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Abstrakt

Tryptofan je aminokyselina, kterd ma v téle mnoho funkci. Kromé& ucasti na produkci
proteinil figuruje jako substrat pro kynureninovou a methoxyindolovou metabolickou drahu.
Kynureninova drdha konéi produkci nikotinamid adenin dinukleotidu (NAD"), ktery je
potieba pro bunécnou energetickou produkci. Pii zvySené poptavce po energii, napt. behem
aktivace imunitniho systému je tedy aktivita kynureninové drahy zvySena. Pfi zvySené
aktivit¢ produkuje vice imunoaktivni a neuroaktivni metabolity, jako jsou kyselina
kynurenova a kyselina chinolinova. Tyto metabolity se u¢astni mnoha procest v téle a
ovliviluji patologii mnoha onemocnéni. Studie ukazuji, Ze regulace hladiny téchto metaboliti
by mohla byt klicovd v inovaci 1éby nddorovych, kardiovaskuldrnich nebo
neurodegenerativnich onemocnéni. Methoxyindolovd drdha je dalsi dilezitd draha
zpracovavajici tryptofan. Jeji nejznaméj$i metabolity jsou serotonin, ktery putsobi jako
neurotransmiter, a melatonin, hormon s imunomodula¢nimi G¢inky regulovany cirkadiannimi

hodinami.

Tato prace se zabyva cirkadianni rytmicitou exprese enzymu téchto dvou
metabolickych drah. Také popisuje u€inek systémového podani endotoxinu lipopolysacharidu
(LPS) na expresi genti téchto enzymii. Nase pokusy vyuzivaly potkany kmene Wistar ve stafi
30 dnt. Lipopolysacharid byl podan experimentalni skupiné ¢tyfi hodiny pted zhasnutim a
odbéry tkani, byly provadény béhem 24 hodin ve tfihodinovych intervalech. Pro ucely této
prace byly odebrany vzorky epifyz, jater a srdci. Mira exprese méfenych genil byla stanovena
metodou RT-qPCR. Vysledky této prace potvrdily pfitomnost cirkadidnniho rytmu nékterych
genil kynureninové drahy v jatrech a zmény v expresi gent kynureninové drdhy a métenych

gentl transkripcnich faktorti a hodinovych geni.

Klicova slova: kynureniny, melatonin, pinedlni Zzlaza, jatra, srdce, lipopolysacharid,

cirkadianni systém, potkan



Abstract

Tryptophan is an aminoacid which has many functions in the body. Besides its participation
in the production of proteins, it acts as a substrate for the kynurenine and methoxyindole
metabolic pathways. The kynurenine pathway ends with the production of nikotinamide
adenin dinukleotide (NAD"), which is needed for the production of cellular energy. Thus,
with increased energy demand during immune system activation, the activity of the
kynurenine pathway is increased. Due to increased activity, it produces more immunoactive
and neuroactive metabolites such as kynurenic acid and quinolinic acid. These metabolites
are involved in many processes in the body and affect the pathology of many diseases.
Studies show that regulation of these metabolites could be a key innovation in the treatment
of cancer, cardiovascular or neurodegenerative diseases. The methoxyindole pathway is
another important tryptophan processing pathway. Its best-known metabolites are serotonin,
which acts as a neurotransmitter, and melatonin, a hormone with immunomodulatory effects

regulated by the circadian clock.

This work deals with the circadian rhythmicity of enzyme expression of these two metabolic
pathways. It also describes the effect of systemic administration of lipopolysaccharide
endotoxin on the expression of genes of these enzymes. Our experiments used Wistar rats at
30 days of age. The lipopolysaccharide was administered to the experimental group before
tissue collection, which was performed at 24-hour intervals for 24 hours. For the purposes of
this work, samples of the pineal gland, liver and heart were taken. The expression level of the
measured genes was determined by the RT-qPCR method. The results of this work confirmed
the presence of a circadian rhythm of some kynurenine pathway genes in the liver and
changes in the expression of kynurenine pathway genes and measured transcription factor

genes and circadian clock genes.

Key words: kynurenins, melatonin, pineal gland, liver, heart, lipopolysaccharide, circadian

system, rat



Seznam zKkratek

AANAT - aralkylamin N-acetyltransferaza
AhR — aryl hydrocarbon receptor

AMPA - isoxazolepropionic acid receptor
L-DOPA - levodopa

ANOVA - analyza variance

ATP - adenosintrifosfat
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cDNA — komplementarni DNA
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CREB — cAMP-response element binding
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CT — cirkadianni cas

Ct — cycle threshold

DD - dark/dark svételné podminky

GPR35 — G protein-coupled receptor 35
HGPRT — hypoxantin-guanin fosforibosyltransferaza
HIOMT — hydroxyindol-O-methyltransferaza
ICER - inducible cAMP early represor

IDO1 - indolamin 2,3-dioxygendza 1

IDO2 - indolamin 2,3-dioxygenaza 2

IFNy — interferon y

IL - interleukin

KAT2 - Kynurenin aminotransferaza

KMO - Kynurenin 3-monooxygenaza

KYNU - kynureninaza

LD - light/dark svételné podminky

LPS - lipopolysacharid

MT1 — melatoninovy receptor 1A

MT?2 — melatoninovy receptor 1B



NAD - nikotinamid adenin dinukleotid

NF-«B - nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NMDA receptor — N-methyl-D-aspartate receptor

nrildlI- gen pro jaderny receptor rodiny 1 skupiny D ¢len 1 (produktem je REV-ERBa)
PER - period

PHA - phytohemagglutinin

PAK — proteinkinaza A

RHT - retinohypotalamicky trakt

RORa - retionoic acid-related organ receptor o

ROS — reaktivni formy kysliku

RT-gPCR - real-time kvantitativni polymerazova fetézova reakce
SCG — horni cervikalni ganglia

SCN — suprachiasmatikd jadra hypotalamu

SEM - standardni chyba

STAT3 — signal transducer and activator of transription 3

TDO — tryptofan 2,3-dioxygenéza

TNFa — tumor necrosis factor o

TPH1 - Tryptofan hydroxylaza 1

TPH2 - Tryptofan hydroxylaza 2

ZT — zeitgeber time
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1. Uvod

Exprese celé¢ fady gent je ve vétSin€ tkani ovlivnéna rytmem cirkadidnnich hodin a jejich
exprese osciluje s délkou periody zhruba 24 hodin. Geny, které podminuji udrzeni
periodicity cirkadiannich hodin, jsou znamé jako hodinové geny a slouzi také jako
transkripcni faktory regulujici tzv. hodinami-kontrolované geny. Cirkadianni mechanismus
ale mize fidit genovou expresi i nepiimo, napf. regulovanou neurondlni transmisi, jako v
pfipadé genli enzyml methoxyindolové drdhy, které se podili na rytmické produkci
melatoninu. Existuje ale velmi madlo studii tykajicich se cirkadidnniho rytmu enzymu
kynureninové drahy. Jediné existujici studie na toto téma pochazeji z Sedesatych let minulého
stoleti, které neptimo dokladaji pfitomnost rytmu exprese enzymu TDO2 v jatrech diky
potvrzeni rytmicity koncentrace jeho produktu, kynureninu. Znalost rytmicity enzymul a
metabolitl kynureninové drdhy muze byt ale uZziteCny ndstroj pro inovaci v 1écbé tady
onemocnéni. Enzymy kynureninové drahy jsou odpovédné za produkci kyseliny chinolinové
a kynurenové. Kyselina kynurenova ptisobi neuroprotektivné a regulaci imunitniho systému
dokaze pusobit jak prozanétlivé tak protizanétlivé. Kyselina chinolinova je naopak
neurotoxickd a také plisobi imunomodulaéné. Dalsi faktor ovlivilujici expresi mnoha genti je
aktivace imunitniho systému. Je zndmo, Ze kynureninovd metabolicka draha je indukovana
zvySenim produkce prozanétlivych cytokind. Zanétlivy stav je soucasti nekolika
neurologickych a kardiovaskuldrnich onemocnéni jako je napiiklad deprese, Alzheimerova
choroba, ateroskler6za a preeklampsie. Studie na téchto nemocech prokazaly, Ze jsou
vétSinou doprovazené naruSenou rovnovahou mezi metabolity kynureninové drahy, a

methoxyindolové drahy.

Porozuméni chovani téchto metabolickych drah v zanétlivych podminkach a znalost
jejich cirkadidnnich rytmu je klicovym krokem v inovaci 1é€by onemocnéni, ve kterych byla
prokdzana jejich zmeéna. Cilem této prace bylo prozkoumat uc€inek endotoxinu
lipopolysacharidu na expresi enzyml kynureninové a methoxyindolové drahy, hodinovych
genll per2 a nridl, a transkripénich faktort stat3 a icer v epifyze, srdci a jatrech potkana.
Kontrolni skupiny zvifat jsme vyuzili také k popisu cirkadiannich rytma v expresi téchto
genil ve zkoumanych tkanich. Nase vysledky mohou iniciovat dal§i vyzkum interakci mezi
cirkadidnnim systémem a tryptofanovym metabolismem napf. na farmakologické trovni a

vést k vylepsSeni 1écby zminénych onemocnéni aplikaci chronofarmakologickych pfistupii.



2. Literarni prehled

2.1. Cirkadianni systém

Cirkadianni rytmus je oscilace fyziologického procesu s délkou periody zhruba 24 hodin,
ktera je samoudrzitelna a nepotiebuje vnéjsi podnéty ke svému zachovani. Pfitomnost tohoto
endogenniho rytmu u lidi byla védecky zaznamenana v 60. letech 20. stoleti, ve studii
Jurgena Aschoffa. Studie spocivala v izolaci subjekti od veSkerych venkovnich znamek
denni doby, jako byl kontakt s vnéjSim svétem, nebo denni svétlo. Rytmy spanku a bdéni a
télesné teploty navzdory této izolaci vykazovaly rytmus s periodou zhruba 24 hodin (Aschoff,
1965). Cirkadianni rytmus je vytvéafen cirkadidnnimi pacemakery a je synchronizovan

s Casem vné&jSiho prostiedi takzvanymi zeitgebery, z nichZ hlavnim je stfidani svétla a tmy.

Centralnim pacemakerem cirkadianniho rytmu jsou suprachiasmaticka jadra
hypotalamu (SCN), ktera svou elektrickou a sekre¢ni aktivitou fidi mnoho fyziologickych
rytmtl po celém téle synchronizaci perifernich oscilatorti (Green & Gillette, 1982; Hakim et
al., 1991). Tyto oscilatory existuji v mnoha riznych tkanich, a nékteré z nich jsou schopné
udrzeni vlastniho cirkadianniho rytmu i po 1ézi SCN (Yamazaki et al., 2000; Yoo et al.,
2004). Studie prokazaly, Ze nékteré periferni oscilatory v metabolicky aktivnich organech je
mozné synchronizovat také dobou krmeni nezavisle na rytmu SCN. Béhem experimenti bylo
krmeni potkanim poddvano v dennich hodinach, tj. v dobé jejich klidové faze. JelikoZ
potkani pfirozené piijimaji potravu zejména v aktivni fazi dne, posun doby krmeni zptsobil i
posun faze rytma jater, ledvin a slinivky bfi$ni. Rytmus SCN ale nebyl zménou doby krmeni

ovlivnén (Damiola et al., 2000; Stokkan et al., 2001).

Endogenni rytmus s periodou pfiblizné 24 hodin vznikd diky zpétnovazebné
transkripéné-translaéni smycce takzvanych hodinovych gent a jejich proteinti, navzajem
ovliviiyjicich svou expresi, a také expresi hodinami kontrolovanych genii (Panda et al.,
2002). Smycku tvoii fada hodinovych gent, jejichZ proteiny pusobi jako transkripéni faktory
(viz obrazek €. 1). Proteiny CLOCK a BMALI piisobi jako positivni transkripéni faktory. Po
translaci tyto dva proteiny tvoii heterodimer, ktery vstupuje do jadra, kde ptsobi jako
transkripcni aktivator pro geny per a cry (Gekakis et al., 1998). Proteiny téchto dvou gent,
PER a CRY, plsobi ve smyc¢ce jako negativni transkripéni faktory. V cytoplazmé se
akumuluji béhem dne, tvoii spolu heterodimer, a po vstupu do jadra brani heterodimeru
CLOCK/BMALI v indukci transkripce jejich geni (Sangoram et al., 1998). Zabranénim

transkripce svych vlastnich geni a jejich odbouravanim ubikvitinilaci diky fosforylaci
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kinazami CKle a CKIJ, se hladina koncentrace PER a CRY snizuje, dokud znovu neumozni
dimeru CLOCK/BMALI1 indukovat jejich transkripci (Camacho et al., 2001; Eide et al.,
2002).

Heterodimer CLOCK/BMALLI také funguje jako transkripéni faktor pro jaderné
receptory REV-ERBa a RORa, které piisobi na transkripci bmall. Tyto proteiny viici sobé
pusobi antagonisticky. REV-ERBa inhibuje transkripci genu bmall, a RORa transkripci
naopak indukuje, a je nezbytny pro jeho normalni expresi. U¢inek REV-ERBa je tedy
prodlouzeni periody cirkadianniho systému, a uc¢inek RORa je zkraceni periody. Dohromady

zvysSuji amplitudu oscilace cirkadidnniho rytmu (Preitner et al., 2002; Sato et al., 2004).

il
E per . .

cry

CRY
Hodinami
| kontrolované
I
Jadro geny
| -
‘ § rev-erba | RORA
o rora 3
REV-ERBA
REV-ERBA / /
RORA <€

| N Looman j

Obrazek €. 1: Schéma transkripéné translacni smycky cirkadiannich hodin. Pfevzato a

upraveno ze (Udoh et al., 2015).

2.1.1. Cirkadianni rytmus a zanét

Je znamo, ze cirkadidnni systém ovliviiuje odpovéd’ imunitniho systému na zanétlivy stav.
Imunitni odpovéd’ organismu se li$i podle denni doby, kdy je imunogen zaveden do téla.
Bylo prokazano, ze makrofagy vykazuji vlastni cirkadianni rytmus, ktery ovlada zhruba 8%
jejich transkriptomu. Geny se signifikantnim rytmem exprese jsou geny produkujici proteiny
imunitni regulace, stresové odpovédi, nebo komponenty podilejici se na fagocytéze. Proteiny
s cirkadiannim rytmem své syntézy jsou napiiklad i prozanétlivé cytokiny tumor nekrotizujici
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faktor o (TNFa) a IL6, které vykazuji peak béhem subjektivniho dne (Keller et al., 2009).
Studie na mysich potvrzujici vliv cirkadidnnich hodin na imunitu prokdzala, ze infekce
parazitem leischmania major na konci subjektivniho dne v ¢ase CT12 zptlisobuje vyssi tvorbu
chemokiny nez pii infekci na zacatku subjektivniho dne, coz zaroven zveda mnozstvi
makrofagli a neutrofili v misté infekce. Jelikoz L. major tyto bunky napada, vznika pfi
podani patogenu vecer vétsi mira infekce (Kiessling et al., 2017). Tyto vysledky koreluji se
studii, ve které po navozeni infek¢niho stavu u potkanti endotoxinem LPS byla zaznamenana
dvakrat vétsi produkce prozanétlivych cytokinii, kdyz byl LPS podan na zacatku aktivni faze
zvitat v ¢ase ZT14, oproti mife produkce po podani béhem odpocinkové faze v Case ZT2
(Guerrero-Vargas et al., 2014). Dulezitym mediatorem vlivu cirkadianniho rytmu na imunitni
systém je jaderny receptor Rev-Erba, ktery je zodpovédny za rytmus produkce cytokinu IL6
(Gibbs et al., 2012). IL6 zaroven zprostfedkovava aktivaci transkripéniho faktoru STAT3 (z
anglického Signal transducer and activator of transcription 3), ktery je nedilnou soucasti
signalizanich drah imunitniho systému v mozku a ptlisobi pfedev§im aktivaci astrocytl
(Haim et al., 2015; Rummel et al., 2008; Shibata ef al., 2010). Studie nasi laboratofe vydana
roku 2018 (Moravcova et al.,) potvrdila cirkadianni rytmicitu exprese stat3 v SCN. Vysledky
také ukazaly, Ze po podani LPS v ¢ase ZT15 je indukce exprese stat3 asi desetkrat vétsi, nez
kdyz je LPS podéan v ¢ase ZT6, coz koreluje s vysledky ptfedchozich zminénych studii a
potvrzuje, ze je STAT3 soucasti signalizace mezi cirkadidnnim rytmem a imunitnim
systtmem (Moravcova et al., 2018). Cirkadianni rytmicita odpovédi imunitniho systému
muze piispivat také k patologii nékterych onemocnéni. Toto je potvrzeno napiiklad u
revmatoidni artritidy, kde u pacientli byl potvrzen cirkadianni rytmus hladiny cytokinu IL6 s
peakem brzy rano. Tento peak koreluje s Casem vyskytu nejvazngjSich symptomi tohoto

onemocnéni (Arvidson et al., 1994).

Tento vliv je navic oboustranny, jelikoZ je dokdzano, Ze aktivace imunitniho systému
zpusobuje fazovy posun endogenniho cirkadidnniho rytmu. Tento efekt byl prokazan
intraperitonealnim podanim LPS mySim a méfenim rytmu jejich aktivity. Zpozdéni rytmu o
43+10 minut bylo pozorovano u mysi, kterym byl podan LPS v ¢ase CT15, tedy na zacatku
subjektivni noci. Posun rytmu nebyl pozorovan po piedchozim podani inhibitoru
transkripniho faktoru NF-xB, coz naznacuje jeho funkci mediatoru této reakce (Marpegan et
al., 2005). Navic je znamo, Ze LPS neprochazi hematoencefalickou bariérou a pouze se vaze
na receptory endotelidlnich bunék, ptes které signalizuje a zplsobuje zanétlivou reakci v

mozku (Banks & Robinson, 2010; Singh & Jiang, 2004).
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2.2. Kynureninova draha

Kynureninova draha je metabolicka draha zaCinajici pfeménou aminokyseliny tryptofanu a
konéici vznikem metabolitu NAD", ktery je kli¢ovou latkou napiiklad pfi procesech beta
oxidace, glykolyzy a Krebsova cyklu. Tryptofan je esencidlni aminokyselina potiebna k
syntéze proteinti a produkci riznych hormonti a latek, které jsou nezbytné k fungovani
organismu za fyziologickych podminek. Je také jednou z aminokyselin, kterou si lidské télo
neumi produkovat samo a je tedy potieba ho pfijimat v potrave. VétSina krevni zdsoby
tryptofanu je v plasmé navazéna na albumin, a volny krevni tryptofan se mtze dostat do
mozku ptes hematoencefalickou bariéru (Fernstrom & Wurtman, 1971; McMenamy &
Oncley, 1958). Kynureninova draha dava také vzniku nékolika dalSim metabolitim, z nichz
nékteré maji vyznamné neuromodulacni a imunomodulaéni vlastnosti (viz. Obrazek €. 2).
Tato drdha a jeji metabolity jsou tak pfedmétem mnohych studii tykajicich se zejména

ruznych neurologickych a imunitnich onemocnéni.
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Obrazek €. 2: Schéma kynureninové drahy (pfevzato a upraveno ze Savitz, 2020)

2.2.1. Enzymy kynureninové drahy
Prvnimi enzymy kynureninové drdhy jsou indolamin 2,3-dioxygendza 1 (IDOI1), novéji

popsana indolamin 2,3-dioxygenéza 2 (IDO2) a tryptofan dioxygenaza (TDO). VSechny tyto
enzymy katalyzuji pfeménu tryptofanu na kynurenin. /do! je vice exprimovana v nékterych
buitkach imunitniho systému, jako jsou makrofagy a dendritické buiiky (Gupta et al., 2012).
Vyznamnd exprese genu idol byla ale také nalezena v nadvarleti, prostate, placenté, slezing,

brzliku, plicich a travicim traktu (Dai & Zhu, 2010). Exprese ido! je indukovana zanétlivym



stavem, zejména prozanétlivym cytokinem IFNy (Takikawa et al., 1999). IDO2 byla
objevena az vroce 2007 a ma nejveétsi hladinu v jatrech, ledvinach, mozku a nadvarleti.
Zaroven vykazuje zvySenou koncentraci v mySich s deleci IDO1, coz poukazuje na
kompenzacni systém exprese téchto enzymu (Ball et al., 2007; Fukunaga et al., 2012). Tdo je
exprimovan zejména v jatrech, kde funguje jako enzym udrzujici fyziologickou hladinu
systémového tryptofanu (Knox & Mehler, 1950). Exprese tdo byla také potvrzena
v hippokampu, mozecku, striatu a mozkovém kmeni, i kdyz v téchto tkanich byla hladina
tdo2 mRNA mnohem niz$i nez v jatrech (Kanai et al., 2009). Studie z 60. let naznacily, ze
jaterni TDO vykazuje denni rytmus ve své aktivité s peakem v no¢nich hodinach a to jak u
my$si, tak u c¢lovéka (Rapoport ef al., 1966; Rapoport & Beisel, 1968). TDO je také
odpovédna za udrzovani fyziologické hladiny tryptofanu v mozku, a tim pulsobi jako
limitujici enzym syntézy serotoninu z tryptofanu (Kanai et al., 2009). Diky schopnosti
regulace hladiny serotoninu hraje TDO roli v modulaci chovani, jak bylo prok4zano
napiiklad v mysSich s deleci TDO, které se vyznacovaly méné tzkostlivym chovanim oproti

kontrolam diky zvySené hladin€ serotoninu (Funakoshi et al., 2011).

Kynureninaza (KYNU) je dalsi enzym kynureninové drahy zkoumany v této praci.
KYNU je zodpovédna za metabolizaci kynureninu na kyselinu antranilovou. Dale jsme se
zabyvaly expresi kynurenin 3-monooxygendzy (KMO), kterd metabolizuje kynurenin na 3-
hydroxykynurenin, a kynurenin aminotransferazy 2 (KAT2), ktera metabolizuje kynurenin na
neurotoxickou kyselinu kynurenovou a 3-hydroxykynurenin na kyselinu xanthureninovou.
Protein KAT2 se také nazyva alfa-aminoadipova aminotransferdza a je kodovana genem

aadat.

2.2.2. Metabolity kynureninové drahy

Rzné metabolity kynureninové drahy maji rizné neuromodulac¢ni uc¢inky. Kyselina
kynurenova je produkovéna priméarné€ v astrocytech a jeji fyziologicka koncentrace v savéim
mozku je asi 10-150 nM (Kiss et al., 2003; Moroni et al., 1988). Kyselina kynurenova je
nejzndméjsi pro své pusobeni jako antagonista excitacnich aminokyselinovych receptorti v
mikromolarnich koncentracich, pficemz ma vysokou afinitu pro glutamatovy receptor
NMDA, kde se vaze na vazebné misto pro glycin, které neni citlivé na inhibitor strychnin.
Dokaze tak ptisobit proti nadmérmé aktivaci NMDA receptort, kterd vede k excitotoxicité
(Kessler et al., 1989). Kyselina kynurenova dale dokdze v nanomoldrnich koncentracich
inhibovat vylev glutaméatu zptisobeny aktivaci NMDA autoreceptort. Potvrdila to studie na

potkanich hippokampech, kde koncentrace 10 nM kyseliny kynurenové inhibovala vylev az
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poloviny glutamatu, ktery byl vyvolan ovlivnénim 10 uM NMDA spolu s 1 uM koagonisty
NMDA receptoru glycinu (Luccini et al., 2007).

Dal§im vyznamnym metabolitem kynureninové drahy je kyselina chinolinova. Tento
metabolit vykazuje excitotoxické vlastnosti diky schopnosti aktivovat NMDA glutamatovy
receptor (Foster ef al., 1983). Nejvétsi produkce kyseliny chinolinové probiha pii aktivaci
imunitniho systému v makrofazich a mikrogliich (Guillemin & Brew, 2016). Excitotoxicita
kyseliny chinolinové muze piispivat ke vzniku neurodegenerativnich chorob, jako je

napiiklad Alzheimerova choroba (Guillemin et al., 2007).

2.2.3. Kynureninova draha a imunitni systém

Jak bylo jiz feceno, nékteré metabolity kynureninové drahy maji imunomodula¢ni G¢inky, ale
i kynureninova drdha je ovlivnéna aktivitou imunitniho systému. Exprese idol/ muze byt
napfiklad zvySena prozanétlivym cytokinem IFNy. Monitorovani jeji aktivity nebo exprese
tak miize byt pomocnym ukazatelem pravdépodobné prognézy né€kterych onemocnéni, jako
jsou nékteré typy rakoviny nebo tuberkuléza (Ino et al., 2006; Suzuki et al., 2012). Podle
studie provedené na bunécnych kulturach z lidskych fetalnich mozku je produkce proteinu
IDO ptitomna v makrofazich, mikrogliich, neuronech a astrocytech po stimulaci IFNy, 1 kdyZ
produkce v mikrogliich je mnohokrat vétsi. Tato studie také ukézala, Ze neurony a astrocyty
maji schopnost katabolizovat kyselinu chinolinovou, a naopak mikroglie a makrofagy mohou
kyselinu chinolinovou produkovat. Vzhledem k neurotoxické povaze kyseliny chinolinové je
mozné soudit, ze pii zanctlivych a neurodegenerativnich onemocnénich mozku piisobi
neurony a astrocyty proti neurotoxicité kyseliny chinolinové produkované mikrogliemi a
infiltrujicimi makrofagy (Guillemin et al., 2004). U piipadii kolorektalniho karcinomu
koreluje snizeni poctu CD3+ T lymfocytd v mist€¢ nddoru se zvySenou expresi idol
v malignich buiikkach (Brandacher et al., 2006). Tento efekt je pravdépodobné nasledkem
snizeni mnozstvi tryptofanu v misté nadoru, coz narusi bunéény cyklus T lymfocyti (Munn et
al., 1999). V prostiedi bez tryptofanu proliferace T lymfocytl je zastavena uprostied G1 faze
pied zacatkem syntézy DNA. Bez pfistupu k tryptofanu jsou T lymfocyty také nachylnéjsi k
bunécné smrti apoptozou (Lee et al., 2002). Metabolit tryptofanu kynurenin také zvySuje
produkci regulacnich T lymfocytl, které plisobi jako buiiky imunitniho systému regulujici
imunitni toleranci. Dosahuje toho interakci s receptorem pro aromatické uhlovodiky (AhR) T
lymfocyta, které se diky tomu diferencuji na Fox P3+ T regulacni bunky (Mezrich et al.,

o wg1e

lymfocytl béhem zanétlivé odpovédi v mozku. Predvedla to studie provedena na mySich
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modelech roztrousené sklerozy, ktera ukazala, ze po inhibici IDO signifikantné vzrostla

zéavaznost prubéhu onemocnéni (Kwidzinski et al., 2005).

Zvysena metabolizace tryptofanu na kynurenin ale také podporuje funkci imunitniho
systtmu ve smyslu zvySeni pfisunu energie imunitnim buiikdm béhem vysokého
energetického vytizeni v zanétlivych podminkach. Diky posunu metabolismu tryptofanu ke
kynureninové draze vznika vice koneéného metabolitu NAD", ktery je potieba pro funkci
mnohych procesti potfebnych k vyrobé ATP. Tuto teorii podporuje nalez, Ze podani
endotoxinu LPS vyvold v mozku potkana zvySeni koncentrace KMO, ale ne KAT2, coz svadi
kynureninovou drahu k vyrobé NAD™ misto ke kyselind kynurenové a jejim metabolitim

(Connor et al., 2008).

Kyselina kynurenovd vykazuje zvySenou koncentraci v zénétlivych podminkach
Sirokého spektra zanétlivych onemocnéni (Heyes et al., 1992). Kyselina kynurenova takeé
pusobi jako ligand receptoru spfazenym s G proteinem 35 (GPR35) pii vyssich nez bazélnich
koncentracich v plasm¢. Nejen Ze se na receptor vaze, ale stimuluje jeho internalizaci.
Zaroven bylo ve stejné studii zjiSténo, Ze kyselina kynurenova inhibuje v monocytech sekreci
TNFa, kterd je indukovana podanim LPS. JelikoZ GPR35 je siln€ exprimovan v imunitnich
bunikach, je mozné, ze tento protizanétlivy ucinek kyselina kynurenovéa vede pravé pres tyto
receptory (Wang et al., 2006). Dalsi mechanismus jak kyselina kynurenova plisobi na
imunitni systém pifes aktivaci GPR35 je indukce adheze leukocyti. Tento zplsob
imunomodulace plsobi naopak prozanétlivé. K tomuto U€inku je potfeba vyssi nez
plazmatickd bazalni koncentrace kyseliny kynurenové, ktera se vyskytuje v zanétlivych
podminkach (Barth et al., 2009). Kvili prozanétlivym ucinkiim kyseliny kynurenové stoji za
zminku potiZe s jejim vylucovanim u pacientli s chronickym renalnim selhanim, u kterych se
kyselina kynurenovd a jiné metabolity kynureninové drdhy hromadi v téle. ZvySena
koncentrace kyseliny kynurenové, kyseliny chinolinové a kynureninu je pii chronickém
renalnim selhani také zplisobena zvySenou aktivitou enzymu IDO (Schefold e al., 2009).
Studie na potkanich modelech chronického rendlniho selhani ukézala, Ze zvySend hladina
metabolitli kynureninové drahy, vcetné kyseliny kynurenové, positivné korelovala s vaznosti
stavu (Pawlak et al., 2001). Po 1é€bé hemodialyzou u lidskych pacientii zlstava hladina
kyseliny kynurenové v séru asi desetkrat vyssi nez je bazalni fyziologickd hodnota (Pawlak et
al., 2002). Vysoka hladina metabolitd kynureninové dradhy mulze byt spjatd s nékolika

symptomy chronického renalniho selhani jako je vyssi citlivost k infekci a neurotoxicita.



Imunomodula¢ni U¢inky metaboliti kynureninové drahy také vychazi z jejich
schopnosti regulovat produkci cytokint. Studie efektu LPS a toxinu phytohemagglutininu
(PHA) na lidskou krev hodnotila jejich odlisné ptisobeni. V dané studii kynurenin, kyselina
kynurenova, kyselina chinolinovd i1 kyselina xantureninova snizovaly produkci IFNy
indukovanou zminénymi toxiny. Jelikoz je exprese enzymu IDO1 ovlivnéna hladinou IFNy,
snizenim jeho produkce tvoii metabolity kynureninové drahy systém negativni zpétné vazby.
Kyselina chinolinova vSak dale vykazovala prozanétlivé Uc€inky snizovanim hladiny
inhibici stimulované produkce TNFa (Maes et al., 2007). Konecny efekt kynureninové drahy

zavisi na typu buiiky a jaké jeji metabolity ma schopnost produkovat.

2.2.4. Kynureninova draha a neurologicka onemocnéni

V poslednich letech vzristd pocet studii zabyvajicich se roli kynureninové drahy v
psychiatrickych a neurodegenerativnich chorobach. Tyto studie piedkladaji mnozstvi dikazl
o tom, ze poruchy v regulaci kynureninové drahy jsou jednou z pfi¢in mnoha neurologickych

onemocnéni.

Jednim psychiatrickym onemocnénim ovlivnénym kynureninovou drahou je deprese.
Je potvrzeno, Ze deprese je asociovana s piitomnosti zanétlivych procesti a prozanétlivych
latek jako je C-reaktivni protein, IL-1 a IL-6 (Howren et al., 2009). Zanétlivé podminky
navozené podanim endotoxinu navodilo i1 u zdravych lidi pocity odpojeni od spole¢nosti a
depresivni pocity (Eisenberger et al., 2010). Pocity deprese jsou také spojeny s vyssi
koncentraci kyseliny chinolinové a kynureninu u zdravych lidskych subjektd, kterym je
vyvolana zanétlivd odpovéd poddnim endotoxinu (Kruse et al, 2019). Mechanismus
navozeni depresivnich stavli pfes kynureninovou drahou v zanétlivych podminkach je
pravdépodobné spojen s aktivaci NMDA receptorii zvySenou koncentraci kyseliny
chinolinové. Studie potvrzujici tuto hypotézu ukdzala, Ze podanim ketaminu, ktery je
antagonista NMDA receptoru a zaroven podporuje glutamétovou neurotransmisi pres AMPA
receptory, spolecné s davkou LPS se redukuji symptomy deprese u mysi. Podani ketaminu

zéarovein nesnizovalo miru aktivity enzymu IDO (Walker ef al., 2013).

Deprese se muze projevit také formou poporodni deprese. Ta se objevuje jako
docCasny stav u velkého procenta zen béhem néckolika dni po porodu. Studie ukazaly, ze
projevy poporodni deprese jsou spojeny se sniZzenou koncentraci tryptofanu a vysSim

pomérem kynurenin/tryptofan v mozku a plazmé po porodu, coz nasvédCuje vySsi

10



metabolizaci tryptofanu na kynurenin. Matky se stabilnim psychickym stavem naopak tento
pomér vykazovaly nizsi (Kohl et al., 2005; M’Bailara et al., 2006). Zaroven je znamo, ze
IDO produkované v makrofazich zpracovanim tryptofanu zabranuje proliferaci T lymfocytd v
placenté, coz brani imunitni reakci proti plodu. Inhibice katabolismu tryptofanu tak umozni
imunitni reakci mateiskych lymfocyti vici plodu (Munn et al., 1998). Poporodni deprese

tedy mtize byt nasledkem ochrany plodu proti odmitnuti t¢lem matky.

Dalsimi neurologickymi onemocnénimi, kterd maji spojitost s kynureninovou drahou,
jsou neurodegenerativni onemocnéni Alzheimerova choroba a Parkinsonova choroba. U
Alzheimerovy choroby byla zjisténa snizend koncentrace kyseliny kynurenové v plazmé
pacientil, i kdyz koncentrace kynureninu a aktivita enzymi KATI1 a KAT2, které jsou
zodpoveédné za produkci kyseliny kynurenové, zlstaly nezménéné (Hartai et al., 2007). Tato
fakta poukazuji na to, Ze v patologii Alzheimerovy choroby figuruje excitotoxicka kyselina
chinolinova. Pfitomnost kyseliny chinolinové byla nalezena v amyloidnich placich, coz jsou
oblasti s akumulaci amyloidu v mozku postizeném Alzheimerovou chorobou (Guillemin ef
al., 2007). Parkinsonova choroba je také ovlivnéna metabolity kynureninové drahy. U
pacientll s Parkinsonovou chorobou se vplazmé nachdzi zvySena koncentrace 3-
hydroxykynureninu, metabolitu vznikajiciho z kynureninu pomoci enzymu KMO. 3-
hydroxykynurenin je neurotoxin zpusobujici bunécnou smrt oxidativnim stresem. Pacienti
méli také zvySeny pomér koncentrace kyselina chinolinovad/kyselina kynurenova v
mozkomi$nim moku v porovnani se zdravymi kontrolami. Tyto zvySené koncentrace
neurotoxickych metabolitd kynureninové drahy navic korelovaly s téz§im pribéhem
onemocnéni (Heilman et al., 2020; Okuda et al., 1996). Studie na potkanech ukézala, Ze
neurotoxicité¢ navozené kyselinou chinolinovou a nasledné ztrat¢ dopaminergnich neuronti Ize
zabranit zvySenim koncentrace kyseliny kynurenové v mozku (Miranda et al., 1997). ZvySeni
tvorby kyseliny kynurenové inhibici aktivity enzymu KMO ve studii na opicich navic
signifikantné¢ snizilo véaznost neovladatelnych pohybli navozenych castym Iécivem

podavanym pacientlim s Parkinsonovou chorobou, L-DOPA (Grégoire et al., 2008).

2.2.5 Kynureninova draha v jatrech a v srdci

Neni jednozna¢né jisté, zda kynureninovd drdha piimo hraje roli v patologii
kardiovaskularnich onemocnéni. Existuji ale studie podporujici myslenky, ze metabolismus
tryptofanu né&jakym zpisobem pfispiva k prognéze téchto onemocnéni. Prvni enzym
kynureninové drahy, IDO, se exprimuje mimo jiné i v endotelidlnich bunkach (Xiao et al.,

2013). IDO je navic pfitomna v arterosklerotickych placich pfi pokrocilé arteroskleroze. Jak
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bylo jiz naznaCeno v kapitole Kynureninova draha a imunitni systém, je mozné, Ze aktivita
IDO snizuje koncentraci tryptofanu a tim snizuje produkci T lymfocytl, ¢imz plisobi
protizanétlivé. Inhibice IDO navic podporuje zanét cév u mysi s indukovanou
hypercholesterolemii a zhorSuje arterosklerézu (Niinisalo et al., 2010; Polyzos et al., 2015).
Teorie protizanétlivého ufinku IDO v kardiovaskularnim systému byla navic podpofena
studii, ve které alogenni Stépy srdce projevily delsi Zivotnost, kdyz byly transdukované
genem enzymu IDO. Tato studie prokazala, Ze tolerance $tépu byla zplisobena zvySenou
aktivitou regulacnich T lymfocyti a kontrolou T Ilymfocyti reagujicich na S§tép
zprosttedkovanou vyssi expresi ido (Yu et al., 2008) Studie také prokazaly, ze je
kynureninova drdha spjata s regulaci krevniho tlaku. Kynurenin ma schopnost vasodilatace,
ktera byla predvedena na prasecich koronarnich tepnach. Zaroven jeho podani snizuje krevni
tlak u potkanl s navozenou hypertenzi. Stejny ucinek mélo podani tryptofanu, avSak jen
v pfitomnosti aktivniho enzymu IDO (Wang et al., 2010). Zaroven v lidskych ptipadech
preeklampsie, té¢hotenského hypertenzniho onemocnéni, je pozorovana signifikantné nizsi
exprese enzymu IDO. To miize zptisobovat zvySeny krevni tlak a zaroven vyssi systémovou
zanétlivost (Kudo ef al., 2003). Krevni tlak mize byt ovlivnén 1 KYNU, kterd snizuje
hladinu kynureninu v mozku a tak pasobi zvySeni krevniho tlaku (Mizutani et al., 2002).
Kynureninovd drdha ma komplexni ucinek na kardiovaskularni onemocnéni. Proto se

ovladani exprese a aktivity jejich enzymi jevi jako novy zajimavy ptistup k 1€¢bé.

Kynureninovd draha v jatrech zahdjena enzymem TDO2 metabolizuje vétSinu
systémového tryptofanu (Kanai et al., 2009). Kynureninova draha také muze byt v jatrech
modulovana transkripénim faktorem CCAAT/enhancer-binding protein beta (CEBPp). Studie
na mysich ukazala, ze aktivace CEBPJ v disledku hypoxie indukuje expresi jak genu tdo!
tak tdo2 a zaroven tim zvySuje hladinu kynureninu v krevnim séru. Kynurenin ptechazi ptes
hematoencefalickou bariéru z krve do mozku, kde se metabolizuje na kyselinu kynurenovou,
a tim to zpusobem vyss$i hladina kynureninu produkovana v jatrech zptsobuje unavu a
snizenou motorickou aktivitu jak bylo pozorovano u mysi (Yang et al., 2019). Kyselina
kynurenova a chinolinova ale na rozdil od kynureninu pfechdzi ptfes hematoencefalickou

bariéru v malém mnozstvi (Fukui ef al., 1991; Yamamoto ef al., 2012).
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2.3. Methoxyindolova draha
Metabolismus tryptofanu miize vést nejen k produkci kynurenini, ale také k produkcei jinych
metabolitli, jako jsou hormony serotonin a melatonin. Tato metabolickd drdha se nazyva

methoxyindolova dréha (viz obrazek €. 3).
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Obrazek €. 3: Schéma syntézy melatoninu. Pfevzato a ptelozeno z Bravo et al., 2012.

2.3.1. Enzymy methoxyindolové drahy

Prvnimi enzymy podilejicimi se na metabolizaci tryptofanu jsou tryptofan hydroxylaza 1
(TPH1) a tryptofan hydroxylaza 2 (TPH2). Ty umoZziuji pfeménu tryptofanu na 5-
hydroxytryptofan. TPH2 se nachazi hlavné v mozkovém kmeni (Zhang et al., 2004). TPH1 se
exprimuje na vice mistech, a to naptiklad v epifyze a ve stfevech (Darmon et al., 1988). U
TPHI1 také byla prokdzéna cirkadianni rytmicita aktivity a exprese v epifyze s nejvetsi
hladinou v no¢nich hodinach, kdy hraje dilezitou roli v tvorbé melatoninu (Shibuya et al.,
1977; Sugden, 2003). Ve stievech je enzym exprimovan v neuroendokrinnich
enterochromafinnich bunkéch, které reguluji gastrointestindlni motilitu diky hormonu
serotoninu, 1 v normalnich enterocytech duodena (Boullin, 1964; Meyer & Brinck, 1999;
Walther et al., 2003). Exprese tphl v jatrech je sporna, jelikoz aktivita TPH byla nalezena
v jatrech potkana jest¢ ptfed objevenim dvou isoforem, a novéjsi studie prokazala ptitomnost

exprese genu fphl v homogenizovanych potkanich jatrech. Ve studii provedené na lidskych
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jatrech ale exprese tphl nalezena nebyla (Hakanson & Hoffman, 1967; Meyer & Brinck,
1999; Valdés-Fuentes et al., 2015).

Dalsim dilezitym enzymem je aralkylamin N-acetyltransferaza (AANAT). Role
tohoto enzymu v methoxyindolové draze je pfeména serotoninu na N-acetylserotonin
acetylaci. Exprese genu aanat je velmi silnd zejména v epifyze a v retiné. V obou tkanich
vykazuje exprese genu cirkadianni rytmus a u vSech savcl je patrny mnohondsobny narust
aktivity enzymu v noci (Binkley et al., 1979). Tyto rytmy jsou potlaceny v podminkach
stalého svétla, ale zachovany v podminkach stalé tmy nebo v ptipad¢ slepoty, coz dokazuje
endogenni podstatu téchto rytmia (David C. Klein & Weller, 1970). Cirkadianni rytmus
AANAT je fizen cirkadidnnimi hodinami v SCN, které jsou synchronizovany svétlem
vngjsiho prostfedi. V noci dochazi k aktivaci sympatickych neurontt v hornich cervikalnich
gangliich (SCG), které stimuluji epifyzu (Nishino et al., 1976). Neurotransmiter noradrenalin
se uvolni na synapsich s pinealocyty. Tam se vaze na al a Bl adrenergni receptory, které
signalizuji syntézou cyklického adenosin monofosfatu (cAMP) (D. C. Klein et al., 1983;
McLeod & Cairncross, 1995; Strada et al., 1972). V pinealocytech je diky cAMP aktivovana
cAMP dependentni proteinkindza A (PKA), ktera aktivuje AANAT fosforylaci. Diky
fosforylaci mize byt na N-termindlni konec AANAT navazan dimer proteinu 14-3-3, ktery
AANAT brani pfed proteolyzou. Ve dne je tato signaliza¢ni draha inhibovana SCN a dochézi
tak k degradaci AANAT (Ganguly et al., 2001). Vzrist cAMP zéarovenn umozni fosforylaci
CRE vazebného proteinu (CREB), ktery v epifyze zlstane ve vysoké koncentraci béhem
prvni poloviny noci. CREB funguje jako transkripéni faktor pro AANAT, a tak udrzuje jeho
vysokou no¢ni koncentraci. Zarovenn koncentrace CREB v pinealocytech v noci prevysuje
koncentraci transkripéniho inhibitoru inducible cAMP early represor (ICER) (Maronde et al.,
1999). ICER je represor transkripce indukované cyklickym AMP, a tak v epifyze inhibuje
expresi aanat. Jeho nejvyssi koncentrace v epifyze je v noci a jeho exprese je spousténa
cAMP dependentni adrenergni signalizaci (Stehle et al., 1993). Transkripce i aktivita
AANAT je rychle potlacena pisobenim svétla vnoci. Svétlo je vretiné vniméano
fotopigmentem melanopsinem ve specializovanych gangliovych buiikdch retiny. Z retiny je
signal veden retinohypotalamickym traktem (RHT) do SCN (Hannibal et al., 2002). Svétlem
indukovana aktivita SCN inhibuje aktivitu paraventrikularniho jadra hypotalamu a tim 1

aktivitu SCG, které inervuji epifyzu.

Poslednim enzymem v syntéze melatoninu je hydroxyindol-O-methyltransferaza

(HIOMT). HIOMT katalyzuje pteménu N-acetylserotoninu na melatonin, a je limitujicim
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enzymem této reakce v noci, jelikoz substratu je v no¢nich hodinach nadbytek diky aktivité
AANAT (Liu & Borjigin, 2005). Jako AANAT, HIOMT také vykazuje cirkadianni rytmus
s nejvetsi koncentraci v noci, ale po cely den vykazuje vysoké koncentrace. Jeho exprese je
také regulovana adrenergni signalizaci noradrenalinu, stejné jako exprese aanat (Ceinos et

al., 2004; Gauer & Craft, 1996).

2.3.2. Melatonin

Melatonin je dal§im vyznamnym metabolitem methoxyindolové drdhy. Radi se mezi
indolaminové hormony. Byl izolovan z hovézich epifyz a pojmenovan roce 1958 (Lerner et
al., 1958). Melatonin je primarné syntetizovan v epifyze, neboli pinealni zlaze, kde vykazuje
cirkadidnni rytmus regulovany z prostfedi svétlem a endogennimi hodinami v SCN
(Wurtman et al., 1963). Hladina melatoninu je tedy nejvyssi v no¢nich hodinach kolem
extrapinealniho melatoninu byla potvrzena v mnoha jinych tkanich, jako je naptiklad ¢ocka a
sitnice, kde se také potvrdil cirkadianni rytmus (Abe et al., 2000; Tosini & Menaker, 1998).
Dale je syntetizovan v gastrointestindlnim traktu, v lymfocytech, monocytech a makrofazich,
a v mnoha jinych tkénich, a to zejména v mitochondriich (Carrillo-Vico ef al., 2004; Martins
et al., 2004; Stefulj et al, 2001; Suofu et al., 2017). Je tedy ziejmé, Ze melatonin je

mnohostranny hormon s mnoha funkcemi plisobici v mnoha tkanich.

Melatonin se vaze zejména na dva vysokoafinitni receptory typu 1A (MT1) a 1B
(MT2). Oba tyto receptory jsou spojené s inhibi¢nimi G-proteiny, které signalizuji inhibici
adenylatcyklazy, naslednym poklesem koncentrace cAMP a snizenim aktivity cAMP

dependentni PKA (Capsoni ef al., 1994).

2.3.2.1 Melatonin a cirkadidnni systém

Melatonin je dalezitym faktorem v udrzovani fyziologickych procest v cyklu spanek-bdéni.
Vyznamny vliv méa na regulaci télesné teploty béhem tohoto cyklu, kdy teplota pfirozené
kolisa asi 0 0,5 °C a je nejnizsi pied probuzenim (Day, 1941). U lidi melatonin reguluje a
sniZzuje teplotu v noci vasodilataénim piisobenim na periferni cévy (Van Der Helm-Van Mil
et al., 2003). Vasodilatace je zfejmé regulovand receptory typu MT2 v artériich, zatimco typ
MT1 ma ucinky vasokonstrikéni (Masana et al., 2002). Dal§im zpisobem jak melatonin
pusobi je prodluzovani délky spanku. DelSi trvani vyssi koncentrace melatoninu v plasmé
bylo nalezeno u lidi, kteti maji pfirozené delsi spanek nez u lidi, ktefi maji ptirozeny spanek

krat$i (Aeschbach et al., 2003). Tento efekt mize byt nasledkem schopnosti melatoninu
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pusobit inhibi¢né na aktivitu neuronti SCN. Melatonin se na neuronech SCN navaze na
receptory MTI1, které reguluji draslikové kandly a zplisobuji hyperpolarizaci na
cytoplazmatické membrang (Jiang et al., 1995). Utlum zvy$ené denni aktivity SCN, &i jeji
zpozdéni vede k prodlouzeni spanku. Vztah mezi typem M1 melatoninového receptoru a
regulaci spanku byl nastinén 1 v korelacni studii, ve které autofi méfili expresi
melatoninového receptoru MT1 v neuronech SCN u starych lidi, a lidi v posledni fazi
Alzheimerovy choroby. Staii lidé¢ i lidé s Alzheimerovou chorobou trpi spankovymi
poruchami a kratkym spankem. U obou skupin byla exprese MT1 v neuronech SCN

signifikantné snizena oproti kontrolni skupin€ mladych lidi (Wu et al., 2007).

Syntézu melatoninu ovliviluje také ro¢ni obdobi. S ménici se délkou noci se méni i
hladina melatoninu a ovliviluje fyziologické cirkanudlni procesy. Jedna z prvnich praci na
toto téma demonstrovala na modelu syrského kiecka, ze injekce melatoninu v odpolednich
hodindch imitovaly kratici se fotoperiodu. To vyvolalo u kifecki fyziologické zmény
odpovidajici kratké fotoperiodé, jako je nabirani vahy, zvySeni pfijmu potravy a nabirani

télesného tuku (Bartness & Wade, 1984).

2.3.2.2. Melatonin a imunitni systém

Melatonin ma dulezité a dobfe studované G¢inky na imunitni systém, které jsou komplexni a
také na vyvoj imunitniho systému. Naptiklad odstranéni epifyzy Sestitydennim potkantim
mélo za nésledek sniZeni imunitni reakce na vpich hovéziho sérového albuminu, coz se
projevilo men$im koZnim edémem v porovnani s kontrolni skupinou s intaktni epifyzou.
Imunitni reakce byla také sniZena oproti kontrolni skupiné v ptipad¢ transplantace alogenniho

kozniho §tépu (Jankovic et al., 1970).

Protizanétlivé Gi¢inky melatoninu jsou zajistény riznymi zplsoby. Jednim zplisobem
je schopnost melatoninu pusobit jako antioxidant. Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou
tvofeny v mitochondriich jako vedlejs$i produkt aerobni respirace. Pfi akumulaci vysoké
koncentrace ROS muZe dochazet k poSkozeni proteinii, DNA, i k dysfunkci mitochondrii.
Melatonin a jeho metabolity pii styku s ROS vytvaii antioxidacni kaskadu, kterd pifimo
neutralizuje ROS. Melatonin je pfi kontaktu s nékterymi ROS metabolizovan na cyklicky 3-
hydroxymelatonin, ktery ma také antioxidacni G€inky a je pfeméneén na metabolity N-acetyl-
5-methoxykynuramin a N-acetyl-N-formyl-5-methoxykynuramin, které také pulisobi

antioxida¢n¢ (Galano et al., 2014; Ressmeyer et al, 2013; Tan et al, 2001). Diky
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antioxida¢nim vlastnostem je melatonin zajimavy kandidat na pomoc pii stavech
s mitochondridlnim poskozenim, jako je naptiklad sepse. Béhem sepse probiha zanétliva
odpovéd, kterd zpiisobuje zvySené hladiny prozanétlivych cytokind, zvySenou produkci ROS
a nefunk¢nost mitochondrii. Studie vyuzivajici izolované leukocyty potvrdila, ze podani
podminkam LPS a peptidoglykanu. Melatonin snizil produkci ROS, produkci prozanétlivych
cytokinii v bunikach, a zabranil dysfunkci mitochondrii (Galley et al., 2014). Syntéza
melatoninu v mitochondriich znamenda lokélni ochranu pfed oxidativnim stresem (Suofu et
al., 2017). Prozéanétlivé cytokiny IL-1, IL-6 a IL-8, které slouzi ke zvySeni aktivity
imunitniho systému, se mohou tvofit diky aktivaci transkripéniho faktoru NF-xB (Medzhitov
et al., 1997). Po traumatickém poranéni mozku se také exprimuji prozanétlivé cytokiny, coz
je zpusobeno zvysenou aktivitou NF-kB. Po takovém poranéni také dochazi k edému mozku.
Podani melatoninu potkaniim po traumatickém poranéni mozku zptsobuje inhibici NF-xB a
tedy snizeni hladiny prozanétlivych cytokini. Podani melatoninu také zmensilo mozkovy
edém oproti kontrolni skupin€. Diky svym protizanétlivym ucinkiim mize tedy melatonin
pusobit neuroprotektivné 1 po prodélani traumatického poranéni mozku (Dehghan et al.,
2017). Neurodegenerativni choroby, jako jsou napiiklad Alzheimerova choroba, také
vykazuji zanétlivy stav. V pfipadé Alzheimerovy choroby jsou zanétlivé podminky
zpusobeny plaky tvofenymi oligopeptidy amyloidu B, které¢ indukuji tvorbu prozanétlivych
cytokinti IL-6 a TNFa aktivuji mikroglie a astrocyty. Podani melatoninu pfimo do mozkové
tkan¢ sniZilo produkei cytokinti IL-6 a TNFa a inhibovalo aktivaci glii (Hoppe et al., 2010).
potencial. U mysiho modelu Alzheimerovy choroby bylo dokonce demonstrovano zlepSeni

kognitivnich funkci pfi behavioralnich testech po podani melatoninu (Gong et al., 2017).

Nékteré studie ale prokazaly i opacny prozanétlivy ucinek melatoninu. Z téchto studii
je zfejmé, Ze o U€inku melatoninu rozhoduje jak velikost jeho davky, tak podminky v téle a
tkani. Jednou z prozanétlivych aktivit melatoninu je jeho schopnost plisobit jako pro-oxidant,
coz bylo dokdzdno ve studiich na bunécnych kulturdch in vifro s pouzitim vysokych
koncentraci melatoninu. Ve studii vyuzivajici bunécnou linii U937 (linie lidskych
rakovinnych myeloidnich buné€k) byly buiiky ovlivnény melatoninem v ImM koncentraci a
pomoci fluorescentni proby bylo méfeno mnozstvi intracelularniho ROS. Experimentalni
skupina ovlivnéna melatoninem vykazovala signifikantni nartist intracelularniho ROS oproti

kontrolni skuping, coz demonstrovalo pro-oxida¢ni vlastnost melatoninu (Albertini et al.,
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2006). Dalsim piikladem prozéanétlivého ptisobeni melatoninu je jeho schopnost zvySovat
tvorbu prozéanétlivych cytokini. Toto pusobeni mizeme pozorovat naptiklad v mysSim
modelu transplantace jaternich s$tépi, kde podani exogenniho melatoninu zvysilo produkci

prozanétlivych cytokinti IL-6 a TNFa v aktivovanych monocytech (Song ef al., 2018).
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3. Cile prace

Cilem této prace bylo identifikovat Casové zmény v expresi enzymi kynureninové a
melatoninové syntetizacni drahy, a také vybranych transkripénich faktort v epifyze, jatrech a
srdci potkana. Experimenty probihaly in vivo na potkanech kmene Wistar. Metodou RT-
qPCR byla porovnana mira genové exprese v zavislosti na cirkadiannim case a po

systémovém podani endotoxinu LPS.
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4. Metody a vybaveni

4.1. Laboratorni zvirata

K pokusu byli vyuziti samci potkanii kmene Wistar (n=70). Zvifata byla chovéna na
standardni podestylce ve skupinach o Ctyfech jedincich. Piistup k vodé a standardnimu
krmivu S1 byl ad libitum. Po celou dobu pokusu byl v mistnosti udrzovan svételny rezim 12
hodin svétla a 12 hodin tmy (LD 12:12), krom¢ dne samotného experimentu, kdy byla
nastavena stald tma (DD) aby se zabranilo pfimému vlivu svétla na expresi genii. Odbér tkéni

byl provadén po Etrnactidennim aklimatizacnim obdobi potkant v chovné mistnosti.

4.2. Odbér tkani

Odbér tkani byl proveden v postnatalnim dnu 30 (P30). Ctyii hodiny pfed prvnim odbérem,
v cirkadiannim Case 8, tj. ¢tyfi hodiny pfed obvyklym zhasnutim (CTS), byl experimentalni
skupin€ (n=34) podén lipopolysacharid (1mg/kg) intraperitonealné¢ injekci. Kontrolni skupiné
(n=36) byla vpichnuta pouze suchd jehla. Béhem odbéru byl v chovné mistnosti udrzovan
svételny rezim DD, aby se piedeSlo efektu maskovani svétlem. Odbér probihal v deviti
casovych bodech po tfech hodinach, kdy prvni odbér se odehral v 18:00 a posledni v 6:00
druhého dne (CT12, CT15, CT18, CT21, CT24, CT3, CT6, CT9, CT12). V kazdém casovém
bodé¢ bylo usmrceno osm zvifat, Ctyfi experimentdlni a Ctyfi kontrolni, kromé poslednich
dvou bodl, kdy v experimentdlni skupiné byla pouze 3 zvifata. Zvifata byla uspana
thiopentalem, ktery byl podan injekci intraperitonedlné v mnozstvi 50mg/kg, a poté byla

usmrcena dekapitaci.

Pro ucely této prace byly ihned po usmrceni odebrany do sterilnich plastovych
zkumavek vzorky apexu srdce, jater a epifyzy. Tyto zkumavky byly ihned zamrazeny v

suchém ledu a pied dals$i manipulaci uschovany v mrazaku pfi teploté -80 °C.

4.3. Izolace RNA

Ptfed izolaci RNA byla tkan homogenizovana. Do zkumavky s tkani byl pfiddn roztok
RNAzol RT (Molecular Research Center). Vzorky jater a srdci byly navaZzeny na hmotnost
okolo 100g a homogenizovany v homogeniza¢nim pfistroji Mixer Mill MM 200 (Retsch) po
dobu 10 minut pii 30 Hz. Epifyzy byly homogenizovany sonikaci po dobu 10 vtefin.
Nasledné byly vzorky stoceny na 10 minut pii 11000 G v centrifuze, ktera byla pfedchlazena

na 4 °C a supernatant byl odebran do zkumavek.
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Izolace RNA objemnéjSich vzorkli srdce a jater probihala pomoci isopropanolu. K
supernatantu se piidalo 400 pl injekéni vody a smés se centrifugovala 15 minut pii 12000 G.
Odebral se 1 ml supernatantu do ¢isté plastové zkumavky, k nému se ptidal 1ml isopropanolu
a smés se 10 minut inkubovala pfi pokojové teploté. Smés se nasledné centrifugovala 10
minut pii 12000 G. Supernatant se odebral a k peleté se ptidalo 500 pl 75% ethanolu. Smés
se centrifugovala pii 8000 G na 2 minuty a poté se ethanol pipetou odebral od pelety. Tento
krok se jednou opakoval a po odebrani ethanolu se k peleté pridalo 200 pl injekéni vody.
Vzorek se nechal inkubovat 10 minut pii teploté¢ 55 °C. Po rozpusténi pelety se koncentrace

RNA ve vzorku métila nanodropem.

M¢én€ hmotné vzorky epifyz byly po homogenizaci zpracovany kitem RNeasy® Plus
Micro Kit (Qiagen). Izolace RNA probihala podle instrukci k pouziti kitu. Po izolaci RNA se
jeji koncentrace ve vzorku méfila pomoci nanodropu, a vzorky byly opét vlozeny do mrazéku

o teplot¢ -80 °C.

4.4. Prepis do cDNA a preamplifikace

Podle koncentraci RNA zmétfenych na nanodropu byly vzorky podle nejnizsi koncentrace
nafedény injekéni vodou tak, aby u vSech vzorkd byla koncentrace stejna. Piepis do
komplementarni DNA (cDNA) se nasledné¢ provadél pomoci a podle protokolu High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific).

Preamplifikace se kviili nedostate¢nému vytézku cDNA provadéla na vzorcich epifyz,
nikoliv srdci a jater. Pro preamplifikaci byly pouzity piepsané vzorky cDNA o objemu 20 pl,
které byly natfedény 80 pl injekéni vody. K preamplifikaci byl pouzit TagMan™ PreAmp
Master Mix (Thermo Fisher Scientific). Preamplifikovany byly geny enzyma IDO1, IDO2,
KMO, KAT2, KYNU, TDO, REV-ERBa a PER2. Z preamplifikace byl vytézek vzorku 10

ul.

4.5. RT-qPCR

K 10 pl vzorku bylo pfidano 90 pl injekéni vody a vzorky byly po 2 pl napipetovany do tfech
jamek qPCR destiC¢ky (tzv. triplety). Do kazdé jamky bylo nésledné napipetovano 10,3 ul
injekéni vody, 3,1 pl 5x HOT FIREPol® Probe qPCR Mix Plus (Solis BioDyne) a 0,6 ul
TagMan proby zkoumaného genu (Life Technologies). Jako préba housekeeping genu byla
pouzita proba pro gen Hypoxantin-guanin fosforibosyltransferazy (hprtl). Pro pokus byly
pouzity proby pro geny vypsané v tabulce €. 1.
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Nazev proteinu Zkratka Nazev genu Kéd eseje

proteinu

Hypoxantin-guanin HGPRT hprtl Rn01527840_m1
fosforibosyltransferaza

Indolamin 2,3-dioxygenazal IDO1 idol Rn01482210_ml
Indolamin 2,3-dioxygenaza 2 IDO2 ido2 Rn01482543_ml
Tryptofan hydroxyldza 1 TPH1 tphl Rn01476867_m1
Kynurenin 3-monooxygenaza KMO kmo Rn01411937_ml
Kynurenin aminotransferdza KAT?2 aadat Rn00567882_ml
Kynureninaza KYNU kynu Rn01449532_ml
Signal transducer and activator of ~ STAT3 stat3 Rn00680715_ml1
transcription 3

Aralkylamin N-acetyltransferaza AANAT aanat Rn01461110_m1
Inducible cAMP early repressor ICER icer Rn04338541_ml
Tryptofan 2,3-dioxygenaza TDO tdo2 Rn00574499_m1
Rev-ErbA alpha REV-ERBa nridl Rn01460662_m1
Period circadian clock 2 PER2 per?2 Rn01427704_ml

Tabulka ¢. 1: Seznam gent, pro které byly pouzity proby pii qPCR. Proba pro gen aanat

nebyla pouzita u vzorkl srde¢ni tkané.

Meéieni qPCR se provadélo na piistroji LightCycler® 480 Instrument (Roche Life
Science). Protokol méfeni zacinal 15 minutovou denaturaci pii 95 °C a pokracoval 60 cykly
denaturace a syntézy (95 °C po 18 vtefinach a 60°C po 60 vtetinach). Vychozi hodnota RT-
gPCR je Ct (cycle threshhold), coz je hodnota odpovidajici cyklu, ve kterém fluorescence
vzorku pfesahne fluorescenci pozadi. Vzorky s vétsi koncentraci zkoumaného vzorku tak

maji niz§i hodnotu CT.

4.6. Vyhodnoceni RT-qPCR
Vyhodnoceni probihalo v programu Microsoft Office Excel. Prvnim krokem bylo vypocitat
prumér Ct hodnot tripletti pro kazdy vzorek. Pro ziskani dalsi hodnoty v postupu jsme pouzili

tento vzorec a opakovali pro kazdy zkoumany gen:
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efektivita préby HPRT genu” Ct hodnota vzorku pro HPRT gen

efektivita proby zkoumaného genu “Cthodnota vzorku pro zkoumany gen

Jelikoz méfeni RT-qPCR probihalo ve dvou dnech pro kazdou probu, vysledky
meéieni byly standardizovany k maximalni hodnoté naméfené v kontrolni skupiné genu pro
ten den. Hodnoty kontrolni skupiny tak pro oba dny nepievySovaly hodnotu 1 a hodnoty LPS
skupiny hodnotu 1 pievySovaly, pokud byla exprese po ovlivnéni LPS vyssi, nez exprese
v kontrolni skupin¢. Nasledné byly hodnoty statisticky vyhodnoceny v programu GraphPad

Prism 9.

4.7 Statistické vyhodnoceni

V programu GraphPad Prism 9 byla data vyhodnocena kosinorovou analyzou, jednocestnou a
dvoucestnou analyzou variance (ANOVA) a Welchovym t testem. Kosinorova analyza je
metoda, kterd vyuzivda metodu nejmensich ¢tverci pro urceni rytmu a jeho parametri. Po
nalezeni rytmu prokladd hodnoty sinusoidou kosinorové kiivky. Hodnota P v kosinorové
analyze ukazuje signifikanci odliSnosti hodnot. Pokud kosinorova analyza urcila hodnotu P <
0,05, byl rytmus oznacen jako signifikantni a analyza zamitla nulovou hypotézu (HO —
horizontalni ¢ara). Kosinorova analyza také vypocitala v rytmech hodnotu mesoru (pramér
vSech hodnot v cirkadiannim rytmu), amplitudy (maximalni dosazend hodnota rytmu) a

akroféaze (Cas, behem kterého je rytmus v maximu).

Pfitomnost rytmu byla provéfovéana jednocestnou ANOVou, kterd urcuje signifikanci
mezi hodnotami v jednotlivych ¢asovych bodech. K jednocestné ANOVE byla vyuZita
Sidakova korekce. Aby piitomnost cirkadianniho rytmu byla potvrzena, musela jednocestna
ANOVA 1 kosinorova analyza zhodnotit rytmus jako signifikantni a vyhodnotit P <0,05.
Pokud obé analyzy vyhodnotily rytmus jako signifikantni, byl graf s daty prolozen
kosinorovou kiivkou. Pokud jedna nebo obé analyzy vyhodnotily P > 0,05, pfitomnost rytmu
nebyla potvrzena a graf nebyl prolozen kosinorovou kiivkou. Rytmus byl analyzovan pouze
v kontrolni skupiné, jelikoZ v experimentalni skupiné byl maskovan okamzitou odpovédi na
podani LPS. Dvoucestnda ANOVA byla vyuzita k ur¢eni rozdilu mezi kontrolni a LPS
skupinou a k vyhodnoceni signifikance rozdilu mezi nimi. Pokud analyza vyhodnotila P <
0,05, byla odliSnost mezi skupinami ozna€ena jako signifikantni. Druhy test pouZity na urceni
signifikance rozdilu mezi skupinami byl Welchiv t test s Sidakovou a Bonferroniho korekei,
ktery porovnava mezi sebou data v jednotlivych casovych bodech. Jako signifikantni byl

povazovan rozdil mezi skupinami v daném ¢asovém bodé¢, pokud test vyhodnotil P < 0,05.
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5. Vysledky

5.1. Bazalni exprese genti

Vysledkova ¢ast je rozdélena na dvé kapitoly. V prvni kapitole je hodnocen casovy profil
exprese vybranych genii pouze u kontrolnich zvifat, s cilem prokazat cirkadianni rytmus
v expresi studovanych enzymut. Genova exprese byla vyhodnocena jako rytmujici, pokud
kosinorova analyza odmitla nulovou hypotézu. Toto tvrzeni bylo dale podpofeno
jednocestnou ANOVou, kterd zhodnotila, zda jsou hodnoty v jednotlivych CT vyznamné
odlisné. Kosinorova analyza také vypocitala u genid vykazujicich rytmicitu dodate¢né
parametry rytmu, a to mesor, amplitudu a akrofdzi. Ve druhé ¢asti vysledkil je demonstrovana

mira a smér zmény genové exprese v jednotlivych tkanich po systémové aplikaci LPS.

M¢tenim exprese gentl v jednotlivych tkdnich kontrolnich zvitat byly ziskany hodnoty
bazalni exprese gent, které mohly byt dale porovnavany s hodnotami naméfenymi
v experimentalni skupiné v nésledujici kapitole. Exprese nékterych gent v kontrolni skupiné
byly velice nizké, proto jsme pfijali kritérium, ze pfistrojové hodnota CT po prob&hnuti
reak¢nich cykllh musi byt nizsi neZ 35, aby byla genu pfiznana bazalni exprese a data byla

dale zpracovana.

5.1.1. Bazalni exprese genti kynureninové drahy

Ve vzorcich epifyz byla nalezena bazalni exprese genii kynureninové dréhy ido!, ido2, kmo,
aadat a kynu (viz. Obréazek €. 4). Bazalni exprese genu tdo2 v epifyze potvrzena nebyla. Gen
idol nevykazoval rytmus podle kosinorové analyzy, ktera neodmitla HO s pravdépodobnosti
P = 0,5591. Jednocestnda ANOVA potvrdila nepfitomnost rytmu (F (8,25) = 1,971; P =
0,0931). V expresi genu ido2 také nebyl nalezen cirkadidnni rytmus podle kosinorové
analyzy s pravdépodobnosti P = 0,2710, coz bylo potvrzeno jednocestnou ANOVou (F (8,25)
= 0,9502; P = 0,4950). V expresi genu kmo nebyl prokazan rytmus kosinorovou analyzou
s pravdépodobnosti P = 0,1582 a absence rytmu byla potvrzena jednocestnou ANOVou (F (8,
24) = 1,128; P=0,3806). Kosinorova analyza nepotvrdila ani rytmus v expresi genu aadat v
epifyze s pravdépodobnosti P = 0,5115. Absence rytmu byla potvrzena jednocestnou
ANOVou (F (8, 24) = 2,005; P = 0,0898). Stejn¢ tak nevykazoval rytmus gen kynu podle
kosinorové analyzy s pravdépodobnosti P = 0.2035, piestoze ANOVA potvrdila vyznamné
odli$nosti hodnot mezi jednotlivymi Casy (F (8, 24) =4,637; P =0,0016.
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Obrazek ¢. 4: Bazidlni exprese genu kynureninové drahy ve vzorcich epifyzy. Grafy

4 + SEM) v tkani epifyz

znazoriuji prumeéry relativni miry exprese mRNA geni (n
v uvedenych cirkadidnnich Casech. Tyto geny nevykazovaly cirkadianni rytmus v epifyze, a

proto neni Zadny z grafii proloZen kosinorovou kiivkou.

Ve vzorcich jater byla namétena bazalni exprese gent kynureninové drahy ido2, kmo,
aadat, kynu a tdo2 (viz. Obrazek €. 5). Bazalni exprese v jatrech nebyla naméfena u genu
idol. V jatrech gen ido2 vykazoval cirkadianni rytmus podle kosinorové analyzy, ktera
odmitla HO s pravdépodobnosti P = 0,0007, jednocestnA ANOVA ale nenalezla mezi
hodnotami jednotlivych ¢ast signifikantni odlisnost (F (8, 27) = 2,200; P = 0,06). Gen kmo
podle kosinorové analyzy rytmus vykazoval s pravdépodobnosti P = 0,002. Jednocestna
ANOVA cirkadianni rytmus v expresi genu kmo potvrdila (F (8, 27) = 3,358; P = 0,0085).
Kosinorova analyza neodmitla HO pro gen aadat s pravdépodobnosti P = 0,0616. Signifikanci
rytmu exprese genu aadat nenalezla ani jednocestnd ANOVA (F (8, 25) = 1,967; P = 0,0938).
U genu kynu kosinorova analyza odmitla HO s pravdépodobnosti P < 0,0001 a potvrdila
rytmus exprese genu. Rytmus exprese genu kynu byl prokdzéan i jednocestnou ANOVou (F
(8, 26) = 12,01; P < 0,0001). Kosinorova analyza odmitla HO i u genu tdo2 v jatrech
s pravdépodobnosti P = 0,0018 a cirkadianni rytmus exprese genu byl potvrzen jednocestnou

ANOVou (F (8, 26) =4,639; P =0,0013).
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Obrazek ¢. 5: Bazialni exprese genu kynureninové drahy ve vzorcich jater. Grafy
znazoriuji priméry relativni miry exprese mRNA geni (n = 4 + SEM) v tkani jater
uvedenych cirkadidnnich Casech. Grafy gent vykazujicich cirkadianni rytmus podle
kosinorové analyzy a 1W ANOVA jsou proloZeny plnou kosinorovou kiivkou, nevyznamné

denni profily jsou vyznaceny preruSovanou linkou.

Ve vzorcich srdci byla namétena bazalni exprese genil kynureninové drahy ido2, kmo,
aadat, a kynu (viz. Obrazek ¢. 6). Bazalni exprese v srdci nebyla naméfena u gent idol/ a
tdo2. U genu ido2 kosinorovd analyza piijala HO s pravdépodobnosti P = 0,3171 a
nepiitomnost rytmu exprese genu potvrdila jednocestna ANOVA (F (8, 25) = 1,043; P =
0,4317). Kosinorova analyza nepotvrdila rytmus exprese ani u genu kmo a piijala HO
s pravdépodobnosti P = 0,4443. Jednocestna ANOVA také nenaSla signifikanci a nepotvrdila
rytmus exprese genu kmo (F (8, 26) = 1.250; P = 0,3113). U genu aadat kosinorova analyza
ptijala HO s pravdépodobnosti P = 0,2637 a nepotvrdila rytmus exprese genu. Nepfitomnost
rytmu byla potvrzena ANOVou (F (8, 25) = 2,234; P = 0,0595). Kosinorova analyza
neprokazala cirkadianni rytmus exprese ani u genu kynu a ptijala HO s pravdépodobnosti P =
0,8641. Signifikanci rytmu exprese genu kynu neprokazala ani jednocestna ANOVA (F (8,
25)=0,4941; P = 0,8487).
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Obrazek ¢. 6: Bazalni exprese geni Kynureninové drahy ve vzorcich srdce. Grafy
znazoriuji priméry relativni miry exprese mRNA genid (n = 4 + SEM) v tkani srdci
v uvedenych cirkadidnnich Casech. Tyto geny nevykazovaly cirkadianni rytmus v srdci, a

proto neni zadny z grafii prolozen kosinorovou kiivkou.

5.1.2. Bazalni exprese genii methoxyindolové drahy

Ve vzorcich epifyzy byla potvrzena exprese geni methxyindoloveé drahy aanat a tphl (viz.
Obrazek €. 7). U genu aanat byl potvrzen cirkadidnni rytmus exprese kosinorovou analyzou,
kterd odmitla HO s pravdépodobnosti P <0,0001. Rytmus exprese genu aanat byl potvrzen
jednocestnou ANOVou (F (8, 24) = 5,802; P= 0,0004). Kosinorova analyza ale nepotvrdila
rytmus exprese u genu tphl a prijala HO s pravdépodobnosti P = 0,1762. Nepfitomnost rytmu
exprese genu fphl byla potvrzena jednocestnou ANOVou (F (8, 24) =2,047; P =0,0837).
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Obrazek ¢. 7: Bazalni exprese genii methoxyindolové drahy ve vzorcich epifyz. Grafy
znazoriuji priméry relativni miry exprese mRNA genl (n = 4 +SEM) v tkani epifyz v
uvedenych cirkadidnnich casech. Graf genu aanat, vykazujici cirkadidnni rytmus podle
kosinorové analyzy a 1W ANOVA, je prolozen plnou kosinorovou kiivkou, nevyznamny

cirkadidnni rytmus genu #phl je vyznacen prerusovanou linkou.

Ve vzorcich jater nebyla nalezena pfitomnost bazalni exprese genti methoxyindolové

drahy tphl ani aanat nebot hodnoty CT vysoce ptevySovaly zvoleny prah, viz kapitola 5.2.

V srdci byla nalezena bazalni exprese genu methoxyindoloveé drahy tphl (viz.
Obrazek €. 8). Gen aanat nebyl ve vzorcich srdce méfen. Podle kosinorové analyzy nebyl u
genu fphl nalezen cirkadianni rytmus s pravdépodobnosti P = 0,4516. Jednocestnd ANOVA
takeé neprokdzala signifikanci rytmu exprese genu tphl (F (8, 26) = 0,8855; P =0,5418).
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Obrazek ¢. 8: Bazalni exprese genu fphl methoxyindolové drahy ve vzorcich srdci. Graf
znazoriuje primeéry relativni miry exprese mRNA genu (n = 4 £+SEM) v tkani srdci v
uvedenych cirkadiannich ¢asech. Graf neni proloZen kosinorovou kiivkou, jelikoz nebyl u

genu fphl v srdci potvrzen cirkadianni rytmus.
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5.1.3. Bazalni exprese transkripc¢nich faktori

Ve vzorcich epifyz byly nalezeny bazalni exprese gent transkripcnich faktort stat3, icer,
nrldl a per2 (viz. Obrazek €. 9). Kosinorova analyza potvrdila cirkadianni rytmus exprese
genu stat3 odmitnutim HO s pravdépodobnosti P = 0,0006. Pfitomnost rytmu exprese genu
stat3 potvrdila jednocestna ANOVA (F (8, 24) = 3,793; P = 0,0053). Kosinorova analyza
také potvrdila cirkadianni rytmus v expresi genu icer odmitnutim HO s pravdépodobnosti P <
0,0001. Signifikanci rytmu exprese genu icer potvrdila jednocestna ANOVA (F (8, 23) =
14,40; P <0,0001). V expresi genu nrldl kosinorova analyza odmitla HO s pravdépodobnosti
P < 0,0001 a potvrdila tak cirkadianni rytmus. Jednocestnd ANOVA rytmus exprese genu
nrldl potvrdila (F (8, 25) = 11,14; P < 0,0001). U genu per2 byl také nalezen cirkadianni
rytmus v expresi genu kosinorovou analyzou, kterd zamitla HO s pravdépodobnosti P <
0,0001. Pritomnost rytmu exprese a signifikanci potvrdila jednocestnd ANOVA (F (8, 25) =
9,065; P <0,0001).
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Obrazek ¢. 9: Bazalni exprese genu transkripénich faktori ve vzorcich epifyz. Grafy
znazoriuji priméry relativni miry exprese mRNA gent (n = 4 £ SEM) v tkani epifyz v
uvedenych cirkadiannich c¢asech. Grafy gent vykazujicich cirkadianni rytmus podle

kosinorové analyzy a 1W ANOVA jsou proloZeny plnou kosinorovou kiivkou.

Ve vzorcich jater byly nalezeny bazalni exprese geni stat3, icer, nridl a per2 (viz.
Obrazek ¢. 10). U genu stat3 nenasla v jatrech kosinorova analyza rytmus v expresi a pfijala

HO s pravdépodobnosti P = 0,0674. Jednocestnda ANOVA potvrdila nepfitomnost
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cirkadianniho rytmu v expresi genu stat3 (F (8, 27) = 1,314; P = 0,2787). Kosinorova analyza
nepotvrdila rytmus exprese ani u genu icer, u kter¢ho ptijala HO s pravdépodobnosti P =
0,0867. Jednocestna ANOVA také nenasla signifikanci rytmu exprese genu icer (F (8, 27) =
1,198; P = 0,3371). U genu nrldl ale byl potvrzen cirkadidnni rytmus exprese kosinorovou
analyzou, ktera odmitla HO s pravdépodobnosti P < 0,0001. Signifikanci rytmu exprese genu
potvrdila jednocestna ANOVA (F (8, 27) = 140,9; P < 0,0001). Také u genu per2 byl
nalezen signifikantni cirkadidnni rytmus exprese podle kosinorové analyzy, ktera odmitla HO
s pravdépodobnosti P < 0,0001. Rytmus exprese genu per?2 potvrdila jednocestna ANOVA (F
(8,27)=14,20; P <0,0001).
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Obrazek ¢. 10: Bazalni exprese genu transkripénich faktort ve vzorcich jater. Grafy
znazoriuji priméry relativni miry exprese mRNA genli (n = 4 +SEM) v tkani jater v
uvedenych cirkadidnnich casech. Grafy genl vykazujicich cirkadidanni rytmus podle
kosinorové analyzy a 1W ANOVA jsou prolozeny plnou kosinorovou kfivkou, nevyznamné

denni profily jsou vyznaceny pferusovanou linkou.

Ve vzorcich srdce byly nalezeny bazalni exprese genti stat3, icer, nridl a per2 (viz.
Obrazek ¢. 11). V srdci byl potvrzen cirkadidnni rytmus exprese u genu stat3 kosinorovou
analyzou, ktera odmitla HO s pravdépodobnosti P = 0,0344. Jednocestnd ANOVA ale
nenalezla mezi hodnotami jednotlivych casii signifikantni odlisnost (F (8, 26) = 1,171; P =
0,3532). U genu icer nebyl potvrzen cirkadianni rytmus exprese genu v srdci kosinorovou

analyzou, kterd odmitla HO s pravdépodobnosti P = 0,5077. Rytmus exprese genu icer nebyl
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potvrzen ani jednocestnou ANOVou (F (8, 26) = 0,6265; P = 0,7480). Rytmus exprese
potvrzen byl v genu nrldl kosinorovou analyzou, ktera odmitla HO s pravdépodobnosti P <
0,0001. Jednocestna ANOVA potvrdila signifikanci odliSnosti hodnot jednotlivych ¢asi u
genu nridl (F (8, 25) = 81,20; P < 0,0001). Rytmus exprese byl potvrzen i u genu per?2
kosinorovou analyzou, kterda odmitla HO s pravdépodobnosti P < 0,0001. Signifikanci rytmu

exprese genu per2 potvrdila jednocestna ANOVA (F (8, 24) = 60,92; P <0,0001).
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Obrazek ¢. 11: Bazalni exprese genii transkripénich faktori ve vzorcich srdce. Grafy
znazoriyji priméry relativni miry exprese mRNA genli (n = 4 = SEM) v tkani srdci v
uvedenych cirkadiannich c¢asech. Grafy gen vykazujicich cirkadianni rytmus podle
kosinorové analyzy a 1W ANOVA jsou prolozeny plnou kosinorovou kfivkou, nevyznamné

denni profily jsou vyznaceny pferusovanou linkou.

Tabulka ¢. 2 ukazuje parametry statisticky potvrzenych expresnich rytmi ziskané
kosinorovou analyzou. Hodnoty mesoru a amplitudy jsou vyjadieny v Cislech vyjadiujicich
relativni mnozstvi a jsou tedy pouze orientacni. Akrofdze vyjadiuje cirkadianni ¢as vrcholu

rytmu a je dulezita pro posouzeni vzéjemnych fazovych vztahli mezi expresnimi rytmy.
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Epifyza Jatra Srdce Epifyza Jatra Srdce
MEeSsor Mesor 0,23
idot amplituda aanat amplituda (0,35
akrofaze akrofaze 17,88
mesor mesor
ido2 amplituda ipht amplituda
akrofaze akrofaze
mesor mesor 0,54
aadal  |amplituda stat3 amplituda  [0,2201
akrofaze akrofaze 18,35
mesor 0,743 mMesor 0,22
kmo amplituda 0.1045 icer amplituda  [0.37
akrofaze 5,38 akrofaze 18,14
mesor 0.3775 mesor 0,49 0.24 0,38
kynu amplituda 0,2994 nitd? amplituda (0,27 0.36 0.42
akrofaze 3,08 akrofaze 10,65 8,79 7.73
mesor 0.64 mesor 0,38 0.61 0.49
fdo2 amplituda 0.14 per2 amplituda [0.36 0.33 0.36
akrofaze 10,45 akrofaze 19,31 15,93 14,52

Tabulka €. 2: Parametry kosinorové analyzy. V pfipad€, Ze rytmus v expresi genu nebyl
potvrzen kosinorovou analyzou a jednocestnou ANOVA nemohly byt parametry rytmu
vypocitany a prislusné pole je tedy proskrtnuto. Gen aanat nebyl méfen v srdci a v jatrech
nebyla nalezena jeho bazalni exprese. V jatrech a v srdci nebyla nalezena bazalni exprese
genu idol, v jatrech nebyla nalezena bazalni exprese genu #phl, a v epifyze a srdci nebyla
nalezena bazalni exprese genu tdo2. Mesor a amplituda jsou vyjadfeny v relativni hladiné

exprese, akrofaze jsou vyjadieny v cirkadiannim case CT.

5.2. Porovnani bazalni a indukované exprese gent

Genova exprese sledovanych genil byla indukovana intraperitonedlnim podanim LPS v ¢ase
CT8 v davce 1mg/kg. Indukovand a bazalni exprese byly porovnavany u jednotlivych geni
dvoucestnou ANOVou a Welchovym t testem. Cirkadianni rytmus exprese geni nebyl méten
u experimentalni LPS skupiny, jelikoz rytmicitu exprese maskoval okamzity efekt podani

LPS.

5.2.1. Porovnani bazalni a indukované exprese genti kynureninové drahy

V epifyze byla po ovlivnéni LPS nalezena exprese genti kynureninové drahy idol, ido2, kmo,
aadat a kynu (viz. Obrazek ¢. 12). Exprese genu tdo2 nebyla nalezena v epifyze ani po
ovlivnéni LPS. U genu idol dvoucestnd ANOVA potvrdila signifikantni rozdil mezi
kontrolni a LPS skupinou v epifyze (F (1, 48) = 11,98; P = 0,0011). Welchtv t test neodhalil
u genu idol Zzadnou signifikanci mezi skupinami v jednotlivych casovych bodech.
Dvoucestna  ANOVA vexpresi genu ido2 mezi kontrolni a LPS skupinou nalezla

signifikantni rozdil (F (1, 49) = 34,39; P < 0,0001). Welchiiv t test nalezl u genu ido?2
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signifikanci mezi skupinami v ¢asovych bodech CT15 (P = 0,000962), kde byla signifikance
indukce exprese nejveétsi, a CT18 (P = 0,014574). U genu kmo, dvoucestna ANOVA mezi
kontrolni a LPS skupinou v epifyze potvrdila signifikantni rozdil (F (1, 49) = 28,16; P <
0,0001). Podle Welchova t testu byla indukce exprese genu kmo po podani LPS
nejsignifikantnéjsi v casovém bod¢é CT18 (P = 0,003224) a na nizsi hladin¢ vyznamnosti byla
v ¢asovych bodech CT21 (P = 0,044987) a CT9 (0,020230). Dvoucestna ANOVA potvrdila
signifikantni rozdil v expresi genu aadat mezi kontrolni a LPS skupinou (F (1, 48) = 9,069; P
=0,0041). Welchuv t test odhalil signifikantni pokles exprese genu aadat v LPS skupiné vuci
kontrolni skupiné v ¢asovych bodech CT15 (P = 0,000065) a CT18 (P = 0,005079). V bodé
CT21 naopak odhalil ve skupiné¢ LPS signifikantni indukci exprese genu (P = 0,010466).
Dvoucestna ANOVA u genu kynu v epifyze potvrdila rozdilnost kontrolni a LPS skupiny (F
(1, 48) =44,70; P < 0,0001). Welchtv t test nasel v expresi genu kynu v epifyze signifikantni
indukci exprese po podani LPS v casovych bodech CT21 (P = 0,049316), CTO (P =
0,015762) a CT9 (P = 0,038364).
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Obrazek ¢. 12: Porovnani bazalni a indukované exprese gentii kynureninové drahy ve
vzorcich epifyz. Grafy znazorfiuji primery relativni miry exprese mRNA gent (n =4 £SEM)
v tkani epifyz v uvedenych cirkadidnnich ¢asech pro skupinu kontrol (znaceno cervené) a

LPS (znaCeno fialov€). Sloupce znazornujici hodnoty LPS a K skupin, které byly
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vyhodnoceny Welchovym t testem jako signifikantné rozdilné, jsou oznaceny * (pro P <

0,05) a ** (pro P < 0,001).

V jatrech byla po ovlivnéni LPS nalezena exprese gent kynureninové drahy idol,
ido2, kmo, aadat, kynu a tdo2 (viz. Obrazek €. 13). Jelikoz v kontrolni skupin€ v jatrech
nebyla nalezena exprese genu idol, nebylo mozné zde dvé skupiny porovnat. Bylo vSak
potvrzeno, ze podani LPS v jatrech indukuje expresi genu idol. Dvoucestna ANOVA
nenalezla signifikantni rozdil mezi skupinou kontrolni a LPS u genu ido?2 v jatrech (F (1, 52)
=0,08715; P = 0,7690). Welchuv t test u genu ido2 také neodhalil signifikantni rozdil mezi
skupinami v zadném z Casovych bodi. Dvoucestnda ANOVA u genu kmo v jatrech potvrdila

odli$nost kontrolni a LPS skupiny (F (1, 52) = 123,5; P < 0,0001). Welchtv t test odhalil

signifikantné mensi expresi genu kmo v LPS skupin€ v Casovych bodech CT12 (P
0,030374), CT15 (P = 0,000312), CT18 (P = 0,000459), CT21 (P = 0,014698), CTO (P
0,039118), CT3 (P =0,014853) a CT9 (P = 0,005558). Dvoucestna ANOVA mezi kontrolni a
LPS skupinou pro gen aadat nalezla signifikantni odlisnost (F (1, 49) = 31,48; P < 0,0001).

Welchiv t test prokazal u genu aadat signifikantn€ niz8i expresi v LPS neZz v kontrolni
skupin¢ v Casovych bodech CT12 (P = 0,024621), CT15 (P = 0,042504), CT18 (P =
0,000192) a CT3 (P = 0,021271). Signifikantni indukce exprese byla naopak pozorovéna
v druhy casovy bod CT12 (0,043276). Dvoucestna ANOVA u genu kynu mezi kontrolni a
LPS skupinou nalezla signifikantni rozdil (F (1, 51) = 13,27; P = 0,0006). Welchtv t test
prokdzal u genu kynu signifikantni snizeni exprese genu v LPS skupiné¢ vic¢i kontrolni
skupiné v ¢asovych bodech CT15 (P = 0,014139), CT18 (P = 0,000130) a CT3 (P =
0,023284). V expresi genu tdo2 v jatrech nalezla dvoucestnd ANOVA signifikantni rozdil
mezi kontrolni a LPS skupinou (F (1, 50) =44,61; P <0,0001). Welchtv t test odhalil u genu
tdo?2 signifikantni indukci exprese genu po podani LPS v porovnani s kontrolni skupinou v

gasovych bodech CT15 (P = 0,002078) a CT3 (P = 0,000288).
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Obrazek ¢. 13: Porovnani bazilni a indukované exprese gent Kynureninové drahy ve
vzorcich jater. Grafy znazoriiuji priméry relativni miry exprese mRNA genti (n = 4 = SEM)
v tkani jater v uvedenych cirkadidnnich ¢asech pro skupinu kontrol (znaceno cervené) a LPS
(znaceno fialove). Sloupce znazoriiujici hodnoty LPS a K skupin, které byly vyhodnoceny

Welchovym t testem jako signifikantné rozdilné, jsou oznaceny * (pro P < 0,05) a ** (pro P <
0,001).

V srdci byla po ovlivnéni LPS nalezena exprese genli kynureninové drahy idol, ido2,
kmo, aadat a kynu (viz. Obrazek ¢. 14). Exprese genu tdo2 nebyla nalezena v srdci ani po
ovlivnéni LPS. Jelikoz v kontrolni skupiné v srdci nebyla nalezena exprese genu ido/, nebylo
mozné zde dvé skupiny porovnat. Bylo vSak potvrzeno, Ze podani LPS v srdci indukuje
expresi genu idol. Dvoucestnd ANOVA u genu ido2 potvrdila odliSnost kontrolni a LPS
skupiny v srdci (F (1, 49) = 102,5; P < 0,0001). Welchtiv t test prokazal signifikantni indukci
exprese genu ido2 po podani LPS v ¢asovych bodech CT15 (P = 0,002991), CT18 (P =
0,000010) a CT21 (P = 0,027440). Dvoucestnda ANOVA u genu kmo potvrdila odliSnost
kontrolni a LPS skupiny v srdci (F (1, 50) = 51.07; P < 0,0001). U genu kmo také Welchav t
test potvrdil signifikantni indukci exprese genu ve skupiné LPS v porovnani s kontrolni
skupinou v ¢asovych bodech CTI18 (P = 0,015811) a CT9 (P = 0,016941). Dvoucestna
ANOVA u genu aadat v srdci nalezla signifikantni rozdil mezi kontrolni a LPS skupinou (F
(1, 49) = 55,19; P < 0,0001). U genu aadat signifikanci nasel i Welchuv t test v indukci
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exprese genu po podani LPS v ¢asovych bodech CT15 (P =0,003710), CT18 (P = 0,004895),
CT3 (P = 0,048875) a CT9 (P = 0,000052). Dvoucestna ANOVA u genu kynu v srdci
potvrdila signifikanci rozdilnosti mezi kontrolni a LPS skupinou (F (1, 49) = 9,614; P =
0,0032). Welchiiv t test nalezl signifikantni indukci exprese genu kynu po podani LPS
v druhém ¢asovém bodu CT12 (P =0,048638).
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Obrazek ¢. 14: Porovnani bazilni a indukované exprese gent Kynureninové drahy ve
vzorcich srdci. Grafy znazoriuji priméry relativni miry exprese mRNA genid (n = 4 +SEM)
v tkani srdci v uvedenych cirkadiannich ¢asech pro skupinu kontrol (znaceno ¢erven¢) a LPS
(znaceno fialové€). Sloupce znazoriiujici hodnoty LPS a K skupin, které byly vyhodnoceny
Welchovym t testem jako signifikantné€ rozdilné, jsou oznaceny * (pro P < 0,05) a ** (pro P <
0,001).

5.2.2. Porovnani bazalni a indukované exprese genti methoxyindolové drahy

V epifyze byla po ovlivnéni LPS nalezena exprese genli methoxyindolové drahy aanat a tphl
(viz. Obrazek €. 15). Dvoucestnd ANOVA nepotvrdila signifikanci odliSnosti kontrolni a LPS
skupiny pro gen aanat v epifyze (F (1, 48) = 0,002294; P = 0,0620). Welchlv t test také
nenalezl zadnou signifikanci u genu aanat v rozdilu mezi LPS a kontrolni skupinou v Zadném
z casovych bodli. Dvoucestnd ANOVA nepotvrdila signifikantni odliSnost kontrolni a LPS
skupiny genu tphl v epifyze (F (1, 49) = 2,137; P = 0,1501). Welchiv t test ale odhalil

36



signifikantni pokles exprese genu #phl v LPS skupiné oproti kontrole v ¢asovém bodé CT15
(P =0,034013), a naopak vzrist v ¢asovém bod¢ CT21 (P =0,013232).
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Obrazek ¢. 15: Porovnani bazalni a indukované exprese genti methoxyindolové drahy
ve vzorcich epifyz. Grafy zndzornuji priméry relativni miry exprese mRNA genl (n = 4
+SEM) v tkani epifyz v uvedenych cirkadiannich ¢asech pro skupinu kontrol (znaceno
cervené) a LPS (znaceno fialove). Sloupce znazoriujici hodnoty LPS a K skupin, které byly
vyhodnoceny Welchovym t testem jako signifikantné rozdilné, jsou oznaceny * (pro P <

0,05) a ** (pro P <0,001).

Ve vzorcich jater nebyla nalezena bazalni ani indukovana exprese gent

methoxyindolové drahy phl ani aanat.

V srdci byla nalezena bazalni 1 indukovana exprese genu methoxyindolové drahy phl
(viz. Obrazek €. 16). Gen aanat nebyl ve vzorcich srdce méten. Dvoucestnd ANOVA u genu
tphl v srdci nenalezla signifikanci v rozdilu mezi kontrolni a LPS skupinou (F (1, 49) =
2,150; P = 0,1490). Welchuiv t test vyhodnotil pokles exprese genu #phl v LPS skupiné vici
kontrolni skupiné jako signifikantni v ¢asovych bodech CT3 (P = 0,027637) a CT6 (P =
0,035713).

37



tph1 v srdci

-
(3.}
1

En. B ontroly
b BN | ps
z
£ 1.0
&
%; .
8 0.5
=
2
-
©
©
X 0.0-
NPT A TP I R S
SFE TS TET L

CT

Obrazek ¢. 16: Porovnani bazalni a indukované exprese genu #phl methoxyindolové
drahy ve vzorcich srdci. Graf znazoriiuje priméry relativni miry exprese mRNA genu (n =4
+SEM) v tkani srdei v uvedenych cirkadiannich Casech pro skupinu kontrol (znaceno
cervené) a LPS (znaceno fialove). Sloupce znazoriujici hodnoty LPS a K skupin, které byly
vyhodnoceny Welchovym t testem jako signifikantné rozdilné, jsou oznaleny * (pro P <

0,05) a ** (pro P <0,001).

5.2.3. Porovnani bazalni a indukované exprese genii transkrip¢nich faktori

V epifyze byla po ovlivnéni LPS nalezena exprese genil transkripcnich faktort stat3, icer,
nrldl a per2 (viz. Obrazek €. 17). Dvoucestna ANOVA mezi kontrolni a LPS skupinou pro
gen stat3 potvrdila signifikantni rozdil mezi kontrolni a LPS skupinou v epifyze (F (1, 48) =
19,70; P < 0,0001). Welchiv t test vyhodnotil jako signifikantni vzrist exprese genu stat3 po
podani LPS v porovnani s kontrolni skupinou u ¢asovych boda CT15 (P = 0,037535) a CT18
(P = 0,021662). Dvoucestna analyza nenalezla signifikantni rozdil mezi kontrolni a LPS
skupinou v expresi genu icer v epifyze (F (1, 46) = 0,5883; P = 0,4470). Welchuv t test u
genu icer nalezl signifikantni rozdil mezi LPS a kontrolni skupinou v ¢asovém bod&é CT9 (P
= 0,044374). Dvoucestnd ANOVA nepotvrdila signifikanci odliSnosti kontrolni a LPS
skupiny genu nridl v epifyze (F (1, 50) =2.492; P = 0,1207). Analyza Welchovym t testem
u genu nrldl neodhalila signifikanci v rozdilu mezi dvéma skupinami v zZddném z €asovych
bodl. Dvoucestnd ANOVA nenaSla signifikanci mezi kontrolni a LPS skupinou u genu per?2
v epifyze (F (1, 50) = 1.183; P = 0,2819). V rozdilu expresi genu per2 mezi dvéma

skupinami nepotvrdil signifikanci ani Welchtv t test.
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Obrazek €. 17: Porovnani bazalni a indukované exprese gent transkripénich faktori ve
vzorcich epifyz. Grafy znazoriiuji priméry relativni miry exprese mRNA genli (n = 4 +
SEM) v tkani epifyz v uvedenych cirkadiannich casech pro skupinu kontrol (znafeno
cerveng) a LPS (znaceno fialove). Sloupce znazornujici hodnoty LPS a K skupin, které byly
vyhodnoceny Welchovym t testem jako signifikantné rozdilné, jsou oznaceny * (pro P <

0,05) a ** (pro P <0,001).

V jatrech byla po ovlivnéni LPS nalezena exprese gent transkripcnich faktord stat3,
icer, nrldl a per2 (viz. Obrazek ¢. 18). Dvoucestna ANOVA v jatrech u genu stat3 mezi
kontrolni a LPS skupinou potvrdila signifikantni rozdil (F (1, 52) = 91,32; P < 0,0001).
Welchiiv t test prokdzal u genu star3 signifikantni indukci exprese genu po podani LPS
v Casovych bodech CT12 (P = 0,015865), CT15 (P =0,007167), CT18 (P = 0,003950) a CT9
(P = 0,023837). Dvoucestnd ANOVA neprokazala signifikantni odliSnost kontrolni a LPS
skupiny u exprese genu icer v jatrech (F (1, 52) = 2,086; P = 0,1546). Welchtv t test ale u
genu icer prokazal signifikantni indukci exprese genu po podani LPS v ¢asovych bodech
CT15 (P =0,01395) a CT18 (P = 0,000042). Dvoucestnd ANOVA neprokazala signifikanci
odli$nosti kontrolni a LPS skupiny genu nridl v jatrech (F (1, 50) = 2.873; P = 0,0963).
Welchiv t test ale prokdzal signifikantni indukci exprese genu nridl po podani LPS
v ¢asovych bodech CTI15 (P = 0,000346) a CT18 (P = 0,001636), a signifikantni pokles
exprese v ¢asovych bodech CT3 (P = 0,049231), CT6 (P = 0,000011) a CT9 (P < 0,000001).
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Dvoucestna ANOVA u genu per?2 prokazala signifikantni odliSnost kontrolni a LPS skupiny
(F (1, 49) = 50.30; P < 0,0001). Welchuv t test potvrdil signifikantni pokles exprese genu
per2 po podani LPS v ¢asovych bodech CT12 (P = 0,000008), CT18 (P = 0,003506) a CT9
(P =0,000567).
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Obrazek ¢. 18: Porovnani bazalni a indukované exprese genii transkripénich faktori ve
vzorcich jater. Grafy znazoriuji priméry relativni miry exprese mRNA genti (n = 4 = SEM)
v tkani jater v uvedenych cirkadidnnich ¢asech pro skupinu kontrol (znaceno cCervené) a LPS
(znaceno fialové). Sloupce znézoriujici hodnoty LPS a K skupin, které byly vyhodnoceny
Welchovym t testem jako signifikantné rozdilné, jsou oznaceny * (pro P < 0,05) a ** (pro P <

0,001).

V srdci byla po ovlivnéni LPS nalezena exprese genti transkripcnich faktort stat3,
icer, nrldl a per? (viz. Obrazek ¢. 19). Dvoucestna ANOVA prokazala signifikantni
odli$nost kontrolni a LPS skupiny v expresi stat3 genu v srdci (F (1, 50) = 56.56; P <
0,0001). Welchtv test prokazal signifikantni indukci exprese genu stat3 po podani LPS
v ¢asovych bodech CT12 (P =0,030135), CT15 (P = 0,005495), CT18 (P = 0,000139) a CT9
(P = 0,00007). Dvoucestnda ANOVA prokazala signifikantni odliSnost kontrolni a LPS
skupiny u genu icer v srdci (F (1, 49) = 30,77; P <0,0001). Welchtv test u genu icer potvrdil
signifikanci indukce exprese genu po podani LPS v ¢asovém bod¢ CT18 (P = 0,004704).

Dvoucestna ANOVA u exprese genu nrldl prokazala signifikanci odliSnosti kontrolni a LPS
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skupiny (F (1, 49) = 7.563; P = 0,0083). Analyza Welchovym testem prokazala u genu nridl
signifikantni pokles exprese genu v LPS skupiné v ¢asovém bodé¢ CT9 (P = 0,040792).
Dvoucestna ANOVA u exprese genu per2 prokazala signifikanci odli$nosti kontrolni a LPS
skupiny v srdci (F (1, 46) = 15,20; P = 0,0003). Welchv test u genu per?2 nalezl signifikanci
poklesu exprese genu v LPS skupiné oproti kontrolni skupiné v ¢asovych bodech CT12 (P =
0,000266), CT15 (P =0,016084) a CT9 (P =0,001637).
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Obrazek ¢. 19: Porovnani bazalni a indukované exprese genii transkripénich faktori ve
vzorcich srdci. Grafy zndzornuji praméry relativni miry exprese mRNA geni (n = 4 = SEM)
v tkani srdci v uvedenych cirkadiannich ¢asech pro skupinu kontrol (znac¢eno cerven€) a LPS
(znaceno fialové). Sloupce znézoriujici hodnoty LPS a K skupin, které byly vyhodnoceny
Welchovym t testem jako signifikantné rozdilné, jsou oznaceny * (pro P < 0,05) a ** (pro P <
0,001).
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6. Diskuze

6.1. Bazalni exprese genii kynureninové a methoxyindolové drahy a
transkripc¢nich faktori, a jejich cirkadianni rytmy

Vysledky RT-qPCR prokazaly expresi vétSiny zkoumanych genti v epifyze, jatrech i srdci.
Bazalni exprese genu kynureninové drahy tdo2 byla pod hranici detekovatelnosti v epifyze a
srdci. Po dikladném prohledani piislusné literatury byly ziskdny informace o silné expresi
genu tdo2 v jatrech a slabsi expresi v hippokampu, mozecku, striatu a mozkovém kmeni
(Kanai et al., 2009; Knox & Mehler, 1950). Je tedy mozné piedpokladat, ze se tdo2 v epifyze
a srdci neexprimuje. Exprese genu idol nebyla pfitomna v jatrech a srdci. To je ¢astecné v
souladu se studii provedené na mysich (Dai & Zhu, 2010). V této studii nebyla exprese ido!
prokazana v jatrech, byla ale jeji slaba exprese byla detekovana v srde¢ni tkani. OdliSnost
vysledkd nasi a této studie mize byt disledkem pouziti jiného animalniho modelu, mysi
misto potkand. Dale tato studie ke kvantifikaci mRNA nepouzivala metodu RT-qPCR, ale
metodu branched DNA assay. Pfes tyto odliSnosti vSak metoda western blot ale ve stejné

studii nepotvrdila v srdci ptitomnost proteinu IDO1 (Dai & Zhu, 2010).

Ve vzorcich jater nebyla potvrzena exprese genu aanat methoxyindolové drahy. Pfedchozi
studie také ukdzaly, ze ve zdravych hepatocytech se gen aanat neexprimuje. Prokazaly vSak
expresi aanat v cholangiocytech potkant a v lidské cholangiocytové bunécné linii H69 (Han
et al.,2011; Renzi et al., 2013). V jatrech nebyla potvrzena ani exprese druhého zkoumaného
methoxyindolového genu, tphl. Tento nalez se shoduje se studii, kde nebyla potvrzena
exprese tphl ani tph2 v mySich hepatocytech. Ve stejné studii ale byla nalezena exprese
TPH1 i1 TPH2 v cholangiocytech (Omenetti et al, 2011). Nicméné pozdé¢jsi studie
vyhodnocujici expresi phl v homogenizovanych potkanich jatrech prokézala pfitomnost jeho
mRNA. Tato studie navic prokazala bimodalni rytmus exprese genu phl v jatrech s jednim
peakem ve svétlé fazi a druhym v temnostni fazi dne (Valdés-Fuentes ef al., 2015). Vzhledem
k vysledkim studie provedené Omenetti a kolektivem (2011) mlZeme usuzovat, Ze
identifikovand mRNA #phl v této studii pochdzela z cholangiocytil, a Ze jaterni tkan v této

studii byla odebrana z ¢asti jater bohatsi na cholangiocyty, neZ v naSem experimentu.

Bazalni exprese gent byla analyzovana dvéma statistickymi metodami, které potvrzuji
pritomnost cirkadiannich rytmu. Cirkadianni rytmicita exprese genti kynureninové drahy
v epifyze a vsrdci nebyla potvrzena. Nicméné v jatrech vykazovaly cirkadianni rytmus

bazalni exprese genil kmo, kynu a tdo2. Tato prace tak poskytuje prvni pfimou informaci o
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cirkadianni regulaci exprese enzymu kynureninové drahy v jatrech, jelikoz v zadné predchozi
studii tato informace nebyla popsdna. V 60. letech minulého stoleti byly publikovany prace
ukazujici cirkadianni rytmus vyluovani metaboliti kynureninové drahy u lidi a koncentrace
tryptofanu v krvi na mysich, ze kterych byla podle soudobych znalosti vyvozena existence
rytmu aktivity tdo2 v jatrech (Rapoport et al., 1966; Rapoport & Beisel, 1968). Studie na
mysich vyhodnotila peak aktivity enzymu TDO2 v CT 20 ve fazi tmy. NaSe méfeni prokazalo
akrofazi cirkadidnniho rytmu exprese genu tdo2 v jatrech ptiblizn€¢ v CT 10:30, coz je na
konci svétlé faze. Je zde potieba brat v ivahu prodleni mezi transkripci a translaci proteinu a
musime tedy ptfedpokladat, Ze akrofaze cirkadidnniho rytmu hladiny mRNA a miry aktivity
enzymu budou vii¢i sob& posunuté. Pfesny mechanismus vzniku cirkadidnniho rytmu exprese
tdo2 v jatrech neni znama. Je ale mozné se domnivat, ze v ném hraje roli transkripéni faktor
ptitomny v jatrech, CEBPP. CEBPf v jatrech vykazuje cirkadidnni rytmus fizeny hodinovymi
geny, ktery pretrvava i za stalé tmy. Akrofaze rytmu CEBPP byla naméfena v ZT 13 v LD
svételnych podminkach (Ma ef al., 2011). Déle bylo prokazéno, ze CEBPJ indukuje expresi
tdol i tdo2 a zvysuje hladinu kynureninu, produktu TDO v jatrech (Yang ef al., 2019). Lze
tedy predpokladat spojitost rytmu CEBPJ a rytmu 7do2, ale pro potvrzeni této hypotézy je
potieba dals$i vyzkum na toto téma. Rytmus exprese genl kmo a kynu v jatrech byl popsan
v naSem experimentu poprvé, jelikoZz neexistuji studie popisujici ani cirkadidnni rytmus
hladiny katalytickych produkti enzymi KMO a KYNU v jatrech. V budoucich studiich je

tedy tfeba nahlédnout do mechanismi vzniku téchto rytmd.

Na rozdil od cirkadiannich rytmti enzymt kynureninové drahy je cirkadianni rytmus
vexpresi a aktivit¢ enzymu methoxyindolové drahy AANAT zndmy jiz desitky let.
Cirkadianni rytmus jak exprese, tak aktivity enzymu AANAT ma akrofdzi béhem temnostni
faze, kdy hladina mRNA genu aanat vzristd az stopadesatkrat (Binkley et al., 1979;
Roseboom et al., 1996). V tomto experimentu byl naméten cirkadianni rytmus exprese genu
aanat v epifyze s akrofazi ptiblizné v CT18, tedy uprostfed subjektivni noci, coz souhlasi
s vysledky pfedchozich studii. Naopak se v nasem experimentu nepotvrdil rytmus enzymu
TPHI1, ktery v jinych studiich na potkanech vykazoval cirkadianni rytmus jak v hladiné
mRNA, tak v aktivité s peakem v temnostni fazi (Shibuya et al., 1977; Sugden, 2003).

Cirkadianni rytmy bazalni exprese hodinovych genli nridl a per2 potvrzené nasimi
daty v epifyze, jatrech i srdci nejsou prekvapivé. Analyzu rytmicity téchto gent jsme vyuzily
jako positivni kontrolu pfitomnosti cirkadiannich rytma v naSich vzorcich tkani. Vysledky

tohoto experimentu se shoduji s pedchozi studii, kterd potvrdila cirkadianni rytmus obou
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genl v epifyze potkanii. S touto studii se shoduji i peaky rytmu exprese genii; rytmus exprese
nrldl ma vrchol na konci subjektivniho dne a exprese per2 uprostied subjektivni noci
(Kubistova et al., 2020). Rytmus bazalni exprese per2 v jatrech a srdci naméfeny v tomto
experimentu se shoduje se studiemi na mySich; Exprese genu per? vykazovala akrofazi na
zaCatku subjektivni noci a akrofaze rytmu exprese nrldl byla potvrzena v druhé poloviné
subjektivniho dne pro obé¢ tkén€, coz se shoduje s nasSimi néalezy (Bonaconsa et al., 2014;
Peirson et al., 2006). Cirkadianni rytmy bazélni exprese transkripénich faktorti icer a stat3
v epifyze byly také jiz potvrzena v predchozi studii Kubistové et al., (2020), kde stejné jako

v tomto experimentu vykazovaly oba rytmy exprese akrofazi uprostied subjektivni noci.

Velikost imunitni odpovédi na systémové trovni je ovlivnéna denni dobou infikovani.
Pti podani LPS na zacatku aktivni faze potkanti v ¢ase ZT14 je odpovéd’ imunitniho systému
vetsi, nez kdyz je podan béhem odpocinkové faze v Case ZT2. VEétsi imunitni odpovéd’ se
projevuje asi dvakrat vétsi produkei prozanétlivych cytokinl a hypotermii, ktera se objevuje
po vysokych davkach LPS (Guerrero-Vargas ef al., 2014). Vyznamnou souc¢asti imunitnich
signaliza¢nich drah v mozku je transkripéni faktor STAT3. Aktivace STAT3 po aplikaci LPS
je témet zcela zprostiedkovana prozanétlivym cytokinem IL6 (Rummel et al., 2008).
Ptedchozi studie nasi laboratote ukéazala, ze v SCN vykazuje exprese genu a hladina proteinu
stat3 cirkadianni rytmus s akrofdzi béhem dne (Moravcova et al., 2016, 2018). Druhd
zminovand prace také prokazala zavislost mezi mirou indukované exprese stat3 a Casem, kdy
je podan LPS. Pii podani LPS v ¢ase ZT15 byla indukce exprese genu stat3 v SCN asi
desetkrat vyssi, nez kdyz byl LPS podan v Case ZT6. Zaroven tato studie prokazala, Ze
pokusna zvifata, kterym byl podan LPS ve dne, rychleji obnovila svou motorickou aktivitu,
coz znaci rychlejsi rekonvalescenci (Moravcova et al., 2018). Dilezity mechanismus u¢inku
STAT3 je aktivace astrocytll, coZ bylo potvrzeno u mnoha neurodegenerativnich chorob jako
je Alzheimerova choroba, Huntingtonova choroba a amyotroficka laterdlni skler6za (ALS)
(Haim et al., 2015; Shibata et al., 2010). Tento mechanismus byl také potvrzen u nékolika
mechanisticky riiznych mysich modeléi neurotoxicity (O’Callaghan et al., 2014). Casova
regulace exprese transkripéniho faktoru STAT3 v mozku muze byt tedy jeden ze zplsobu
jakym cirkadidnni systém zasahuje do miry imunitni odpovédi. Domnivame se, Ze
z podobnych divoda je tak dalezité provadét studie na cirkadianni rytmicitu enzymu
kynureninové drahy a jejich neuroaktivnich a imunomodula¢nich metabolitt. Jejich rytmus

by mohl byt klicovy ke zlepSeni 1é€by onemocnéni, ve kterych figuruji.
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6.2. Piisobeni LPS na expresi genti kynureninové a methoxyindolové drahy

Dalsi cast naSeho experimentu se tykala vlivu intraperitonealniho podani LPS na miru
exprese zkoumanych genil. Nejvyraznéji LPS ptsobilo na expresi ido! v jatrech a srdci, kterd
v kontrolni skupin€¢ nevykazovala zaddnou bazalni expresi, a LPS jeji expresi vyrazné
indukoval. Také v epifyze vykazoval gen idol signifikantné vysS§i miru exprese v LPS
skupin€. Zajimavé bylo zjisténi, ze v jatrech a srdci byla indukce exprese idol okamzita a
rychle klesajici, ale v epifyze trvala vice nez 24 hodin, az za ¢asovy ramec naseho pokusu.
Fakt, Ze podani LPS zptsobuje zvyseni produkce IFNy, je znamy jiz desitky let (Wada et al.,
1999). Novéji bylo ale potvrzeno, Ze existuje i mechanismus zvySeni exprese idol pomoci
LPS, ktery je nezavisly na [FNy. Studie na mysich prokazala, ze dal§i vyznamnou roli v této
signaliza¢ni draze hraje TNFa. Indukce exprese pies TNFa po podani LPS bylo v této studii
potvrzeno i1 v mozku (Fujigaki et al., 2001). Nov¢jsi studie potvrdila existenci této
signalizani drdhy u prasat. Stejnd studie potvrdila indukci exprese idol v jatrech po
ovlivnéni LPS (Wirthgen et al., 2013). Krom¢ enzymu IDO2 v jatrech byl rozdil v expresi

vSech genl kynureninové drahy v epifyze, jatrech 1 srdci signifikantni.

Exprese gent v epifyze byla podanim LPS indukovana u vSech gend kromé genu
aadat, u kterého byla exprese potlacena v ¢asovych bodech CT15 a CT18, a indukovana
vbodé¢ CT21. Zména exprese genll kmo a aadat namé&fena v naSich vzorcich souhlasi
s vysledky presentované studii na potkanech, ve které po systétmovém podani LPS pozorovali
v mozku indukci exprese kmo, ale ne kynu. Zaroven tato studie potvrzuje, Ze bazalni exprese
aadat je v mozku mnohokrat vy$si nez bazalni exprese kmo. Tyto vysledky naznacuji, Ze
vysoka hladina KAT2 chrani neurony ptfed excitotoxickym produktem metabolické drahy
enzymu KMO, kyselinou chinolinovou, zpracovanim vét$iho mnoZstvi substratu kynureninu
k produkci neuroprotektivni kyseliny kynurenové. Vétsi produkeci KMO je také kynureninova
draha svadéna k vétsi produkci NAD", coz podporuje vyrobu energie ve vytizenych buiikach
imunitniho systému béhem jeho aktivace (Connor et al., 2008). Exprese genii kynureninové
drahy v srdci byla také indukovana podanim LPS, a to u vSech zkoumanych gend. Indukce
genll idol a ido2 v srdci byla okamzitd a klesala uz asi 10 hodin po podani LPS. Naopak
indukce exprese genu kmo byla opozdénéjsi, s peakem exprese az 25 hodin po podani LPS.
Indukce aadat a kynu byla konstantni a trvala az za ¢asovy ramec naSeho experimentu. Ve
vzorcich jater byla na rozdil od epifyzy a srdce potlacena exprese gend aadat, kmo a kynu.

Tento vysledek podporuje studie provedena na mysich, ve které bylo potvrzeno potlaceni
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exprese genu kynu v jatrech po podani LPS. Aktivita KMO byla v tomto pokusu také snizena
po podani LPS, i1 kdyz rozdil mezi experimentalni a kontrolni skupinou nebyl signifikantni
(Larkin et al., 2016). VétSina kynureninu je produkovano v jatrech diky pisobeni enzymu
TDO2, jehoz exprese je v jatrech po podani LPS zvysena (Kanai et al., 2009). Bylo
prokazano, ze v CNS piskomilii pochazi zhruba 78% kynureninu za normdlnich podminek
z plasmy. Tento podil vzrostl na zhruba 100% po intraperitonealnim podani LPS (Kita et al.,
2002). Lze tedy predpokladat, ze diky poklesu exprese enzymi KAT2, KYNU a KMO bude
vetsi mnozstvi produkovaného kynureninu distribuovano krvi do organismu véetné CNS, kde
je dale metabolizovan na neuroaktivni a imunomodula¢ni metabolity kynureninové dréhy.
Zarovei je z téchto vysledkl patrné, ze konecny ucinek kynureninové dréhy je zdvisly na
typu sledované buiky a tkan¢ a jeji specifické reakce na zanétlivy stav. Tkanova specificita
odpovédi kynureninové drahy na zanét je zajimava oblast k dalSimu studiu, jelikoz je z velké
Casti neprobadand. Exprese geni tdo2 a idol byla naopak podanim LPS v jatrech
signifikantné indukovéna. Exprese gentll ido2 byla poddnim LPS nejprve potlacena a poté 13
hodin po podani LPS indukovana. Tyto zmény v expresi vSak nedosahly statistické

signifikance.

Exprese gent methoxyindolové drahy aanat a tphl nebyla podanim LPS signifikantné
ovlivnéna v Zadné z tkani. Naopak exprese transkripéniho faktoru STAT3 se po podani LPS
vyznamné zvysila v epifyze, jatrech i1 srdei. Tento vysledek se shoduje s vysledkem predchozi
studie na$i laboratofe, kde byla exprese genu stat3 indukovana v SCN po podani LPS.
Nejvyssi mira indukce, kterd pii podani LPS uprostied dne byla v SCN namétfena osm hodin
po podani, se relativné shoduje s nasimi vysledky, kde byla nejsignifikantnéjsi indukce deset
hodin po podani v epifyze, srdci i jatrech. (Moravcova et al., 2018). Studie ukazuji, Ze podani
LPS vede zaroven k STAT3 fosforylaci a tim jeho aktivaci (Ruff-Jamison et al., 1994).
Transkripcni faktor ICER vykazoval indukci exprese po podani LPS v srdci. Indukce genu
icer byla také v LPS skupiné signifikantni v jatrech, i kdyz jen v Casovych bodech CT15 a
CT18. V epifyze ale indukce icer injekci LPS nebyla pozorovéna, podobn¢ jako

indukce exprese genu aanat v experimentalni skuping.

Hodinové geny nridl a per2 v srdci oba vykazovaly sniZzeni exprese v disledku
podani LPS. Exprese genu per2 byla snizena i ve vzorcich jater. Tento vysledek se shoduje
s vysledkem studie na mysich, ve které autofi pozorovali pokles exprese genu per2 v tkanich
jater 1 srdci. Toto potlaceni exprese je pozorovano jiz dvé hodiny po podani LPS, coz

roz$ifuje znalost u¢inku LPS na expresi per2 za Casovy rdmec naSeho experimentu. V této
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studii také prokézali, ze ucCinek LPS na expresi per? je zprosttedkovavan pies zvyseni
produkce prozanétlivého cytokinu TNFa (Yamamura et al., 2010). NaruSeni cirkadiannich
hodin v zanétlivych podminkach pravdépodobné probiha diky schopnosti TNFa inhibovat
BMALI1/CLOCK aktivovanou expresi genu per2 (Cavadini et al., 2007). Zaroven pfitomnost
jinych prozanétlivych cytokint, jako je IFNa a IFNy snizuje expresi per? genu, a to na
zaCatku subjektivni noci, kdy hladina mRNA per2 zacina stoupat (Ohdo et al., 2001).
Zajimavy efekt mélo podani LPS na expresi genu nridl v jatrech, kde jsme az 13 hodin po
podani LPS pozorovaly indukci, a od 19. hodiny od podani LPS do 25. hodiny signifikantni
potlaceni exprese genu. Spolecné se sniZenim exprese genu per2 na zacatku subjektivni noci
tyto vysledky koreluji s informaci, Ze podani LPS na rozmezi odpocinkové a aktivni fazi dne

pusobi zpozdéni endogenniho cirkadianniho rytmu (Marpegén et al., 2005).

Nase vysledky také prokazaly rozdilnost v Casovani exprese zkoumanych geni
v ruznych tkanich. Idol vykazoval v srdci a jatrech okamzitou indukci exprese, ale v epifyze
ptetrvala az 28 hodin po podani LPS a za ¢asovy rdmec naSeho pokusu. LPS nepiekracuje
hematoencefalickou bariéru a v mozku pilisobi pfes interakci s receptory endotelidlnich
bunék. Pfi intraperitonealnim podani tak mize pisobit zadnétlivou reakci s casovym rozdilem
v mozku neZ v ostatnich organech (Banks & Robinson, 2010; Singh & Jiang, 2004). Piesto,
ze epifyza stoji mimo hematoencefalickou bariéru, nase vysledky ukazuji podobné zpozdéni;
Ido?2 v epifyze vykazovala nejvétsi indukci exprese 7 a 10 hodin po podani LPS. Indukce
genil kmo a kynu nastala v epifyze ale pozdé&ji, signifikantni indukce byla naméfena az
v ¢asech CT18, CT21 a CT9 pro gen kmo, a v CT21, CTO a CT9 pro gen kynu. Podobny
vysledek pro gen kmo byl pozorovan ve studii na potkanim mozku, kde byla namétena
indukce exprese genu kmo az 24 hodin po podani LPS, které pfedchdzelo potlaceni exprese 4
hodiny po podani LPS. Pfi¢ina prodleni v indukci exprese neni zndma a vyzaduje dalsi

pfezkoumani (Connor et al., 2008).

Pfestoze v nasem pokusu nebyla métena produkce metabolitl, miizeme predpokléadat,
7ze naméfené zmeény v expresi zkoumanych enzymu ji méni. Exprese alespoii jednoho z
enzymil produkujicich kynurenin, IDO1, IDO2 a TDO2 byla v experimentdlni skupiné
zvySena ve vSech zkoumanych tkanich, a zaroven jejich exprese nikdy nebyla potlacena. Je
pravdépodobné, ze s touto indukci stoupla v organech i koncentrace kynureninu. Nejen ze je
kynurenin dale vyuzivan jako substrat pro dal$i metabolity, ale sdm plisobi imunomodula¢né.

Kynurenin zvySuje produkci regulaénich T lymfocytl, coz napiiklad zmirfiuje prabéh
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roztrouSené sklerozy v mysich modelech (Kwidzinski et al., 2005; Mezrich et al., 2011).

w1

-----

podminkach, jelikoz jsme ukazali, ze exprese enzymu dale metabolizujici kynurenin, KYNU,
KMO a KAT2, je po podani LPS potlacena. Dale mtize byt kynurenin metabolizovan az na
NAD" pii zvysené expresi genu kmo v epifyze a srdci po podani LPS, coz dodava potiebnou
energii imunitnim buiikdm béhem velkych vydaji v zanétlivych podminkach (Connor et al.,
2008). Zvysenou expresi enzymu IDO jsme po podani LPS pozorovali zaroven v srdci, kde je
jejich aktivita spfazena se sniZenim zanétu cév a krevniho tlaku diky vasodilata¢ni schopnosti
kynureninu (Polyzos et al., 2015; Y. Wang et al., 2010). ZvySeni exprese enzymi KMO a
KYNU, ktery jsme v naSich vysledcich potvrdily v epifyze a v srdci, teoreticky smétuje
metabolismus kynureninu k produkei kyseliny chinolinové. Diky neurotoxické povaze
kyseliny chinolinové a jeji schopnosti nadmérné aktivovat glutamatové NMDA receptory
vzrist jeji koncentrace miize pusobit pocity deprese a figurovat v patologii Alzheimerovy a
Parkinsonovy choroby (Guillemin et al., 2007; Heilman et al., 2020; Kruse et al., 2019). Tyto
ucinky jsou ale z vétSiny zprosttedkovany jen kyselinou chinolinovou produkovanou pifimo
v mozku, jelikoZ ptfes hematoencefalickou bariéru dokéze prechazet jen v malém mnoZstvi
(Fukui et al., 1991). V budoucich studiich bude dilezité se zaméfit na ucinek LPS na
produkci metabolith v riznych tkanich, jelikoz toto téma je malo probadané a vice informaci
je potteba pro zafazeni regulace metabolitii kynureninové drahy do potencionalnich

terapeutickych metod.
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7.Zavér

Vysledky této prace poskytuji dalsi informace o cirkadiannich rytmech enzymt
methoxyindolové drahy, kynureninové drahy, hodinovych gent nridl a per2 a transkripcnich
faktort ICER a STATS3 v epifyze, srdci a jatrech potkana. Také jsme hodnotily vliv podani
LPS na expresi téchto gent. Poprvé zde popisujeme cirkadidnni rytmicitu gent kynureninové
drahy kmo, kynu a tdo2 v potkanich jatrech. Je mozné predpokladat, ze exprese genu tdo?2 je
ovlivnéna transkripénim faktorem CEBPP, ktery vykazuje v jatrech cirkadianni rytmus a
zarovenn indukuje expresi tdo2. Dosud nebylo provedeno mnoho studii o cirkadiannich
rytmech gent kynureninové drahy a neexistuje na toto téma mnoho informaci. Dalsi studie by
mohly prohloubit znalost vazby mezi cirkadiannim systémem a kynureninovou drédhou, ktera
by ptispéla k chronofarmakologickému pfistupu k 1é€bé mnoha onemocnéni, ve kterych hraji
roli metabolity kynureninové drahy. Podle cirkadidnniho pribéhu exprese ¢i aktivity enzymu
muzeme urcit idedlni denni dobu pro podani 1écivé latky, kdy bude v téle nejméné latek s
nezadouci interakci s 1é¢ivem a kdy bude jeho ucinnost nejvyssi. Nase prace se také zamérila
na ucéinek podani LPS na expresi sledovanych gend. Fakt, Ze aktivace imunitniho systému
zvySuje aktivitu kynureninové drahy je jiz zndma. Zajimavé bylo ale zjiSténi, Ze existuje
rozdil v ¢asovani mezi indukci exprese genu ido!/ po podani LPS v jatrech a srdci a indukci
v epifyze, kde trva déle nez 24 hodin po podani. Dale bylo v epifyze ¢asovani indukce genti
kmo a kynu opozdéno oproti okamzité indukci exprese genu ido2. Pti¢ina tohoto prodleni
neni zndma a vyzaduje dal§i pfezkoumani. Odhalily jsme také, ze LPS indukuje aktivitu
kynureninové drahy v epifyze a v srdci, ale v jatrech potlacuje expresi gent kmo, aadat a
kynu. Mizeme se domnivat, Ze tento u¢inek zptisobuje vyssi koncentraci kynureninu, ktery je
béhem zanétlivé reakce volny k distribuci po tele, kde mtize byt dale vyuzivan k produkci
imunoaktivnich metabolitd. Tkanova specificita reakce kynureninové drdhy na aktivaci

imunitniho systému je z velké ¢asti neprobadana a otevirda nové moznosti k vyzkumu.

Metabolity kynureninové i methoxyindolové drdhy plsobi neuromodula¢né a
imunomodulacné. Tato prace predstavuje nové poznatky o chovani enzymil téchto
metabolickych drah ve fyziologickych a patofyziologickch podminkach a nastifiuje moZnou

interakci mezi cirkadiannim systémem a metabolismem tryptofanu.
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