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Abstrakt:

Biologické hodiny savcil jsou zaloZeny na endogennich rytmickych oscilacich takzvanych
hodinovych gentl, které ovliviiuji nacasovani vnéjSich projevil, napiiklad rytmické stiidani
spanku a aktivity. Tento vnitini mechanismus, jehoZ vrozena perioda se mirn¢ odchyluje od
solarniho Casu, je mozno sefizovat rtiznymi vnéjSimi synchronizatory na periodu presn¢ 24
hodin. Tato prace se zabyva vlivem nejvyraznéjSiho synchronizatoru, jimz je slunecni svétlo,
na molekularni podstatu zmény dynamiky mechanismu vnitinich oscilaci v hlavnim savéim
cirkadidnnim pacemakeru, suprachiasmatickych jadrech hypotalamu. Existuje nespocet praci,
které prokazaly vliv riznych bunécnych signalnich drah na zmény cirkadidnnich rytma.
NejcastéjSimi metodami posuzovani fazovych zmeén oscilaci je vSak méfeni zmén ve
vystupnich rytmech, které ne vzdy musi odrdzet i zmény v mechanismu molekuldrnim. Cilem
je tedy zhodnotit, které komponenty signalnich drah prokazatelné ovliviiuji dynamiku

rytmické exprese hodinovych gent.

Klic¢ova slova: Cirkadianni sytém, biologické rytmy, suprachiasmaticka jadra, synchronizace,
svétlo, bunécna signalizace

Abstract:

The mammalian biological clock is based on endogenous rhythmic oscillations of the so-
called clock genes which affects the timing of the external manifestations, such as rhythmic
alternations of sleep and activity. This endogenous mechanism, of which the innate period
slightly deviates from the solar time, can be adjusted by various external synchronizers to the
exact 24 hour period. This thesis is focused on the influence of the most prominent
synchronizer, the sunlight, on the molecular basis of changes in the dynamics of internal
mechanism of the oscillations in the main mammalian circadian pacemaker, the
suprachiasmatic nuclei of the hypothalamus. There are numerous studies which have
demonstrated the effect of various cellular signaling pathways on changes of circadian
rhythms. The most common methods of assessing the oscillation phase changes, however,
measure changes in output rhythms that may not always reflect the changes in the molecular
mechanism itself. The aim is to evaluate which components of signaling pathways have

provably shown to affect the dynamics of the rhythmic expression of clock genes.

Key words: Circadian system, biological rhythms, suprachiasmatic nuclei, synchronization,
light, cellular signaling
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1 Seznam pouzitych zkratek:

AMPA - a-amino-hydroxy-methyl-isoxazol-propionat
AVP - arginin-vasopressin

CaMKII-IV - kalmodulin dependentni kinaza II-IV
cAMP - cyklicky adenosinmonofosfat

¢GMP - cyklicky guanosinmonofosfat

CK1¢/0 - kasein kindza 1-epsilon/delta

CRE - Ca*"/cAMP response element

CREB - Ca*"/cAMP response element binding protein
Cry — kryptochrom (cryptochrome)

DM-SCN - dorsomedialni suprachiasmatické jadro
ERK - extracelularnim signalem regulované kindzy
GC - guanylatcyklaza

GSK - glykogen syntaza kinaza

ICV - intracerebroventrikularni

IP3 - inositol trifosfat

JNK - c-Jun N-terminal kinases

L-NAME - N-nitro-L-arginin methylester

MAPK — mitogen-aktivované proteinkinazy

MKP1 - fosfataza MAP kinazy 1

mTOR - mammalian target of rapamycin

MUA — multi-unit activity

NMDA - N-metyl D-aspartat

NO - oxid dusnaty (nitric oxide)

NOS - syntaza oxidu dusnatého (nitric oxide synthase)
PACAP - pituitary adenylate cyclase-activating peptide
Per - period

PKC - proteinkinaza C

PKG - proteinkinaza G

RHT - retinohypotalamicky trakt

RT-PCR - reverzné transkripéni polymerazova fetézova reakce
RyR - ryanodinovy receptor

SCN - suprachiasmatickd jadra (suprachiasmatic nuclei)
VIP - vasoaktivni intestinalni peptid

VL-SCN - ventrolateralni suprachiasmatické jadro



2 Uvod

V ptirodé se periodicky opakuje velka fada jeva. Pfiliv a odliv, zmény ro¢ni doby a hlavné
sttidani dne a noci maji za nasledek, ze se béhem evoluce v interakci s témito cykly u
organismli vyvinuly vlastni vnitini mechanismy kontrolujici rytmus a nacasovani jejich
zivotnich projevil. Tento mechanismus se nazyva biologické hodiny a zajistuje rytmické
zmeény fyziologickych funkci, jako jsou télesna teplota, srde¢ni tep, travici a imunitni funkce,
a behavioralnich projev, jako naptiklad pohybové aktivity nebo spanku, s periodou piiblizné
24 hodinovou, Ccili cirkadianni (circa-, ‘pifiblizn€’; -diem, ‘den”). Cirkadianni rytmy
ptetrvavaji i v situaci, kdy jsou vnéj$i podminky neménné. Jsou tedy vrozené a nejsou jen
pasivni reakci na zmény prostiedi. ProtoZe jejich perioda neni totozna s 24 hodinovym
cyklem rotace Zemé kolem své osy, v neménnych podminkach by se vici vnéjSimu dni zacaly
predchazet ¢i zpozd'ovat, v zavislosti na délce své vnitini periody. Musi byt proto ,,sladény* s
piesnou 24 hodinovou periodou plisobenim vné¢jSich synchronizatorti. NejvyraznéjSim a
nejvice prostudovanym synchronizatorem je stfidani svétla a tmy béhem dne a noci. Vedle
toho se uplatituje také nesvételna synchronizace, naptiklad vlivy socidlni, pohybova aktivita,

pravidelny pfijem potravy, zmény okolni teploty a podobné.

Biologické hodiny, hlavni cirkadianni oscilétor, jsou u savct uloZzeny v suprachiasmatickych
jadrech hypotalamu (SCN) odkud fidi rytmicitu mnoha dalSich oscilatori uloZenych v
perifernich organech. Pii ztrat¢ SCN dochdzi k poruseni integrity rytmi organismu a jejich
synchronizace svétlem. Podle prevazujiciho nazoru tedy SCN funguji jako ,,dirigent™ rytma
perifernich oscilatorti a nastavuji jejich fazi podle vnéjSiho osvétleni. Pisobeni svétla zvecera
a na zacatku noci vede k fazovému zpozdéni vnitiniho rytmu biologickych hodin, plisobeni
svétla koncem noci a zrana zpiisobuje fazové predbehnuti. Endogenni oscilace jsou zajistény
zpétnovazebnymi smyckami exprese tzv. hodinovych genli uvniti jednotlivych bunék.
Hlavnim cilem této prace je popsat mechanismus interakce svétla s molekuldrnim
mechanismem fungovani biologickych hodin. Snahou bude roztfidit dosavadni informace
ziskané rtiznymi metodami vyzkumu a objasnit, které komponenty signalnich drah hraji
prokazateln€ roli v procesu sefizovani vnitiniho oscildtoru. HIubSi poznani téchto
mechanismi mize vést k ¢inngjsi terapii dnes stale CastéjSich poruch zpisobenych rychlym
zivotnim tempem. Desynchronizace cirkadiannich funkci organismu napiiklad praci na smény
nebo tzv. syndromem jet-lag, ktery vznikd pii pieletech nckolika casovych pasem,

prokazatelné vede naptiklad k vEét$i nachylnosti k metabolickym a nddorovym onemocnénim.
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3 Molekularni mechanismus endogennich oscilaci

Podstatou vzniku a udrZeni vnitinich cirkadiannich rytmi jsou molekuldrni oscilace v expresi
tzv. hodinovych genil, zaloZené na transkripéné-translacnich zpétnovazebnych regulacnich
smyckéach. Hodinové geny se nachazeji jak v neuronech SCN, tak v buinikach perifernich
organt. Jejich mutace nebo odstranéni zplisobi vazné naruseni az ztratu cirkadianni rytmicity.
Doposud byly savci jako hodinové oznaceny geny: Clock (circadian locomotor output cycles
kaput), Bmall (brain and muscle Arnt-like protein 1), Periodl (Perl), Period2 (Per2) a
Period3 (Per3), Cryptochromel (Cryl), Cryptochrome2 (Cry2), Rev-erba, Rora (retinoic
acid-related orphan receptor a) a kasein-kinasale/o (CKlIe/d) (ptehled viz (Ko & Takahashi
2006). Heterodimer proteini BMAL a CLOCK nased4 na E-box v oblasti promotoru skupiny
genti Per a Cry a promotoru genti Rev-erba a Rora a aktivuje tak jejich transkripci. mRNA
téchto genil putuji do cytoplazmy, kde se tvoii jejich proteiny. Proteiny PER1, 2, 3 a CRY1 a
2 se spojuji v dimery a jsou transportovany do jadra. Vznikly komplex PER:CRY narusSuje
vazby na CLOCK:BMAL1 komplexu a tim negativné ovliviiuje vlastni transkripci. Protein
REV-ERBa je rovnéz transportovan do jadra, kde se vdze na regulacni misto RORE v
promotoru genu BMALL1 a potlacuje jeho transkripci. Tato represe snizuje mnoZstvi proteinu
BMALL, coz negativné ovlivituje transkripci regulovanou komplexem CLOCK:BMALI1. Na
regulacni misto RORE se vaze také protein RORA, ktery ale naopak plsobi jako pozitivni
regulator exprese Bmall (Akashi & Takumi 2005; Guillaumond et al 2005).

Na posttransla¢ni Grovni hraji dileZitou roli kindzy, hlavné CKl1e/d. Tato kinaza fosforyluje
proteiny PER a CRY a umoziuje tak jejich translokaci do jadra. Fosforylované proteiny jsou
pozdéji ubiquitinylovany a degradovany proteasomy. Délka vnitini periody savcl se zda byt
zavisla pravé na fosforylaci hodinovych gent kindzou CKle/d. Mutace zpiisobena zdménou
fosforylovatelného serinu za nefosforylovatelny glycin v proteinu PER2 ma za nasledek zkraceni
vrozené cirkadianni periody (Toh et al 2001). Naproti tomu inhibice fosforylace kindzou CK/¢e/o
prodluzuje periodu sav¢ich hodin z 24 na 48 hodin (Isojima et al 2009).
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Obr.1: Schéma molekuldrniho mechanismu cirkadidnnich hodin v bunikdch SCN. Podle
(Ramsey et al 2007). Proteiny BMAL1 a CLOCK tvofi heterodimery a na zacatku dne
aktivuji transkripci hodinovych genl Per, Cry, Rora, Rev-erba a také CCG (clock controlled
genes, genll kontrolovanych hodinami). Proteiny PER a CRY jsou transportovany do jadra,
kde negativné ovliviiuji transkripci aktivovanou komplexem CLOCK:BMALL. Zarovei jsou
fosforylaci CK1e/d (kasein-kinasou 1€/0) oznafeny pro degradaci. Protein REV-ERBa slouzi
jako negativni a RORA jako pozitivni reguldtor transkripce Bmall. Snizovani mnoZstvi
proteinu BMALI v prabéhu subjektivniho dne vede postupné ke snizovani transkripce Per,
Cry, Rev-erbo. a Rora, ¢imz dojde k preruSeni negativni zpétné vazby a transkripce Bmall se
behem noci opét zvysi.

o
R

Pozoruhodna evoluéni konzervace tohoto mechanismu v rdmci rtiznych druhli organismi,
casto evoluéné velmi vzdalenych, od jednobunéénych aZ po ¢lovéka, naznacuje jeho mozny

monofyleticky ptivod (Dunlap 1999; Dunlap et al 1999).

4 Suprachiasmaticka jadra jako centralni oscilator savci

Suprachiasmatickéd jadra (SCN) jsou dva drobné shluky neuronii ovalného tvaru situované
v zadni ¢asti hypotalamu nad kiizenim optickych nervli po obou stranach tfeti mozkové

komory.
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Obr.2: A) Umisténi SCN v hypotalamu hlodavce'. 3V — tieti mozkova komora (third
ventricle), opt — opticky nerv. B) Déleni SCN?. Funké&né a morfologicky se jadra d&li na dvé
hlavni ¢asti: ventrolateralni (VL-SCN, ,,jadro*, core) a dorsomedidlni (DM-SCN, ,,slupka®,
shell). Z neurochemického hlediska je VL-SCN charakterizovano syntézou pievazné
vasoaktivniho intestindlniho polypeptidu (VIP), neurony DM-SCN syntetizuji hlavné arginin-
vasopressin  (AVP). VL-SCN je tzv. retinorecipientni, ziskava pfimé vstupy z retiny
prostfednictvim retinohypotalamického traktu (RHT) a pisobenim svétla zde dochdzi k
indukci exprese nekterych hodinovych genti.

Dalsi vstupy do SCN piichazeji kromé RHT téz z raphe nuclei a z thalamu, oblasti zvané IGL
(intergeniculate leaflet). Dorsomedidlni jadro neni retinorecipientni ale vétSina jeho neuroni
vykazuje autonomni oscilace, jejichz synchronizace siln€ zavisi na synapsich z VL-SCN

(Antle & Silver 2005; Meijer & Schwartz 2003; Moga & Moore 1997).

Jednotlivé buiiky SCN vykazuji rytmy, které vznikaji ¢innosti molekuldrniho mechanismu
(viz kapitola 3). Pokud jsou tyto buiiky v disociované kultufe, rytmuji s odliSnymi periodami
(Welsh et al 1995). In vivo nebo v organotypickych kulturdch, kde jsou zachovany jejich
vzajemné synapse, jsou jejich oscilace synchronizovany (Honma et al 1998; Liu et al 1997,
Shirakawa et al 2000). Mechanismus, jakym zptisobem mezi sebou jednotlivé bunky a oddily
SCN komunikuji, je pfedmétem souc¢asného intenzivniho zkouméni. Vétsina vystupli ze SCN
mifi do subparaventrikuldrni oblasti hypotalamu a paraventrikularnich jader, odkud jsou
signaly pfendSeny do centralnich jader sympatiku a parasympatiku. Sympaticka inervace
dfené¢ nadledvin vede k vylevu glukokortikoid a hraje dilezitou roli v pfenosu signali ze
SCN k perifernim organim. Glukokortikoidy se vazi na specifické sekvence pfitomné v
promotoru genu Perl, ovliviiuji jeho transkripci a tak i fazi endogennich oscilaci v buiikach

perifernich orgédnti (Okamura et al 2010). Subparaventrikularni jadro zprostiedkovava

! Pfevzato z http:/sciencematters.berkeley.edu/archives/volume4/issue29/story2.php dne 7.5.2011
2 Pievzato z http://people.usd.edu/~cliff/Courses/Behavioral%20Neuroscience/Biorhythm/BRfigs/BR A fferent%
20SCN%20figures.html dne 7.5.2011
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komunikaci s dorsomedidlnim jadrem hypotalamu, zapojenym v regulaci mnoha
fyziologickych vystupnich rytm. Bylo prokazano, Zze poskozeni dorsomedialniho
hypotalamického jadra zplsobuje ztratu cirkadidnnich rytmid v cyklu spanek-bdéni,
potravniho chovéni, lokomo¢ni aktivit¢ a sekreci kortikosteroidii ale neovliviiuje denni
rytmus télesné teploty (Chou et al 2003). Paraventrikuldrni jadro hypotalamu také zajistuje,
pies ganglion cervicale superior ve spinalni mise, cirkadianni vylev melatoninu z epifyzy

(Moore & Klein 1974).

5 Synchronizace vnitfnich hodin — fazovy posun

K synchronizaci endogenniho pacemakeru s fazi vnéjSiho prostiedi dochéazi prostfednictvim
fazovych posunt jeho endogennich oscilaci, tj. zpomalenim nebo zrychlenim mechanismu
exprese hodinovych genl. Tyto posuny jsou vyvolany rytmicky se opakujicimi stimuly

vnéjSiho prostiedi, tzv. Zeitgebery neboli synchronizatory.

Hlavnim synchronizatorem je svétlo. Plasobeni svétla zvecera a na zacatku noci vede
k fazovému zpozdéni vnitiniho rytmu biologickych hodin, plsobeni svétla koncem noci a
zrana zpusobuje fazové predbéhnuti. Plsobeni svétla béhem dne nevyvola zadny posun.
Grafickym vyjadienim velikosti fazovych posunli v zavislosti na cCase piisobeni

synchronizétoru je tzv. fazové responsni kiivka (Golombek & Rosenstein 2010).

oo ® © ©) ® Obr.3: Fazové responsni kiivka
= E E — (upraveno podle Jill B Becker et al.,
oy E} 2002). Kfivka znazorfiuje uCinek

—
o

B D'; stejného stimulu (zde svételného pulzu)
_1"‘\‘

©
o

puls na zménu faze v riznych Castech dne.
Osa x znazorfiuje Casti dne, osa y silu
fazového posunu v hodindch. Podle
konvence se fazové predbéhnuti znaci
v pozitivnich hodnotdich a fazové
zpozdéni v hodnotdch  negativnich.

1
'
1
]
)

[ I

EE

1
-3} +4% 2]
1

) g -4+ “\ “"\ :. r“’ v , , v
e \ O V casovém useku A, uprostied
+2 % 1 i . . , o , .
g of\\ \ \ 4 ®© subjektivniho dne, nezpusobi aplikace
| ® W svétla zadny fazovy posun. VvV useku B
wosdeni | © a C, na pocatku subjektivni noci, je
: patrny narast fazového zpozdéni,
bjektivni den bjekti g M WYiwvr /4 r w W 14
e ttbitbt P zatimco nejvetsi fazové predbéhnuti
o 6 12 18 24

bylo naméteno v iseku D a v iseku E
je jiz patrny pokles fdzové zmény. Fazove responsni kiivka miize byt konstruovana pro fadu
vystupnich rytma (napifiklad lokomoc¢ni aktivita, télesnd teplota, hladina kortizolu ¢i
melatoninu), v zévislosti na zvolené metodice.
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Nesvételné synchronizatory, napf. vynucenda pohybova aktivita, mohou také ovliviiovat
endogenni pacemaker bud’ samostatn¢ nebo interakci se svételnou synchronizaci. Nesvételné
stimuly jsou schopny blokovat svétlem indukované fazové posuny a opacné (Biello et al
1997; Maywood et al 2002; Yannielli & Harrington 2001). Naptiklad aktivace inhibi¢nich
serotoninergnich synapsi v SCN miize zeslabovat glutamatem indukované fazové zmény v
rytmu elektrické aktivity, které¢ jsou dobie patrné in vitro (Mizoro, Yamaguchi et al. 2010).
Inhibice nesvételnych signalit miize naopak zvySovat cirkadianni odpovéd’ na svétlo (Biello et
al 1997). Kazdy typ synchronizatoru méa v ramci dne Casové omezeny interval, ve kterém
muze fazovy posun endogennich oscilaci vyvolat. Tomuto intervalu se fika ,,gate* neboli
,vratka® a jeho velikost 1 Casové rozlozeni lze vycCist z fazoveé responsni kiivky pro dany

stimul (Golombek & Rosenstein 2010).

Vyznam exprese hodinovych gent a jejich translace pro fazové posuny byla dokazana
v pokusech s inhibitory proteosyntézy, jako je anisomycin ¢i cykloheximid (Khalsa et al
1992; Takahashi & Turek 1987). Napi. aplikaci cykloheximidu pfed a po vystaveni
svételnému pulsu bylo dokazéno, ze syntéza proteinl je dilezitd pro fdzové predbéhnuti
v nasledujicim cyklu jesté¢ 4 hodiny po vystaveni svétlu (Zhang et al 1996). Blokovani
translace Per genll intracerebroventrikuldarni (ICV) injekci fetézcii oligonukleotida
komplementarnich k jejich mRNA m¢élo za nasledek oslabeni svétlem indukovaného fazového
zpozdéni u mysi, coz dale doklada dulezitost aktivace hodinovych gent Perl a Per2 pro
svétlem indukovany fdzovy posun (Akiyama et al 1999; Shearman et al 1997; Wakamatsu et

al 2001).

6 Metodické pristupy k méreni cirkadianni rytmicity

Zména faze cirkadidnnich rytmd miZze byt posuzovana na zdkladé zmeén riznych
proménnych, detekovanych riznymi metodami. Napiiklad méfeni lokomocni aktivity, jako
vystupniho rytmu a pfimé méfeni rytmi v transkripci genii zapojenych v oscilacnim
mechanismu. Tyto rozdilné ukazatele zmény cirkadidnnich rytmti nemusi byt vSechny stejné
»presné®, resp. nemusi mit stejnou vypovidaci hodnotu, jak se budu snazit dokdzat

v nasledujicich kapitolach.
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6.1 Meéreni lokomoc¢ni aktivity

Méfeni lokomo¢ni aktivity je neinvazivni metoda cCasto uzivana k méfeni cirkadianni
rytmicity. Méfi se napfiklad infracervenym detektorem pohybu ¢i pomoci zdznamu ,,b&haciho

kola* (Vasicek et al 2005). Ziskana data se nedaji porovnavat v rdmci absolutnich hodnot,

porovnavaji se relativni rozdily ve frekvenci aktivity.

K méfeni aktivity Zivo€ichti v ase se uziva aktograf, vystupem je graf, tzv. aktogram.

(Obrazek 4.)
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Obr.4: Ilustrativni aktogram zndzornujici lokomoc¢ni aktivitu mysi v ¢ase (upraveno podle
Butcher et al., 2002). Svétlé ¢asti horni liSty pfedstavuji pocatecni svétlou periodu dne, tmavé
¢asti tmavou periodu dne. V pocateéni fazi zdznamu bylo zvife nejprve synchronizovano
standardnim cyklem 12 hodin svétla a 12 hodin tmy, coZ se projevuje nastupem aktivity ve
stejny Cas kazdy den. Po pfesunuti mysi do prostfedi konstantni tmy (DD) zacalo dochézet
k fazovému predbihani cyklu v zavislosti na délce vrozené cirkadianni periody. Po aplikaci
svételného pulsu na pocatku subjektivni noci (oznaeno hvézdickou) doslo k fazovému
zpozdéni cyklu. (Graf je vynesen dvojité pro lepsi odhad délky periody lokomo¢ni aktivity).

Rytmus lokomoce je ze SCN fizen pfes dorsomedidlni hypotalamické jadro. Existuje vSak
vice center ovlivilujicich lokomoci, zapojenych i v jinych fyziologickych procesech, na SCN
nezavislych. Naptiklad lokomocni aktivita spojena s vyhledavanim potravy (Vasicek et al
2005). Vstupni stimuly mohou také ovliviiovat vystupni rytmy piimo, bez zmény faze v

molekuldrnim mechanismu. Tento jev je znam jako tzv. masking (Biello et al 1994; Marques

& Waterhouse 1994; Mrosovsky et al 1999).
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6.2 Méreni elektrofyziologické aktivity neuroni SCN

Na rozdil od méteni vystupnich rytml, méfeni elektrofyziologické aktivity neuronti SCN
sleduje procesy pfimo v pacemakeru samotném. Elektrofyziologickd aktivita jednotlivych
neuronit mize byt monitorovdna metodou ,,single—unit activity* (Prosser & Gillette 1989).
Aktivita skupiny neuront u zivych zvitfat za plného védomi se zaznamendva pomoci techniky
»Multi-Unit Activity (MUA) (Meijer et al 1998). Spontanni neurondlni aktivita neuronti
SCN vykazuje sinusoidalni pribéh s nizkou aktivitou v noci a vrcholem aktivity uprostfed
subjektivniho dne (Tischkau et al 2003b). To je dano rozdilem v klidovém membranovém
potencialu, ktery souvisi s iontovymi kandly a exprese nékterych iontovych kanalt podléha
cirkadianni regulaci (Ko et al 2009). Naptiklad exprese vapnikem-aktivovaného K™ kanalu
(Meredith et al 2006). Cirkadianni regulaci podléhd téz intraceluldrni vylev vapniku (Pfeffer
et al 2009), ktery zvysuje elektrofyziologickou aktivitu neuronit SCN (Aguilar-Roblero et al
2007). Béhem dne dochézi k fizenému zavirani draslikovych kanald, coz vede ke zvyraznéni
sodikového proudu a k depolarizaénimu efektu spontanni aktivity béhem dne. Tento efekt
muze byt pfimo fizen cirkadidnimi hodinami, ale ovliviiovan také iontovym sloZenim
prostfedi, takze nemusi vzdy pfesné¢ odrdzet posun v mechanismu endogenni oscilace

hodinovych gent (Brown & Piggins 2007).

6.3 Méreni rytma v transkripci a translaci gentl na arovni mRNA

K ptimé detekci rytmické exprese mRNA a proteinii zapojenych v molekuldrnim mechanismu
fizeni cirkadidnnich hodin a jejich zmén piisobenim synchronizdtori se pouzivaji metody,
jako je napfiiklad in-situ hybridizace, reverzné transkripéni polymerdzova fetézova reakce
v realném cCase (real-time RT-PCR, real time reverse transcription-polymerase chain reaction),
immunocytochemie, sledovani transgennich organismii s bioluminiscen¢nim enzymem

luciferdzou zapojenym za promotor zvoleného hodinového genu, a dalsi.

Pomoci radioaktivné znacené komplementarni polynukleotidové sondy je pifi in-situ
hybridizaci mozno detekovat sekvence nukleotidi mRNA konkrétniho genu, napiiklad
mPerl, a vizualizovat tak buiiky, které tento gen exprimuji (Tischkau et al 2000). Metoda RT-
PCR umoziuje ptesn¢ kvantifikovat hledanou komplementarni DNA (cDNA) ve vzorku,
naptiklad pfi detekci cirkadianniho rytmu v expresi ryanodinovych receptort (Pfeffer et al

2009). Imunocytochemické metody se pouzivaji k rozpoznani specifické peptidové sekvence,
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ktera slouzi jako antigen pro vyrobu protilatky. Znacena protilatka je pak schopna nalézt tento

antigen ve tkani a oznacit tak bunky, které ho exprimuji (Ding et al 1997).

7 Sveételna synchronizace

Jak jiz bylo naznaCeno vuvodu, hlavnim a nejvice prostudovanym synchronizatorem

endogennich cirkadiannich hodin je stfidani svétla a tmy béhem dne a noci.

Informace o svétle putuje retinohypotalamickym traktem (RHT) do ventrolateralni casti SCN.
RHT je tvofen axony gangliovych bungk sitnice, z nichZ nékteré obsahuji pigment melanopsin,
ktery dokaze absorbovat fotony, podobné jako opsiny klasickych fotoreceptort. V noci je po
svételném pulsu uvoliiovan z nervovych zakonceni RHT glutamat, ktery se vaze na glutamatové
receptory a spousti tak kaskadu signalnich drah vedouci k aktivaci transkripce Per gent. Svételny
puls v ¢asné a pozdni noci indukuje Perl, Per2 je indukovan po pulsu pouze v prvni poloving

noci (Nagano et al 2009).

Promotor hodinovych genii Perl/ a Per2 obsahuje regula¢ni sekvenci CRE (Ca*"/cAMP
Response Element), na na kterou se vaze transkripéni faktor, protein CREB (Ca>/cAMP
Response Element Binding protein) (Tischkau et al 2003a). CREB je fosforylovan fadou
kinaz, které jsou soucasti signalizacnich kaskéd vnitrobunéénych druhych poslit spousténych

aktivovanymi receptory (Golombek & Rosenstein 2010).

Indukce Per genii po svételném pulsu je tedy fizena jinym mechanismem nez jejich indukce
endogennim cirkadidnnim mechanismem prostfedictvim CLOCK/BMALI1 heterodimeru.
ZvySend hladina PER proteini po svételném pulsu tak zifejmé¢ ovliviluje dynamiku

zpétnovazebné smycky a zpiisobuje tak fazové posuny cirkadidnniho systému.

7.1 Bunécna signalni draha zapojena ve svételné synchronizaci

Po svételném pulsu v noci je ze zakonceni RHT vylévan primarné glutamat, ktery se muize
vazat na nékolik typl glutamatovych receptori (Golombek & Rosenstein 2010). Role
glutamatu jako hlavniho mediatoru zprostiedkovavajiciho svételnou signalizaci do SCN byla
prokdzéna zjisténim, Ze aplikace glutamatu a agonisti glutamatovych receptorti (napt.N-
methyl-D-aspartat) simuluje svétlem indukované tazové zmeény oscilaci v subjektivni noci.
Aplikace glutamdtovych antagonistd vede naopak k blokaci téchto fazovych posunt

(Hannibal 2002).
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Cast gangliovych bun&k tvoficich RHT produkuje také PACAP (,.pituitary adenylate cyclase-
activating peptide*). PACAP je neuropeptid, ktery se vaze na receptor spifazeny s G-
proteinem. PACAP v nanomoléarnich koncentracich vyvola stejnou fazové-responsni reakci
jako svétlo a glutamat, zatimco v mikromolarnich koncentracich moduluje glutamatem
indukované fazové posuny (Hannibal 2002) a mize se tak podilet na svétiné indukci Per

gentl.

7.1.1 Glutamatové receptory

V soucasnosti je znamo nékolik typt glutamatovych receptori. AMPA (a-amino-hydroxy-
methyl-isoxazol-propionatové) receptory, kaindtové, NMDA (N-metyl D-aspartitové) a
metabotropni receptory. Metodou in-situ hybridizace byla v SCN jednozna¢né prokazana
ptitomnost nékolika typit NMDA receptortit (NMDARI1, NMDAR2C), non-NMDA receptorti
(GluR1, GIluR2, GIluR4) a metabotropniho receptoru mGIluR1 (Ebling 1996).
Elektrofyziologicky byla prokdzana také ptitomnost NMDAR2B (Wang et al 2008). Zasadni
role ve svételné synchronizaci byla prokdzana zejména NMDA receptorim. Mikroinjekce
NMDA do 3. mozkové komory vedla k fazovym zméndm podobnym tém indukovanym
svételnymi pulsy (Mintz et al 1999). Pozd¢ji byla objevena dulezitd tloha receptori AMPA.
Aktivace AMPA receptorit v neuronech hippokampu je podminkou pro néslednou aktivaci
NMDA receptortl, kterd vede k excitaci neuronll a naslednym zménam na synapsi, jako je
napiiklad long-term potenciace (Cooke & Bliss 2006). Mikroinjekce AMPA do
organotypickych tkanovych kultur SCN v Casné noci zpusobila fazové zpozdéni rytmut
lokomocni aktivity a fazové zmény v oscilacich hodinovych genti. Aktivace AMPA receptorti
in vitro sama o sobé ovSem nebyla dostacujici k vyvolani fazového predbéhnuti v pozdni
subjektivni noci (Mizoro et al 2010). Zda se tedy, ze v buitkdch SCN miZze byt iloha AMPA
receptorti zavisld na cirkadidnni dob¢ jejich aktivace. Metabotropni glutamatové receptory
(mGIuR) ovliviiuji excitabilitu membrany SCN plisobenim pies G-protein a drahu fosfolipazy
C (Haak 1999). Podavanim specifickych agonistii a antagonista byla zjisténa modulac¢ni tloha
metabotropnich receptori mGluRS a mGluR2/3 na zmény rytmt cirkadianni aktivity (Gannon

& Millan 2011).

Aktivace jak glutamatovych, tak i receptorti vazajicich PACAP vede ke zvySenému vstupu

Ca”" iontl do bungk SCN (Dziema & Obrietan 2002).
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7.1.2 Vapnik

Vapnik, jako univerzalni signalni molekula, ma v buiice mnoho riznych funkci. lonty
vapniku jsou pouze ptremistovany, nejsou vyrdbény ani ni¢eny. Molekuly, s nimiz ionty
vapniku interaguji, registruji relativni rozdily v koncentraci téchto iontd. (Hancock 2005).
Glutamatem indukovany influx vépenatych ionti do bunky vede ke zvySeni jeho koncentrace
uvnitf buniky a prostfednictvim interakce s IP3 a ryanodinovymi receptory (RyR) pfes signalni
dréhu fosfolipazy C otevird vnitrobunééné zasobarny vapniku, coz vede k jeste¢ vétSimu
zvyseni jeho intracelularni koncentrace. Vnitobunééné rytmy véapniku zavislé na vnitinich
zasobarnach pretrvavaji i po zablokovani ak¢nich potencialti (Ikeda 2004). ZvySena hladina
vapniku v buiice vede kjeho navazadni na pienaseCové proteiny. NejCastéjSim vaznym
proteinem Ca’ vSCN je kalmodulin. Imunohistochemicky byly v organotypickych
tkanovych fezech SCN prokéazany také proteiny kalbindin a kalretinin (Ikeda et al 2003).

Transkripcni pokusy ve standardni linii mySich fibroblastii (NIH3T3) prokazaly, ze RyR jsou
pozitivné transkripéné regulovany heterodimerem CLOCK/BMALI s hladinou mRNA
dosahujici vrcholu na poc¢atku subjektivniho dne a hladinou proteint vrcholici o asi 10 hodin

pozdéji, kolem soumraku (Pfeffer et al 2009).

Kalmodulin s navazanym Ca*" aktivuje kalmodulin dependentni kinazy (CaMK) (Shibata &
Moore 1994). CaMK fosforyluji v buiice fadu dalSich kinaz, ale také fosforyluji v jadie
transkripéni faktor CREB (Sun et al 1994).

7.1.3 Kinazy zapojené ve fosforylaci CREB

Jak uZz bylo nastinéno v tivodu kapitoly, CREB je transkripéni faktor, ktery se vaZze na
specifické sekvence v promotoru genll Perl a Per2 a iniciuje tak jejich transkripci. Protoze
fosforylace proteinti obecné muze ovlivnit jejich stabilitu nebo lokalizaci v buiice (Barnard &
Nolan 2008), i CREB potiebuje byt ke své aktivaci fosforylovan. CREB je spole¢nym cilem
mnoha raznych kindz (Johannessen & Moens 2007) a mistem konvergence riznych

signalnich drah (von Gall et al 1998).

7.1.3.1 Kalmodulin dependentni kinazy

V SCN byly prokdzany dva typy kalmodulin dependentnich kindz. CaMKII (Nomura et al
2003), imunohistochemicky byla v SCN prokazana CaMKIV (Nakamura et al 1995).
CAMKIYV je lokalizovana v jadre, kde fosforyluje transkripéni faktor CREB na fosforylaénim
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misté Ser'> (Bito et al 1996). In vitro testy odhalily, ze CaMKIV fosforyluje CREB pouze na

133 3 142

a Ser'*’. Fosforylace na Ser'* blokuje

133

Ser ”°, zatimco CaMKII na dvou mistech, Ser'

aktivaci CREB, ke které dochazi pti fosforylaci na Ser'?’. Mutace Ser'** za alanin zvysuje
schopnost Ca*" influxu aktivovat CREB (Sun et al 1994). To bylo pozd&ji prokazano
imunohistochemickymi metodami 1 v organotypickych fezech SCN, kdy byla pomoci
znacenych protilatek anti-p142 a anti-p133 po aplikaci glutamatu v cirkadiannim case 14 (CT
14) detekovéana fosforylace CREB na Ser'” i Ser'*’. U mysi s bodovou mutaci Ser'** za
alanin do$lo po svételném pulzu k vyraznému oslabeni fazovych zmén nejen v lokomocni

aktivité ale 1 v expresi genlt Perl a Per2, coz bylo detekovdno pomoci in-situ hybridizace

(Gau et al 2002).

CAMKII je v SCN rytmicky fosforylovana s vrcholem béhem dne, jak v podminkach svételné
synchronizace, tak v podminkéach konstantni tmy (Agostino et al 2004).

Kromé¢ fosforylace transkripcniho faktoru CREB puasobi CaMK jako vyssi regulacni bod
aktivujici  drahu tzv. mitogen-aktivovanych proteinkindz (MAPK), které¢ nésledné také

fosforyluji CREB (Butcher et al 2002).

7.1.3.2 Draha mitogen-aktivovanych proteinkinaz

Mitogen-aktivované proteinkindzy (MAPK), nazyvané extracelularnim signalem regulované
kinazy (ERK), tvofi rodinu serin/threoninovych kinazovych kaskad, jejichZ jednotlivé kinazy
v postupnych krocich podléhaji vzajemné ,Stafetové* fosforylaci a defosforylaci fosfatdzami
a jejich koncové clanky fosforyluji v jadie transkripéni faktory (Butcher et al 2003).
Jednotlivé podskupiny MAPK jsou obecné v organismech zapojeny v mnoha riznych

procesech, jako je bunécné d€leni a riist, apoptdza a dalsi (de Paula et al 2008).

V SCN byly identifikovany tii podskupiny MAPK. Imunohistochemicky bylo prokazano, ze
kratkd expozice svétlu béhem noci, avSak nikoli béhem dne, vyvold v SCN rychlou a
vyraznou aktivaci p42/44 (téz znamé jako ERKI1/2) MAPK kaskady. Farmakologické
naruseni svétlem indukované aktivace p42/44 MAPK drahy odpojilo svételny signal od
synchronizace cirkadidnnich rytmi, coZ bylo posuzovano na fazi lokomo¢ni aktivity (Butcher
et al 2002). Dale byly v SCN prokazany jesté dalsi dvé podskupiny, INK a p38. Méfenim
jejich fosforylované formy b&hem cirkadianniho cyklu byl zjistén cirkadianni rytmus jejich
aktivace se spontanni fosforylaci v noci (Nakaya et al 2003; Pizzio et al 2003). ERK1/2 a

JNK reaguji na no¢ni svételné pulzy, p38 na noc¢ni svételné pulzy nereaguje (Golombek &
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Rosenstein 2010). Zajimavé je, ze fosfatiza MAP kinazy 1 (MKP1) obsahuje v promotoru
své mRNA E-box pro navazani heterodimeru CLOCK/BMAL1 a vazné misto pro
transkripéni faktor CREB. Jeji exprese je tedy fizena jak endogennim oscilaénim
mechanismem, tak svétlem (Doi et al 2007) a je tak zfejmé zodpovédnd za svétlem

indukovanou defosforylaci MAPK béhem subjektivni noci (Nakaya et al 2003).

Kromé¢ transkripéniho faktoru CREB jsou substratem MAPK v SCN 1 proteinové produkty
hodinovych genii CLOCK, BMAL, CRY, RORA, kindza RSK (ribosomal S6 kinase) a
transkripéni faktory spoustéjici expresi ¢asnych gent c-fos a jun (Golombek & Rosenstein

2010).

Drahy MAPK jsou na mnoha stupnich modulovatelné dalSimi signdly, vcetné
extracelularnich, jako jsou trofické faktory, a drah nesvételné signalizace (de Paula, Lamb et
al. 2008; (Golombek & Rosenstein 2010). Dilezita je také vzajemnd interakce s dal§imi
signalnimi drahami, napi. drahou cyklického adenosinmonofosfatu (Travnickova-Bendova et

al 2002) a kinazou mTOR (Cao et al 2011; Cao & Obrietan 2010), jak uvedu dale.

7.1.3.3 cAMP a proteinkinaza A

Proteinkinaza A je aktivovana signalizaci cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP). cAMP je

bunécny druhy posel syntetizovany z ATP enzymem adenylatcyklazou.

Po aplikaci glutamatu v asné (CT 14) a pozdni (CT 20) subjektivni noci doslo v obou
pfipadech k rychlému zvySeni hladiny cAMP (Tischkau et al 2000). Podani cAMP in vitro
indukuje fazové zmény pouze béhem dne (Prosser & Gillette 1989), coz naznacuje, Ze
signalizace cAMP je zapojena v nesvételné synchronizaci. In vitro studie ve standardni linii
bunék lidského choriokarcinomu ale odhalily, ze signalizace drahy cAMP je nutna pro
transkripci mPerl aktivovanou transkripénim faktorem CREB fosforylovanym MAPK. Bez
soucasné signalizace cAMP tedy samotna aktivace MAPK drdhy pro CRE-dependentni

transkripci nestaci (Travnickova-Bendova et al 2002).

7.1.3.4 mTOR kinaza

V SCN byla prokazana dalsi kindza, mTOR (mammalian target of rapamycin) (Cao et al
2011; Cao et al 2008; Cao et al 2010; Cao & Obrietan 2010). mTOR je serin/threoninova
proteinkinaza, kterd je v builkdch zapojena v mnoha procesech (Beevers et al 2006; Hay &

Sonenberg 2004).
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mTOR je v SCN aktivovana drahou MAPK a fizena endogennim mechanismem. Aktivita této
kinazy vykazuje cirkadianni rytmus, s maximem v subjektivnim dni a minimalni aktivitou
v pozdni noci, coz bylo zjisténo pomoci detekce fosforylovaného ribozomalniho S6 proteinu
(pS6), ktery byl uzit jako marker aktivity mTOR. Uzitim transgennich zvifat s oznatenym
genem Perl byla detekovana vyznamna korelace mezi rytmickou expresi pS6 a Perl a
soucasna upregulace mTOR a Perl po svételném pulzu. Korelace byla pozorovéna pouze u

Perl, nikoli Per2 ani c-Fos (Cao et al 2011).

7.1.3.5 NO syntaza a proteinkinaza G

NO syntaza (NOS) je enzym, ktery katalyzuje syntézu oxidu dusného (NO) z L-argininu. NO
je dulezitd bunécna signalni molekula ucastnici se mnoha biologickych procesu, a také

v mezibunécné signalizaci neuront (Luo & Zhu 2011).

Enzym NOS je v SCN také fosforylovan CaMKII (Agostino et al 2004). Po ICV injekci
inhibitoru NOS in vivo doslo k zablokovani behaviordlnich fazovych posunti (Ding et al
1994). N-nitro-L-arginin methylester (L-NAME), inhibitor NO syntazy, selektivné zablokoval
pouze tazova predbehnuti lokomocni aktivity, ale nemél vliv na fazové zpozdéni (Melo et al
1997), ackoliv zeslabeni svétlem indukovanych fazovych zpozdéni v lokomocni aktivité po
podani L-NAME bylo jiz pfedtim prokazano (Watanabe et al 1995). Dale bylo ale zjisténo, ze
inhibice NOS blokuje pouze vystupni behavioralni rytmy, nikoli svétlem indukovanou expresi
¢asného genu c-Fos (Weber et al 1995), coz by mohlo naznacovat, Ze signalizace neovlivituje

genovou expresi.

NO spousti guanylatcyklazu (GC), ktera aktivuje cyklicky guanosinmonofosfat (cGMP).
Inhibice GC a cGMP-dependentni kinazy (cGK) sice nezménila expresi c-Fos ale méla vliv
na hodinovy gen Per (Golombek et al 2004). Podle farmakologickych studii je driha
cyklického guanosinmonofosfatu (cGMP) a proteinkinazy G (PKG) zapojena ve svétlem
indukovaném fazovém piedbéhnuti v pozdni subjektivni noci. U SCN v konstantnich
podminkach in vitro byla sledovéna spontanni aktivace této drahy na konci subjektivni noci.
Inhibice endogenniho vzristu aktivity PKG na konci subjektivni noci pomoci specifickych
komplementarnich deoxynukleotidli zplsobila fazové zpozdéni cirkadidnnich rytmt
v lokomoci, excitaci neurontit SCN, mnozstvi cGMP a Per/ mRNA — detekovdno pomoci in-
situ hybridizace (Tischkau et al 2003b). Co se tyka fazovych ptedbéhnuti, zatim bylo
prokézéno pouze zablokovani fazovych predbehnuti v rytmu elektrofyziologické aktivity po
inhibici PKG (Ding et al 1998).
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V SCN byly pomoci specifickych antigent identifikovany 2 isoformy PKG, PKG- a PKG-II.
U proteinkinazy G typu Il (PKGII) byla zjisténa ucast ve fazovém zpozdéni. Jeji inhibice
vedla ke zpozdéni rytmi elekrické aktivity a nartstu Bmall mRNA. Jednalo se vSak o in vitro

studii v bunikdch NIH-3T3 (Tischkau et al 2004).

7.1.3.6 Proteinkinaza C

Proteinkindza C (PKC) je oznaceni pro celou skupinu serin/threoninovych kinaz, kterad
v soucasnosti ¢itd 10 isoenzymu spadajicich do 3 skupin v zavislosti na struktute, funkci a
potiebé kofaktord. Klasické isoformy (a, b a c) potfebuji jako kofaktory vapnik a
diacylglycerol, nové isoformy (d, e, g, h) potiebuji diacylglycerol a atypické isoformy (f, 1, k)
k aktivaci nepotiebuji diacylglycerol nebo vapnik (Dempsey et al 2000; Newton 1997).
Kromé regulace kofaktory je pro katalytickou aktivitu a vnitrobunécnou lokalizaci PKC
nezbytny také sled fosforylaci (Newton 2001; 2003). V centralnim nervovém systému je PKC
davéana do souvislosti s procesy jako je long-term potenciace a long-term deprese (Hussain &

Carpenter 2005; Zhuo & Hawkins 1995).

Patnactiminutovy svételny pulz vyvolal fosforylaci PKCf na Thr*'® a PKCk na Thr*” a snizil
autofosforylaci proteinkinazy D na Ser’'® (Lee et al 2007). In vivo podani inhibitoru PKC,
bisindolylmaleimidu I, vyznamné zvySilo ucinek svétla na fazovy posun. Toto zjiSténi
naznacuje, ze PKC funguje jako negativni regulator svételné synchronizace. Podanim PKC
bez plisobeni svétla nedoslo k fazovému posunu molekuldrnich oscilaci, PKC tedy nema vliv
na endogenni oscilacni mechanismus. Kombinace testd in vivo a na bunéénych kulturach
svédci pro funkci PKC jako inhibitoru degradace proteinu PER1. PKC tedy muze ovliviiovat
svételnou synchronizaci prostiednictvim posttranslacniho mechanismu ovlivitujiciho stabilitu

proteinu hodinového genu (Lee et al 2007).

7.1.4 Glykogen syntaza kinaza

Glykogen syntaza kindaza (GSK) je jednim z cili fosforylace drahy MAPK. GSK3p
fosforyluje mCRY?2 na Ser’”, ktery je nasledné degradovéan proteasomy. Tato aktivita byla
prokézana jak v jaternich bunikach, tak v buiikdich SCN u mysi. GSK3p je tedy dilezita
v rytmické degradaci proteini mCRY2 v centrdlnim i perifernim osciladtoru u mysi

(Kurabayashi et al 2006)

Ztrata normalni aktivity GSK3fB u transgennich mysi vede ke zvySeni poctu non-REM

spankovych epizod a sniZeni sttedni doby trvani spankové epizody. Tyto transgenni mysi také

21



vykazuji znaén€ zvySené hodnoty bazalni lokomoc¢ni aktivity a télesné teploty v prvni ¢asti
noci, a to jak v prostfedi se svétlou a tmavou periodou dne, tak i1 v prostiedi konstantni tmy

(Ahnaou & Drinkenburg 2011).

7.1.5 Kasein kinaza

V soucasnosti byl prokazan vyrazny cirkadidnni rytmus v aktivité¢ kasein kinazy 1-epsilon
(CKlIg) s vrcholem na pocatku noci (CT 12), ktery pozitivné koreluje s vrcholem aktivity
GSK3p a s vrcholem exprese mPer2 a mCry2 (Agostino, Plano et al. 2008).

»lau“ mutace CKle zplisobuje zvysenou cirkadianni citlivost na svétlo. CKle ma tedy tlohu
nejen v mechanismu endogennich oscilaci ale také ve svételné synchronizaci. Selektivni
inhibitor CKle a CKId podany 30 minut pfed svételnym pulsem v case CT 18 vedl
k vyznamnému zvysSeni svétlem indukovaného fazového posunu (Agostino et al 2009;

Agostino et al 2008).

8 Shrnuti, mozné budouci sméry vyzkumu

Z dostupnych informaci vyplyva, Ze vnéjsi vlivy, jako naptiklad svétlo, jednoznacné ovliviiuji
endogenni molekuldrni mechanismus prostfednictvim aktivace glutamatovych receptort a
indukce Per genl.. Svétlem/glutamatem indukovana exprese Per genl je prokazatelné
iniciovana fosforylovanym transkripénim faktorem CREB, ktery se vaZe na specifické CRE
misto v jejich promotoru. Jednd se tedy o jinou cestu, nez pii indukci Per geni
prostiednictvim CLOCK/BMALI heterodimeru v endogennim mechanismu. Timto zplisobem
zvysena hladina PER proteini pisobi fazové zmény zpétnovazebného mechanismu nejspis
prostiednictvim zasahu do jeho dynamiky. CREB je prokazatelné¢ fosforylovan CaMK a
MAPK, ovSem draha MAPK ke CRE-dependentni indukci Per potiebuje soucasnou aktivaci
drahy cAMP. Dalsi komponentou ovliviiujici endogenni mechanismus by mohla byt PKG,
jejiz zablokovani vedlo k fazovému zpozdéni exprese Per v pozdni noci. Zajimava je i
zjisténa funkce PKC jako inhibitoru degradace PERI1. Dalsi komponenty signalnich drah,
které by mohly hrat roli v procesu sefizovani vnitiniho oscildtoru, ji vSak zatim prokéazaly
pouze u vystupnich rytmd, které mohou byt modulovany i jinymi vlivy. Vyzkum signélnich
drah zapojenych v synchronizaci vnitfniho oscilatoru je dulezity k vyvijeni G¢inné terapie
poruch zptsobenych narusenim tohoto mechanismu a v budoucnu by se mohl zaméfit na

presnéjsi metody detekce vlivu signalnich drah pfimo na endogenni mechanismus.
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