikovan (Klenerova et al., 2011). Vyznam tohoto nalezu je pfedevsim v tom, ze
systémova aplikace galaninu byla provedena az po probéhlém stresovém podnétu.
Centralni, protistresové a anyxiolytické ucinky jsme potvrdili podanim
antagonisti galaninu, které uvedené ucinky zablokovaly. Ziskané vysledky
potvrdily, Ze systémovée aplikovany agonista galanin a antagonista galanin M40, i
nami syntetizovany antagonista galanin peptid chiméra-galanin Y neuropeptid
amid, plsobi na Grovni receptort a Ze tento uc¢inek po urcitou dobu pretrvava

(Klenerova et al., 2011).

Na tyto vysledky navézaly studie sledujici zapojeni HPA osy, o které je

znamo, ze pro vlastni stresovou odpoveéd’ je nutna jeji aktivace. Jde o slozity
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komplex otazek tykajicich se dosud nevyteseného propojeni hypotalamu,
neurohypofyzy (NH), intermedidlniho laloku (IL) a adenohypofyzy (AH) a ziejmé
1 n¢kterych perifernich tkani. Nase laboratot publikovala fadu praci o
neuropetidech a jejich Gc¢incich za stresu a vyuziti geneticky odliSnych potkant s
ruznou aktivitou HPA osy (Kaminsky et al., 2001; Klenerova et al., 2002; 2011).
Rada laboratofi se zabyva lokalizaci a vztahem galaninu a galanin-like peptidu s
dalSimi neurohormony, avsak exprese jednotlivych subtypii galaninergnich
receptorti v jednotlivych pododdilech hypofyzy za fyziologickych podminek se
velmi 1i8i, a dosud neexistuje komplexni studie galaninergniho systému ani za
bazélnich podminek, ani po plisobeni stresu. AvSak nase pracovisté naslo v
neurohypofyze expresi mRNA 1 expresi proteinu galaninu a jeho receptorti (Hynie

et al., 2013; Skopek et al., 2013) a v tomto vyzkumu by se mélo pokradovat.

Galanin-like peptid byl podle dosavadnich publikaci zji§tén pouze v
neurohypofyze, kde byl popsan v pituicytech, coz je glidlni tkan (Saito et al.,
2005). V neurohypofyze popsal Kawasaki a spol (2007) expresi mRNA GalLP po
dehydrataci a solné ndlozi a také testoval ucinek akutniho a chronického stresu
vyvolaném aplikaci endotoxinu LPS. Zadna publikace v§ak neodhalila skuteénou

funkci GalLP v neurohypofyze.

Udaje o ucasti galaninergniho systému v intermedialnim laloku (IL) jsou
rovnéz velice kusé. Fyziologické a patologické funkce u obou tkani IL a NH
nejsou objasnény a z téchto diivodl jsou daje soucasného stavu poznani v této

praci zaméteny predevsim na adenohypofyzu.
1.2.1 Galanin

Molekula galaninu byla poprvé popsana pted vice nez tficeti lety
(Tatemoto et al., 1983), jako ,.klasicky neuropeptid* s modula¢nimi G¢inky na
neurotransmisi v mozku a perifernim nervovém systému. Za posledni dvé dekady
let byly v spojitosti s galaninergnim systémem objeveny a popsany rizné ucinky,
jako jsou napft. piisobeni na metabolismus, endokrinni funkce, imunitu, zanét
(Lang et al. 2015). Poprvé byl galanin objeven v tkéni praseciho stieva, pozdéji
byl nalezen v dalSich riznych tkanich v€etné CNS (hypotalamus, locus coeruleus,
amygdala) (Ash a Djouma, 2011). Piestoze byl objeven v roce 1980, jeho

struktura byla popsana az v roce 1983 (Tatemoto et al., 1983). Galanin je hlavni
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signalni molekulou takzvaného galaninergniho systému (Lang et al. 2007). Pisobi

prostfednictvim tfech subtypli galaninového receptoru GalR1, GalR2 a GalR3.

Galanin je Siroce zastoupeny neurotransmiter s pleiotropnim uc¢inkem,
ucastnici se fady centralnich i perifernich fyziologickych procest jako modulator
inhibice. M4 fadu fyziologickych ucinki, napt. je zapojen v regulaci piijmu
potravy, v kognitivnich funkcich, spanku, u stresovych podnéta, v regulaci
krevniho tlaku, srde¢ni frekvence a j. Galanin je zapojen i do mnoha
patologickych stavil, jako je Alzheimerova choroba, diabetes, bolest, epilepsie,

deprese a dalsi (Fang et al., 2012).

Lidsky galanin je peptid slozeny z 30 aminokyselin a je vytvofen
z proteinu znamého jako preprogalanin (129 aminokyselin). Je lokalizovan na
chromozomu 11q13.3—q13.5. Stépenim preprogalaninu vznika nejenom galanin,
ale 1 GMPK (galanin message-associated protein), galanin-like peptid a alarin

(Santic et al., 2007).

Na nasem pracovisti se podafilo syntetizovat antagonistu galaninu,
chimérni peptid Galanin - (1-13) Neuropeptid Y - (25-36) amid, ktery piisobi na
urovni receptori a vysledek této interakce po urcitou dobu pietrvava
(nepublikované udaje). Tyto vysledky potvrdily hypotézu o piisobeni galaninu v
CNS v odpovédi na stres.

1.2.2 Galanin-like peptid

Nejvice piibuznym neuropeptidem galaninu je galanin-like peptid
(GalLP), objeveny pomérné nedavno v roce 1999 v hypotalamu prasete (Ohtaki et
al., 1999). GalLP se vaze a rovnéZ i aktivuje vSechny tfi galaninergni receptory, a
podili se na fadé biologickych funkci, v€etné piijmu potravy, termoregulace a
reprodukce. Nejvyssi afinitu ma vSak k receptoru GalR2. Nejnovéjsi publikace
uvadi jeho ucast na vzniku nékterych nemoci, jako napt. na Alzheimeroveé nemoci
a diabetu (Fang et al., 2017). Ve vysoké mife je exprimovan v neuronech
hypotalamického jadra nucleus arcuate a pituicytech neurohypofyzy. Tyto
neurony jsou cilem pro leptin, hormon ucastnici se piijmu potravy a kontroly
télesné hmotnosti. Vice nez 85 % neuroni obsahujicich GalLP exprimuji
receptory pro leptin (Shioda et al., 2011). Dosud vSak neni znamo, pies ktery

receptor dochazi k anorektickému t¢inku. V soucasné dobé se pozornost obraci ke
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GalLP ptedevsim ve vztahu k jeho moznému terapeutickému vyuziti v 1écbé

obezity.
1.2.3 Galaninové receptory

Galaninové receptory vyuzivaji riizné messengerove systémy, jak bylo jiz
vyse uvedeno. GalR1 a GalR3 inhibuji cyklicky AMP, GalR2 je systém spfazeny
s fosfolipazou C (PLC) s ovlivnénim IP3.

Jako prvni byl objeven GalR1, a to v bunkéch lidského melanomu (Habert-
Ortoli, 1994). Jeho aktivaci dochazi k inhibici adenylatcyklazy (AC) pies
Goi/a, typy G-proteinti. Rovnéz miize dojit k stimulaci MAPK (mitogen
associated protein kinase) aktivity, pfes PKC-nezavisly mechanismus.

Mediatorem této akce je By-subjednotka proteinu Go.

Druhym v potadi byl GalR2, objeven v hypotalamu potkana, slezin¢ mysi
a riznych tkanich ¢loveka (Webling et al., 2012). RovnéZ stimulace receptoru
GalR2 ovliviiuje rizné subtypy intracelularnich G-proteinii a ovliviiuje Cetné
drahy transdukce signalu. Nejcastéji popisované a pravdépodobné nejdiilezitéjsi
dréha zprostfedkovava aktivaci fosfolipazy C, ktera pozdéji zvySuje hydrolyzu

inositol fosfatazy (Fathi et al., 1997).

GalR3 byl nejtive izolovéan z potkani cDNA (Wang et al., 1997) a pozdéji 1
z lidské cDNA (Smith et al., 1998). Funkce GalR3 stimulce neni dosud zcela
jasna a je predmétem dalsiho vyzkumu. GalR3 ziejmé interaguje s Gi/o-typy G-
proteinti za ucelem stimulace vstupu draselnych inot dovnitt bunky (Kolakowski

et al., 1998).
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Obr. 2. Galaninové receptory (GalR1, GalR2, GalR3) a jejich
mechanismy ucinku (Liu a Hokfelt, 2002).

Obrazek 2 znazoriuje galaninové receptory typu 1, 2 a 3 v plazmatické
membran¢ a transdukci signalu. Jedna se o membranové receptory
sptazené s G proteiny s inhibi¢ni aktivitou, receptory prvniho a tietiho
typu aktivuji adenylatcyklazu, receptor druhého typu je funkéné propojen
s fosfolipazou C (Liu a Hokfelt, 2002).

1.2.4 Galaninergni systém v adenohypofyze

Udaje o vyskytu, denzité a lokalizaci téchto galaninergnich neuropeptidi a
jejich receptorech se v literatufe velmi 1isi a asto jsou kontroverzni (Lang et al.,
2007; Merchenthaler, 2010; Tortorella et al., 2007; Waters a Krause, 2000;
Hokfelt a Tatemoto, 2010). Vzhledem ke kontroverznim vysledkiim o lokalizaci a
ucincich galaninergnich receptorii v adenohypofyze se nékteti autoti domnivaji,
ze v adenohypofyze miize byt ptitomen zatim neidentifikovany novy subtyp

galaninergniho receptoru.

V poslednim desetileti byly popsany zajimavé nalezy o vyznamné
regulacni loze galaninu v adenohypofyze savct pii sekreci adenohypofyzarnich
hormont, ale tyto nalezy jsou rovnéz rozporuplné, a dokonce €asto i protichtidné.
Vysoké koncentrace galaninu byly prokézany v lidské AH i hypotalamu, a v obou
tkdnich byly prokdzany galaninergni receptory. Tyto nélezy svéd¢i o dalezité

uloze galaninergniho systému v regulaci uvoliiovani hypofyzarnich hormonti
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(Bennet et al., 1991). Zatim vSak neni zndm mechanismus piisobeni peptida, které
jsou kolokalizovany s buiikami produkujicimi n¢ktery z hypofyzarnich hormont.
Existuje 1 fada nalezl, které svéd¢i o ucasti galaninu jako rtstového faktoru, ktery
se uplatiiuje pii proliferaci bunék AH a vzniku adenomi (Berger, 2005; Tortorella
et al., 2007). Touto problematikou se zabyva fada praci, které vSak pouzivaji
rozdilné metody, i diky tomu se jejich zavéry mohou lisit, jak rozebird ve svém

piehledu Liu (2002).

Galanin byl nalezen kolokalizovéan se somatotropnimi, tyrotropnimi a
laktotropnimi bunikami; byl popsén v kortikotropnich butikach u ¢lovéka a rovnéz
v kortikotropnim adenomu. Nés zajimala pfedevsim sekrece ACTH
(adrenokortikotropni hormon, kortikotropin, kortikotrofin), ktery je soucasti HPA
osy a ma dulezitou tlohu pfi stresu. Studium koexprese galaninu a ACTH byla
jedna z prvnich studii u ¢loveka s cilem vyuziti novych udajii v terapii adenom1,
akromegalie a dalSich poruch (Hsu et al., 1991). Dnes je jiz zcela evidentni, ze se
galanin podili na sekreci adenohypofyzarnich hormontt ACTH, GH, PRL a TSH.
Neni vSak zcela jasné, zda galanin je secernovan z galaninergnich bun¢k v AH
nebo z hypotalamickych galaninergnich neuronii nebo z vezikul nervovych
terminaltl v AH. Waters a Krause (2000) nalezli imunoreaktivitu na vSech téchto
mistech a ptfedpokladaji, ze galaninergni ptisobeni v AH je komplexni pochod,
kde galanin mtze mit pivod v portalnim systému, v galaninergnich buiikéch,

nebo v neurondlnich terminalech AH (Liu a Hokfelt, 2002).

Pro potvrzeni nasi hypotézy, ze galaninergni systém je zapojen v modulaci
uvolnovani adenohypofyzarnich hormonti za stresu, predevsim sekrece ACTH,
jsme provedli fadu kolokalizacnich studii, které v§ak vyzaduji dal$i podrobnou
analyzu. V souladu s naSimi vysledky jsou publikace, které uvadéji, ze aplikace
galaninu pisobi zvySeni aktivace HPA osy s naslednym zvySenym uvolnénim
CRH a ACTH, zatimco u stresu ptsobi galanin sniZeni stresové odpoveédi
(Picciotto et al., 2010). Vzhledem k tomu, Ze byla vyslovena hypotéza, ze
komponenty galaninergniho systému mohou slouzit jako cilové struktury pro
1é¢ebny zakrok, piedstavuje galaninergni systém v adenohypofyze velmi aktualni
téma, které intenzivné zkouma (ptehledy Rauch a Kofler, 2010; Merchenthaler,

2010).
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1.3 CRH systém

1.3.1 Kortikotropin uvoliiujici hormon

Kortikotropin uvolitujici hormon (CRH), tzv. kortikoliberin, nazyvany také
faktor, nebot’ byl ptivodné objeven jako hypotalamicky faktor (CRF) kontrolujici
sekreci hypofyzarnich proopiomelanokortinovych peptidi. V roce 1981 izoloval
Vale (Vale et al., 1981) CRF jako ov¢i hypotalamicky peptid skladajici se ze 41
aminokyselin se sekvenci H-Ser-Gln-Glu-Pro-Pro-Ile-Ser-Leu-Asp-Leu-Thr-Phe-
His-Leu-Leu-Arg-Glu-Val-Leu-Glu-Met-Thr-Lys-Ala- Asp-Glu-Leu-Ala-Gln-
GlIn-Ala-His-Ser-Asn-Arg-Lys-Leu-Leu-Asp-Ile-Ala-NH2. U ¢loveka se CRH lisi
od ov¢iho pouze 7 aminokyselinami. Nasledovalo intenzivni studium
purifikovanych hypotalamickych extrakta u riznych zivoc¢isnych druhi. Po
odhaleni struktury CRF se davé prednost oznaceni hormon stimulujici sekreci
kortikotropinu. Ne&kteti autofi doporucuji pouzivat i nadale oznaceni faktor s tim,

ze 1épe vystihuje funkci tohoto peptidu (Taché a Bonaz, 2007).

CRH je syntetizovan CRH genem se zakodovanou oblasti pro translaci
prekursoru CRH. Pro-peptid CRH vznikne po odstépeni 24 amikokyselin od
prepro-CRH a po dal$im odstépeni dvou aminokyselin (lysinu a argininu) vznikne
pln¢ funk¢éni CRH peptid. Prepro-CRH peptidem nejsou kodovany dalsi
bioaktivni peptidy, na rozdil od prekurzorii ostatnich neuropeptidi. Promotor
CRH obsahuje misto pro signaliza¢ni elementy odpovédi, jakymi jsou
glukokortikoidy, cyklicky AMP a misto pro transkripci vazebného mista. Jak jiz
bylo uvedeno, hlavni funkci CRH v CNS je aktivace sekrece nékterych mediatora
a hormont, predev§im ACTH. Syntéza a sekrece CRH a ACTH jsou zpétné
regulovany glukokortikoidy kiry nadledvin s naslednou produkei stresovych
hormonti, hlavné kortisolu, u hlodavct kortikosteronu, na principu negativni

zpétné vazby (Aguilera et al., 2001).

Tyto regula¢ni mechanismy jsou v organismu fizeny aktivitou
hypotalamo-hypofyzo-nadledvinové osy nejen za fyziologickych podminek, ale 1
za pusobeni stresu a dalSich patologickych stavi, napt. u behavioralnich a
kognitivnich poruch funkci mozku. Tato aktivace HPA osy ma prostresové
ucinky. Po syntéze CRH v hypotalamu putuje tento peptid do hypotyzy, kde

stimuluje CRH-R1 receptory a vyvola rychlou akutni stresovou odpovéd'.
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Nasleduje uvolnéni ACTH do krevniho fecisté a stimulace kliry nadledvin s
vyplavenim glukokortikoidi, které pfipravi organismus na akutni stresovou reakci
a inhibuji dalsi aktivitu HPA osy. Druhy podtyp CRH receptoru CRH-R2 ma
protistresovou funkci, je aktivovan po skonceni akutni stresové odpovédi, a vraci
HPA osu do rovnovahy. CRH-R2 receptory primarné ovliviiuji procesy nezbytné
pro preziti, jako jsou pfijem potravy, reprodukce a obranné reakce (Aguilera et al.,

2004).

Z tarmakologického hlediska je dilezité urcit, které neuropeptidy a jejich
receptory jsou lokalizovany v adenohypofyze. Pfitomnost galaninergnich
receptroti a CRH receptori miize umoznit terapeutické ovlivnéni regulac¢nich
mechanismi aktivovanych v prubéhu stresu 1 dalSich podnétii vnéjsiho okoli. Toto
studium také vede k syntéze ligandi, agonistl i antagonistd, ovlivilujicich

regulacni mechanismy v adenohypofyze, jak je popsano v dalsi ¢asti prace.
1.3.2 CRH receptory

W. Vale se spolupracovniky ze Salk Institutu Californské University v San
Diegu pokracovali v intensivnim studiu CRH a dalSich hormonti a do vyzkumu se
zapojily rovnéZ pracovni skupiny z NIH (National Institute of Health) v Bethesdé.
Nasledoval objev CRH receptoru a jeho identifikace v hypofyze potkani v r.
1983, pomoci vazebnych studii s radioligandy (Wynn et al., 1983; De Souza et al.,
1986). Dalsi pokrok v poznani struktury a fyziologie CRH receptoru se naskytl az
po naklonovani lidského CRH receptoru (Chen et al., 1993) s naslednym
objasnénim jeho molekuldrni struktury. Tento vyzkum vedl k identifikaci druhého
typu CRH receptoru (CRH-R2). CRH receptory jsou kodovany dvéma raznymi
geny lokalizovanymi na 17 chromosomu. Blizsi idaje o CRH genech jsou mimo
ramec této prace, v literatufe je vSak fada praci, z nich za zminku stoji piehled

pracovni skupiny Z. Liu z r. 2013 (Liu et al., 2013).

CRH receptory jsou proteiny, u nichz se peptidovy fetézec u huménniho
CRH-R1 sklada ze 415 aminokyselinovych zbytkl (rezidui) a u riznych
zivociSnych druhti je homologni z 98 %. CRH-R2 se vyskytuje u savci ve tiech
isoforméch - a, B, vy (pfejmenované na 2a, 2b a 2c, a také oznacované jako 21, 2o,
23), které se lisi lokalizaci, funkci a strukturou. o forma se vyskytuje centralné v

nervovém systému, 3 forma v periferii a y forma byla charakterizovana zatim jen
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castecn¢. CRH-R2 alfa forma je tvofena 411 aminokyselinami a ma 71 %

homologii s CRH-R1 (Hauger et al., 2006).

1.3.2.1 Struktura CRH receptoru

Struktura lidského CRH receptoru je zobrazena na obrazku 3. Patii do
rodiny transmembranovych receptort sptazenych s G-proteiny, jejichz jedinym
strukturalnim znakem, spole¢nym pro vS§echny GPCR, je pfitomnost sedmi
transmembranovych Sroubovicovych segmenti (helixil) spojenych stiidajicimi se
intracelularnimi (IC) a extracelularnimi (EC) smyckami s aminokoncem
umisténym na extracelularni strané a karboxylovym koncem na intracelularni
strané. Tyto useky peptidového fetézce (tzv. domény TM) jsou Cislovany TM I-
VII od N-konce. N-koncova oblast receptoru je na vnéjsi strané¢ membrany
lokalizovéna spolu se ttemi EC, které slouzi jako vazebna mista pro ligandy. Na
intracelularni strané tfi IC smycky umoziuji spolu s karboxylovym koncem vazbu
alfa-podjednotky G proteinu. Pfirozené, tzv. ortosterické ligandy, se vazi v oblasti
transmembranové domény mezi sedmi transmembranovymi helixy receptorové
molekuly s nejvyraznéjsi zménou na pozici TM VI, nebo na N-konci peptidu

(Hauger et al., 2006).

Receptory sptazené s G proteiny se vyskytuji jak v mozku, tak ve stieve,
tzv. ,brain-gut receptors®. Pti interakci CRH s receptorem dojde k aktivaci
transdukce signalu pomoci druhych messengerti a nasledné k bunécné odpovédi,
kdy je receptor spfazen piimo s efektorem, kterym je adenylylcyklédsa aktivujici
cyklicky adenosin-3 ',5 -monofosfat (CAMP). Aktivovany cAMP muze mit také
dlouhodobé¢ ucinky ptestupem z cytosolu do jadra, kde aktivuje transkripci s
tvorbou transkripéniho faktoru ozna¢ovaného jako CREB (cAMP responsibilni
element /CRE/ binding protein). Naslednou translaci vznikne novy protein

vedouci k bunécné odpovédi (Klenerova a Hynie, 2016).
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Obr. 3. Struktura CRH receptoru (Hauger et al., 2006).
CRH receptorova molekula je rozdélena cytoplazmatickou membranou
(Zluta barva) na tfi domény: extracelularni (EC), transmembranovou
(TM) a intra-cytoplazmatickou (IC). Peptid prochazi 7x touto membranou
a prochazejici useky peptidového fetézce, tzv. a—helixy (Sroubovice),
jsou oznaceny TM a ¢islovany TM 1-TM7 od N-konce. N-konec
receptoru je lokalizovan na vnéjsi stran¢ plazmatické membrany a
oznacené sekvence aminokyselin zahrnuji vazebna mista a vazebné
selektivni domény pro ligandy (CRH-R1 L) a vazebna mista (CRH-R1 K)
v kapsovité prohlubni, tzv. vazebné kapse. Dalsi vazebnd mista pro
ligandy (CRH-R2 L) jsou lokalizovéana na tfech extra-bunécnych
smyckach (EC2, EC3, EC4), které jsou spojeny s C koncem peptidu
pomoci tii intracelularnich IC smyéek (IC1, IC2, IC3). Aminokyseliny
serin a treonin jsou zobrazeny ¢ervenymi kruhy na C doméné, jako
potencialni mista pro fosforylaci protein kinaz pro G protein a protein

kinazu C (Hauger et al., 2006).
1.3.2.2 Lokalizace CRH receptorii v CNS

Rada studii ukazala odlignou lokalizaci a odlignou genovou expresi CRH

obou receptorovych podtypt, které svou expresi alteruji: tam, kde se vyskytuje

jeden, neni tém¢ét detekovatelny ten druhy (Steckler a Holsboer, 1999). Nejvyssi
denzita CRH-R1 je v hypofyze. V nasi vyzkumné praci jsme urcili expresi mRNA
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obou receptort CRH-R1 a CRH-R2 v adenohyfyze za fyziologickych podminek a
po pusobeni riznych typt strest (Klenerova at al., 2008) a expresi obou CRH
receptorti u zvifat s vyfazenym genem pro CRH u kontrol a po aplikaci stresu
(Klenerova et al., 2018). Déle jsou CRH-R1 lokalizovany v cerebralnich
kortikalnich oblastech, amygdale, hipokampu a také v septu a mozecku. Moduluji
kognitivni funkce jako pozornost, vykonnost, anxietu, uceni a pamét. Receptory
CRH-R2 maji odlisnou distribuci v CNS nez uvedena distribuce u CRH-R1 a jsou
nejvice lokalizovany v subkortikéalnich oblastech, vcetné lateralni septalni oblasti.
Septum hraje vyznamnou tlohu v klasickém limbickém okruhu, ktery je dilezity
pro emoce, strach i agresi. Vzhledem k tomu, ze se oba receptory 1isi 1 afinitou k
ligandiim (CRH-R1 stejné siln€ vaze CRH 1 ptibuzny peptid urokortin, zatimco
CRH-R2 ma vyssi afinitu k urokortinu nez CRH, viz déle), ma tato rozdilna
distribuce fyziologicky vyznam. Znalost lokalizace CRH receptorti je predevsim
velmi dulezita pro syntézu ligandii k specifickému ovlivnéni funkce dané oblasti
CNS a tim pro terapeutické vyuziti. Na obrazku 4 je zndzornéna lokalizace CRH

receptorti v jednotlivych oblastech mozku primati.
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Obr. 4. Lokalizace CRH-R1 a CRH-R2 receptori v CNS
(Petrovicky, 2008).

Lokalizaci CRH-R1 receptori v odlisnych oblastech mozku primatt
predstavuji cervené krouzky, lokalizaci CRH-R2 receptorti modré
krouzky. Mensi ¢ast receptorovych subtypti je pfitomna spolecné.

Exprese CRH-R1 se vyskytuje vyhradné€ ve frontalnim kortexu, v pfedni
hypofyze, v mozecku a v cholinergnich jadrech mozkového kmene a
bazélnich oblastech hemisfér. Vyskyt CRH-R2 je nejvice lokalizovan v
subkortikalni oblasti a v septu, které hraje vyznamnou tlohu v klasickém
limbickém okruhu, dtlezitém pro emoce, strach i agresi.
Smisena receptorova populace se vyskytuje v olfaktornim bulbu,
hipokampu, entorinalnim kortexu a ¢asti amygdaly. U primatt jsou CRH-
R2 rozmistény disperzné a vyskytuji se s vétsi densitou v kortikalnich
oblastech (Steckler a Holsboer, 1999). Popis jednotlivych oblasti mozku

(vCetne vysvétleni zkratek) 1ze nalézt v ucebici neuroanatomie CNS

(Petrovicky, 2008).
1.3.3 CRH vazebny protein

Biologicka funkce CRH je také dana jeho interakci s nereceptorovym
vazebnym proteinem (CRH binding protein, CRH-BP), ktery je v mozku a
hypofyze ptitomen ve velkém mnozstvi. CRH-BP je rozpustny protein o velikosti
37 kD a sklada se ze 322 aminokyselin. Ma odliSnou strukturu od CRH receptoru,
s mnohondsobn¢ vyssi afinitou k CRH. Vazbou na CRH ovliviiuje hladinu CRH v

ob¢hu a plisobi tak jako CRH antagonista (Ketchesin et al., 2017).
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CRH-BP se nachéazi v CNS mezi oblastmi exprimujicimi CRH a CRH-
receptor, jako je neokortex, hipokampus, hypofyza, amygdala a mozkovy kmen.
Odlisné stresory mohou ovliviiovat rizné oblasti tohoto slozit¢ho systému a tim
vyvolat rozdilnou odpovéd’ na stres. Vazba CRH-BP na CRH blokuje jeho
primarni funkci sekrece ACTH z hypofyzy a pusobi tedy jako negativni regulator
CRH aktivity. CRH-BP také moduluje funkci CRH béhem téhotenstvi. Testovani
na zvifecich modelech prokazalo, ze velka exprese CRH-BP nebo naopak jeho
deficit vede ke zméné aktivity HPA osy a energetické rovnovahy. Nedostatek
CRH-BP vede ke zvyseni volného CRH a toto zvySeni zplisobi zmény v CNS
vedouci k aktivaci HPA osy a tim zvySeni u¢inku stresu a snizenim energetického
piijmu. Jakékoliv modulace funkce CRH pomoci CRH-BP nezplisobi anxiogenni
efekt, ktery je typicky pro modulaci agonisty CRH receptorii. CRH-BP mitize
slouzit pro terapeutické ucinky, jakymi je 1é¢ba kognitivnich deficitl s
neurodegenerativni demenci. V sou€asnosti je sledovéana ptitomnost CRH-BP v

neuronalnich propojenich s dal§imi neuropeptidy (Ketchesin et al., 2017).
1.3.4 Ligandy CRH receptori

Po objasnéni struktury CRH receptort a ziskani novych poznatkt o
regulaci signalizace G proteiny a s nimi spiazenymi receptory (Zhang et al.,
2015), pracovisté W. Valeho pokracovalo v syntéze novych CRH ligandt (Perrin
et al., 1999). Prehled autorti naseho tstavu z r. 2016 uvadi mechanizmus vazby
ruznych typt ligandi na GPCR receptory a piehled metod zabyvajicich se
interakei receptoru s ligandy, molekularnim dokingem a virtualnim screeningem

(Klenerova a Hynie, 2016).

Agonisté 1 antagonisté hraji dilezitou roli v fadé fyziologickych funkci a v
koordinaci stresovych odpovédi organismu, jak bude uvedeno dale. Syntéza
novych ligandii pro CRH-R receptory je vysoce aktudlni, nebot’ doposud existuje
pouze velmi malé mnozstvi latek specifickych pro terapii stresu a poruch
spojenych se stresem. Po této fazi vyzkumu se v soucasnosti vénuje fada

pracovist’ ovéfovani preklinickych a klinickych uc€inki jednotlivych CRH ligandi.

31



Urokortin 1 Urokortin2  Urokortin 3

> 2 o o

AL

Plazmaticka membrana

i .!.J.....h.‘...&) .L' '.J.lhu sl d st sl i il J.l

‘7
 —

CP-154 526 alfa-Helical CRF 9-41 Antisauvagine-30
Antalarmin D-CRF 12-41 Astressinz-B

NBI 27914 Astressin

NBI 35965 Astressin-B

NBI 30775/R121919

DPME96

CRA 1000

SN003

S5R125543A

Obr. 5. Piehled CRH receptorovych agonistii a antagonistii
(Taché a Bonaz, 2007).

Na schématu jsou uvedeny CRH receptory R1 a R2 lokalizované v
plazmatické membrang, jejich agonisté (CRH a urokortiny) a vybrané
antagonisté obou CRH receptort.. Pfehled CRH-R 1-selektivnich
nepeptidovych antagonistt je uveden v levém sloupci. Neselektivni CRH-
R1 antagonisté (prostfedni sloupec) a CRH-R2 antagonisté (prostfedni a
pravy sloupec) jsou peptidy (Taché a Bonaz, 2007).

1.3.4.1 Agonisté CRH

Wylie Vale se spolupracovniky popsal i dalsi peptidy vazajici se na CRH
receptor. Na prvnim misté je nutné jmenovat urokortin, ktery po naklonovani
nazval urokortin 1 (UCN1) (Martinez et al., 2002). Urokortin 1 je peptid slozeny
ze 40 aminokyselin a ma 5-20 krat vétsi afinitu k CRH receptorim ve srovnéni s
CRH. Kromé agonisti CRH a UCN byly popsany dalsi dva ligandy CRH
receptoru, se sekvenci obou peptidii vysoce homologni s UCN 1, a proto byly
oznaceny jako urokortin UCN 2 (také zndmy jako peptid ptibuzny streskopinu) a
urokortin UCN 3 (oznacovany jako streskopin) (Taché a Bonaz, 2007). Jsou
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vysoce selektivni pouze pro typ receptoru CRH-R2 a maji nejvyssi afinitu k
isoformé¢ alfa pfitomné v CNS. Urokortin 2 je tvofen 43 aminokyselinami a
urokortin 3 se skldda z 38 aminokyselin. Geny pro UCN 2 a UCN 3 maji
obdobnou strukturu jako gen pro UCN 1. UCN 1 je hlavni ligand pro CRH-R2 v
zadnim mozku, zatimco UCN 3 v pfednim mozku. UCN 2 ptisobi v oblastech
mozku bez UCN 1 a UCN 3 (napft. hipokampus a nékteré casti mozkové kiry) a
vaze se kompetitivné na oba CRH receptory a na CRH-BP. V periférii se s vyssi
densitou vaze v srdci a jeho ucinek na zvyseni kontrakce srde¢niho svalu se

terapeuticky vyuziva v 1é€bé méstnavé srdecni slabosti (Martinez et al., 2002).

Agonisté CRH a UCN 1 jsou vysoce dulezité peptidy u vétSiny druhti
savcil a béhem evoluce prokazuji 45% homologii také s nesavéimi CRH-
ptibuznymi peptidy sauvaginem a urotensinem I (Taché a Bonaz, 2007; Lovejoy a
de Lannoy, 2013). Tyto neselektivni agonist¢ CRH receptorti se na oba typy CRH
receptorii vazi v jeho extracelularni oblasti. Rada laboratoii sledovala
fyziologicky uc¢inek a vyznam obou peptidii u patologickych stavii s cilem vyuziti
téchto poznatkli k syntéze specifickych antagonisti. Urotensin ovliviiuje fadu
periférnich funkeci, ale udaje o syntéze nového antagonisty nebyly doposud
publikovany. U sauvaginu byly syntetizovany nové analogy, napft. [125 I]-PD-
sauvagine, ktery slouzi ke studiu ptesnéjsi distribuce vazebnych mist CRH
receptoru v mozku mysi (Tan et al., 2017). Po zméné v peptidovém fetézci
sauvaginu byly syntetizovany analogy s antagonistickymi u¢inky, jak bude

uvedeno dale. Rada vysledkt o uc€inku novych ligandii ceké na zvetejnéni.

1.3.4.2 Antagonist¢ CRH

Antagonisté jsou latky, které po navazani na CRH-R1 receptor blokuji
navazani agonistll a tim dochézi k zabranéni aktivace signalizacni cesty, ktera by
vedla expresi genil ke kone¢né bunécné odpovedi. Pfi interakci antagonisty s
CRH receptorem se tak neindukuje zadny vlastni Gi¢inek. Tuto inhibici Ize
ptekonat vysokymi davkami agonistll (Hynie, 2008). Kromé interakce s receptory
mohou antagonisté reagovat s efektorovym systémem. Podle mechanismu t¢inku

1ze antagonisty rozdé€lit na latky peptidové a nepeptidové povahy.

1.3.4.2.1 Antagonisté peptidové povahy
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Antagonisté peptidové povahy jsou odvozené od ptirodnich ligandd, které
hraji roli ve studiu GPCR, a toto studium pfispélo predevsim k porozuméni
fyziologie CRH systému a objasnéni stresovych odpovédi. Vyvoj kompetitivnich
CRH-R antagonistl byl dilezity pro ur¢eni funkci CRH receptorti za bazélnich a
stresovych podminek. Vyvoj peptidovych antagonistl ptedpokladal, ze C-
terminalni oblast ligandu neni zapojena do signalni transdukce, ale vazbou na

receptor blokuje vazbu agonisty a naslednou signalni transdukei.

Prvnim syntetizovanym kompetitivnim antagonistou byl alfa-helical-
CRH9-41, analog CRH vznikly po odebrani 8 aminokyselin na karboxylovém
konci CRH (Rivier et al., 1984). Byl pouzit k G¢inné inhibici CRH systému v
odpovédi na rtizné stresové podnéty. Ke zvySeni ticinnosti CRH antagonistt byly
syntetizovany analogy se zménénou sekundarni strukturou CRH: skupina analogi
odvozena od vysoce i¢inného D-Phe-CRH12-41 ([d-Phe!?, Nle?!*% CaMe Leu’’]
CRF12-41) a skupina odvozena od astresinu (cyclo(30-33) [d-Phel2, Nle21, 38,
Glu30, Lys33] Ac-CRF9—41). Tyto antagonisté se vazi na oba CRH-R1 a CRH-
R2 receptory.

Prilomem byla syntéza selektivnich antagonisti CRH-R2 receptort s
malou nebo zaddnou afinitou pro CRH-R1 receptory. Prvné byl syntetizovan
specificky peptidovy CRH-R2 antagonista antisauvagine-30 [d-Phel1,His12]
sauvagine 1140, K41498 [dPhel1,His12,Nlel7] sauvaginel140 a pro dalsi
neurochemické, funkcni a radiografické studie CRH-R2 receptorii analog
antisauvaginu-30 K 41498 znaceny radiojodem (Lawrence et al., 2002). Dalsi
analog je dlouhodob¢ plisobici anatagonista s dal§imi konformacnimi zménami,
astressin2-B cyclo(31-34)[dPhel 1, His12, Nle12, CaMeLeul3, 39, Nlel7, Glu31,
Lys34] Ac-sauvagine8—40 (Contoreggi et al., 2013). Byla syntetizovana i fada
dalsich latek (viz ptehledy nize).

1.3.4.2.2 Antagonisté nepeptidové povahy

Rada laboratoii se zaméfila na syntézu selektivnich antagonisti pro
receptor CRH-R1 jejichz prinik membranami je ovlivnén fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi, zejména jejich lipofilnim charakterem, a prochazeji mozko-misni
bariérou. Tyto pozadavky spliuji nepeptidové antagonisté o malé molekulové

hmotnosti, které byly identifikovany v r. 1995 a jsou od této doby nejcastéji
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uzivanymi syntetickymi latkami pfi studiu psychickych poruch. Zakladem téchto
molekul je mono-, bi- nebo tricyklicka struktura, ktera se déle spojuje s pyridinem
nebo pyrollo-, pyrazolo- pyrimidinem a aminem. Vazebnymi misty antagonistii
jsou dva hydrofobni zbytky Met a Ile nebo amidova skupina Asn a amid na C-
konci. Tato vazebna mista mohou byt pouZita pro rozvoj nepeptidovych
antagonistd, jejichz cilem je interakce s extracelularni doménou (ECD) téchto
receptorti (obr.5) (Taché a Bonaz, 2007). Tato interakce antagonisti s ECD
receptoru muze byt predmétem zkoumani rozvoje terapie stresu a ptibuznych

nemoci.

Mezi nejznaméjsi a nejCastéji pouzivané selektivni nepeptidové CRH-R1
antagonisty patii latka NBI 27914, latka CP-154,526 a antalarmin (Zaretsky et al.,
2017). Antalarmin inhibuje soubor chovani spojeny se strachem a uzkosti, ktery
je fizen CRH nebo iniciovan vnéj§imi socidlnimi stresory, a mize tedy slouzit v
1é¢bé& uzkosti. Rada dalsich syntetickych antagonistii, napt. DPM696, NBI30775
(zndmy jako R121919) a NBI35965 jsou uvedeny v fadé prehledt (Chen a
Grigoriadis, 2005; Schreiber et al., 2017; Zorrilla a Koob, 2010).

Pokrok v syntéze nepeptidovych antagonistli umoznilo vyuziti novych
technik pro zobrazeni krystalické struktury. Na obr. 6 uvadime ptiklad krystalické
struktury lidského CRH-R1 receptoru v komplexu s antagonistou CP-376395, se
zobrazenim rezidui kli¢ovych aminokyselin pro vazbu resp. disociaci ligandu. To
poskytuje informace o ptivodu selektivity dané¢ho anatagonisty. Tato generace
antagonisti byla syntetizovana predevsim na zaklad¢ analyzy primarni struktury
aminokyselinovych zbytkti v CRH-R, coZ vSak neni postacujici k objasnéni
funkce a vlastnosti syntetizovanych latek (Bai et al., 2014). Tyto latky bylo nutné
v CNS aplikovat ve vysokych davkach, které nemély na sekreci ACTH
predpokladany a dlouhodoby ucinek, a rovnéz ucinek in vitro a in vivo se znacné

lisil, stejné tak jako vysledky s riznych pracovist.
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Obr. 6. Krystalicka struktura CRH-R receptoru s navazanym
antagonistou CP-376395 (Bai et al., 2014).

Na schématu a) je zobrazena krystalicka struktura vazebné stérbiny
tvofené transmembranovymi helixy (TM1-TM7) u CRH-R1 s
antagonistou CP-376395.

V dalsi ¢asti schématu jsou detailn€ znazornéna mista vazby CP-376395:
b) v zelené barvé CRH-R1, ¢) v azurové barvé CRH-R2. Je uvedena
poloha klicovych aminokyselin této interakce. Tento postup umoziuje
urcit residua aminokyselin kli¢ovych pro vazbu, resp. disociaci ligandu a

tim 1 ptivod selektivity antagonisty (Bai et al., 2014).
1.3.5 Soucasny vyzkum terapeutického vyuziti CRH ligandi

Nasledovala dalsi etapa vyvoje antagonistl, zasahujici do soucasnosti,
sledujici prostorové struktury CRH receptoru s navdzanym antagonistou. Cilem
bylo a je nalezeni takovych antagonistii, které maji terapeuticky potencial v 1€cbé
psychiatrickych poruch spojenych se stresem. V literature je velké mnozstvi
preklinickych a klinickych studii podporujicich hypotézu, ze CRH byl nejenom
klicovy fyziologicky mediator neuroendokrinnich odpovédi, ale také
behavioralnich odpovédi na psychosocidlni stres - etiologicky faktor v depresi,
anxiet¢ a latkové zavislosti (Dedic et al., 2018; Grimm et al., 2017). Bohuzel tyto
studie nepfinesly jednoznacné vysledky. Prekliniucké a klinické studie opakované
nepotvrdily terapeutické ucinky antagonistt, vysledky jsou casto protichtidné

nebo zadné. Prikopnici v preklinickém vyzkumu byla dr. Athina Markou

36



(+2016), pracovnice The Scripps Research Institute a profesorka University of
California, San Diego (UCSD). Je nutné uvést jeji Mezinarodni program
spoluprace akademickych a firemnich laboratofi umoznujici zavést védeckeé
vysledky do klinické praxe. Publikovala prace o tc¢inku selektivnich CRH-R1
antagonistl u emocnich poruch v zavislosti na jejich strukture (Winsky a Brady,
2017). Popsala anxiolytickou aktivitu antalarminu a latek R121919, BMS-562,086
(dnes znamy pod nazvem Pexacerfont), GSK-561,679 (dnes znamy pod ndzvem
Verucerfont). Vyznamné jsou 1 jeji prace o vztahu stresu a navykovych latkach a
publikace o vyuziti animalnich modelti u mentélnich poruch (Markou et al.,

2009).

Vyzkumna prace v laboratofich “Scripps Research Institute” a na UCSD je
v soucasnosti pod vedenim Erica Zorrilly zaméfena na studium pficin “selhdni
CRH-R1 antagonisti’” a na vyhodnoceni nedavnych zjisténi tykajicich se CRH-
CRH-R1 systému v psychopatologi. Ve vynikajici prehledové praci "Nebojte se o
CREF: posouzeni selhani translace antagonisti CRF1" Zorrilla se spolupracovniky
vyhodnotili 174 publikaci, kde poddni CRH-R1 antagonisty nevyvolalo
predpokladanou odpovéd’ (Spierling a Zorrila, 2017). Hodnoceni vysledki studii
novych liganda v pribéhu cca 15ti let se zaméfilo také na prezkoumani studii (od
2014 k dnesnimu dni), které nejsou dosud dokonceny. Tyto publikace navazuji na
predchozi studie ucinkli CRH systému a analyzu novych ligandi in vitro a u
laboratornich zvifat (Spierling a Zorrila, 2017). V navazujici etap€ byly testovany
ucinky CRH ligandii u zdravych osob a u pacientt. Jedna se o klinicky vyzkum,
tzv. “klinické hodnoceni”, které probiha ve 4 fazich (anglicky oznacované jako
clinical trials Phase I-1V). Cilem tohoto vyzkumu je urcit, prokazat a ovéfit 1écivé
ucinky daného CRH ligandu, zji$téni jeho nezaddoucich a dalSich ucinkd u
zdravych dobrovolnikl — faze 1, nasledné ve fazi 2 u malé skupiny pacientti s
poruchou, pro kterou byl ligand syntetizovan, a ve fazi 3 klinické stadium na
né&kolika velkych skupinach pacientd. Ctvrta faze je otazkou budouciho vyzkumu
latek urcenych ke schvéleni jako 1é¢iva, kdy se hodnoti t¢inky dlouhodobé
podavané latky a informace o moznych interakcich s dalSimi Iéky. Projde-li
navrhovany novy I€k uspésné vSemi fazemi klinickych hodnocenti, 1ze vysledky
testovani predlozit k registraci nového léku. Zorrilla uzavird hodnoceni

dosavadniho vyzkumu, Ze je tfeba pokracovat ve studiu sdilené molekularni ulohy
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CRH receptort u neurobiologie stresu, dysforie a navykového chovani u lidi. S
roz§ifenim téchto poznatkd bude dostupnéjsi najit nové ligandy se specifickou

individualni alohou.

Nékteré mozné terapeutické indikace pro pouziti CRH antagonistl jsou
uvedeny na obrazku 7. Mezi indikace patiii pfedevsim poruchy CNS, deprese,
anxieta, migréna, cévni mozkova ptihoda (tzv. iktus), ale také nékteré projevy

latkové zavislosti.

U této kapitoly je vSak nutné také zduraznit, ze ligandy CRH jsou
zapojeny nejen v CNS  a hypofyze, ale také na periferii, kde se vazi na periferni
CRH receptory. Zde se dnes jiz vyuZzivaji jak agonisté, tak antagonist¢ CRH-R u
terapie fady nemoci, jak je uvedeno v piehledu laboratote G. P. Chrousose a v

dalSich ptehledech (Zoumakis et al., 2006; Koob a Zorrila, 2012).

Nové pokroky ve znalostech mechanismil u¢inkit CRH a jeho receptort a
noveé poznatky o t€asti CRH u stresu a u dalSich psychickych a fyzickych
poruchach, oteviraji nové moznosti klinického vyuziti téchto poznatkii. Cilem
soucasné¢ho vyzkumu je nalezeni ligandi nepeptidové povahy, které pronikaji
mozkomisni bariérou, a vazbou na pfislusny CRH receptor budou mit cileny
protistresovy a antidepresivni ucinek. Diky lokalizaci CRH receptorti nejen v
CNS, ale i na periferii, Ize ocekavat pouziti antagonistii CRH u fady celkovych

onemocnéni.
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Nékteré terapeutické indikace CRF-R antagonistu

Deprese Hypersekrece CRF u velké deprese i PTSD
(posttraumaticka stresova porucha);
klinicky efekt u deprese.

Strach Hypersekrece CRF;
ucinni antagonisté CRF-R1 a CRF-R2.

Iktus ZvySeni CRF v oblastech s neurodegeneraci;
antiischemicky efekt antagonistid CRF-R1.

Latkové zavislosti Zvysené hladiny CRF u alkoholika;
antagonisté CRF-R1 blokuji stresem indukované
obnoveni uZivani kokainu.

Drazdivy tracnik Vyskytuje se u Ffady psychiatrickych poruch;
antagonisté CRF-R1 blokuji hyperalgézii.

Zanét, artritis CRF zprostfedkovava prozanétlivé procesy;
nalez v synovialni tekutiné.

Obr. 7. Souhrn moznych terapeutickych indikaci pro pouziti
nepetidovych antagonistiit CRF-R1 receptori (Hynie a
Klenerova, 2004).

Na schématu jsou uvedeny nékteré mozné terapeutické indikace, ve

kterych doslo ke zlepSeni daného onemocnéni po aplikaci antagonistti

CRH (CRF) receptord.

Pouzité zkratky: CRF (CRH) — kortikotropin uvolnujici faktor (hormon),
CRF — R — CRF (CRH) receptor, PTSD — posttraumaticka stresova
porucha (Hynie a Klenerova, 2004).

1.4 Neurobiologie neurodegenerativnich onemocnénni

mozku ve vztahu k adenohypofyze

Adenohypofyza se ticastni pii stresu, a jak jiz bylo vyse popsané, uplatiiuje

v

se pii patogenezi riznych psychickych poruch, z nichz nejcastéjsi jsou rizné typy
deprese, a nejznamé;jsi je Alzheimerova choroba (AD). Existuje fada rizikovych
faktort, které zvySuji pravdépodobnost vzniku tohoto onemocnéni, napiiklad
genetické, vaskularni a behavioralni. Pacienti trpici Azheimerovou chorobou maji
kognitivni deficity a psychologické symptomy souvisejici s deregulaci
hypotalamo-hypofyzo-adrendlni osy. Neurotransmitery a neuropeptidy, které jsou
zapojeny do drah hypotalamo-hypofyzo-adrendlni osy, hraji kli¢ovou roli ve

vzniku Alzheimerovy choroby. Jednim z vyznamnych neuropeptidi zapojenych

do neurobiologie deprese a AD je CRH. Tim, Ze CRH ma primarni ulohu v
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stresové reakci, mize chronicky stres predstavovat jeden z hlavnich faktori
podminjicich vznik AD. Na negativnim plsobeni stresu se tak mtize podilet i

porucha v signalizaci zprostiedkované CRH.
1.5 RoztrousSena sklero6za

Roztrousena skler6za (RS) je autoimunitni onemocnéni charakterizované
zangtlivym postizenim centralniho nervového systému vedouci k demyelinizaci a
poskozeni axont, coz ma za nésledek fadu fyzickych, duSevnich nebo dokonce
psychiatrickych ptiznakl. Znaky a ptiznaky roztrousené skler6zy zaviseji na
postizenych ¢astech CNS. Pacienti maji rtizné urovn¢ trvalého postizeni v
zavislosti na stupni zanétu. Klinicky mtize RS zptlisobit fadu neurologickych
problémti, predev§im v zavislosti na umisténi plakii a zavaznosti RS. Mnoho
symptomu RS, jako je unava, kognitivni poruchy a citlivost na teplo, vSak nejsou

anatomicky snadno.
1.5.1 Patogeneze

RS je autoimunitni onemocnéni zprostfedkované autoagresivnimi bilymi
krvinkami (lymfocyty), které rozpoznavaji vlastni obaly nervovych vladken jako
nepfitele a utoci na né. Co je podnétem k tomu, aby tento Gtok zahdjily, neni
jasné. Tyto bunky se mnozi a vstupuji do cilového organu — mozku a michy
(CNS), kde vytvareji loziska zanétu, v nichz dochazi k rozpadu myelinu (obalu

nervovych vléken) a k ni¢eni nervovych vlaken.

Hlavni roli hraje autoimunitni imunopatologicka reaktivita. Uplatiiuje se
jak geneticka predispozice, tak environmentélni faktory. U postizeného jedince
dochazi v centralnim nervovém systému k uvolnéni autoantigend. Ty jsou po
zpracovani a vazb¢ na molekuly HLA (Human Leucocyte Antigen) prezentovany
T-lymfocytim, které rozeznavaji epitopy molekul, jez jsou soucasti struktur
myelinovych pochev nervovych vldken. Antigen prezentujici buiiky identifikuji
Skodlivé antigeny, produkuji prozanétlivé cytokiny a poskytuji nezbytné
kostimulac¢ni signaly T-lymfocytim. K jejich aktivaci dochézi jiz v perifernich
lymfatickych organech. Po prostupu hematoencefalickou bariérou se podileji na
aktivaci mikroglie a makrofagt, zejména v oblasti postkapilarnich venul nebo
choroidalnich plext (Nytrova et al., 2019). Hematoencefalicka bariéra se stava

prostupnd pro lymfocyty a mononuklearni fagocyty, které migruji do CNS, kde
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vzniké demyelinizacni 1éze. PoSkozujici zanét u nemocnych s RS je uz od samého
pocatku provazen i neurodegenerativnimi zménami. Zanét poskozuje zejména

imunodominantni epitopy strukturnich molekul myelinu (Krejsek et al., 2002).
1.5.2 Epidemiologie a rizikové faktory

Prevalence onemocnéni RS celosvétove stoupa. V globalnim métitku
postihuje 2,5 miliona lidi (Garcia-Rosa et al., 2019), (Lane a Yadav, 2020). RS
obvykle za¢ina ve véku mezi 20.- 40. rokem Zivota, ale miize se objevit v
jakémkoli véku. Zeny jsou &astéji postizeny nez muzi, pfi¢emz asi 60 % piipadi
tvofi zeny. Ne vzdy tomu tak bylo. Na pocatku 20. stoleti byl pomér pohlavi
témer stejny. Nyni se ve vét§in€ vyspelych zemi blizi 3: 1 (zeny: muzi). Koufeni,
které zvySuje riziko RS pfiblizn¢ o 50 %, miize vysvétlit az 40% zvySeného
vyskytu RS u zen. Pfed druhou svétovou valkou kouftilo jen mélo zen, ale v
povalecném obdobi se pocet Zen koutacek rychle zvysil, coz odrazi rostouci

vyskyt RS u Zen (Palacios et al., 2011).

Existuje silny vliv rasy na riziko rozvoje RS. Nejcastéjsi vyskyt byl
zaznamenan u jedinct bélosského ptivodu, zejména u osob severoevropského
puvodu. Typicka RS je vzacna u Asiatli a cernych Africant, ale je pomérné Casta
u ¢ernych Ameri¢and. Kromé rasovych vlivi je také zajimavé geografické
rozlozeni nemoci. Vyskyt onemocnéni se zvysuje se vzdalenosti od rovniku.
Oblasti s nejvyssi prevalenci se nachéazeji ve vyssich zemépisnych Sifkach, a to na
severni i jizni polokouli. Mezi tyto vysoce rizikové oblasti patii severni USA,
Kanada, Velka Britanie, Skandinavie, severni Evropa, Novy Zéland a Tasmanie

(Love, 2006), (Ellison et al., 1984).

Dal$im vyznamnym faktorem je koncentrace vitaminu D v krvi a expozice
slune¢nému zéteni. Ackoli to neni konzistentni se v§emi zemépisnymi oblastmi,
existuje n¢kolik evropskych epidemiologickych studii, které ukazuji souvislost
mezi roénim obdobim narozeni a rizikem rozvoje RS. Tyto prace naznacuji, ze
existuje nizsi riziko RS u jedinct narozenych v 1été a vyssi riziko RS u
narozenych déti po zimé&. Autofi uvadeji, ze hladiny vitaminu D u matek béhem
tfetiho trimestru t€hotenstvi mohou ovlivinovat riziko RS. Celkov¢ lze fici, ze
vystaveni slune¢nimu svétlu a hladiny vitaminu D v mladém véku mohou mit vliv

na riziko vzniku RS (Fernandes et al., 2009).
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Ackoli pricina RS zlstava neznama, piedpoklada se, ze vice nez 100 gent
ovliviiyje riziko vzniku RS. Pfedpoklada se, ze geny HLA maji nejvétsi souvislost

s rizikem RS, zejména asociace s haplotypem HLA-DRB1 (Lane a Yadav, 2020).
1.5.3 Experimentalni autoimunitni encefalomyelitida (EAE)

Experimentalni autoimunitni encefalomyelitida je mysi model
patogeneze lidské demyelinizacni choroby — roztrousené skler6zy. EAE lze
vyvolat mnoha antigeny, nej¢astéji jsou vSak pouzivany MBP (myelinovy bazicky
protein), PLP (proteolipid protein) a MOG (s myelinem asociovany glykoprotein).
Onemocnéni je zprosttedkovano Th1 CD4+ lymfocyty, které rozpoznavaji
encefalitogenni epitopy téchto proteini. V mozkové tkani pokusnych zvirat
nachazime tak jako u RS perivaskularni infiltraty odpovidajici gadolinium-

enhancujicim 1ézim na T1 vazenych obrazech pacientii s RS.
1.5.4 Galanin a jeho role v RS

Ptedchozi studie zjistily neuroprotektivni roli galaninu u mysich modela
RS, u EAE a u kuprizonem indukované demyelinizace (Zhang et al., 2012). Tyto
studie byly vétSinou zaméfeny na vliv galaninu na oligodendrocyty a jeho
schopnost podporovat remyelinizaci; postradaji vSak udaje o distribuci
galaninovych receptort na jinych gliovych bunkach. Konkrétné uvadi, ze galanin
je faktorem pfteziti pro oligodendrocyty in vitro. Publikace uvadi, ze v kulturach
oligodendrocytovych bun¢k byly hladiny mRNA GalR2 100krat vyssi nez GalR3
a 1000krat vys$si nez GalR1 (Gresle et al., 2015). V modelu RS indukované
kuprizonem bylo zjisténo, ze GalR1 a GalR2 jsou upregulovany v
oligodendrocytech béhem demyelinizace a remyelinizace, v daném potadi.
Ukézalo se, Ze transgenni mysi s chronicky zvySenymi hladinami galaninu (10krat
vy$si nez u mysi divokého typu (wild type, WT)) jsou relativné odolné vici
demyelinizaci indukované kuprizonem. Autoii pozorovali 2,5ndsobny nartist

poctu kalosalnich zralych oligodendrocytii v dobé maximalni demyelinizace.

S ohledem na nové poznatky o neuroprotektivnich a imunomodulac¢nich
ucincich galaninu v CNS, bylo cilem této prace prozkoumat expresi galaninovych
receptorti v miSe v EAE a ur¢it lokalizaci GalR1 na riznych buiikach
(oligodendrocytech, mikrogliich, astrocytech ependymalnich bunkach a

endotelialnich bunikach v kapilarach) imunohistochemicky.

42



1.5.5 Moznosti 1é¢by

I ptes pozoruhodny pokrok ve vyvoji 1écby RS v poslednich letech jsme
jeste daleko od toho, abychom nasli vysoce efektivni 1€k na RS s ptiznivym

bezpecnostnym profilem.

Zatimco v soucasnosti schvalené moznosti 1é€by RS jsou zamétfeny na
modulaci imunitni odpovédi vedouci ke sniZzeni rychlosti tvorby a progrese 1ézi,
nékteré prace diskutuji o remyelinizacnich terapiich, coz pfedstavuje vzajemnou
souhru a ¢asovou souslednost celé fady déja, jejichz dysregulace ma za nasledek
naruseni celkového procesu remyelinizace. Remyelinizace vede k aktivaci
neuroregenerativnich drah, kdy dochazi k obnovovani izolace myelinu a proto
nedochazi k naslednému neurologickému poskozeni. V tomto kontextu je velmi

zajimavy neuropeptid galanin a jeho signalni drahy.
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2 HYPOTEZY A CILE PRACE

Dosud neni zcela objasnén mechanismus regulacnich/modula¢nich u¢inka
neuropeptidil a tyto mezery v nasich znalostech pak ztézuji moznost jejich
terapeutického ovlivnéni. Nasi hypotézou bylo, Zze podobné jako byly popsany
ucinky galaninergniho systému na kardiovaskularni systém, mtze byt
galaninergni systém jednim z vyznamnych moduldtorti hypotalamo-hypofyzo-
adrendlni osy a miiZze proto modulovat stresovou odpoveéd’ ¢i patofyziologii

vybranych neurologickych onemocnéni.
Cilem prace proto bylo:

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

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

3. prozkoumat expresi galaninergnich receptorti v miSe u mysiho modelu
roztrouSené sklerdzy a stanovit lokalizaci GalR1 na rtiznych buiikéch
(oligodendrocyty, mikroglie, astrocyty ependymalni bunky a endotelidlni
bunky v kapilarach)
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3 METODY

3.1 Experiment s galaninergnim systémem

Na pokus byli pouziti dospéli samci laboratorniho potkana kmene Wistar
(VELAZ, Ceska republika) o po¢atecni télesné hmotnosti 220g. Zvifata méla
volny ptistup k potravé (ve formé pelet) a vodé. Chovani byli v poc¢tu 4-5 na jeden
zvétinec s 12hodinovém dennim rezimem (12h svétlo/12h tma) pti konstantni
teploté (21 £ 1 °C). Zvitata byla chovana a vyuzivana v souladu s Helsinskou
deklaraci pro chovani a vyuziti zvifat v biomediciné (DHEW Publication, NHI
80-23). Studie byla schvalena Etickou komisi 1. 1¢kai'ské fakulty Univerzity
Karlovy.

3.2 Experiment s CRH systémem

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

potrava byla poskytovana v libovolném mnoZstvi.

Studie byla povolena Statnim veterinarnim a potravinovym ustavem
Slovenské republiky (RO-2804/07-221/3) a Etickou komisi Institutu
experimentalni endokrinologie Slovenské akademie véd (Bratislava, Slovenska
republika). V prib¢hu pokusi bylo vynaloZeno Gsili minimalizovat pocet

pouzitych zvifat a omezit jejich diskomfort, bolest nebo jiné utrpeni
3.3 Experimentu s EAE modelem

Experiment s EAE byl provadén u konvencnich mysi C57B1/ 6 (ve véku
9-13 tydnti), EAE u mysi byla indukovana aktivni imunizaci peptidem MOG35-
55 (Prospec, Rehovot, Izrael) e smési s kompletnim Freundovym adjuvans (CFA)

obsahujicim Mycobacterium tuberculosis H37Ra (Sigma-Aldrich, Praha, Ceska
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republika). Emulze MOG/CFA byla podavéana subkutdnné ve dvou 50 pl
davkach. Celkem bylo mysim podano 100 pg MOG peptidu. Pro usnadnéni
pienosu lymfocytt do CNS bylo intraperitonedlné podano 300 ng pertusového
toxinu (List Biologicals, Campbell, USA) dv¢ hodiny a dva dny po indukci EAE
(Contarini et al., 2018). Znamky EAE byly hodnoceny nasledujicim zptisobem: 0-
zadné znamky klinického onemocnéni; 1 - ochably ocas; 2 - slabost zadnich
nohou; 3 - tplné ochrnuti zadnich nohou; 4 ochrnuti zadnich a prednich koncetin;
5 - smrt. Paty den po indukci (vrchol zdvaznosti onemocnéni) byly mySi usmrceny
rychlou dekapitaci a michy byly vyjmuty. Do experimentu jsme vybrali michu

z toho dliivodu, Ze se jedna o nejvice postizenou ¢ast CNS v modelu EAE, kde je

zanét omezen predevsim na michu (Lassmann a Bradl, 2017).

Bylo analyzovéano 12 vzorkii z EAE skupiny a 14 vzorki z kontrolni
skupiny. VSechny experimenty byly schvaleny Ministerstvem Skolstvi, mladeze a
télovychovy Ceské republiky pod &islem MSMT-9445 / 2018-8. Mysim byla
dodavana standardni granulovana strava a voda ad libitum a byly chovany za
standardnich podminek prostredi: svétlo (tj. 12 hodin svétlo a 12 hodin tma);

teplota (22 + 2°C); relativni vlhkost (50 £ 10 %).
3.4 Statistika

3.4.1 Experiment s galaninergnim systémem

Statistické rozdily byly pocitany t-testem nebo jednocestnou ANOVA pro
analyzu vyznamnosti vice vzorkl s post hoc testem (Neuman-Keuls multiple
comparison test). VSechny statistické testy byly provedeny pouzitim softvéru
Systat 10 (SPSS Inc. Chicago, USA). Hodnota p <0,05 byla povazovéna za

vyznamnou.
3.4.2 Experiment s CRH systémem

Data byla analyzovana pomoci Kruskal-Wallisovy jednosmérné¢ ANOVY
a neparametrického t-testu (GraphPad Prism 5.0; La Jolla, CA, USA). Vysledky
jsou vyjadieny jako pramér + SEM a piredstavuji prumér 5-8 zvitat, vSechny
vzorky byly testovany ve tiech opakovanich. Hodnota p <0,05 byla povazovana

Za vyznamnou.
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3.4.3 Experiment s EAE modelem

V pokusu s EAE byly vSechny statistické analyzy provedeny pomoci
softwaru GraphPad Prism 8.2.1 (GraphPad Inc., La Jolla, USA). Normalita dat
byla ovéiena pomoci Shapiro-Wilkova testu. Protoze data byla normalné
distribuovana, byl pouzit neparovy t-test k testovani rozdilii mezi hladinami
mRNA galaninovych receptori v EAE a kontrolni skuping. Sila korelace mezi
dvéma zkoumanymi parametry (skore zavaznosti onemocnéni a exprese mRNA)
je vyjadrena Pearsonovymi korela¢nimi koeficienty. Hodnota p <0,05 byla

povazovana za vyznamnou.
3.5 Aplikace stresu

3.5.1 Experiment s galaninergnim systémem

Potkantim byl aplikovéan akutni (imobiliza¢ni) stres o délce 60 minut, po
ukonceni stresu nasledovala hodinova pauza (Klenerova et al., 2002).
Imobilizaéni stres (IMO) byl zplisoben svazanim a fixaci pfednich a zadnich
koncetin pomoci adhezivni folie, pficemz po celou dobu ptlisobeni stresu byla
zvitata svazana ptiléhavou plastickou f6lii. Sitovina byla pfizplisobena
individualni velikosti téla zvitete. Po ukonceni expozice stresu byla zvirata
vracena do kleci. Kontrolni skupina zvitat (CO) zadnému stresu vystavena nebyla

a byla pouzita ihned po vyjmuti z klece.
3.5.2 Experiment s CRH systémem

Mysi byly vystaveny imobiliza¢nimu stresu (IMO) (Kvetnansky a Mikulaj
1970; Filipcik et al., 2012) akutnim (jednorazovym) nebo chronickym
(opakovanym) zptisobem. Jednorazovy IMO a opakovany IMO byly aplikovany
po dobu 30 nebo 120 minut ve ventilovanych konickych trubkach o objemu 50
ml. Opakovany stres zahrnoval 7 po sob¢ se opakujicich expozici stresu. Pocet
zvitat ve skupiné byl 6-8. Zvirata byla dekapitovana ihned po ukonceni stresu a
kontrolni skupina zvitat byla usmrcena ihned po vyjmuti z klece. Hypofyzy byly
thned po vyjmuti zmrazeny v tekutém dusiku a skladovany pfi teploté¢ —80 °C az
do zpracovani v experimentu. Na stanoveni kortikosteronu byla odebrana krev

z trupu.
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3.6 Odbér vzorku

Odbeér vzorka se lisil podle nasledné pouzité metody.
3.6.1 Experiment s galaninergnim systémem

Ihned po dekapitaci potkanii a po vyjmuti adenohypofyzy byla pro
imunohistichemické zpracovani adenohypotyza zalita kryolepidlem Cryomount
(Histolab, Sweden) v alobalové misticce a poté byly skladovany pii teploté -80 °C
az do zpracovani. Adenohypofyzy potkanti z blockil tkani zamrazenych
v kryolepidle byly krajeny na tloustku 5 pm v kryostatu Leica CM1850 (Leica
Microsystems, Germany). Rezy se pokladaji na skli¢ka potazeny Poly-I-lysinem
(Aldrich, Germany), ktery zvySuje pfilnavost fezli na podlozné sklicko. Po
ukonceni krajeni byly fezy ohrani¢eny na sklech fixem Super PAP PEN
(Beckmann Coulter), po jeho zaschnuti byly ulozeny na 15 min do roztoku PBS
(fosfatovy pufr, z angl. phosphate buffer saline). Pted samotnou aplikaci
specifickych primérnich protilatek byly fezy inkubovany 2 hodiny pfi pokojové
teploté v blokujicim roztoku (1% BSA, 0,1% TritonX-100 a 2% normalni kozi
sérum) (Bovine Serum Albumin, Sigma-Aldrich, Delaware Bay, NJ; Normal Goat
Serum, Gibco, Waltham, MA) - cca 100-150uL na sklicko. Blokovani vyrazné
snizuje navazovani nespecifickych protilatek a detergent (TritonX-100) zvySuje
permeabilitu membrany, co umoziiuje snadny pranik protilatek membranou

bunky.

Na urceni exprese galaninergnich peptidii pomoci metod real time RT PCR
a Western blot byly pouzity homogenaty adenohypofyz, které byly po dekapitaci
zmrazeny na -80 °C az do dalSiho zpracovani. Pfesny postup homogenizace se
odviji od pouzité metody. Zatimco pro RT PCR probihala homogenizace v
pristroji MagNA Lyser (Roche Diagnostics GmbH, Germany), pro metodu
Western blot jsme museli vybrat vhodny homogenizator. Nasledn¢ byl homogenat
vystaven pusobeni ultrazvuku a dale centrifugovan za Gcelem ziskani Cistého

supernatantu pro analyzu proteint.
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3.6.2 Experiment s CRH systémem

Na urceni exprese CRH receptorti pomoci metod RT PCR byly pouzity
homogenaty hypotyz mysi, které byly po dekapitaci zmrazeny na -80 °C az do
dalsiho zpracovani pro RT PCR.Experiment s EAE modelem

Vzorky michy mysi byly po vyjmuti z téla okamzité fixovany ve 4%
paraformaldehydu, nasledné probéhla kryoprotekce sachardzou, poté byly vlozeny
do slouceniny s optimalni teplotou pro krajeni fezli, zmrazeny piti -20 ° C a
skladovany az do dalsiho pouziti. Pro metodu nepfimé imunofluorescence byly

pouzity kryosekce o tloust’ce 7 um.

Michy a mozky z mysi byly uloZeny ve stabiliza¢nim roztoku RNAlater ™

pii -80 ° C pro pozdé¢jsi analyzu RT PCR.

3.7 Zpracovani adenohypofyzy a michy pro

imunoflorescenci

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

sousednich tkani (rozsifend infiltrace).
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3.8 Priprava homogenati adenohypofyz a hypofyz pro
Western blot a RT PCR

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

3.9 Western blot

Westernovy blotting (angl. western blotting, zkrdcené western blot) je
technikou, ktera pro detekci proteinil vyuziva jejich vazbu na pevny povrch.
Proteiny se pii western blotu analyzuji imunologicky, proto se tato metoda nazyva
1 imunoblotting. Metoda Western blot se pouziva pro kvalitativni nebo
semikvantitativni detekci daného proteinu ve vzorku za pomoci specifickych

protilatek.

V prvnim kroku se tkan homogenizuje a proteiny se elektroforeticky rozdéli
za pomoci denaturujici polyakrylamidové elektroforézy (z angl. polyacrylamide

gel electrophoresis, PAGE).

Naslednym krokem je pfenos proteinli z gelu na blotovaci membranu. Na
porézni podlozku se umisti nékolik vrstev filtracniho papiru, elektroforeticky gel,
nitrocelul6zova membrana, opét nékolik vrstev filtracniho papiru a znova porézni
podlozka. Tento tzv. sendvi¢ se umisti do vhodného pufru a zapoji se do
elektrického pole (strana s membranou sméruje k anodé, strana s gelem ke
katod€). Proteiny obalené v SDS (z angl. sodium dodecyl sulfate) migruji kvtli
elektrickému naboji z gelu na membranu, kde se pevné zachyti. Nasleduje
zablokovani membrany pro nespecifické vazby detekéniho ¢inidla: membrana se
obmyva roztokem nespecifického proteinu (napt. hovéziho sérového albuminu,

angl. bovine serum albumin, BSA).
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Nasleduje nékolikanasobné promyvani membrany v pufru Tris-HCI (pH =
7,4) a nakonec promyvani roztokem znacenych primarnich protilatek. Specificka
detekce proteinil se provadi pouzitim primarnich protilatek; vznikly
imunokomplex se vizualizuje vazbou znacené sekundarni protilatky nebo
zna¢ené¢ho proteinu (znaceni nejcasteji vazbou enzymu - napt. alkalické fosfatazy
a peroxidazy, ale i koloidnim zlatem, radioaktivné, luminiscen¢né nebo

fluorescencng).

Ptitomnost signalu svéd¢i o ptitomnosti studovaného proteinu (kvalitativni
rozmeér), mnozstvi tohoto signalu o mnozstvi vazanych protilatek, tj. mnozstvi

studovaného proteinu (kvantitativni rozmer).
3.9.1 Homogenizace tkané u metody Western blot

Vzorek tkan€ se homogenizuje ihned po odbéru, nebo je po odbéru
zmrazen v tekutém dusiku a az do zpracovani uloZen pfi teploté -80 °C.
Homogenat se smichd s nanaSecim roztokem a inhibitorem protedz a nasledné se

vaii po dobu 5 minut na vodni l4zni, ¢imzZ dojde k denaturaci proteinti.
3.9.2 Separace proteini

Pro separaci proteini se nejcastéji vyuziva gelova elektroforéza, na kterou
pouzivame v nasi laboratofi polyakrylamidové gradientni gely Mini-PROTEAN
TGX 4-20 % (Biorad, USA), s nimiz lze rozdélit proteiny o molekulové hmotnosti
10-200 kDa. Denaturujici podminky jsou vytvoteny pfidanim SDS, ktery rozrusi
proteinové struktury (denaturuje je) a zhruba v konstantnich odstupech se vaze na
denaturované polypeptidové fetézce a dodava jim negativni naboj. Pfi zapojeni
elektrického pole se tak proteiny pohybuji smérem ke kladnému poélu a rychlosti
zavislou pouze na jejich molekulové hmotnosti. Pfi optimalizaci experimentalnich

podminek jsme srovnavali vliv nového gelu a gelu po expiraci.
3.9.3 Blotovani

Elektroforeticky rozdélené proteiny jsou nasledné pfeneseny na
membranu. Na naSem pracovisti pouzivame komeréné dodavany sendvi¢ Trans-
Blot Turbo Mini Nitrocellulose Transfer Packs (Biorad, USA). Tento proces se

oznacuje jako tzv. blotovani a vznika ,,otisk* v gelu separovanych proteinti na
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membrang, ,,blot“. Blotovani probiha na pfistroji Trans-Blot Turbo (Biorad, USA)
(obr. 8).

Po vlastnim pienosu proteint je nutné blokovat zbyvajici vazebna mista na
membrané, aby zde nedochazelo k nespecifické vazbé téchto bilkovin. Membrana
se penese do roztoku s albuminem z hovéziho séra (BSA) (Ustav sér a
o¢kovacich latek, CR), ve kterém se inkubuje dvé hodiny pfi pokojové teploté.

Tento proces se nazyva blokovani (viz dale).

Obr. 8. Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (BioRad, USA).
Tento pfistroj je blotujici systém, ktery umoziuje prenést elektroforeticky
rozdéleny vzorek z gelu na membranu (tzv. blotovani). Cely proces trva 3

minuty. (zdroj: www.biorad.com)
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3.9.4 Identifikace proteinu pomoci protilatek

Ptitomnost cilového proteinu je na membrané detekovana pomoci
protilatky, tzv. primarni, specifickd tomuto proteinu. Primarni protilatka se

navazuje na protein a v dal§im kroku se na ni navazuje sekundarni protilatka.

Ptitomnost sekundarni protilatky je detekovana fluorescencné, a to
v zévislosti na znaeni, které sekundarni protilatka nese. V nasi laboratofi
pouzivame kity zaloZené na pouziti sekundarni protilatky konjugované s kienovou
peroxidazou. Velikost signdlu (bandu) je vyhodnocovana srovnanim s nanesenym
proteinovym markerem, coz je komercné dostupna smeés proteinli o znamé

velikosti.

Specificita primarnich protilatek byla v naSem pokusu na
adenohypofyzach testovana pomoci metody Western blot. Homogenaty
adenohypofyz se nanaSely na 4-20 % Mini-Protean TGX gel (BioRad, CA, USA).
Po separaci proteint elektroforézou byly proteiny pfeneseny na nitrocelul6zovou
membranu s vyuzitim kiti Trans-Blot Turbo Transfer System (BioRad, CA, USA)
a Trans — Blot Turbo Mini Nitrocellulose Transfer Pack (BioRad, CA, USA).
Membrany byly déle inkubovany s primarni protilatkou detekovanou kitem

Vectastain ABC (Vector Lab, CA, USA).
3.10 Metoda s vyuzitim imunoflorescence

V nasi praci bylye pouzity imunohistochemické stanoveni jednotlivych
peptidii na fezech z adenohypofyzy a také metodu western blot. Pouzili jsme
komercné dostupné protilatky pouzivané v nasi laboratofi, které jsou uvedeny

nize.
3.10.1 Protilatky

Byly pouzity komeréné vyrabéné primarni protilatky (PP) proti
sledovanym neuropeptidiim a jejich receptorim a rovnéz komeréné vyrabéné
sekundérni protilatky (SP). Pro znaceni nékterych proteini jsou komeréné
vyrabény primarni protilatky, které jsou ptimo konjugovény s fluorescenéni
znackou. Tyto primarni protilatky pak neni nutné znacit sekundarni protilatkou.
Protoze se znacené primarni protilatky vyrabi pouze pro omezeny pocet proteini,

v nasi laboratofi je nepouzivame.
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3.10.1.1 Primarni protilatky

e Anti-Galanin (Lifespan, USA)

e (GalLP Rabbit anti-Rat Polyclonal antibody (Lifespan, USA)

e Anti Glial Fibrilary Acidic Protein (Millipore, USA)

e Mouse monoclonal to Neuron specific beta III Tubulin — Neuronal Marker
(Abcam, UK)

e Anti-GFAP Ab (Chemicon)

e Rat anti-mouse monoclonal antiCD11b-Ab (BD PharMingen).

¢ Anti-Galanin Receptor type 1 (Alomone Labs, Israel)

e Anti-Galanin Receptor type 2 (Alomone Labs, Israel)

e Anti-Galanin Receptor type 3 (Alomone Labs, Israel)

3.10.1.2 Sekundarni protilatky

Sekundérni protilatky (SP) pouzité v reakci musi specificky reagovat
s antigeny zvifat, ze kterych byly ziskany primarni protilatky. Zaroveil musi byt
SP pouzivané soucasné oznaceny jinou fluorescencni barvou, aby bylo mozné je
na preparatu odlisit. SP se ziskéavaji z riznych zvitecich druhti, coz umoziiuje
kombinaci stanoveni riznych proteinti zaroveinl. Pro detekci se znac¢i konjugaci s
riznymi znackami, nejcastéji pouzivanymi jsou fluorescenéni znacky pro
sledovani imunofluorescen¢nim mikroskopem. Rizné barvy fluorescencnich

znacek umoziuji sledovat na jednom vzorku zaroven vice cilovych struktur.

V nasich experimentech byly pouZzity sekundarni protilatky firmy
Invitrogen, USA:

e AlexaFluor 488 Goat anti Rabbit

e AlexaFluor 488 Goat anti Mouse

e AlexaFluor 546 Goat anti Mouse

e Alexa Fluor 546 Goat anti Guinea Pig
e AlexaFluor 633 Goat anti Chicken

e FITC Goat anti-rabbit

e TRITC Goat anti-mouse

e TRITC Goat anti-rat

54



3.10.2 Imunofluorescenéni postup stanoveni testovanych peptidi

Pro imunoflorescen¢né stanoveni galanininergnich peptidi (galaninu,
galanin-like peptidu a galaninergnich receptort) byly pouzity tkanové fezy z
blockil tkani zamraZzenych v kryolepidle. Zmrazené adenohypofyzy byly krajeny
na tloustku 5 um v kryostatu Leica CM 1850 (Leica Microsystems, Germany).
Rezy se pokladaji na skli¢ka potazeny Poly-1-lysinem (Aldrich, Germany), ktery
zvysuje piilnavost fezil na podlozné sklicko. Po ukonceni krajeni byly fezy
ohranic¢eny na sklech fixem Super PAP PEN (Beckmann Coulter). Tento krok
snizuje riziko odplaveni fezil pii pfeplachovani roztoky a inkubacich. Po zaschnuti
pera byly ulozeny na 15 min do roztoku PBS (fosfatovy pufr, z angl. phosphate

buffer saline).

Pted samotnou aplikaci specifickych primarnich protilatek byly fezy
inkubovany 2 hodiny pfi pokojové teploté v tzv. blokujicim roztoku (1 % BSA,
0.1% TritonX-100 a 2% normalni kozi sérum) (Bovine Serum Albumin, Sigma-
Aldrich, Delaware Bay, NJ; Normal Goat Serum, Gibco, Waltham, MA) - cca
100-150uL na sklicko. Blokovéni vyrazné¢ snizuje navazovani nespecifickych
protilatek a detergent (TritonX-100) zvySuje permeabilitu membrany, co
umoziuje snadny prunik protilatek membranou bunky. Blokovaci roztok byl
ptipraven do 10 mL PBS. Zbylé mnozZstvi se vyuzilo v dalSich krocich (napf. na

fedéni protilatek).

1 % BSA (S12MA) .eviiiiiiiieiieeiiece et 0,1g
2 % Normal Goat Serum (Gibco) .......oeevvveevriieciieeeiieenee 200 pL
0,01 % Triton X-100 (Pierce), 10 % vodny roztok ............ 100 uL

Blokovaci roztok byl z fezli odstranén lehkym otiesenim podlozného
sklicka. Nasledn¢ byly fezy inkubovany s krali¢i primarni protilatkou (Alomone
Labs, Jerusalem, Israel): Anti-Galanin Receptor Type 1 antibody (#AGR-011),
Anti-Galanin Receptor Type 2 (#AGR-012) a Anti-Galanin Receptor Type 3
(extracelularni) (#AGR-013). Protilatky byly nafedény do blokovaciho roztoku v
poméru 1:500 (1 pL protilatky: 500 pL blokovaciho roztoku). Inkubace s primarni
protilatkou probiha pti 4 °C ptes noc. Poté nasleduji tfi oplachy v PBS po dobu 5,

10 a 15 minut.
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Sekundérni protilatky se rovnéZz fedi do blokovaciho roztoku, kterého se
dava 1 dil a k nému 2 dily PBS. V experimentu jsme pouzili Alexa Fluor 488
(Invitrogen, USA) v poméru 1:600 (Sipkova et al., 2017). Na kazdé skli¢ko bylo
aplikovano ptiblizn¢ 100-150 pL. Inkubace probihd ve tmé po dobu 2 hodin pii

pokojové teploté v barvici komote.

Nasledoval zase oplach 3 x 5 minut v PBS roztoku a poté v destilované
vodé. Po oplachnuti se nechaly sklicka vyschnout a na fezy byl nanesen

Vectashield s DAPI 20-50 pL (podle poctu fezil) na kazdé sklicko.

Na hodnoceni vzorkl byl vyuzit fluorescencni mikroskop Leica DM5000
B s digitalni kamerou Leica DFC420 C a zpracovanim obrazu Peltier Cooling

System (Leica Microsystems).

Ziskana data byla hodnocena softwarem NIS Elements Viewer
(Laboratory Imaging 2015, Nikon Instruments, Tokyo, Japan) a ImageJ (freeware,
http://rsb.info.nih.gov). Hodnotili jsme dva hlavni parametry: pocet bun¢k
reagujicich s primarni protilatkou a intenzita jejich fluorescenc¢niho signalu. Pocet
bungk a jejich intenzita signalu byly hodnoceny softwarem NIS Elements.
Statisticka analyza byla provedena za pomoci t-testu nebo jednocestné ANOVA a

hodnota p < 0,05 byla povazovana za statisticky vyznamnou.
3.11 Stanoveni exprese mRNA testovanych peptidi

3.11.1 Experiment s galaninergnim systémem a CRH systémem

Exprese mRNA testovanych peptidii byla stanovena pomoci metody
Real-Time PCR (real-time qPCR) (Kozera and Rapacz, 2013) z homogenatt
adenohypofyz. Samotné reakci predchazeji dil¢i kroky:

e odbér adenohypofyz

e homogenizace adenphypotyz

e izolace RNA

e m¢éfeni koncentrace RNA

e reverzni transkripce

Real Time qPCR probéhla za pouziti ptistroje CFX96 Real-Time System
(Bio-Rad, CA, USA), specifickych primerti a markru SYBR Green Supermix
(Biorad, USA). Po amplifikaci byly uré¢eny melting kiivky jako indikatory
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specificity PCR. Reakce vSech vzorkl byla stanovena v triplikatech. Kvantifikace
dat byla provedena softwarem Optical System Software (Bio-Rad, USA).
Stanovili jsme mRNA jednotlivych gent vztazenim jejich CT hodnoty k CT
hodnot¢ referen¢niho genu beta aktinu (Genbank Accession No. NM_031144).
Specificita primerti byla ovétena klasickou PCR reakci (Bio-Rad, Prague, Czech
Republic). Relativni exprese byla po¢itana pomoci 22T metody (Livak and
Schmittgen, 2001). Vysledky jsou prezentovany jako mean + SEM pro n= 6-8
zvitat a nasledné jsou vysledky relativni exprese individudlnich gent vyjadieny

jako procento kontrol.

Statistické rozdily mezi skupinami zvifat byly pocitany jednocestnou
ANOVA s Benferroniho post hoc testem. Jako signifikantni je povazovana
vyznamnost pro p < 0.05. Jako alternativni metoda kalkulace byl pouzit software
(REST-MCSO - version 2), ktery je uren na pocitani relativni exprese (Pair Wise
Fixed Reallocation Randomisation Test, Pfaffl et al., 2002).

3.11.1.1 Izolace RNA

Na izolaci jsme pouzili komer¢ni kit od spolecnosti Roche (Cat.No:

12 033 674 001), ktery obsahuje:
e Lysis/Binding buffer
e DNase I (rozpousti se v 550 ul Elution buffer), uchovat pfi -15 az -25°C
e DNase I Incubation buffer
e Wash buffer I (pfidat 20 ml EtOH), uchovat pti 15 - 25°C
e Wash buffer II (ptfidat 40 ml EtOH), uchovat pii 15 - 25°C
e Elution Buffer
e Zkumavky s filtrem, super Cisté
e Sbérné zkumavky
Postup izolace:
Vzorek tkané (tkan s maximalni hmotnosti 20 — 25 mg) byl pied vlastni

izolaci homogenizovan v 400 pl Lysis buffer. Ziskat RNA z tkédn¢, v naSem
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pfipad¢ se jednalo o adenohypofyzu, v dostate¢ném mnozstvi a kvalit¢ je vSak
spojeno s riznymi technickymi problémy, které souvisi s jeji malou hmotnosti a
objemem. K homogenizaci adenohypofyzy byl pouzit automaticky homogenizacni
systétm MagNA Lyser od Roche. Homogenizace probihala 30s a rychlosti 4000
otaCek za minutu (viz obrazek 11) za pouziti zkumavky s 3-6 keramickymi
kuli¢kami. Poté se pfenese vzorek do nové, Cisté centrifugacni zkumavky a stoci
ve stolni mikrocentrifuze: 2 minuty na maximé. Nékdy lze vidét usazenou peletu.
Odsaje se pouze supernatant a pienese do nové zkumavky. Piida se 200 pl

(0.5 objemu) absolutniho ethanolu a dobie zamicha (5s vortexem).

Obr. 9. Tkanovy homogeniziator MagNA Lyser (Roche
Diagnostics GmbH, Némecko, Product No. 03358976001).
Ptistroj automaticky narusuje buiiky nebo jiny biologicky material a
umoznuje tak uvolnéni nukleovych kyselin (DNA, RNA, mRNA) a
proteintl. Zabranuje degradaci nukleovych kyselin pomoci chladiciho

bloku. Velkou vyhodou je homogenizace az 16 vzorki najednou.
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Naskladaji se zkumavky s filtrem se sbérnymi zkumavkami (specialnimi
kolonkovymi zkumavkami s filtrem s obsahem SiO2, uzpisobenym k zachytu

RNA produktu) a cely vzorek se nanese na filtr (maximaln¢ 700 pl).

Centrifugace v centrifuze Hettich (chlazena 4 °C) 30s na maximé
(13000xg). Protekla tekutina se vylije ze sbérné zkumavky a znovu spoji se

zkumavkou s filtrem.

Na kazdy jeden vzorek se nanese 90 pl DNase Incubation Buffer s 10 pl
DNasel. Smés (100 ul/vzorek) se prenese na filtr. Nasleduje inkubace 15 minut

pii pokojové teplote.

K vzorku se piida 500 ul Wash Buffer I (nanese se na filtr) a centrifuguje
se v centrifuze Hettich (chlazena 4 °C) 15s pti 8000xg. Protekla tekutin se vylije
ze sbérné zkumavky a znovu spoji se zkumavkou s filtrem. Pfida se 500 ul Wash
Buffer II (nanese se na filtr). Centrifugace v centrifuze Hettich (chlazena 4°C) 15s
pii 8000xg. Protekla tekutin se opét vylije ze sbérné zkumavky a znova spojim se

zkumavkou s filtrem.

Ptida se 300 ul Wash Buffer II (naneseme na filtr). Centrifugace v
centrifuze Hettich (chlazena 4 °C) 2 min pii 13000xg. Opatrné se odstrani sbérna
zkumavka, abychom se vyhnuli kontaktu s nanesenym vzorkem a danou
zkumavkou. Zkumavka se vzorkem se vlozi do nové, Cisté sbérné zkumavky

(original Eppendorf).

Nanese se 40 ul Elution Buffer na filter. Centrifugace v centrifuze Hettich
(chlazena 4 °C) 1 min pii 8000xg. Sbérna zkumavka obsahuje vyizolovanou

RNA.

3.11.1.2 Méreni koncentrace a Cistoty RNA

Koncentrace RNA byla stanovena spektrofotometrickym métenim
absorbance pii 260 nm na spektrofotometru proti RNase-free vodé¢. Opticka
hustota Azeo=1 odpovida 40 pug RNA/ml. Pomér R260 nm/280 nm byl pouzit k
posouzeni Cistoty vzorkli. RNA je mozné uchovat pfi teploté -80 °C, dokud ji

nepouzijeme pro reverzni transkripci do cDNA.
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3.11.1.3 Reverzni transkripce

Reverzni transkripce je enzymova reakce, pii niZ se prepisuje geneticka
informace z molekuly RNA do DNA, ozna¢ovéna jako cDNA (z angl.
complementary DNA). Jako katalyzator této reakce slouzi enzym reverzni
transkriptasa. Bunky obsahuji celkem tfi druhy RNA (tRNA, rRNA a mRNA) a
vyse popsanymi postupy obdrzime jejich smes. VEtSinou je pro ucely reverzni

transkripce zddouci pouze mRNA, ktera koduje dané geny.

Dnes jsou dostupné komeréné dodavany razné typy rekombinantnich
reverznich transkriptas. V pokusech byly pouzity nasledujici chemikalie:
e SuperScript™ III Reverse Transcriptase (Invitrogen)
(slozeni: SuperScript™ III RT, 5X First-Strand Buffer *[250 mM Tris-
HCI (pH 8,3 pti pokojové teplot€), 375 mM KCl, 15 mM MgCl;], 0,1 M
DTT (dithiothretiol na aktivaci enzymi))
e Random Primers (Invitrogen)

e 10 mM dNTP (Invitrogen)

Tato reakce ma celkovy objem 20 pl. K tomuto objemu se ptidava celkové
lug total RNA (tj. 11 pul RNA jiz oSetfeno DNasou, pfipraveno v predeslém

kroku). Zasobni roztok random primeru se fedi 10x.

Postup: rozmrazi se 11 pl vyizolované RNA (o celkovém mnozstvi 1 ug
RNA na 11 pl). Na jednu reakci se pfida 1 pl random primeru. Vzorky se vlozi do
cycleru (obecné nastaveni: inkubace 10 min pfi 70 °C (denaturace RNA), chlazeni

4 min pii 40 °C (renaturace RNA — rychle, aby se netvoftily vlasenky).

Po renaturaci se program v cycleru zastavi, do zkumavek se piida MIX 8
ul na reakci. Slozeni je uvedeno nize v tabulce 1. Takto pfipravena smes se

inkubuje v cycleru 1 hodinu pti 37 °C, potom se chladi 10 minut pti 70 °C.

Po skonceni reakce nedokazeme presné zméftit koncentraci
nasyntetizované cDNA (kvili zbytkiim reakce dNTP, nezreagované RNA atd.),
vychéazime vSak z piredpokladu, Ze za idealnich podminek je mnozstvi

nasyntetizované cDNA stejné, jako bylo ptivodni mnozstvi RNA v reakci, teda:
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Koncentrace, ze které se vychazi, je 1 pg/20 ul, tj. 50 ng/ul. 5-25 ng
cDNA se pak pouzije do nasi real-time PCR.

Tab. 1. SloZeni mixu na reakci reverzni transkripce.
Pocty pl jednotlivych komponent potfebnych na ptipravu mixu
v zavislosti na poctu reakci. K findlnimu objemu je piipocitan objem
Ztrat.
Pouzité zkratky: FSB - First strand buffer, DTT — dithiothretiol, ANTP —
set ¢tyf deoxynukleotidi (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), SuperScript -

SuperScript™ III Reverse Transcriptase (Invitrogen)

ul na 1 vzorek | pocet reakei: 30 | se ztratami komponenty
4 112 138 5xFSB
2 56 69 DTT
1 28 34,5 dNTP (10mM)
1 28 34,5 SuperScript

3.11.1.4 Real-time PCR

Real-time PCR je obdoba PCR, ktera umoziuje ptimou kvantifikaci PCR
produktu (cDNA) béhem reakce, odtud nazev real-time PCR — polymerazova
fetézova reakce v realném case. Kvantifikace mnozstvi molekul nukleovych
kyselin je diilezita pti studiu genové exprese nebo diagnostice ne¢kterych
patogenti. Narozdil od PCR, kde se detekuje az finalni produkt, v pribéhu real-
time PCR lze kontinudln¢ monitorovat ptirtistky DNA béhem kazdého cyklu.

K detekci vznikajiciho produktu se pouzivaji rizné systémy zaloZeny na stanoveni

zmény intenzity fluorescencniho zafeni béhem amplifikace.

Tato reakce se provadi v cyklerech s optikou, které umoznuji jak teplotni
cyklovani, tak excitaci substratl s naslednou detekci fluorescence v kazdé jamce.
V amplifika¢ni fazi dochazi k cilené amplifikaci vzorku cDNA, vytvotfeného
diivéjSim prepisem z RNA, za pouziti primeru. Primery (oligonukleotidy) jsou

sekvencné specifické fragmenty DNA o 20 — 25 nukleotidech, které si diky své
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komplementarité ptisedaji pravé ke konciim amplifikovaného tseku. Primer slouzi

jako pocatecni misto replikace DNA.

Nize v tabulce 2 je uveden pomér fedéni primera. Takto nafedény primer
se pouzije na piipravu reakéniho mixu (pfesné slozeni mixu viz tabulka 3). Dalsi
dilezitou komponentou je iQ™ SYBR ® Green Supermix (BioRad, USA), ktery
obsahuje dNTPs, iTaq™ DNA polymerasu, MgCl,, SYBR® Green I,

stabilizatory, fluorescein.

Kvantitativni PCR reakce sestavala z nasledujicich krokti: denaturace10
min pii teploté 95 °C a déle 45 cyklt amplifikace (95 °C/30s, 60 °C/25s a 72
°C/20s). Po ukonc¢eni amplifikace byly vzorky zvolna ohtaty z 65 °C na 95 °C pfti
kontinudlnim méfeni fluorescence pro ziskéani kiivky tani. Data byla vyjadiena

jako prahové hodnoty (Ct), tzn. jako zména fluorescence v redlném case.

Tab. 2. Redéni primeria (20 nM).

Pracovni roztok primeru se fedi tak, aby jeho vysledni koncentrace byla

20 nM.
Primer-Left

10 pl
(100 nM)

Vysledni koncentrace

Primer-Right ' '

10 pl primeru je 20 nM
(100 nM)

H>O 80 pl
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Tab. 3. SloZeni MIX-u na real-time PCR.
Mix obsahuje iQ™ SYBR ® Green Supermix, ktery je zlozen z dNTPs
(set Ctyf deoxynukleotida — dATP, dCTP, dGTP, dTTP), iTag™ DNA
polymerasy, MgCl,, SYBR® Green I, stabilizatort, fluoresceinu. Dale

obsahuje vodu, primery (levy a pravy) a komplementarni DNA.

Komponenty Objem sa 1 reakci
iQ™ SYBR R Green Supermix 12,5 ul
Primer Right + Primer Left S5ul

H>O 7,5 ul
cDNA 1 ul
Celkovy objem 26 ul

3.11.2 Experiment s EAE modelem

Celkova RNA byla extrahovana za pouziti ¢inidla TRI (Sigma-Aldrich,
Praha, Ceska republika). cDNA byla syntetizovana z RNA pomoci reverzni
transkriptdzy M — MLV (Top Bio, Praha, Ceska republika). cDNA slouzila jako
templat pro amplifikaci cilovych geni, stejné jako udrzovaciho genu B-aktinu
(gen Actb) RT PCR s SsoAdvanced ™ Universal SYBR® Green Supermix
(Biorad, Praha, Ceské republika). cDNA byla analyzovana pomoci CFX96 Touch
Real-Time PCR Detection System (Biorad, Praha, Ceska republika). Cilovymi
geny byly GalR1, GalR2 a GalR3. Cyklicky program PCR byl nésledujici: 95 ° C
po dobu 30 s a 40 cyklt 95 ° C po dobu 15 s a 60 ° C po dobu 30 s. Program
ktivky tani byl nasledujici: 65 © C az 95 ° C pti 0,5 ° C/ 5 s. Exprese cilovych
genl byla vypoctena porovnanim relativnich hladin po normalizaci s expresi -

aktinu (Yamashita et al., 2017).

3.11.2.1 Histologie v experimentu s EAE modelem

Vzorky patefe s michami byly fixovany 4% formaldehydem a michy byly
opatrné odstranény z obratlového kanalu. Material byl vloZen do parafinového
vosku. Sekce (tloustka 7 um) byly obarveny barvenim hematoxylin-eosin.

Snimky byly zachyceny na mikroskop Leica DMLB s kamerou MC170 HD
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(Leica Microsystems, Wetzlar, Némecko). Zanét byl hodnocen na 12 fezech od
kazdého zvitete. Rozsah zanétu byl vyhodnocen nasledovné: 0 = neni patrny
zanét; 1 = maly pocet zanétlivych bunék; 2 = mnoho infiltrujicich bun¢k; 3 =

rozsiteni perivaskularni manzety do sousednich tkani (rozsifend infiltrace).
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4 VYSLEDKY

V nasich experimentech jsme studovali komponenty galaninergniho
systému, u kterych predpokladame mozné modulacni/regulac¢ni propojeni.
Publikace uvadi udaje, Ze galanin ma kardiovaskularni ucinky, ale dalsi studie
o pfitomnosti jednotlivych komponent galaninergniho systému jsou ojedinélé. V
této disertacni praci jsme sledovali galaninergni systém v adenohypofyze za
fyziologickych podminek a za stresu pomoci stanoveni exprese mRNA a pomoci
imunofluorescen¢ni detekce nove syntetizovanych genti. Rovnéz jsme popsali
jeho zapojeni u mysiho modelu roztrousené sklerdzy, EAE, pomoci analyzy RT
PCR a stanoveni jeho bunécné lokalizace (v oligodendrocytech, mikrogliich,
astrocytech, ependymalnich buiikach a endotelovych buiikach v kapilarach)

imunohistochemicky.

Pfitomnost galaninergnich receptorovych subtypti v adenohypofyze jsme
potvrdili metodou Western blot, kterou jsme vzhledem k malému mnozstvi
adenohypofyzarni tkdn€ museli optimalizovat. Citlivost experimentalnich
podminek jsme testovali nejdiiv na srde¢nich komorach potkana, které maji ve

srovnani s adenohypofyzou vétsi objem.

Vysledky této prace jsou rozdéleny na Ctyii ¢asti. V prvni ¢asti jsou
uvedeny vysledky testovani riznych homogenizatori, lyzacnich puftrt,
blotovacich membran, nanaSecich pufri a inhibitort proteaz, které byly dualezité

pro optimalizaci metody Western blot.

V druhé ¢asti jsou vysledky stanoveni galaninergniho systému v samotné

adenohypofyze za bazalnich podminek a po aplikaci imobilizacniho stresu.

V tieti Casti jsou vysledky stanoveni CRH systému v hypofyze za
bazélnich podminek a po aplikaci riznych druhti imobiliza¢niho stresu u

kontrolnich mysi a u CRH knock-outovanych mysi.

V ctvrté Casti je popsano zapojeni galaninergniho systému u mysiho
modelu roztrousené sklerdzy, EAE, pomoci analyzy RT PCR a stanoveni jeho
bunécné lokalizace (v oligodendrocytech, mikrogliich, astrocytech,
ependymalnich bunikach a endotelovych bunkach v kapilarach)

imunohistochemicky.
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4.1 Optimalizace metody Western blot
4.1.1 Testovani homogenizatori a homogenizacnich pufri

Pti optimalizaci homogenizace jsme testovali 2 rizné pfistroje: Bio
Vortexer a Ultra — Turrax T8 IKA na galaninovych receptorech GalR1, GalR2 a
GalR3 u levych a pravych komor srdce potkana.

Déle jsme testovali lyza¢ni pufry — fostatovy puftr, radioimunoprecipitacni
pufr a mocovinu, které uvolni a rozpusti proteiny obsazené v testovanych bunkach
a tkénich. Pfi vybéru vhodného lyzaéniho pufru se predevsim fidime pozadavky

pouzité protilatky a lokalizaci testovaného proteinu.

Ovétovali jsme 1 pouziti dvou riznych nanasSecich roztok — Laemmli
Buffer (BioRad) a PLB (Protein loading buffer) a dvou riznych inhibitort protedz

— bakterialniho a sav¢iho.

Z obrazku 9 je patrné, Ze na GalR1 pouziti homogenizatoru vliv nema.
U GalR3 byl vyssi vytézek z homogenizace pomoci Bio Vortexeru. U GalR2 byla
homogenizace nedostacujici, proto jsme nasledné testovali vliv homogenizacnich
pufri — fosfatového pufru (PBS), radioimunoprecipita¢niho pufru (RIPA) a
mocoviny (UREA) (viz obr. 10, 11).
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GalR1

GalR2 GalR3
'PK PK LK LK ||PK PK kK WK||PK PK LK LK
IKA BV IKA BV | |IKA BV IKA BV |IKA BV IKA BV
150 kDa -
75kDa - GalR1
37 kDa - —
25 kDa - L

Obr. 10. Vysledek Western blotu GalR1, GalR2, GalR3 levych

komor a pravych komor srdce potkana za pouZiti riznych

homogenizatoru.

Na homogenizaci tkan€ jsme pouzili homogenizator Bio Vortexer a

Ultra-Turrax T8 IKA. Z vysledku je patrné, Ze na GalR1 pouziti

homogenizatoru vliv nema. U GalR3 byl vyssi vytézek z homogenizace

pomoci Bio Vortexeru. U GalR2 byla homogenizace nedostacujici, proto

jsme nasledné testovali vliv homogenizacnich pufri.

Pouzité zkratky: GalR1, 2, 3 - Galaninovy receptor 1, 2, 3, BV - Bio

Vortexer, IKA - Ultra-Turrax T8 IKA, LK — leva komora srdce potkana,

PK — prava komora srdce potkana
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GalR2

LK LK LK
PBS RIPA UREA

75 kDa -

920 kDa -

37 kDa -
- GalR2

A

25 kDa -

Obr. 11. Vysledek z Western blotu GalR2 u levych komor
potkana.

Pouzili jsme fosfatovy puft, radioimunoprecipitacni pufr a mocovinu. U
GalR2 vykazovala RIPA a UREA lepsi solubilizaci proteinu s vy$§im
vytézkem.

Pouzité zkratky: GalR2 — Galaninova receptor 2, LK — leva komora

potkana, PBS - fosfatovy pufr, RIPA - radioimunoprecipita¢ni pufr,
UREA — mocovina
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4.1.2 Testovani inhibitorid protiz a nanaSecich pufru

V dalsi fazi jsme testovali inhibitory protedz — bakteridlni a sav¢i a rozdil
mezi nanasecimi roztoky — Laemmli Buffer a PLB (protein loading buffer). Na
pokus jsme pouzili Stain-free technologii. Jedna se o detekéni metodu Stain-free
vyuzivajici specialni gel, ktery emituje pod UV zafenim fluorescenéni signal,
ktery Ize kvantifikovat za pouziti dokumenta¢niho syst¢ému ChemiDoc MP a

softwaru Image Lab.

Vliv inhibitoru proteaz nebyl zaznamenany (viz obr. 12). Na druhé¢ stran¢
pouziti komercéné vyrabéného nandseciho roztoku Laemmli Buffer vykazoval

kvalitnéj$i vysledek (viz obr. 12).
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Obr. 12. Vysledky ziskané metodou Western blot Stain—free

Gel 1: zobrazeni celkového proteinu, gel 2: zobrazeni GalR1. Jednotlivé

vzorky byly tkanové homogenaty levé komory srdce potkana. Byly

pouzity dva homogenizacni pufry: radioimunoprecipitacni pufr a

fosfatovy pufr a byly pouzity dva nanaseci pufry: Protein loading buffer a
Laemmli Buffer (BioRad).

SMP1: 1 LK + RIPA + PIC - bakterialni

SMP2: 1 LK + RIPA + PIC — sav¢i

SMP3: 1 LK + PBS + PIC — bakterialni

SMP4: 1 LK +PBS + PIC —sav¢i

potkana, PLB - Protein loading buffer.
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4.1.3 Testovani riznych blotovacich membran a geli

V dalsim kroku jsme sledovali vliv membran — porovnavali jsme
nitrocelul6zovou membranu a PVDF (polyvinylidenfluoridova). PVDF membrana
ma vétsi schopnost vazat proteiny (170 az 200 pg/cm?2), zatimco nitrocelulézova
ma niz$i kapacitu (80 az 100 pg/cm?2). Z toho plyne, ze PVDF mé vyhodu ve
vys$i senzitivité, na druhé strané ma 1 veétsi schopnost tvofit vyssi pozadi pti

detekci.

Z finan¢niho hlediska jsme testovali rovnéz vliv gelu nového a

expirovaného. Tyto faktory vSak nemély vliv na kvalitu vysledku (viz obr. 13).
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Nitrocelulozova membrana  Nitrocelulozova membrana PVDF membrana PVDF membrana
novy gel expirovany gel novy gel expirovany gel

LK LK LK LK LK LK LK LK LK LK LK LK LK LK LK LK
14 16 14 16 14 16 14 16 14 16 14 16 14 16 14 18

150 kDa -

75kDa -

50 kDa - — | |
N S - — r— S S—
. <—GalR1
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Obr. 13. Vysledek z Western blotu GalR1 u levych komor srdce
potkana.

V levé komoie je pritomen GalR 1, band se nachazi kolem hmotnosti 50
kDa odpovidajici udajum vyrobce protilatky. Na pokus byly pouzity dva
druhy membran — PVDF (polyvinylidenfluoridova) a nitrocelulozova a
dva druhy gelil — novy a proexpirovany. Vliv druhu membrany, ani

expirace gelu nebyl zaznamenan.

Pouzité zkratky: LK — leva komora potkana, GalR1 - Galaninovy receptor

1, PVDF — polyvinylidenfluoridova membrana
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4.1.4 Galaninergni peptidy v adenohypofyze — metoda Western

blot i s ovéFenim specificity protilatek

Expresi galaninergnich peptidii v adenohypofyze se nam podatilo
dokumentovat i metodou Western blot se sou¢asnym prikazem specificity
pouzitych protilatek uvedenych v metodéach. Jako ptiklad uvddime na obrazku 16
expresi galaninergnich receptort. Vysledky na obr. 16 prezentuji pfitomnost vSech
galaninergnich subtypti GalR1, GalR2 a GalR3 v adenohypofyze potkana
s uvedenim jejich molekulové hmotnosti. Soucasné byla urcena specificita

protilatky (pravy prouzek bez bandu).

GalR1 GalR2 GalR3
-50kDa || "o - 50kDa -50 kDa
L -37kDa
-37kDa Bl
——
- 15kDa
- 15kDa
- 15kDa

Obr. 14. Stanoveni galaninergnich receptori v adenohypofyze
— WB.
Metodou Western blot byly urceny receptorové subtypy galaninergnich
receptorl v homogenatu adenohypofyz potkana. Pfitomné bloty prokazuji
expresi vSech galaninergnich receptorovych subtypti GalR1, GalR2 a

GalR3 a jejich specificitu.

Pouzité zkratky: GalR1, GalR2, GalR3: galaninergni receptor 1, 2, 3

73



4.2 Stanoveni galaninergniho systému v adenohypofyze

Jak bylo uvedeno v metodické ¢asti disertace, pritkaz pfitomnosti
komponent galaninergniho systému jsme testovali imunofluorescencni metodou a

urcenim mRNA gent sledovanych peptidi.

4.2.1 Imunohistochemicka detekce Gal a GalLP za
fyziologickych podminek v adenohypofyze

V prvni Casti experimentu jsme testovali pfitomnost galaninergnich
peptidi v adenohypofyze. S vyuzitim imunohistochemie jsme stanovili nejprve
imunofluorescenéné znaceny galanin (Gal) (a), galanin-like peptide (Gal-LP (b) a
vSechny ti1 podtypy galaninovych receptori: GalR1 (c¢), GalR2 (d) a GalR3 (e)

v fezech adenohypofyzy za fyziologickych podminek.

Pro vyhodnoceni imunofluorescen¢nich studii byly vyuzity dva hlavni
parametry: pocet bun¢k reagujicich s primarni protilatkou a intenzita jejich
fluorescen¢niho signalu. Tyto parametry byly automaticky generovany softvérem
optické analyzy NIS Elements (viz metoda) v€etné statistiky a dalSich udaju.
Zjistili jsme pritomnost vSech testovanych galaninovych peptidi jak je

znazornéno na obrazku 15.
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Obr. 15. Imunofluorecsen¢né znaceny galanin (Gal) (a), galanin

like peptid (Gal-LP) (b) a vSechny tFi podtypy galaninovych
receptori - GalR1 (c), GalR2 (d) a GalR3 (e) v Fezech
adenohypofyzy potkana za fyziologickych podminek (zvétSeni
40x).
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4.2.2 Stanoveni exprese galaninergnich receptori

v adenohypofyze

V dalsi ¢asti pokusti jsme urcovali expresi mRNA obou neuropeptidii
galaninu a galanin-like peptidu a vSech tii receptorovych galaninovych subtypii za

fyziologickych podminek a po aplikaci stresu (viz metody).

Expresi jsme testovali imunofluorescenéni metodou i stanovenim exprese
mRNA. Na obrazku je uveden ptiklad zmén v expresi Gal R1 po aplikaci akutniho

stresu.

Obr. 16. Exprese GalR1 v adenohypofyze za fyziologickych
podminek (vlevo) a po puisobeni stresu (vpravo) stanovena na

imunofluorescen¢nim snimku.

V adenohypofyze jsme prokazali expresi mRNA pro vSechny tii
receptorové subtypy také metodou real time qPCR. Exprese GalR2
mnohonésobné pievysuje expresi GalR1 a GalR3, viz obrazek 17, coz je v

souladu 1 s vysledky exprese peptidi de novo.

U exprese mRNA GalR2, kterda mnohonéasobné pfevysuje expresi mRNA
GalR1 a mRNA GalR3 (Obr. 18), po aplikaci stresu nedochazi k signifikantni

zméné na rozdil od GalR1 a GalR3, kde byla relativni exprese stresem ovlivnéna.

Expresi mRNA GalR1, GalR2 a GalR3 za bazalnich podminek jsme
stanovili pomoci metody RT PCR. Po odecteni hodnot CT genii od hodnot CT
referenniho genu beta-aktinu jsme zjistili, ze exprese GalR2 byla vyznamné vyssi

nez exprese GalR1 a GalR3, viz obrazek 17.
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Pro vétsi srozumitelnost jsme uvedli vysledné hodnoty exprese receptoru

GalR1 a GalR3 z grafu na obrazku 17 v jiném m¢fitku, viz obrazek 18.

40 -
aco
aIMO 60+60
30 -
20 A
10 A
0 .
GalR1 GalR2 GalR3

Obr. 17. Srovnani exprese mRNA glaninovych receptorovych
subtypt GalR1, GalR2 a GalR3 v adenohypofyze potkana.
Vysledky kontrolni skupiny (modte) a skupiny s aplikaci akutniho stresu

(oranzove). Data jsou prezentovana jako relativni exprese (x100) = SEM.
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Obr. 18. Srovnani zmén exprese mRNA glaninergnich
receptorovych subtypii GalR1 (zelena barva) a GalR3 (Cervena

barva) po aplikaci stresu v adenohypofyze potkana.
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4.2.3 Exprese galaninergniho systému po aplikaci stresu

V dalsi ¢asti pokusti jsme urcovali expresi obou neuropeptida galaninu a
galanin like-peptidu a vSech tfi receptorovych galaninovych subtypti i jejich
mRNA po aplikaci stresu (viz metody). Sledovali jsme uc€inek akutniho stresu na

jednotlivé subtypy galanininergnich receptort.

Vysledky na obrazku 17 a 18 demonstruji, ze akutni stres nevyvolal zadné
zmény v expresi GalR2. Vypocty relativni exprese poukazuji na zvySenou expresi
GalR1 a snizenou expresi GalR3, ob¢ byly statisticky vyznamné. Exprese GalR2
mnohonéasobné pievysuje expresi GalR1 a GalR3, viz obrazek 18, coz je v

souladu i s vysledky exprese peptidit de novo.

U exprese mRNA GalR2, kterd mnohonasobné ptevysSuje expresi mRNA
GalR1 a mRNA GalR3 (Obr. 17), po aplikaci stresu nedochazi k signifikantni
zméné na rozdil na od GalR1 a GalR3, kde byla relativni exprese stresem

ovlivnéna.

4.2.4 Kolokalizace galaninergniho sytému a ACTH
v adenohypofyze

Pro ovéfeni nasi hypotézy, ze mtize byt galanin a galanin-like peptid
zapojeny v modulaci uvoliiovani adenohypofyzarnich hormoni, ptedevsim
ACTH, jsme v této fazi experimenttli imunofluorescencni metodou urcili

kolokalizaci téchto peptidu, viz obrazek 19.
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4.2.4.1 Kolokalizace galaninu a galanin-like peptidu v adenohypofyze

s ACTH

Gal ACTH Gal

GalLP ACTH GalLP + ACTH

Obr. 19. Kolokalizace galaninu a galanin-like peptidu s ACTH.
Na obrazku je zelené oznaceny galanin a galanin-like peptid, Cervené je
oznacené ACTH. Po slouceni zelené a Cervené barvy vznikne oranzova
az 7luta barva, ktera znaci mista, kde doslo k prekryvu zeleného a

cerveného signalu, tzv kolokalizaci.

Tyto vysledky prokazaly kolokalizaci galaninu a galanin-like peptidu s
adrenokortikotropnim hormonem. Zatimco galanin je s ACTH kolokalizovan ve
velké mite, kolokalizace ACTH s galanin-like peptidem je pouze ojediné€la. Tento

vysledek naznacuje moznou ucast galaninu pfi regulaci sekrece ACTH.

Cilem dals$iho experimentu proto bylo urcenit expresi a kolokalizaci

ACTH s jednotlivymi receptorovymi subtypy galaninu.
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4.2.4.2 Kolokalizace galaninergnich receptorovych subtypi s ACTH v

adenohypofyze

Vysledky uvedené na Obr. 20 prokazaly kolokalizaci galaninu a galanin
like peptidu s adrenokortikotropnim hormonem svédc¢ici pro moznou ucast
galaninu pfi regulaci sekrece ACTH. Dal$im experimentem proto bylo urceni

exprese a kolokalizace ACTH s jednotlivymi receptorovymi subtypy galaninu.

GalR1 ACTH GalR1 + ACTH

GalR3 ACTH GalR3

Obr. 20. Kolokalizace ACTH a GalR subtypi
v adenohypofyze.
Na obrazku je demonstrovana kolokalizace galaninergnich receptorovych
subtypti s ACTH, kde zelen¢ jsou oznacené jednotlivé galaninové
receptorové subtypy a Cervené ACTH. Po piekryvu oranzovozluta barva

vypovida o kolokalizaci obou peptidu.
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Tyto vysledky prokéazaly nejsilngjsi kolokalizaci ACTH s GalR2, kterd byla
pfitomna u vétSiny GalR2 pozitivnich bunék.

GalR1 je s ACTH kolokalizovan pouze ojedinéle a GalR3 kolokalizuje s
ACTH pouze na nekterych bunkéach.

Tyto vysledky svéd¢i o ucasti galaninovych receptori pii sekreci ACTH v
adenohypofyze potkana.
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4.3 Stanoveni CRH systému v hypofyze

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

fyziologickych podminek a po plisobeni akutniho stresu.

Zam¢fili jsme proto na urceni relativni kvantifikace exprese mRNA gent
téchto receptorti u kontrolnich zvifat a po aplikaci akutniho a chronického stresu

s riznou délkou expozice stresu, jak je uvedeno v metodické casti.

V literatufe je vénovana velka pozornost srovnani mechanismu piisobeni
jednorazového akutniho stresu a mechanismu ptisobeni chronického stresu
(opakovanému) u rtiznych psychickych a degenerativnich poruch, deprese,
Alzheimerovy choroby a dalSich. Byla popsana zména fady neurotransmiterovych
systémt a signalnich molekul. NasSe vysledky prokazuji, ze zatimco jednorazovy
stres pusobi snizeni aktivity, opakovany stres piisobi snizeni exprese. U CRH
nebyl tento zavazny problém zatim popsan, a proto jsme se této problematice

vénovali.

4.3.1 Regulace genové exprese CRH receptori a transkripéniho

proteinu CREB v hypofyze mySi po stresu

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

receptord v regulaci stresové odpovédi. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 4.

Testovali jsme 1 dopad systémové aplikace galaninu ihned po stresu.
Vysledky behavioralnich studii zaméteny na celkovou pohybovou vzdalenost a
rychlost pohybu (data nejsou uvedena) naznacuji, ze systémova aplikace galaninu
zabrénila snizeni lokomoce zptisobené stresem (Klenerova et al., 2011a). Tento

objev svédci o pronikani galaninu pies hematoencefalickou barieru a o
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anxiolytickém pisobeni galaninu a o jeho antistresovém uc¢inku (Klenerova et al.,

2009).

Tabulka 4. Stanoveni exprese mRNA CRH-R1 a CRH-R2 po
akutnim a opakovaném stresu v hypofyzach wild-type (WT) a
knock-out (KO) mysi.

Expression of mRNA CRHR, 2247 WTvs WT | KOvsKO | KOvsWT WT vs KO
Stress | Samples| Recept. WT | Knock-out| CRHR1co | CRHR1co | CRHR1co
Control CRHR1 0,976 1,117 100,0 100,0 1144 1T | 114,4 T
CRH R2 1,076 1,07 110,2 95,8 109,6 99,4
somin |CRHRL [ 08215 | 0,194 | 842 ¢ |174 VU] 199 44| 236 U
CRHR2 0,945 0,877 96,8 785 L 89,9 92,8
IMO 7x oomin| CRHRL | 0843 | 0217 | 864 4 | 194 YV| 222 V4| 257 LU
CRHR2 | 1,635 | 0866 |1675 ™| 775 L | 887 & |530 Li
Expression of mRNA CRHR, 27247 WTvs WT | KOvsKO | KOvsWT WTvs KO
Stress | Samples| Recept. WT Knock-out| CRHR1co | CRHR1co | CRHR1co
control |LCRARL | 0,976 | 1,117 [100,0 100,0 1144 1 | 1144 1
CRHR2 1,076 1,07 110,2 95,8 109,6 99,4
30 min CRHR1 0,977 1,129 100,1 101,1 115,7 115,6 T
CRHR2 | 0,731 | 0,901 | 749 & | 80,7 92,3 1233 1
IMO 1x
190 min | CRHRL | 0,44 1,064 451 4| 953 109,0 2418 T1TT
CRH R2 0,435 0,632 44,6 JJ| 56,6 L4 | 64,8 JJ|1453 T

V tabulce jsou shrnuty hodnoty exprese mRNA u kontrolnich skupin
zvitat, a skupin, kterym jsme aplikovali akutni (IMO 1x) a opakovany

imobilizacni stres (IMO 7x) v intervalech 30 a 120 min.

V tabulce jsou hodnoty stanovené exprese CRH-R1 mRNA, a CRH-R2
mRNA.

Jako 100% byla zvolena kontrola CRH-R1. Exprese mRNA byla
stanovena metodou Real Time qPCR a vysledky jsou vyjadieny jako relativni

2-AACT

exprese, ktera byla pocitana pomoci , jak je popsano v metodické ¢asti

disertace.

Nase vysledky prokdzaly, Ze expozice riznych typi stresu maji rozdilné
ucinky jak na expresi obou subtypii CRH receptord, tak na expresi CREB. Jako
prvni jsme v adenohypofyze popsali expresi CREB za bazalnich podminek a po
ptsobenti stresu. Zapojeni CREB v regulaci genové exprese CRH systému a jeho
ucast v dalSich funkcich nervového systému je diilezity cil pro terapeuticky ucinek

antidepresivnich 1éc¢iv.
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Opakovany stres v intervalu 30 min vedl ke sniZzeni exprese mRNA jak u
kontrolnich WT, tak u knockoutovanych CRH-KO mysi, zatimco prodlouzeni
intervalu na 120 min vedlo k vysoce signifikantnimu snizeni CRH-R1 mRNA
pouze u CRH-KO mysi. NaSe vysledky tak svéd¢i o mozném zapojeni obou CRH

receptord v regulaci stresové odpovedi.
4.4 Stanoveni galaninergniho systému u modelu EAE

V posledni ¢asti prace jsme stanovovali expresi galaninovych receptort
(GalR1, GalR2, GalR3) v miSe u mySiho modelu roztrousSen¢ skler6zy, EAE
pomoci analyzy RT PCR a stanoveni bunééné lokalizace GalR1 (v
oligodendrocytech, mikrogliich, astrocytech, ependymalnich buiikéach a
endotelovych bunkach v kapilarach) imunohistochemicky. K ovéieni stupné

neuroinflamace byla provedena histologicka analyza.
4.4.1 Genova exprese

Paty den po indukci EAE, na vrcholu onemocnéni (zdvaznost onemocnéni
métend skore EAE byla 3,27 + 1,20), byla hladina mRNA GalR1 vyznamné
snizena u mysi s EAE ve srovnani s kontrolami (p = 0,016), viz obrazek 21.
Hladiny mRNA GalR2 a GalR3 se vSak mezi EAE a kontrolnimi mySmi
vyznamné¢ neliSily. Nebyly nalezeny Zadné vyznamné korelace mezi zdvaznosti
onemocnéni a hladinou mRNA GalR1 (r =-0,391, p = 0,083), hladinou mRNA
GalR2 (r=0,127, p=0,01) a hladinou mRNA GalR3 (r = 0,408, p = 0,074).
Vysledky jsou uvedeny na obrazku 22.

EAE scores

04 T l — T T T
9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Days

Obr. 21. Vyvoj skore EAE v experimentalni skupiné.
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Obr. 22. Exprese galaninovych receptoru v miSe u kontrolnich

a experimentalnich mysi s autoimunitni encefalomyelitidou

(EAE). Relativni genova exprese: A — GalR1; B - GalR2; C -

GalR3. Vysledky jsou uvedeny jako priamér + SD (n = 12

vzorki v EAE a 14 vzorku v kontrolni skupiné), * p < 0,05.
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4.4.2 Imunohistochemie

Imunohistochemicka detekce GalR1 odhalila jeho expresi v miSe mysi s
EAE, stejné jako u zdravych kontrolnich zvitat. Nejsiln€jsi imunoreaktivita byla
pozorovana u ependymalnich bun¢k lemujicich centralni kandl michy (obr. 23A).
Endotelidlni buniky v kapilarach byly také imunoreaktivni k GalR1 (obr. 23B).
Slaba imunoreaktivita k GalR1 byla ptilezZitostné detekovana v nékterych
oligodendrocytech. Intenzita imunoreaktivity GalR1 byla srovnatelna mezi vzorky

u mysi s EAE a u kontrolnich mysi.
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Obr.23. Imunohistochemicka detekce GalR1 v miSe.
Intenzita imunoreaktivity GalR1 byla srovnatelna u vzorki mysi s EAE a
kontrolnich mysi. Konfokalni snimky zobrazujici vysledky
imunofluorescen¢niho znac¢eni GalR1 v mise mysi s EAE (A, B, G, H) a
zdravych kontrolnich mysi (C-F). (A, C) GalR1 je exprimovan v
ependymalnich bunkach (zelen€) kolem centralniho kanalu michy (¥).
Jadra jsou obarvena DAPI (modie). (B, D) Jeden kanal z (A, C)
odpovidajici imunoreaktivit¢ GalR1. (E, G) GalR1 (zeleng) je
exprimovan v endotelu kapilar v miSe (hrot Sipky). Jadra jsou obarvena
DAPI (modre). (F, H) Jeden kanal z (E, G) ukazujici expresi GalR1.
Mefitko v A, B, E, F =50 um; v C, D, G, H =20 pm.
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4.4.3 Histologie

K ovéfeni stupné neurozanétlivosti byla provedena histologické analyza
pomoci tkanovych fezt pripravenych z kontrolni i EAE skupiny (obr. 24). Barveni
hematoxylin-eosinem bylo pouZito ke stanoveni rozsahu infiltrace
mononukledrnich bun€k a perivaskularni manzety v miSe. V souladu s klinickymi
vysledky kontrolni skupina vykazovala masivni infiltraci mononuklearnich bunék

do michy s vice lozisky zanétu (skore zanétu bylo 2,67 + 0,33).

Obr. 24. Morfologie michy u zvirat s EAE.
A. Obrazek bilé hmoty michy od zvitete s EAE. Jsou viditelna dvé

zangétliva loziska (hvézdicka) spoleéné s vicero oteklymi axony (vrcholy
Sipek).
B. Obrazek bilé hmoty michy od kontrolniho zdravého zvitete. Struktura

michy je dobfe zachovana a neni pfitomna zadn4 zanétliva infiltrace.

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



5 DISKUZE

Disertacni prace se vénuje galaninergnimu a CRH systému v CNS zejména
v adenohypofyze, kterd tvori hlavni ¢ast HPA osy a hraje zésadni roli v stresové
odpovédi. Tortorella se své praci zjistila, ze galanin mé dalezitou funkci v
autokrinni/parakrinni funk¢éni regulaci centralnich a perifernich vétvi HPA osy
(Tortorella et al., 2007). Mechanizmus regulace adenohypofyzy je pomérné
komplexni, a je obecné znamo, Ze adenohypofyza je regulovana hypotalamem
pies portalni systém (Raisman, 1997). Mechanismus plisobeni galaninu nebyl
dosud zcela objasnén (Liu a Ju 1998). Existuje fada diikaz, které poukazuji na
stimulac¢ni tlohu galaninu na centralni vétev HPA osy, t.j. na uvoliiovani CRH a
ACTH, ¢imz se stimuluje kiira nadledvin k sekreci glukokortikoidl (Klenerova et
al., 2018). Galanin hraje dilezitou roli v modulaci odpovédi HPA osy na stres
(Kozlovsky et al., 2009), rovnéz v patogenezi fady onemocnéni, jako napf.
hypofyzarnich adenomii (Kozlovsky et al., 2009), v patogenezi feochromocytomu
(Rauch and Kofler 2010) a mnoha dalSich. Ackoli jsou galanin a jeho receptory
exprimovany ve vSech anatomickych oblastech HPA osy, data zabyvajici se
ulohou galaninergniho systému ve fyziologii a patofyziologii HPA osy nejsou

vysvétlena (Packard et al., 2016).

Rada autorti popsala distribuci galaninovych receptorti v riiznych tkanich,
detailné to uvadi publikace Watersa a Krause (Waters a Krause, 2000), ale udaje o
pritomnosti mRNA galaninovych receptorovych subtypt v adenohypofyze zcela
chybi. Prestoze je znamo, Ze nékteré neuropeptidy jsou zapojeny do stresové
odpovédi (Klenerova et al., 2006; Klenerova et al.; 2017 Slavikova et al., 2016),
uloha galaninovych receptorovych subtyptl za stresu nebyla doposud popsana.
Galanin ma modulaé¢ni t¢inek na kratkodobé a dlouhodobé zmény chovéni u
potkanti vyvolany imobiliza¢nim stresem (Klenerova et al., 2011)a je zapojen do
kontroly kardiovaskularniho systému poéas stresu (Skopek et al., 2012; Sipkova et
al., 2017b). Pfestoze vyzkumy zamétené na G€inky galaninu zaznamenaly
v posledni dob¢ obrovsky pokrok, zadna z publikaci nezkoumala jeho funkce
v adenohypofyze. V nasi praci jsme prokazali expresi mRNA vSech subtypt
galaninovych receptort (GalR1, GalR2 a GalR3) za fyziologickych podminek.

Zjistili jsme, ze exprese mRNA GalR2 je mnohem vyssi neZ exprese zbylych
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dvou receptorti GalR1 a GalR3. Nase experimenty s aplikaci stresu vedou
k zavéru, ze zatimco akutni stres nevyvolal zadné zmény v expresi GalR2, exprese

GalR1 se naopak zvysila a exprese GalR3 se snizila.

Vzhledem k vyse uvedenym vysledklim exprese galaninergnich receptort
musime vyvratit dosavadni tvrzeni, Ze bunécna signalni kaskada galaninergnich
receptori se lisi (Sipkova et al., 2017a). Viechny tii galaninové receptory patii do
velké rodiny receptort sprazenych s G-proteiny, ale stimulace GalR1 aktivuje
adenylatcyklazu s Galo inhibi¢nim proteinem, stimulace GalR2 aktivuje
fosfolipazu C a nakonec stimulace GalR3 aktivuje drahu spfazenou s Gi/0
proteinem (Lang et al., 2007). V adenohypofyze je syntetizovéna fada
hypofyzéarnich hormond, které mohou mit funk¢ni souvislost s galaninem,
zejména syntéza ACTH. Podrobnéjsi zkoumani kolokalizace galaninu a
galaninovych receptorovych subtypt s ACTH by usnadnilo rozkli¢ovani lohy
galaninu za ptisobeni rtiznych typt stresu. V nasich predbéznych pokusech na
tkanovych fezech adenohypofyzy jsme zkoumali kolokalizaci ACTH
s galaninergnim systémem. Zjistili jsme kolokalizaci ACTH s GalR2, pfi¢emz
GalR1 je kolokalizovéan jenom ojedinéle a GalR3 je kolokalizovan jenom
v nékterych buitkach. Tyto vysledky svédci o ucasti galaninergnich receptort pii

sekreci ACTH v adenohypofyze potkana.

Vysledky nasi studie 1ze shrnout tak, Ze biologicka aktivita signalizace
galaninu je velmi komplexni a hraje dilezitou roli v n¢kolika diilezitych
procesech vcetné akutniho stresu. Galaninové receptorové subtypy GalR1, GalR2,
a GalR3 se pravdépodobné ucastni pochodl souvisejicich s galaninem, proto jsme
se zam¢éfili na stanoveni relativni exprese téchto receptort ve tkanich citlivych na
galanin, v¢etn¢ adenohypofyzy. Vzhledem k tomu, Ze byla vyslovena hypotéza, ze
komponenty galaninergniho systému mohou slouzit jako terpaeutické cile
farmakologické 1é¢by fady onemocnéni, piedstavuje galaninergni systém v

adenohypofyze velmi aktualni téma, které si zaslouzi dal$i pozornost.

V druhé ¢asti prace bylo analyzovano zapojeni CRH receptort v hypofyze
mys$i v reakci na akutni a opakovany imobilizaéni stres. Pouzili jsme samce mysi s
deficitem CRH (CRH-KO), které maji vyrazné¢ snizenou HPA aktivitu. Literatura
uvadi, ze Kvetnanského skupina testovala moznou souvislost mezi CRH a

fosforylaci tau proteinu s vyuzitim CRH-KO mysi, u kterych byla pouzita
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imobilizace jako induktor HPA osy (Filip¢ik et al., 2012), (Kvetiansky et al.,
2008). CRH-KO mysi vykazovaly zmény v aktivit¢ HPA osy a odhalily zhorSené
reakce stres a postradaly normalni denni reakce na glukokortikoidni rytmus.
Vzhledem k tomu, ze uvoliiovani ACTH v reakci na CRH je u CRH-KO mysi
normalni, tyto Gdaje naznacuji, ze CRH je nezbytny pro odpovéd’ hypofyzy a

nadledvin na stres zpisoben omezenim pohybu.

Cilem prace bylo zjistit odpoveéd’ na otazku: "Jak by nedostatek CRH
ovlivnil genovou expresi CRH receptorti v hypofyze kontrolnich mysi a mysi,
kterym aplikovan stres". Nase vysledky ukazaly vliv akutniho stresu na expresi
gentt CRH receptorti. Akutni stres v intervalu 120 min u mysi WT vyvolal velmi
vyrazny pokles (na 48 %) exprese CRH-R1 mRNA po stresu ve srovnani s mRNA
u CRH-KO mysi, u nichz byla exprese bez odezvy. Exprese CRH-R2 po akutnim
stresu (120 min) odhalila velmi vyrazny pokles u mysi WT, ale ve skupiné¢ CRH-
KO byl pokles nevyznamny.

Vystaveni opakovanému stresu odhalilo velmi zajimavé vysledky v
expresi obou receptorti. Opakovany stres nezpiisobil zadné zmény exprese CRH-
R1 umysi WT, ale vyvolal velmi vyrazny pokles exprese CRH-R1 u CRH-KO
mysi u obou intervali stresu. Exprese mRNA receptortt CRH-R2 se velmi
vyznamn¢ zvysila u mys$i WT po opakovaném 120minutovém stresovém intervalu
a u mysi CRH-KO neodhalila Zddné zmény. Tyto vysledky by mohly naznacovat
moznost odlisné regulace CRH receptorti u akutniho a opakovaného chronického

stresu v hypofyze.

CRH receptory jsou sptrazeny s G-proteiny a vyuzivaji druhého posla
cyklicky adenosin-3,5-monofosfat k prenosu intracelularnich signalt v CRH
neuronech. CRH muze sniZzovat expresi mRNA CRH-R1 v hypofyze a
hypotalamu. T. Suda se svym japonskym tymem vyslovil hypotézu, Zze "CREB
muze zprostiedkovavat pfinejmensim ¢ast tohoto inhibi¢niho G¢inku a miize se
podilet na signalech exprese genit CRH vyvolanych stresem" (Itoi et al., 1996;
Kasagi et al., 2002). Nedavné studie naznacuji, Ze CREB je nezbytny, ale nikoliv
dostacujict, pro aktivaci transkripce CRH, coZ naznacuje dulezitost transkripcnich
koaktivatort regulovanych cAMP (Liu et al. 2010). Tyto faktory by mohly
potlacit transkripci CRH a slouzit jako ochranny mechanismus pro nadmérnou

expresi CRH (Aguilera a Liu, 2012). Dalsi zdroj uvadi, ze CRH-R1 a CRH-R2
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vyvolava fosforylaci transkripéniho faktoru CREB a naznacuje ptimou souvislost
mezi aktivaci G-sprazenych membranovych receptorti s expresi genil
zprostiedkovanou CREB. (Kishimoto et al. 2000). Vysvétleni naSich vysledki
tykajicich se vlivu akutniho stresu a opakovaného stresu na expresi mRNA
faktoru CREB z tohoto hlediska neni jednoduché a vyzaduje si dalsi studium.
Tato prace zkoumala G¢inek stresorti v hypofyze a popsala kvantitativni rozdily v
expresi hypofyzarnich CRH receptort u CRH-KO mysi po akutnim a
opakovaném stresu. Zjistili jsme velmi vyznamné rozdily v expresi mRNA CRH
receptori mezi u¢inkem jednorazového (IMO 1x) a opakovaného stresu (IMO 7x)
u WT i CRH-KO mysi a velmi vyrazny pokles mRNA CRH-R1 u CRH KO mysi
po opakovaném stresu. Nase vysledky naznacuji, ze oba CRH receptory se mohou
podilet na regulaci stresové odpovédi v hypofyze mysi. Zjistili jsme rozdil v
expresi CREB mRNA mezi skupinami WT a CRH-KO mysi a pfedpokladame, Ze
CREB se podili na reakcich na akutni a opakovany stres v hypofyze. Regulace
reakce na stres by mohla byt 1épe pochopena, kdyby bylo vice poznatki o
mechanismech transdukce signalu z CRH receptort a zapojeni systému CREB.
Treti ¢ast prace si kladla za cil posoudit expresi galaninovych receptori v mise
my$i v modelu EAE a stanoventi distribuce GalR1 v gliovych buiikach. Do
experimentu jsme vybrali michu z toho diivodu, ze se jedna o nejvice postizenou
¢ast CNS v modelu EAE, kde je zdnét omezen predevsim na michu (Lassmann a
Bradl, 2017).

Hladina mRNA GalR1 byla vyznamné& sniZzena u mysi s EAE ve srovnani
se zdravymi kontrolami, zatimco hladina mRNA ostatnich galaninovych receptort
nebyla zménéna po indukci EAE. Imunohistochemicka detekce GalR1 odhalila
jeho expresi v ependymalnich a endotelovych buiikach. Navic v nékterych
oligodendrocytech byla ojedinéle detekovana slaba imunoreaktivita ke GalR1.

Jak bylo popsano vyse, galaninové funkce jsou zprostfedkovany pies 3
galaninové receptory (GalR1, GalR2, GalR3), které¢ maji podstatné rozdily v jejich
funk¢ni vazbé na G-regulacni proteiny. V této ¢asti jsme zjistili pokles hladin
GalR1 mRNA u mysi s EAE a zadné zmény v expresi GalR2. Literatura uvadi, ze
u modelu roztrousené skler6zy indukované kuprizonem byla zvySena exprese
GalR1 béhem demyelinizace a GalR2 béhem remyelinizace (Zhang et al., 2012).
Pti¢in téchto nesrovnalosti miize byt n¢kolik. Za prvé, existuji vyznamné

patofyziologické rozdily mezi RS indukovanou kuprizonem a modelem EAE.
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Tyto dva modely mohou byt pouzity pro rizné ucely. Odrazeji rizné aspekty
patofyziologie RS. Model EAE je vhodny k napodobovani autoimunitniho ptivodu
RS, zatimco model indukovany kuprizonem se vyuziva pro studium zakladt
reakci a interakci mezi gliovymi bunkami béhem demyelinizace a remyelinizace,
zbaveno procest souvisejicich s imunitou (Gudi et al., 2014). Nékteii védci vSak
vznesli pochybnosti o relevanci kuprizonového modelu RS, vzhledem k tomu, Ze
indukce CNS 1ézi neni imunitné zprostfedkovana a je zcela odlisna od 1ézi v RS
(Gudi et al., 2014). Dale demyelinizace v modelu indukovaném kuprizonem se
vyskytuje pouze v mozku mysi (nejvice postizena oblast v tomto modelu je
kaudalni segment corpus callosum (CC)) a ne v miSe (Zhan et al., 2020). V naSich
pokusech jsme zkoumali expresi GalR3 ve vzorcich michy v modelu EAE, jelikoz
vysledky publikaci ukazuji, ze GalR3 je specificky zapojen do modulace imunitni
odpovédi. Delece GalR3 v experimentalnich modelech autoimunitnich
onemocnéni, jako je artritida, psoriaza, pankreatitida, a kolitida zhorsila zavaznost
onemocnéni (Barreto et al., 2011), (Brunner et al., 2021). Na rozdil od nasi
hypotézy jsme nenasli zadné rozdily v expresi GalR3 mezi EAE a kontrolnimi
mySemi, proto jsme dosli k zavéru, ze GalR3 neni zapojeny do patofyziologie

EAE.

Toto je prvni studie, kterd popisuje distribuci GalR1 v gliovych buiikach v
galaninu. Dfive bylo zji§téno, Ze galanin je v RS lézich vyrazné zvySeny, vcetné
stinovych plakti v mozkovych tkanich post mortem pacientt trpicich chronickou
RS vyhradné v mikrogliich, i kdyz ne vSechny mikroglie byly pozitivni na galanin
(Wraith et al., 2009). Stejni autofi uvedli, ze galanin byl up-regulovan v mise
mys$i s EAE, ale zde vyhradné v oligodendrocytech. V nasi praci jsme zjistili, Ze
GalR1 je exprimovan v ependymalnich bunkéch lemujicich centralni kanal michy
a v endotelialnich bunkach kapilar, se sporadickou imunoreaktivitou v
oligodendrocytech michy. Stejné vysledky jsme pozorovali jak ve skupiné s EAE,
tak ve zdravé kontrolni skupin€. NaSe prace pfinesla zajimavé vysledky, zvlaste
kdyz vezmeme v tivahu, ze ependymalni a endotelialni buniky jsou v patogenezi

RS do zna¢né miry podhodnoceny (Hatrock et al., 2020), (Yun at al., 2017).

Ependymalni butiky jsou fasinkové epitelidlni buiiky, které lemuji cely

ventrikuldrni povrch CNS, vetné centralniho kandlu michy (Del Bigio, 2010).
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Tyto buniky produkuji mozkomi$ni mok (cerebrospinal fluid, CSF); navic
predstavuji imunologickou bariéru mezi CSF a CNS a také kontroluji obousmérny
ob¢h a metabolismus rtiznych molekul v CSF (Hatrock et al., 2020), (Del Bigio,
2010). Ependymalni buiiky jsou citlivé na mediatory zanétu; jejich poskozeni
muze pripadné vést ke zhorSené eliminaci buné¢éného odpadu, coz mize mit za
nasledek akumulaci skodlivych a toxickych faktorti pro CNS (Hatrock et al.,
2020). Podle nasich znalosti je nase studie prvni, ktera detekovala imunoreaktivitu
GalR1 v ependymalnich buiikach; potencialni role galaninu v regulaci

ependymalnich bunék nebyla dosud identifikovana.

Receptory GalR1 byly diive detekovany v endotelidlnich bunikach v oku
(Kaser-Eichberger et al., 2017), (Schrddl et al., 2015) a obecné bylo znamo, ze
galanin hraje roli v procesu angiogeneze (Yamamoto et al., 2013), (Yamamoto et
al., 2011). Soubézné se stimulaci angiogeneze byla pozorovnna béhem granulace
kozni tkan¢ upregulace GalR1 a GalR2 v pericytech (Yamamoto et al., 2011).
Role angiogeneze v patofyziologii RS neni zcela jasna. Nedavny vyzkum ukazuje,
ze angiogeneze hraje negativni roli v patologii RS a EAE. Angiogenni faktory
mohou zpiisobit poskozeni cévni bazalni membrany, narusit hematoencefalickou
bariéru a spustit infiltraci imunitnich bunék do CNS (Rigau et al., 2007), (Roscoe
et al., 2009). Podle literatury vedla farmakologickd inhibice angiogeneze u mysi s
EAE ke zlepseni klinického skore, coz podporuje hypotézu ohledné skodlivosti
angiogeneze v EAE (MacMillan et al., 2014), (Roscoe et al., 2009), (MacMillan et
al., 2012). Na zakladé vysledki této studie tedy mizeme predpokladat, Ze galanin
muZe mit roli v obéhovém systému mozku (Botz et al., 2016) a pfi podpote
angiogeneze v EAE. V tomto pfipad¢ muize snizeni exprese mRNA GalR1
predstavovat kompenza¢ni mechanismus proti $kodlivé angiogenezi. Klinické
pouziti antagonistii GalR1 by tedy mohlo potencialné mit pfiznivy antiangiogenni
ucinek. Protoze je tato hypotéza vysoce spekulativni, je zapotiebi dalSiho

vyzkumu k objasnéni mozné tlohy galaninu v angiogenezi u EAE a RS.

Navzdory skutecnosti, ze galaninové ligandy jsou velkym pftislibem jako
nova terapeutika CNS, konkrétni agonisté a antagonisté galaninu stale nejsou pro
klinické pouziti k dispozici. Doposud byly vyvinuty nebo extrahovany rizné
nepeptidové a peptidové ligandy z ptirodnich zdroji (napt. antifungalni metabolit

Sch202596 pochazejici z Aspergillus sp.) (Min et al., 1997). Zadna z téchto latek
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vSak nevykézala pfiznivy farmakologicky profil z hlediska metabolické stability,
vysokého afinity k receptoru a z hlediska selektivity, stejn¢ jako schopnost

piekonat hematoencefalickou bariéru (Freimann et al., 2015).
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6 ZAVERY

Zavedli jsme metodu Western blot s turbo blotovacim zatizenim,
vyuzivajici detekcni technologii Stain-free, pomoci které 1ze kvantifikovat i velmi
malé mnozstvi proteinu, a tak stanovit pfitomnost galaniner-gnich receptort
v adenohypofyze a miSe a CRH receptorti v hypofyze. Metoda je zaloZena na
specialnim gelu, ktery emituje pod UV zafenim fluorescenéni signal, ten lze
kvantifikovat za pouziti dokumentacniho syst¢ému ChemiDoc MP a softwaru
Image Lab. Tato metoda rovnéZ umoznila otestovat specificitu primarnich

protilatek.

Imunofluorescencni metodou jsme stanovili expresi galaninu, galanin-like
peptidu a tfi galaninovych receptorovych subtypii a ACTH. Stanovili jsme
imunofluorescenéné znaceny galanin, galanin like-peptid a vSechny tii podtypy

galaninovych v adenohypofyze za bazalnich podminek a po aplikaci stresu.

Ur¢ili jsme expresi vSech testovanych galaninergnichch peptidi a CRH-R1
a CRH-R2 receptort také metodou RT PCR. Zjistili jsme, Ze exprese mRNA
GalR2 za bazalnich podminek je mnohem vyssi nez exprese mRNA GalR1 a
GalR3. Akutni stres nevyvolal zadné zmény v expresi GalR2, zatimco exprese
receptoru GalR1 se naopak zvysila a exprese receptoru GalR3 se snizila. Rlizné

typy stresu vedly ke zméné exprese CRH receptord.

V adenohypofyze jsme dale sledovali kolokalizaci Gal a GalLP s ACTH.
Nalezli jsme kolokalizaci galaninu s ACTH, zatimco kolokalizace ACTH
s galanin-like peptidem je pouze ojediné€la. Urcili jsme také kolokalizaci ACTH
s galaninovymi receptory. Tyto vysledky potvrzuji zapojeni galaninergniho

systému v adenohypofyze pii sekreci ACTH.

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

v regulaci stresové odpoveédi.
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V ¢asti vénované expresi galaninovych receptorti v miSe mysi v modelu
EAE a stanoveni distribuce GalR1 v gliovych bunkach, jsme pomoci
imunohistochemické analyzy odhalily expresi GalR1 v ependymalnich a
endotelovych bunkach v miSe, pfi¢emz slaba imunoreaktivita byla detekovana
rovnéZ v oligodendrocytech. Exprese mRNA GalR1 byla snizena v michach mysi
s EAE, coz by mohlo pfedstavovat kompenzac¢ni mechanismus proti procesim
zprostfedkovanym galaninem, které mohou byt skodlivé pro patofyziologii EAE.
Studium genové exprese a imunohistochemické detekce galaninovych receptort v
této praci vSak nevysvétluji mechanismy ptsobeni galaninu v patofyziologii EAE
a RS. Jsou proto zapotiebi dalsi studie zaméteny na zkoumani role galaninu v

patofyziologii EAE a RS.

Zavery plynouci z vySe popsanych vysledkl 1ze shrnout nasledovné: v této
disertaci jsme prokazali v adenohypofyze pfitomnost galaninu, galanin-like
peptidu a vSech tii subtypt receptorti galaninu a CRH a jeho receptort v hypofyze
za fyziologickych podminek i po aplikaci stresu. Prokazali jsme jako prvni v
literatute zapojeni galaninergniho a CRH systému v adenohypofyze a hypofyze
v regulaci stresu. Popsali jsme distribuci GalR1 v gliovych buitkdch v modelu

EAE a potvrdili zapojeni galaninu do patofyziologie EAE a RS.
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