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Abstrakt

Cirkadianni rytmy ovliviiuji vSechny fyziologické procesy v organismu, vcetné
imunitnich funkci. Cirkadianni oscilace pozorujeme témér u vSech slozek imunitniho systému.
Tyto oscilace generuji molekularni hodiny, které jsou v kazdé buiice a jsou synchronizované s
hlavnim pacemakerem CSN pomoci sekrece hormonii a neurondlni inervace. Diky nastaveni
cirkadidannim systémem je imunitni systém vice pripraven k odpovédi na patogeny béhem
aktivni faze dne, kdy je riziko setkani s patogenem vyssi.

Makrofagy jsou butiky vrozeného imunitniho systému a hlavni modulatory zanétu. Jejich
aktivita, v¢etné produkce cytokind, fagocytoézy a polarizace na M1 a M2 fenotypy je tésné
spojena s molekularnimi hodinami. Toto spojeni cirkadidnniho a imunitniho systému ma

vyznam pro pribéh rady zanétlivych onemocnéni, jako jsou artritida a ateroskleréza.
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Abstract

Circadian rhythms affect all physiological processes in the body, including immune
function. Circadian oscillations are observed in almost all components of the immune system.
This oscillation generates molecular clocks that are in each cell and are synchronized by the
main CSN pacemaker with help hormone secretion and neuronal innervation. As a result, the
immune system is ready for increased responses to pathogens during the active phase when is
higher risk of bruising with it.

Macrophages are cells of the natural immune system and main modulators of
inflammation. Their activity, including cytokine production, phagocytosis and polarization to
M1 and M2 phenotypes is closely linked to the molecular clock. This association between
circadian and immune systems has implications for the course of a series of inflammatory
diseases, such as arthritis and atherosclerosis.

The aim of this thesis is to investigate the effect of circadian system on macrophage

function in inflammatory response.
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Seznam pouzitych zkratek

ACTH - adrenocorticotropic hormone

Akt - RAC serine/threonine-protein kinase

AP-1 - activator protein 1

ARNTL - aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like protein 1
ASC - apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD
BMAL - brain and muscle ARNT-Like 1

bZIP - basic leucine zipper domain

cAMP - cyclic adenosine monophosphate

CBP - CREB-binding protein

CCL - chemokine ligand

CCR2 - C-C chemokine receptor type 2

CFU-GM - granulocyte-macrophage progenitor
CK18/¢ - casein kinase 1 isoform delta / epsilon
CLOCK - circadian locomotor output cycles kaput
CLR - C-type lectin receptors

CNS - central nervous system

COX-2 - prostaglandin-endoperoxide synthase 2
CREB - cAMP response element-binding protein
CRH - corticotropin-releasing hormone

CRY - cryptochromes

CSF-1 - colony stimulating factor 1

DAG - diacylglycerol

DAMP - damage associated molecular patterns

DBP - D site of albumin promoter binding protein
DNA - deoxyribonucleic acid

ERK - extracellular signal-regulated kinases
FBXL3 - F-box/LRR-repeat protein 3

GABA - gamma-aminobutyric acid

GC - glucocorticoid

GILZ - TSC22 domain family protein 3



GMP - granulocyte-macrophage progenitor

GPCR - G protein-coupled receptors

GR - glucocorticoid receptor

GRIP1 - glutamate receptor-interacting protein
HAT - histone acetyltransferases

HDAC3 - histone deacetylase 3

HIF-1a - hypoxia-inducible factor 1-alpha

HLF - hepatic leukemia factor

HRE - hormone response element

HSC - hematopoietic stem cells

[FNy - interferon gamma

IKK - IkB kinase

IL - interleukin

IL-1R - interleukin-1 receptor

IML - intermediolateral nucleus

iNOS - nitric oxide synthases

IP3 - inositol trisphosphate

ipRGC - intrinsically photosensitive retinal ganglion cells
IRAK - interleukin-1 receptor associated kinase
IRF1/8 - interferon regulatory factor

IRS - insulin receptor substrate

JAK - janus kinase

JNK - c-Jun N-terminal kinases

KLF-4 - kruppel-like factor 4

LDL - low-density lipoprotein

LPS - lipopolysaccharide

LXR - liver X receptor

MAPK - mitogen-activated protein kinase
MCP2 - monocyte chemoattractant protein 2
M-CSF - macrophage colony-stimulating factor

MKP-1 - MAPK phosphatase
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1. Uvod

Cirkadianni rytmy predstavuji evolucni adaptaci na Zivotni prostiedi s 24-hodinovym
solarnim dnem. Tyto rytmy jsou generovany a udrzovany cirkadidnnim systémem a ridi témér
vSechny procesy v organizmech: fyziologické, metabolické a behavioralni.

Existuje hodné dtkazi, které potvrzuji tésné spojeni mezi cirkadidnnimi hodinami a
imunitnimi reakcemi, napriklad denni zmény citlivosti k patogenu, zmény hladiny cytokina a
pocet imunitnich bunék v krvi a tkanich. Kromé toho, mnoho symptomi patologickych stavii
vykazuje cirkadianni oscilace.

Cilem této bakalaiské prace je popsat vliv cirkadidnniho systému na funkce makrofagt

v zanétlivé odpovédi.

2. Cirkadianni hodiny u savcu

Cirkadianni hodiny u savcti jsou koncipovany jako hierarchicky systém, ktery funguje na
urovni bunék, tkani a systémi. Hlavni pacemaker cirkadidnniho systému se nachazi
v suprachiasmatickych jadrech (SCN) hypothalamu (Welsh, Takahashi, & Kay, 2010) a slouzi k
synchronizaci perifernich hodin v celém téle (Ralph, Foster, Davis, & Menaker, 1990). SCN se
sklada z priblizné 20 000 autonomné oscilujicich neuront, vzajemné spojenych do siti a
oscilujicich s periodou od 22 do 30 hodin (Herzog, 2007).

Ackoliv jsou neurony SCN schopné oscilovat samostatné, potiebuji pro svoji koordinaci
s prostfredim néjaky environmentalni vstup neboli Zeitgeber (doslovné "Casovac ",
"synchronizator") (Grandin, Alloy, & Abramson, 2006). Svétlo je hlavni synchronizator. Kromé
klasickych fotoreceptort, tyCinek a ¢ipkl se v sitnice oka nachazeji specialni bunky ipRGC (z
angl. intrinsic photoresponsive ganglion cells), které jsou citlivé na svétlo a predavaji informaci
o svétle primo do SCN prostrednictvim retinohypothalamického traktu (Do & Yau, 2010).

SCN pak prenasi casové informace do bunék v jinych oblastech mozku a perifernich
organech prostiednictvim riiznych vystupl. Mezi né patii neurondlni spojeni, endokrinni
signaly (jako jsou glukokortikoidy), rytmy télesné teploty a casované prijimani potravy ¢i jiné
oscilujici chovani (Dibner, Schibler, & Albrecht, 2010)

Pro vyzkumy se vytvareji experimentalni podminky 12 hodin ve svétle a 12 hodin ve tmé
(12:12 LD). Cas v takovych podminkach je oznacen jako ZT (Zietgeber time). ZTO oznacuje

zacatek denniho svétla va ZT12 oznacuje zacatek noci.
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2.1. Molekularni mechanismus cirkadiannich hodin u savcu

Cirkadianni hodiny generuji cirkadidnni oscilace nezavisle na okolnim prostredi. Toho je
docileno vzajemnymi zpétnovazebnymi interakcemi mezi tzv. hodinovymi geny a jejich

posttranskrip¢nimi a posttransla¢nimi modifikacemi.
2.1.1. Prvni zpétnovazebna smycka

Prvni zpétnovazebnd smycka je tvorena dvéma transkripénimi faktory - aryl
hydrocarbon receptor nuclear translocator-like protein 1 (BMAL1, znamy taky jako ARNTL,
MOP3) a circadian locomotor output cycles kaput (CLOCK) (Gekakis et al., 1998; Honma et al.,,
1998), které indukuji expresi tii Period (Per1-3) (Mittal, Siddiqui, Tran, Reddy, & Malik, 2014) a
dvou Cryptochrome (Cry1/2) gent (Emery, So, Kaneko, Hall, & Rosbash, 1998). V nékterych
pripadech, napriklad ve tkani prefrontdlni mozkové kiry, je misto proteinu CLOCK piitomen
jeho paralog, neuronal PAS domain protein 2 (NPAS2). NPAS2 je, stejné jako CLOCK, schopen
tvorit heterodimer s BMAL1, aktivovat expresse Cry a Per genii a navic inhibovat expresi Bmall
genu (Reick, Garcia, Dudley, & McKnight, 2001).

Heterodimer CLOCK/ BMAL1 se vaze na promotorové oblasti obsahujici E-boxy genti
kddujicich represorové proteiny PERIOD a CRYPTOCHROME. CLOCK aktivuje BMAL1 béhem
dne, coz vede k expresi Per a Cry genti odpoledne a k piku koncentrace proteinu PER a CRY vecer.
Hladiny Bmall mRNA jsou také rytmické, v antifazi k Per a Cry gentim. Proteiny PER a CRY na
sebe vzajemné pusobi, tvoii PER/CRY komplexy, které jsou fosforylovany kindzou CK16/¢ a
translokovany do jadra. Tam proteiny funguji jako negativni regulatory CLOCK/BMAL1, inhibuji
tak transkripci vlastnich gent, a vytvareji negativni zpétnovazebnou smycku. (Ko & Takahashi,
2006; C. Lee, Etchegaray, Cagampang, Loudon, & Reppert, 2001).

Hladiny proteinu PER a CRY se sniZuji, protoZe jejich stabilita je regulovana fosforylaci,
ktera vede k ubikvitinaci pomoci E3-ubiqutin ligazami FBXL3 (Siepka et al., 2007). Tento proces
degradace CRY a PER proteinu zac¢ina novy cyklus aktivity CLOCK/BMAL1 (Obr. 1).

2.1.2. Druha zpétnovazebna smycka

Dalsi mechanismus zpétné vazby je zaloZen na kompetici transkrip¢nich faktort RAR-
related orphan receptors (RORs) a jadernych receptori REV-ERBa/f (geny Nrld1 a Nr1d2),
které kontroluji transkripci Bmall vazbou na RRE element v promotorové oblasti (Guillaumond,
Dardente, Giguere, & Cermakian, 2005). Exprese Rev-erb a/f je pozitivné regulovdna

heterodimerem CLOCK/ BMAL1 a negativné proteiny PER a CRY (Preitner et al., 2002).
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2.1.3. Treti zpétnovazebna smycka

Treti transkripéni smycka zahrnuje nékolik transkrip¢nich faktort: D site of albumin
promoter binding protein (DBP), thyrotroph embryonalni faktor (TEF) a hepatic leukemia
factor (HLF), které maji rytmickou expresi (Falvey, Fleury-Olela, & Schibler, 1995; Fonjallaz,
Ossipow, Wanner, & Schibler, 1996; Lopez-Molina, Conquet, Dubois-Dauphin, & Schibler, 1997).
Tyto proteiny kompetuji na mistech obsahujicich D-boxy s represorem NFIL3 (nuclear factor
interleukin 3 regulated, neboli E4BP4), ktery je fizen smyckou REV-ERB / ROR, podobné jako
Bmall (Mitsui, Yamaguchi, Matsuo, Ishida, & Okamura, 2001).

Transkripce DBP je pozitivné regulovana CLOCK/BMAL1, a negativné regulovana
proteiny PER a CRY prostiednictvim E-box motivii v promotoru Dbp genu. DBP spolu s NFIL3
taky prispiva k aktivaci transkripce Per1/2, Rev-erb a Ror (Yamaguchi et al., 2000).
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Obrazek 1. Transkrip¢ni mechanismus cirkadiannich hodin (Ko & Takahashi, 2006)

2.2. Synchronizace perifernich hodin s SCN pomoci melatoninu a glukokortikoidt

Periferni cirkadianni hodiny pouzivaji stejné molekularni komponenty jako SCN a
hodinové geny byly detekovany ve vSech jadernych burikach téla. Nedavné studie ukazuji, Ze
vice nez 40% bilkovin kédujicich RNA u mysi a 80% u paviant vykazuje ~ 24-hodinovou

rytmickou expresi (Mure et al., 2018; R. Zhang, Lahens, Ballance, Hughes, & Hogenesch, 2014).
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Centralni hodiny poskytuji ¢asovy program pro cely organismus diky neuronalni signalizaci (F.
N. Buijs et al,, 2016), dileZitou roli vSak hraje také rytmicka sekrece hormonii (Dumbell,
Matveeva, & Oster, 2016).

Jednim z hlavnich regulatorii perifernich hodin, jsou glukokortikoidy (GC) a melatonin,
prenadsené krvi k cilovym orgadniim (H. Guo, Brewer, Champhekar, Harris, & Bittman, 2005).
Sekrece melatoninu a glukokortikoidl je pevné rizena z SCN. Ackoliv glukokortikoidy maji
nejvyssi koncentrace béhem aktivni faze (v noci u no¢nich zvirat a ve dne u dennich), sekrece

melatoninu probiha vzdy v noci (Andries Kalsbeek et al., 2008).

2.2.1. SCN moduluje sekrece glukokortikoidi

Glukokortikoidy (GC) jsou steroidni hormony produkované v kiife nadledvinek. Jejich
uvolilovani do krve osciluje sultradidnni periodou (Conway-Campbell, Pooley, Hager, &
Lightman, 2012), ale celkovd amplituda se méni v priibéhu dne a je modulovana SCN (A.
Kalsbeek et al, 2012). Mnoho druhi zvifat navic vykazuje i sezonni zmény hladin
glukokortikoidi (Ellis et al., 2012).

Jejich sekrece je regulovand primarné HPA osou (hypotalamus - hypofyza -
nadledviny). SCN pomoci vazopresinu moduluje aktivitu PVN (paraventrikularni
hypotalamické jadro), jednoho z hlavnich jader prenasejicich cirkadianni informace z SCN do
zbytku téla (Saeb-Parsy et al.,, 2000). PVN produkuje peptidovy hormon kortikoliberin (CRH,
hormon uvoliiujici kortikotropin), ktery pak stimuluje syntézu a sekreci hormonu ACTH
(adrenokortikotropinu) z adenohypofyzy do krevniho obéhu a ACTH pak stimuluje sekreci GC
z klry nadledvin. (F. N. Buijs et al., 2016). Citlivost kliry nadledvin na ACTH a sekrece GC je také
modulovana signaly prichazejicimi z PVN hypotalamu prostrednictvim sympatickych
nervovych cest (R. M. Buijs et al., 1999).

Vazopresin je uvolilovan vzdy béhem svételné periody, ale jeho u¢inky na neurony PVN
obsahujici CRH jsou odlisné u dennich a nocnich zvirat. Pomoci interneuronti u no¢nich zvirat
vazopresin inhibuje tyto neurony, u dennich - je aktivuje (Andries Kalsbeek et al., 2008).

Uvolnéné GC tvori negativni zpétnovazebnou smycku a inhibuji aktivitu HPA osy
vazbou na glukokortikoidni receptory (GR) a mineralokortikoidni receptory v mozku a
v hypofyze (Berardelli et al., 2013; Jacobson, 2005).

Aktivace HPA osy probiha nejen v synchronizaci s SCN, ale akutni a chronicky stres a
autonomni inervace Fizend SCN prostrednictvim jinych oblasti mozku také stimuluje

uvoliiovani CRH z PVN, coZ vede k produkci GC (Ulrich-Lai & Herman, 2009).



2.2.2. SCN moduluje sekreci melatoninu

Cirkadianni rytmy v sekreci melatoninu jsou fizeny multisynaptickou drahou vedouci
od SCN do epifyzy.

Béhem dne vylucuje SCN GABA do PVN a inhibuje jeho glutamatergni stimulaci
intermediolateralniho jadra michy (IML), ktera vyvola uvolnéni noradrenalinu ze zakonceni
superior cervical ganglionu (SCG) v epifyze. Noradrenalin ptisobi na $-adrenergni receptory v
epifyze, ¢imZz aktivuje transkripci hlavniho enzymu v syntetické radé melatoninu,
arylalkylamin-N-acetyltransferazy, a tak i sekreci melatoninu (Drijfthout, van der Linde, de Vries,
Grol, & Westerink, 1996).

Ve tmé produkuje SCN glutamat a tim podporuje aktivitu PVN (Hermes, Coderre, Buijs,
& Renaud, 1996). Melatonin je syntetizovan pouze v noci (Challet, 2007), svétlo dopadajici na
sitnici oka v noci indukuje GABAergni neurotransmisi z SCN do PVN a inhibuje uvoliiovani

noradrenalinu (Ebling, 1996).

2.3. Periferni hodiny imunitniho systému

Cirkadianni regulace imunitniho systému byly pozorovany jiZ v roce 1960, kdyZ Halberg
a kolegové zjistili, Ze mira Umrtnosti na podani endotoxinu lipopolysacharidu (LPS) u mysi
zavisi velmi na denni dobé, kdy se LPS podava (Halberg, Johnson, Brown, & Bittner, 1960). Za
poslednich 20 let bylo prokazano, Ze mnoho typli vrozenych imunitnich bunék ma vlastni
hodiny, v€etné monocytli (K. D. Nguyen et al., 2013), makrofagii (Keller et al., 2009), mastocytd,
eozinofilli (Baumann et al., 2013), neutrofili (Ella, Csépanyi-Komi, & Kaldi, 2016), NK bunék
(Arjona & Sarkar, 2005) a jejich funkce jsou pod kontrolou cirkadianniho systému. Navic mnoho
lidskych zanétlivych onemocnéni vykazuje rytmickou patologii, jako naprtiklad revmatoidni
artritida (Maurizio Cutolo, 2012) nebo alergicka rinitida a bronchialni astma (Smolensky,
Lemmer, & Reinberg, 2007).

Vyzkumy poslednich let ukazaly, Ze az 8% transkripti makrofagtl osciluje s cirkadianni
periodou (Keller et al., 2009) a tyto geny ridi celou rfadu funkci, véetné produkce cytokini (Early
et al,, 2018) fagocytozy (Hriscu, 2005) a antibakterialni (Oliva-Ramirez, Moreno-Altamirano,
Pineda-Olvera, Cauich-Sanchez, & Sanchez-Garcia, 2014) a antiviralni aktivity (Zhuang,

Rambhatla, Lai, & McKeating, 2017).



3. Uloha makrofagi v zanétlivé reakci

Makrofagy jsou vysoce heterogenni populace bunék, které se nachazi ve vSech tkanich a
organech, a hraji diileZitou roli v protiinfek¢éni imunitni odpovédi proti cizim mikroorganismiim,
vcetné bakterii, virdi, hub a paraziti. Makrofagy jsou zakladni sloZkou vrozeného imunitniho
systému, ucastni se celého zanétlivého procesu od rozpoznavani patogenti a produkci
zanétlivych mediatori po inhibici zanétlivé reakce a opravu tkani. (Murray & Wynn, 2011)

Makrofagy mohou byt rozdéleny do dvou funkénich skupin: klasicky aktivované
makrofagy (M1), které maji prozanétlivé ucinky a alternativné aktivované makrofagy (M2),
2009). Ackoli existuji rozdily mezi makrofagy téchto dvou skupin, makrofagy jsou schopné
snadno zménit svij fenotyp v reakci na mikroprostiedi (Mylonas, Nair, Prieto-Lafuente, Paape,
& Allen, 2009).

Tento proces zmény fenotypu makrofagii hraje dtlezitou roli v zanétlivych reakcich.
Nekontrolovany zanétlivy proces miuze vést k poSkozeni vlastni tkané, chronickému
zanétlivému onemocnéni a autoimunitnim poruchdm, proto potfebuji jemnou regulaci a
spravny pomér Ml /M2 makrofagu.

Makrofagy M1 vznikaji po aktivaci jejich Tool-like receptoru (TLR) nebo stimulaci IFN-y,
v disledku c¢ehoZz zvySuji produkci cytokinl IL-1b, IL-6, TNF-a, a zvySuji syntézu oxidu
dusnatého a produkci volnych radikal{i. Po stimulaci pomoci IL-4 a IL-13 se zméni na makrofagy
M2 s vetsi produkci protizanétlivych cytokinii IL-10 (Sica & Mantovani, 2012).

STAT proteiny jsou rodinou transkripcénich faktord, které rozhoduji o proméné
makrofagu na M1 nebo M2 typ. Po spole¢né stimulaci receptoru IFN a TLR se aktivuje draha
aktivovana STAT1 a fenotyp makrofagu se zméni na prozanétlivy M1. Pokud STAT signaliza¢ni

draha bude aktivovana pomoci IL-10, fenotyp makrofagu se zméni na protizanétlivy M2

prostiednictvim STAT3/6 (Ni Gabhann et al., 2014).

4. Signalizace makrofagu

Zanétliva odpoveéd je charakterizovana koordinovanou aktivaci rtiznych signaliza¢nich
bunkach i leukocytech, které jsou ziskavany z krve. Rozpoznani patogenti vrozenymi nebo
adaptivnimi imunitnimi receptory vede k aktivaci bunék, které vykazuji tyto receptory, napt.

makrofagy, dendritické buriky a lymfocyty.



Makrofagy maji Sirokou radu povrchovych receptorti PRR (pattern recognition receptor)
pro molekularni vzory asociované s patogenem (PAMP) a molekularni vzory asociované
s poskozenim tkané (DAMP) (Taylor et al., 2005). Vazba ligandu na tyto receptory aktivuje
transkripc¢nich faktord, jako je nuklearni faktor NF-kB, AP-1.

Regulace exprese a represe genll je spojena s remodelaci struktury chromatinu
enzymatickou modifikaci histont, hlavné acetylaci lyzinovych zbytkd, které se nachazeji na N-
konci histonid. V klidovém stavu jsou histony neacetylované a DNA navinutd na histony
neschopna transkripce. Po acetylaci histonli se méni jejich elektricky naboj a struktura
chromatinu se otevira a nukleosom se rozvoliiuje tak, Ze se RNA polymeraza II a transkrip¢ni
komplexy mohou navazat na DNA a zacit transkripci.

Iniciace transkripce genti pro zanétlivé cytokiny vyzaduje pripojeni koaktivatoru (CBP),
interagujiciho s transkrip¢nimi faktory (CREB, AP-1, NF-kB a jiné), které se pak vazou na
promotorové oblasti cilovych gend. Koaktivatory maji vnitini histon acetyltransferazovou
aktivitu (HAT), coz vede k acetylaci histont, sniZeni jejich ndboje a zméné konformace na
aktivovanou otevienou formu (Roth, Denu, & Allis, 2001). Proces deacetylace histoni je
zprostiedkovan histonovymi deacetylazami (HDAC) a dal$imi korepresorovymi proteiny (NCoR,
SMRT) (de Ruijter, van Gennip, Caron, Kemp, & van Kuilenburg, 2003; Privalsky, 2004).

Stejnou drahu aktivuje a jiné PRR, jako jsou lektinové receptory typu C (CLR) (Osorio &
Reis e Sousa, 2011) a NOD-Like receptory (NLRs), které jsou schopny tvorit inflamasomy
(Elinav, Strowig, Henao-Mejia, & Flavell, 2011; Sabbah et al., 2009).

4.1. JAK/STAT signalni cesta

IFNy se vaZze na své receptory, coZ vede k aktivaci JAK1/2 kinaz, nasledné k aktivaci
regulacnich faktori interferonti IRF 1/8 a dimerizaci STAT1. STAT1 homodimer a IRF se vazi na
mista v promotoru cilovych gen, tim podporuji expresi M1 gent, iNOS a IL-12 (Darnell, Kerr, &
Stark, 1994). IL-4 nebo IL-13 se vazou na receptor IL-4Ra, coZ vede k fosforylaci JAK1/3 nebo
JAK1/Tyk2 a nasledné aktivaci STAT6 a STAT3, které aktivuji expresi geni fenotypu M2 vetné
protizanétlivého cytokinu IL-10 (Bhattacharjee et al.,, 2013).

Aktivace JAK/STAT drahy pomoci IL-4 aktivuje syntézu SOCS1 (suppressor of cytokine
signaling proteins), ktery blokuje fosforylaci STAT1 a proménu makrofaga na M1. SOCS1
aktivuje také STAT6, ktery je transkripnim faktorem pro M2 fenotyp. A naopak aktivace
JAK/STAT pomoci IFN-y a TLR4 aktivuje syntézu SOCS3, ktery blokuje STAT3 a proménu



makrofaga na M2. SOCS3 podporuje fosforylaci STAT1, ktery je transkripcnim faktorem pro M1
fenotyp (Croker, Kiu, & Nicholson, 2008; Qin et al., 2012).

SOCS1 translokuje do jadra, kde se vaZe na p65 podjednotku NF-kB a funguje jako
ubiquitin ligdza, vede k polyubikvitinaci a proteasomalni degradaci p65 (Strebovsky, Walker,
Lang, & Dalpke, 2011).

4.2. TLR signalizace

TLR je nejvyznamnéjsi skupina PRR receptoru. Patii mezi transmembranové proteiny
typu I, jejichZ casti jsou umistény na povrchu bunék (naptiklad TLR4, receptor pro LPS),
zatimco jina ¢ast (napriklad TLRY, receptor pro patogenni DNA) jsou uvnitf intracelularnich
vezikul (Kawai & Akira, 2011). Vazba LPS na TLR4 aktivuje signalni drahu NF-kB, coZ zvySuje
produkci prozanétlivych cytokind, nebo TRAF6 signalni drahu, kterd indukuje fosforylaci
transkripéniho faktoru STAT1 (Luu et al., 2014). Celkem tato signalizace podporuje polarizaci
makrofagi do prozanétlivého M1.

Signaliza¢ni cesty TLR aktivuji NF-kB a mitogenem aktivované proteinové kinazy
(MAPK), coz indukuje prozanétlivy stav v buiice a produkci prozanétlivych cytokind (TNFa, IL-
1, IL-6 atd) (Kawai & Akira, 2011).

TLR signalizace zahrnuje dvé odliSné signalni drahy: MyD88 zavislou a MyD88
nezavislou signalni drahu. Ackoliv MyD88 signalni draha je universalni pro TLR, TRIF signalni
draha (neboli draha nezavisla na MyD88) je typicka jenom pro TLR4 a TLR3 (Akira, Takeda, &
Kaisho, 2001).

MyD88 je adaptérovy protein, ktery je spojen TIR doménou s TLR. Po navazani ligandu
na TLR MyD88 rekrutuje kinazu asociovanou s receptorem IL (IRAK1 nebo IRAK4) a fosforyluje
ji. TRAF6 asociuje s IRAK, aktivuje se a prenasi signal k dalSim slozkdm TLR drahy: NF-kB a
MAPK (Takeda & Akira, 2004).

TRIF je druhy adaptérovy protein, ktery také obsahuje TIR doménu pro vazbu s TLR.
TRIF muze aktivovat kindzu TBK1 a nasledné fosforylovat IRF3, ktery putuje do jadra a
indukuje expresi IFN (Kawai & Akira, 2011). TRIF aktivace také vede k aktivaci NF-kB pomoci
TRAF6 (Takeda & Akira, 2004).

4.2.1. NF-KkB signalni draha

NF-kB (nuklearni faktor kappa B-bunék) je proteinovy komplex, ktery hraje dileZzitou

roli v zanétlivych reakcich, ovliviiuje transkripci DNA a produkci cytokini.



Aktivace NF-kB je vyvoldavana riznymi mikrobidlnimi a virovymi faktory
prostiednictvim PRR a jejich vazby k TLR a receptorii IL-1, které patii do rodiny IL-1R, NOD-
like receptort (NLR) nebo receptord pro imunomodulatory, jako je TNF receptor. Ackoliv jsou
tyto receptory strukturné odlisné, pouzivaji podobné mechanismy aktivace IkB kinazy (IKK) a
NF-kB.

NF-kB je sloZena ze dvou rlznych podjednotek rodiny transkrip¢nich faktord Rel, ve
vétSiné z p65 (RelA) a p50 podjednotky (Ghosh & Karin, 2002). IkB proteiny, pritomné
v cytoplazmé, inhibuji NF-kB a udrzuji komplex v neaktivni formé.

Rozpoznani ligandu vede k aktivaci IkB kinazového komplexu IKK skladajiciho se ze
dvou kinazovych podjednotek IKKa (IKK1) a IKKf3 (IKK2) a regulacni podjednotky IKKy (NEMO)
(Zandi, Rothwarf, Delhase, Hayakawa, & Karin, 1997).

IKK fosforyluje IkB coZ vede k jeho degradaci proteazomem a tim aktivuje a uvoliiuje NF-
kB komplex, ktery pak translokuje do jadra, vaZe se na jednotlivé elementy promotoru
specifickych genti a aktivuje jejich transkripci (Lawrence, 2009).

Tato drdha nastavuje prozanétlivy stav a jeji nadmérnd nebo deregulovana aktivace
miiZe vést k patologickému chronickému nebo akutnimu zanétu. Proto NF-kB drdha taky
obsahuje autoregulac¢ni negativni zpétnovazebné smycku. NF-kB-dependentni transkripce genu
vede k rychlé znovusyntéze proteinu IKB. IkB vstupuje do jadra, vaze NF-KB transkrip¢ni faktor

a tim inhibuje jeho vazbu na DNA (Arenzana-Seisdedos et al., 1995).

4.2.2. MAPK signalni draha

Mitogenem aktivované protein kindzy (MAPK) jsou serin-threoninové kinazy, které
zprostredkovavaji intracelularni signalizaci. MAPK signalni draha obsahuje alespon tfi slozky:
kinazu kinazy MAPK (MAP3K), kinazu MAPK (MAP2K) a MAPK. MAP3K fosforyluje a aktivuje
MAP2K, ktera dal fosforyluje a aktivuje MAPK. Aktivované MAPK fosforyluji dals$i kinazy, jako
jsou ERK, p38 a JNK (c-Jun NH2 terminalni kinazy), které jiz aktivuji riizné proteiny vcetné
transkripc¢nich faktort (Johnson, 2002).

Po aktivaci JNK je naptiklad tvoren AP-1, nejcastéji slozeny z heterodimeru c-Fos/c-Jun,
ktery dal primo spousti transkripci prozanétlivych proteini (McCubrey, LaHair, & Franklin,

2006).



4.3. PI3K / PKB signalni draha

TLR MyD88 zavisla draha a cytokinové receptory aktivuje fosfatidylinositol-3-kinazu
(PI3K). PI3K produkuje PIP3 (fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfat), ktery nasledné aktivuje protein
kinazu B (PKB, znamou také jako Akt). Tato kinaza ma tfi izoformy: Aktl, Akt2 a Akt3. Aktl
podporuje proménu na M2 fenotyp, Akt2 naopak podporuje M1 (Arranz et al., 2012).

MikroRNA (miRNA) tvori velkou rodinu malych, priblizné 21-nukleotidovych,
nekodujicich RNA, které jsou regulatory exprese gent, kontroluji u savct aktivitu priblizné 30%
geni a podileji na regulaci témér vSech bunécnych procest. miRNA kontroluji genovou expresi
po transkripci, zprostfedkovavaji translatni represi nebo degradaci mRNA (Filipowicz,
Bhattacharyya, & Sonenberg, 2008; Valencia-Sanchez, Liu, Hannon, & Parker, 2006)

miR-155 je prozanétliva mikroRNA indukovana po aktivaci TLR piimym navazanim NF-
kB na promotor genu MIR155HG (McCoy et al.,, 2010; Thompson, Vardinogiannis, & Gilmore,
2013). miR-155 hraji klicovou roli v Akt-dependentni polarizaci makrofagl a zptisobi proménu

makrofagii na M1 fenotyp (Arranz et al., 2012).

4.4, NLRP3 inflamazom

Inflamazém NLRP3 je proteinovy komplex, slozeny z NLRP3 (NACHT, LRR and PYD
domains-containing protein 3), ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a
CARD) a kaspasy-1. Maze byt aktivovan Sirokym rozsahem agonistli, PAMP nebo DAMP
(Ratsimandresy, Dorfleutner, & Stehlik, 2013). Aktivace inflamazému NLRP3 podporuje
aktivaci kaspazy-1 ndasledné Stépeni pro-IL-12 a pro-IL-18 do jejich maturovanych
sekretovanych forem (Thornberry et al.,, 1992).

Aktivace inflamazému NLRP3 vyZaduje dva postupné signdly. Prvni signdl, vyvolany
PAMP, aktivuje drahu NF-kB a vede k expresi Nlrp3 a pro-IL-113. Druhy signal, napiiklad DAMP,
spousti aktivaci NLRP3, sestaveni komplexu inflamazému a nakonec aktivaci kaspazy-1

(Sutterwala, Haasken, & Cassel, 2014).

5. Diferenciace monocyti a makrofagt

Cirkulujici monocyty pochazeji z prekurzori pluripotentnich hematopoetickych
kmenovych bunék (HSC), které se vétSinou nachazi v kostni dfeni a malé mnozZstvi cirkuluje

v krvi a nachazi se v periferni tkani. Vyvoj monocytd a makrofagt z HSC zaleZi na radé stimuld,

10



jako jsou napftiklad rlistové faktory, které ovliviiuji expresi genti specifickych pro vyvoj bunécné
linie.

Klicovy regulator pro vyvoj monocyti je hematopoeticky transkripéni faktor PU.1,
potiebny pro diferenciaci bunécnych linii. Nizkd koncentrace proteinu PU.1 vyvolava
diferenciaci B bunék, zatimco vysoka koncentrace a dlouha exprese podporuje diferenciaci
makrofagil a blokuje vyvoj B lymfocyti (DeKoter & Singh, 2000; Scott, Simon, Anastasi, & Singh,
1994). Vysoka koncentrace PU.1 aktivuje dalsi transkripcni faktory specifické pro monopoezu,
jako jsou IRF8 (Schonheit et al., 2013), KLF-4 (Feinberg et al.,, 2007) a Ergl (H. Q. Nguyen,
Hoffman-Liebermann, & Liebermann, 1993). PU.1 také hraje roli v transkrip¢ni kontrole
indukce genti u makrofagt, naptiklad IFN-y (V. T. Nguyen & Benveniste, 2000).

Faktor stimulujici kolonie makrofagti (M-CSF nebo CSF-1) je cytokin, uvolnény béhem
zanétlivé reakce. CSF-1 piimo indukuje a moduluje PU.1, coZ vede k diferenciaci
hematopoetickych kmenovych bunék na monocyty a makrofagy (Mossadegh-Keller et al., 2013).
Jiné cytokiny, naptiklad IFN-y, IL-3, IL-6 a IL-11, také podporuji diferenciaci na monocyty
(Gordon, 1995).

Kostni dien je primarnim mistem produkujicim monocyty. Monocyty lze rozdélit do
dvou funkénich skupin Ly6Chi zanétlivé nebo Ly6Clow patrolujici monocyty. Ly6Chi monocyty
predstavuji klasické monocyty, které jsou rekrutovany infekci, dale vylucuji zanétlivé mediatory
a stimuluji migraci dalSich monocyti. Ly6Chi mohou plisobit jako prekurzory makrofagl
pochazejicich z monocyti (Geissmann et al., 2010).

Mobilizace monocytt, jejich vystup z kostni dfené, a priinik do zanétlivych mist je
zprostiedkovan chemokinovym receptorem CCR2 a odpovidajicimi ligandy CCL2 a MCP2 (taky
znam jako CCL8) (Jia et al., 2008). Cirkadianni mechanismy se podileji na regulaci diferenciace

makrofagii a ndboru monocytt do infikované tkané.

5.1. Cirkadianni hodiny a diferenciace makrofagi

Pocet HSC v kostni dieni vykazuje cirkadidnni oscilace béhem dne, které zmizi pfi
dlouhodobém chovani pokusnych zvirat na stalém svétle. Ukazuje, Ze hematopoéza je rizena
hlavnimi molekularnimi hodinami SCN (Méndez-Ferrer, Lucas, Battista, & Frenette, 2008).
Proliferace prekurzort monoblastii a myeloblasti (GMP nebo CFU-GM) ma cirkadianni oscilaci,
rizenou epifyzou a produkci melatoninu. Poc¢et GMP v kostni dreni osciluje s vrcholem v ZT6 a
ZT18. Odstranénti epifyzy tyto oscilace zrusi (Haldar, HauBler, & Gupta, 1992).

N-CoR (nuclear receptor co-repressor 1) je nuklearni korepresor a spolu s HDAC3 se

podili na inhibici transkripce urcitych gend (Ishizuka & Lazar, 2003). HDAC3 je schopen
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odstranit acetylové skupiny z histonu a vytvorit chromatinovou strukturu nepftistupnou pro
transkrip¢ni aparat (Guenther, Barak, & Lazar, 2001). N-CoR/HDAC3 miiZe existovat v asociaci
s produktem hodinového genu Rev-Erba, ktery je cirkadidnné regulovan a cely komplex tak
potlacuje transkripce cilovych gent, napriklad Bmall (Yin & Lazar, 2005) a pu.1 (Lam et al,,
2013) pouze v urcitém cirkadiannim case.

Ly6Chi monocyty vykazuji vyrazné zmény v poctu béhem dne. V ZT8 dosahuji priblizné
3krat vyssi hladiny nez v ZTO0, na rozdil od Ly6Clov, které nevykazuji témér Zadnou oscilaci.
Nguyen et al (2013) zjistili, Ze promotory Ccl2 a Ccl8 obsahuji E-boxy, na které se vaze
heterodimer CLOCK/BMAL1 a PRC2Z (polycomb repressive complex 2) s histon
methyltransferazovou aktivitou, ktery inhibuje expresi téchto genl a epigeneticky méni
konformaci histonu.

U monocytl potlacuje REV-ERBa pifimo expresi Ccl2 vazbou na promotor. REV-ERBa
také potlacuje signaly aktivované CCL2, kinazy ERK a p38. Tak REV-ERBa brani vstupu

monocytu do tkani a potlacuje zanétlivou reakci (Sato et al., 2014).

6. Cirkadianni hodiny moduluji zanétlivou reakci

Jak uZ bylo receno, funkce makrofagi je silné kontrolovana cirkadiannim systémem
(Keller et al., 2009) ve vSech fazich zanétlivé odpovédi, v€etné rozpoznani patogenu (Silver et
al., 2018), vstupu monocytli do infikované tkané (Sato et al., 2014), polarizace na M1/M2 a
produkce cytokint (Early et al., 2018).

6.1. Melatonin

Melatonin hraje dilezitou roli v imunopatologickych stavech, ma naptiklad
protizanétlivé ucinky pri zanétu (Reiter, Calvo, Karbownik, Qi, & Tan, 2006). Ackoliv
protizanétlivé ucinky melatoninu prevazuji, nékterd patologicka zanétlivd a autoimunitni
onemocnéni, jako naptiklad revmatoidni artritida (M Cutolo et al, 2005), ukazuji opacny
Skodlivy efekt po stimulaci melatoninem.

Melatonin Fidi imunitni buiiky hlavné pomoci regulace produkce cytokint (Carrillo-
Vico et al,, 2005) prostrednictvim vazby na specifické receptory sprazené s G-proteiny MT1 /
MT2 na membrané cilovych bunék (Carrillo-Vico et al., 2005), coZ vede k aktivace druhych
posli a modulaci odpovédi pomoci zmén hladin cAMP nebo aktivaci ERK1 (Hardeland, 2009).

Dilezité je uvést, ze makrofagy jsou schopné syntetizovat melatonin po aktivaci NF-kB
drahy. Heterodimer p65/p50 interaguje s promotorem AA-NAT a spousti expresi enzymu a

nasledné tedy i syntézu melatoninu (Muxel, Laranjeira-Silva, Carvalho-Sousa, Floeter-Winter,
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& Markus, 2016). Jeden z hlavnich ucinki melatoninu na makrofagy je inhibice mechanismu

.....

.....

Po navazani melatoninu na membranovy receptor spifazeny s G-proteinem podjednotka
Ga aktivuje PLC, kterd nasledné hydrolyzuje PIP2 na DAG a IP3. IP3 vyvola aktivaci PKC pfimo,
nebo pomoci uvoliovani vapniku (Masana & Dubocovich, 2001). PKC aktivuje dalsi proteiny,
napriklad kinazu ERK, a nakonec dochazi k fosforylaci STAT3 (Lau, Ng, Lee, Chan, & Wong,
2012). Vazba melatoninu vede k aktivace podjednotky Gi, ktera inhibuje produkce cGMP
(Capsoni, Viswanathan, De Oliveira, & Saavedra, 1994). V nedavnych experimentech se ukazalo,
Ze podani melatoninu vyrazné sniZuje koncentraci aktivovaného STAT1 a zvySuje fosforylaci
STAT3 (Yi & Kim, 2017). Jak uzZ bylo uvedeno vySe, STAT3 podporuje proménu na M2 fenotyp,
zvySuje expresi SOCS1 a tlumi NF-kB drahu. TakZe melatonin nepiimo podporuje fosforylaci
STATSG6 pres fosforylaci tyrosinu IRS, ktera pak pomaha aktivaci samotného STAT®.

Melatonin ma také primy vliv na signalizaci TLR4. Jak uz bylo uvedeno vySe, stimulace
TLR4 pomoci LPS aktivuje MyD88-dependentni a TRIF signalni drahu. Studie ukazaly, Ze
melatonin MyD88 a IRF7 inhibuje (Xia et al., 2012).

Melatonin také vyznamné ovliviiuje expresi miRNA (Banaei, 2015). Presné
mechanismy plsobeni melatoninu na miRNA u makrofagli nejsou znamé, existuje ale
predpoklad, Ze jeho ucinky jsou stejné jako v jinych typech bunék. V gliomovych burnkach
melatonin inhibuje expresi rodiny transkrip¢nich regulatorti miR-155 MYB (myeloblastosis)
(Elton, Selemon, Elton, & Parinandi, 2013), ktery u makrofagt podporuje polarizaci na M1 (Cao
etal, 2017).

Exprese miR-34a u makrofagl je vyvolana aktivaci NF-kB drahy a tyto miRNA maji
prozanétlivé ucinky (Jiang et al, 2012). SIRT-1 (sirtuin 1) deacetyluje podjednotku p65 a
inhibuje NF-kB. miR-34a inhibuje aktivitu SIRT-1, ¢imZ podporuje aktivitu NF-kB a vytvoii tak
pozitivni zpétnovazebnou smycku (Kauppinen, Suuronen, Ojala, Kaarniranta, & Salminen,
al.,, 2016). Protizanétlivé ucinky melatoninu mohou byt zptisobeny inhibici TLR signalni drahy
(Xia etal,, 2012).

Cluster miR-23a~27a~24-2 ma vyznamnou ulohu pfi polarizaci makrofagli. Vazba
patogenu na TLR spousti polarizaci makrofagii na M1 prozanétlivy fenotyp a tlumi expresi miR-
23a~27a~24-2, vazba IL-4 ji naopak podporuje. Zinc-finger protein A20 je inhibitor NF-kB
signalni drahy. MiR-23a jej inhibuje a neprimo tak podporuje aktivaci NF-kB, ktery se pak vaze

na promotor miR-23a a inhibuje jeji transkripce, vytvari tak negativni zpétnovazebnou smycku.
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Po vazbé IL-4 na receptor, se autofosforyluje kindza JAK a nasledné aktivuje radu
proteint, jako jsou STAT6, JAK1, IRF4 a PPAR-y. STAT6 se vazZe na promotor a spousti
transkripci clusteru miR-23a~27a~24-2 béhem M2 polarizace. miR-23a tvoii negativni
zpétnovazebnou smycku a inhibuje aktivitu JAK a STAT6 (shrnuto S. Ma et al., 2016). Melatonin
v obou pripadech inhibuje expresi miR-23a, ale nema Zadny vliv na dalsi ¢leny clusteru miR-
27a a miR-24-2. Vzhledem k tomu, Ze melatonin inhibuje expresi jenom jedné sloZky clusteru
miR-23a~27a~24-2, mechanismy jeho plisobeni na stabilitu zralého miRNA jsou neznamé
(Kim etal.,, 2015).

Podani melatoninu navic inhibuje aktivitu inflamazému a naslednou produkci IL-1 p a
IL-18 (Cao et al, 2017; Y. Zhang et al., 2016). Aktivace inflamazému je indukovana radou
signald, jako jsou ROS, DAMP a vyZaduje signalizaci NF-kB drahy. Inhibice sestaveni
inflamazému po melatoninu mize byt zplisobena, jak inhibi¢nim t¢inkem melatoninu na NF-
kB (Xia et al, 2012), tak i jeho antioxida¢nim uUcinkem branicim nadmérné produkci ROS

(Espino, Pariente, & Rodriguez, 2012). Presny mechanismus je$té neni znam.

6.2. Glukokortikoidy

Glukokortikoidy jsou hlavni cirkadianni signaliza¢ni hormony, jsou také hlavnimi
signaly stresu v organismu a reguluji Sirokou adu fyziologickych procest (Dickmeis, 2009).

GR je ligand-dependentni transkrip¢ni faktor, ktery se nachazi v cytoplazmé a po
aktivaci ligandem translokuje do jadra, kde ovliviiuje expresi cilovych genti (Nicolaides, Galata,
Kino, Chrousos, & Charmandari, 2010). Studie ukazaly velkou skupinu genli pfimo

regulovanych GR. Mezi né patii mnoho LPS-indukovanych genti, genti pro zanétlivé cytokiny,

/////

/////

.....

represe transkripéni aktivity AP-1(Schiile et al., 1990) a NF-KB, hlavnich prozanétlivych
transkripcnich faktori (Ito et al., 2006).

GR tvori heterodimer s NF-kB podjednotkou p65 (Rao et al, 2011) a vaze se na
promotorovu oblast IRAK-M a indukuje jeho transkripci. IRAK-M piisobi jako inhibitor aktivity
adaptorového proteinu IRAK v signalni kaskadé zavislé na MyD88 (K. Kobayashi et al., 2002;
Miyata et al,, 2015)
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GR miiZe interagovat s koreceptorem GRIP1 (glutamate receptor-interacting protein 1),
ktery je také nutny pro aktivaci proteinu IRF3 patficiho do TLR signalni drahy. Aktivovany GR
sekvestruje GRIP1 od IRF3, ¢imz potlacuje produkci IRF3-dependentnich prozanétlivych
cytokinii a navic pouZivaji GRIP1 jako korepresor k vazbé GRE (glucocorticoid response
elements) na AP1 nebo NF-kB (Reily, Pantoja, Hu, Chinenov, & Rogatsky, 2006). GR také mizZe
potlacit aktivitu NF-KB rekrutovanim HDAC2 (histonovych deacetyldz) na promotory zavislé
na NF-KB (Ito et al., 2006).
ktery inhibuje NF-kB a AP-1 (Mittelstadt & Ashwell, 2001), a MKP-1, ktery inhibuje p38 MAP
kinazu (Lasa, Abraham, Boucheron, Saklatvala, & Clark, 2002). GILZ (TSC22D3 nebo
glucocorticoid-induced leucine zipper) je hlavni imunomodulator glukokortikoidi (Ayroldi &
Riccardi, 2009), ktery je produkovan v makrofagach po stimulaci GC a protizanétlivym IL-10
(Brown etal., 2001).

GILZ se vaze na p65 podjednotku NF-kB a brani transkripci NF-kB-zavislych gent
(Brown et al., 2001). Studie ukazaly, Ze GILZ ovliviiuje aktivitu slozky MAPK signalni drahy,
napriklad GILZ inhibuje fosforylaci Raf-1/Ras kinazy primou vazbou, coZ vede k potlaceni
aktivace ERK1/2 a dalSich slozek MAPK kaskady (Ayroldi et al., 2007, 2002). U GILZ Knockout
mysi se vyskytuje nadmérna reakce na LPS, zvySuje se aktivita NF-xB a produkce cytokinii
(Hoppstadter et al., 2015).

Zajimavé je, Zze GC maji i prozanétlivé ucinky. GC rychle indukuji expresi NLRP3 mRNA,

coz vede k produkci zanétlivych cytokint IL-1f3 a IL-18 (Busillo, Azzam, & Cidlowski, 2011).

6.3. CLOCK/BMAL

Heterodimer CLOCK/BMAL vyznamné ovliviiuje expresi mnoha proteind, nejen
hodinovych genli a reguluje tak nepiimo také signalizaci makrofagi vcetné aktivity
povrchovych receptort.

Toll Like receptor 9 (TLR9) se nachazi uvnitf intracelularnich vezikul a rozpoznava
bakterialni a virovou DNA (Lund, Sato, Akira, Medzhitov, & Iwasaki, 2003). Exprese Tlr9 mRNA
u mysi vykazuje denni oscilace s maximalni hladinou v ZT19, coz odpovida druhé piilce aktivni
faze. Promotorova oblast Tlr9 obsahuje dva nekanonické E-boxy (Leclerc & Boockfor; 2005), coz
umoziuje primou vazbu a regulaci transkripce Tlr9 genu pomoci heterodimeru CLOCK/BMAL1.
Experimenty ukazaly, Ze klesajici exprese Clock znamena sniZeni hladiny TIr9 mRNA u

makrofagti WT mysi (Silver, Arjona, Walker, & Fikrig, 2012).
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Dalsi studie zkoumaly denni oscilace TIr1-8 u splenocytii a zjistily, Ze u slezinnych
makrofagl pouze TIr2, Tlr4 a Tlr6 mRNA vykazuji dennf oscilace taky s maximalni koncentraci
v ZT19. Ostatni Tlr mRNA Zadné oscilace nemély (Silver et al., 2018). Tyto vyzkumy mohou
podporovat myslenku, Ze cirkadidnni systém zvysuje pocet TLR béhem aktivni faze, kdy ma
organismus vétsi Sanci setkat se s patogenem.

Protein hodinového genu BMAL1 miZe ovliviiovat acetylaci podjednotky NF-kB p65
prostiednictvim heterodimerizace s CLOCK (Spengler et al., 2012).

Jiny zplisob zasahovani BMAL1 do zanétlivych procesi je zprostiedkovan inhibici
miR155 pomoci regulace exprese IL-10. Tento cytokin potlacuje transkripéni faktor ETS2,
zodpovédny za expresi miR155 u makrofdgi (Shakhov, Collart, Vassalli, Nedospasov, &
Jongeneel, 1990). IL-10 ma cirkadianni oscilace a pri disfunkci BMAL1 se jeho hladina vyrazné
sniZi. MySi s nefunk¢nim IL-10 naopak vykazuji vysoké hladiny miR155 a nizké hladiny BMAL1
(Curtis et al,, 2015). miR155 je schopen primo potlacit expresi BMAL1 vazbou na mista v rdmci
3 'UTR genu Bmall.

Podani LPS v ZT18 (béhem aktivni fize u nocnich zvitrat) a v ZT6 (uprostied doby
odpocinku) vyvolalo akutni zadnéty u mysi prostiednictvim aktivace NF-kB drahy, pricemz
umrtnost mysi v ZT18 byla vyrazné mensi, neZ v ZT6. Zvirata ZT6 vykazovala také vyssi uroven
aktivace NF-kB a proteini jeho cilovych gent, naptiklad IL-1a. Mysi s genetickou deleci CLOCK
mély po podani LPS vyrazné sniZenou odpovéd NF-kB v ZT6 a ZT18 v porovnani s WT (Spengler
etal., 2012). Jiné studie pozorovaly v reakci na stimulaci LPS u makrofagti s mutaci Clock celkové
sniZen{ exprese zanétlivych gent 11-6, 11-13, Tnfa, Ifn- § a Ccl2 ve srovnani s mysi WT (Bellet et
al.,, 2013).

Spenglerova et.al (2012) experimentalné ukazali interakce CLOCK, BMAL1 a p65.
Nejvyssi promotorova odpovéd cilovych geni byla pozorovana po koexpresi CLOCK a p65, o
néco mensi po koexpresi CLOCK/BMAL1 a p65. To znamend ze BMAL1 miiZze negativné
ovliviiovat aktivitu CLOCK s p65. Koexprese heterodimeru CLOCK / BMAL1 neméla Zadny vliv
na aktivitu cilovych genti. CLOCK se nachazi v komplexech s p65 a jejich hladiny koreluji se
zvySenou koncentraci fosforylované formy p65. Dimer CLOCK/p65 funguje jako zesilovac
signalizace NF-kB v nepritomnosti BMAL1.

Kviili tomu, Ze exprese CLOCK béhem cirkadidnniho cyklu nevykazuje témér zZadné
oscilace a je konstitutivni na irovni mRNA i proteinu, byla navrZena hypotéza: v ZT6 BMAL1
ma nejvyssi koncentraci a zprostredkovava nuklearni translokaci a specifickou fosforylaci /
degradaci CLOCK (Kondratov et al., 2003). Dostupnost CLOCK je tak mnohem vice sniZena, coZ

pravdépodobné vede ke snizeni transaktivacniho potencialu NF-kB (Spengler et al., 2012).
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CLOCK ma prozanétlivé ucinky a podporuje aktivaci NF-kB a expresi NF-kB rizenych
genl. BMAL1 neptimo vykazuje protizanétlivé ti¢inky vazbou a degradaci CLOCK.

6.4. CRY

Cyklicky adenosinmonofosfat (cAMP) je dilezitym intraceluldrnim druhym poslem,
ktery aktivuje cAMP-dependentni proteinkinazu A (PKA) a zprostiedkovava mnoho riiznych
bunécnych odpovédi, napriklad transkripci gent. Jeho signalizace je rytmicka a odpovida na
oscilace SCN (O’Neill, Maywood, Chesham, Takahashi, & Hastings, 2008).

Protein kindza A (PKA) je serin/threonin kinaza, ktera vyZaduje pro svou aktivaci cAMP,
PKA fosforyluje podjednotky p65, ¢im stimuluje transkrip¢ni aktivitu NF-kB (Zhong, Voll, &
Ghosh, 1998).

CRY protein se vaZze na adenylylcyklazu, enzym, ktery katalyzuje produkci cAMP,
inhibuje jeji aktivitu a tim sniZuje produkce cAMP v reakci na podnéty. Naproti tomu u mysi s
nefunkénim CRY proteinem, se zvysila signalizace PKA, ktera zptlisobi nadmérnou fosforylaci
NF-kB a konstantni expresi zanétlivych cytokint, naptiklad IL-6 (Narasimamurthy et al., 2012).

Bylo prokazano, Ze CRY inhibuje produkci cAMP v odpovédi na aktivaci receptoru
sprazeného s G proteiny (GPCR) vazbou na alfa podjednotku Gs a inhibuje jeji funkci (E. E. Zhang
etal.,, 2010).

6.5. REV-ERB

Liver X receptor (LXRa a LXRf3) je jaderny receptor, transkrip¢ni faktor zavisly na ligandu,
jako jsou napriklad okyslicené formy cholesterolu. V nepritomnosti ligandu LXR potlacuje
transkrip¢ni aktivitu cilovych geni. Vazba ligandu na LXR vede ke konformacni zméné, ktera
vede k transkripci cilovych gent (Zelcer & Tontonoz, 2006). U makrofagd LXR kontroluje
zanétlivou odpovéd regulaci genti, jako jsou IL-6, IL-1 a chemokiny (Fontaine et al., 2007).

V lidskych makrofazich se LXRa vaZe na misto LXRE v promotoru Rev-erba, ¢imz
indukuje expresi Rev-erba. Heterodimer CLOCK/BMAL1 taky indukuje expresi Rev-erba primou
vazbou na E-box (Preitner et al., 2002). REV-ERBa pak potlacuje aktivitu promotori lidské TLR-
4 vazbou na misto RevRE. Toto misto se prekryva s mistem LXRE pro vazbu LXR, a tim
znemozZnuje jejich interakce a inhibuje expresse TLR-4 (Fontaine et al., 2008).

Rev-erba potlaCuje expresi IL-113 a IL-18 (Pourcet et al,, 2018) a sestaveni inflamasomu
prostrednictvim inhibice transkripce podjednotky NF-kB p65 vazbou k RevRE elementu v

promotoru p65 . Rev-erba navic primo inhibuje transkripci Nlrp3 vazbou na RevRE v Nlrp3
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promotoru (Wang et al., 2018), coz také otevira prostor pro hodinami fizenou imunitni
odpovéd.

Posledni studie prokazala, Ze REV-ERBa je v komplexu s NCoR/HDAC3 schopny
potlacit expresi genti (Yin & Lazar, 2005). Po aplikaci agonisty REV-ERBa GSK4112 do mikroglif
(typ makrofagi v CNS) byla potlacena exprese izoformy oxidu uhli¢itého iNOS, COX-2
(prostaglandin syntaza) a cytokinti IL-6 a TNFa. GSK4112 zvySuje vazbu NCoR/HDAC3 na REV-
ERBa a inhibuje fosforylaci a nuklearni translokaci p65, tim potlacuje NF-kB drahu a nastaveni

prozanétlivého stavu v mikroglii (D. Guo et al., 2019).

6.6. RORs

Staggerer mysi jsou zvirata s knockoutem RORs, které maji rtizné neurologické a
imunitni poruchy, naprtiklad zvysSenou citlivost makrofagti po podani LPS a zvySenou produkci
prozanétlivych cytokint IL-6 a TNFa (Dzhagalov, Giguére, & He, 2004; Kopmels et al., 1990).
Staggerer mysi mély poruchy cirkadiannich rytmd, naptiklad, vykazuji volné bézici rytmy
lokomocni aktivity, nestabilni rytmus a sniZzenou transkripci Bmall .(Akashi & Takumi, 2005)

Vzhledem k tomu, Ze pritomnost RORs vyznamné tlumi zanétlivé reakce, byl
predpokladan mechanismus interakce RORs a NF-kB cestou. RORs pfimo reguluje transkripci
hlavniho inhibi¢niho proteinu signalni drahy NF-KB IkB vazbou na promotor IkBa (Delerive et
al, 2001). Predpokladd se také existence negativni zpétnovazebné smycky. V klidovych
makrofagach je exprese RORs 5 az 6 krat vyssi, nez v aktivovanych pomoci LPS, coZ ukazuje na

inhibici produkce RORs néjakou sloZkou TLR signalizace (Dzhagalov et al., 2004).

18



7. Molekularni hodiny ovliviuji zanétlivou reakci pomoci regulace bunécného
metabolizmu

Reaktivni druhy kysliku (ROS) jsou klicové signaliza¢ni molekuly, které hraji dtleZitou
roli v progresi zanétlivych onemocnéni. ROS plisobi jako signaliza¢ni molekula a mediator
zanétu (Mittal et al., 2014). U makrofagli aktivace TLR4 indukovana LPS také vede k vytvoreni
mitochondrialni ROS, které pak podporuje prozanétlivou odpovéd’ (Mills et al., 2016; West et al.,
2011). Nadmérné mnozstvi ROS vyvolava oxidacni stres a poskozeni makromolekul, proto je
uroven ROS kontrolovana antioxida¢nimi systémy.

NRF2 je transkrip¢ni faktor bazického leucinového zipu (bZIP), ktery reguluje expresi
antioxidac¢nich proteinti a chrani bunky pied oxidacnim poskozenim. ROS podporuje nuklearni
translokaci NRF2 a usnadiiuje vazbu na promotory antioxidac¢nich genti (Q. Ma, 2013). Bylo
prokazano, Ze promotorova oblast NRF2 obsahuje E-box a jeho expresse je pod kontrolou
komplexu proteinu molekuldrnich hodin BMAL1/ CLOCK (J. Lee et al., 2013). Geny koédujici
antioxida¢ni enzymy také obsahuji E-box transkrip¢niho komplexu CLOCK / BMAL1 a podléhaji
tak cirkadianni regulaci (Kondratov, Vykhovanets, Kondratova, & Antoch, 2009).

IL-1pB je cytokin, produkovany aktivovanymi makrofagy, je diilezitym medidtorem
zanétlivé odpovédi a podili se na riznych bunécnych aktivitach, v€etné bunécné proliferace,
diferenciace a apoptézy. Po podani LPS v ZT8 a v ZT20 byly pozorovany vyznamné zmény
hladiny IL-1 v séru. IL-1f3 je zvySeny v ZT8 oproti v ZT20, coZ koreluje s dennimi zménami v
ROS, BMAL1 a hladiny Nrf2. Je to ddno tim, Ze BMAL1 prostfednictvim NRF2 reguluje drahy
oxidativniho stresu v makrofagach, aby omezil tvorbu prozanétlivého cytokinu IL-1 3 (Early et
al,, 2018).

Existuji dvé drahy ovliviiujici produkci IL-1{; na ROS zavisla a nezavisla. NRF2 se vaze
na specifickd inhibi¢ni mista v promotoru Ilb, coZ brani nasednuti RNA Pol II a omezuje
transkripci IL-1f nezavisle na ROS (E. H. Kobayashi et al., 2016).

Po stimulaci LPS ROS stabilizuji podjednotku transkripéniho faktoru HIF-1a
(Sumbayev, 2008), ktery vazbou na promotorovou oblast HRE vyvolava expresi [11b a produkci
IL-1f (Mills et al., 2016). NRF2 inhibuje produkci IL-1 prostifednictvim suprese ROS a HIF-1a
a vazbou na promotorovu oblast a inhibice translace Hifla (Mills et al., 2018). CLOCK/BMAL1

nepiimo reguluje produkci IL-1f3 pomoci cirkadidnni indukce NRF2.

8. Choroby spojené se zanétem
Uz 70 let je znamo, Ze citlivost organismu na patogeny a nasledna imunitni odpovéd’ je

zavisla na denni dobé. Napiiklad, pti podani vysokych davek LPS je imrtnost mySi mnohem
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vyssi pri podani na zacatku jejich aktivni faze, to je zvecera (Spengler et al., 2012). Tento
mechanismus jeSté neni Uplné pochopen, jeden z moZnych faktori ovliviiujicich pribéh
imunitni reakce, mize byt zvySena exprese adhezivnich molekul a chemokinli na zacatku
aktivni faze, coZ vede k aktivnimu ndboru monocytli a makrofagt do tkani (Scheiermann et al.,
2012).

Spankova deprivace, poruchy spanku, prace na smény a casté cesty pres nékolik
casovych pasem vyvolava cirkadianni desynchronizaci (Lombardi, Folkard, Willetts, & Smith,
2010). Jsou to faktory, které zvysuji riziko mnoha onemocnéni, jako jsou obezita a metabolicky
syndrom (Van Cauter, Spiegel, Tasali, & Leproult, 2008), deprese (Levandovski et al., 2011),
kardiovaskuldrni onemocnéni (Peter, Alfredsson, Knutsson, Siegrist, & Westerholm, 1999),
onkologicka patologie (Stevens et al.,, 2011) a ateroskleréza (Haupt et al., 2008).

Mnoho chronickych onemocnéni vykazuje cirkadidnni oscilace ve svych symptomech,
napriklad revmatoidni artritida (Maurizio Cutolo, 2012), astma (Panzer, Dodge, Kelly, & Jarjour,

2003) a alergicka ryma (Smolensky et al., 2007).

8.1. Revmatoidni artritida

Revmatoidni artritida (RA) je chronické zanétlivé onemocnéni kloubi, které primarné
ovliviiuje malé klouby rukou a nohou. Ptiznaky RA casto vykazuji kolisani v pribéhu dne.
Symptomy jsou nejhorsi pii probuzeni, pak se zlepsuji. Tyto cirkadidnni zmény byly pozorované
az v roce 1982 (Harkness et al., 1982) a ma se za to, Ze mohou byt ¢astecné zpiisobeny vyssi
ranni tvorbou prozanétlivych cytoking, hlavné IL-6 (Arvidson et al., 1994) IL-1f3, TNFa.

U zdravych jedinct zanét, predevSim zanétlivé cytokiny (IL-6, IL-1, TNF-a), stimuluji
produkci hormonu uvoliiujictho kortikotropin (CRH) v hypotalamu, produkci kortikotropinu v
hypofyze a vylucovani GC kiirou nadledvin (Chrousos, 1995). Pacienti s RA vykazuji oslabené
reakce na zanét, zpuisobené defekty HPA osy a jeji nedostatecnou odpovédi na stimulaci.
Pacienti také vykazuji zmény v cirkadianni sekreci kortizolu a melatoninu (Chikanza, Petrou,
Kingsley, Chrousos, & Panayi, 1992). Ve srovnani se zdravymi jednici, je sekrece melatoninu u
jedinct s chronickym zanétem vyznamné zvysena v obdobi po ptilnoci a v rannich hodinach (M
Cutolo et al., 2005).

K chronickému zanétu v kloubech prispivaji i bunikky imunitniho systému, hlavné CD4+
T-lymfocyty, makrofagy a fibroblast-like synoviocyty, majici vlastni cirkadianni oscilator
(Bollinger et al., 2011; Haas & Straub, 2012). V reakci na endogenni stimulaci imunitnich bunék

melatoninem a GC se u pacientl s RA méni exprese prozanétlivych cytokini. U zdravych jedinct
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je exprese TNF-a a IL-6 nepiimo rizena GC a dosahuje nejvysSich hodnot v ZT03-ZTO06
(Petrovsky, McNair, & Harrison, 1998), zatimco u pacientl s RA je nejvyssi hladiny cytokint
dosaZeno s fazovym zpozdénim v ZT07-ZT08.

Ackoliv jsou hladiny cytokini TNF-a a IL-6 u pacientli s RA zvySené az desetinasobné,
hladina GC ziistava zvySena pouze mirné (Imrich et al., 2010).

Vzhledem Kk tésné vazbé cirkadidnnich mechanismii a priibéhu nemoci, 1écba symptomi
RA musi byt nacasovana vzhledem k cirkadidnni aktivaci bunék zapojenych do zanétlivé
odpovédi a cirkadiannimu uvolnéni hormonu. Napriklad podani modifikovaného syntetického
GC prednisonu se zpozdénym uvoliiovanim aktivni latky v ZT22, poukazalo velmi pozitivni
ucinky na trvani ranni ztuhlosti oproti podani nemodifikovaného prednosinu v ZT06-08
(Buttgereit et al., 2008; De Silva, Binder, & Hazleman, 1984).

Podani antiprolifera¢nich 1é¢iv, jako jsou methotrexat nebo leflunomid, také ukazuje
mnohem lepsi vysledky, pokud se poda v urcitou denni dobu. Podani methotrexatu pred
spankem vyvola ucinny pokles TNF-a a zlepSeni symptoml RA ve srovnani se standardnimi

rannimi metodami davkovani (To et al., 2009, 2011).

8.2. Ateroskleroza

Ateroskleréza je chronické onemocnéni, pri kterém dochazi k poruchdm endotelové
vrstvy cév (Libby, Ridker, & Hansson, 2011). Monocyty vstupuji do endotelu, pronikaji do tunica
intima a diferenciuji se na prozanétlivé makrofagy, coz vyvola chronicky zanét cév. Monocyty a
makrofagy, které se nachdazeji v aterosklerotickych platech, udrzuji chronicky zanét a lakaji do
cév dalSi zanétlivé bunky a LDL (low density lipoprotein), coZz vede ke tvorbé
aterosklerotickych platti, disfunkci cév a naslednym kardiovaskuldrnim porucham (Rahman &
Woollard, 2017).

Cirkadianni rytmy ovliviiuji expresi adhezivnich molekul endotelu, vstup monocytti z
kostni direné do cév (Viswambharan et al., 2007), funkci makrofagti a zmény koncentrace LDL v
krvi (Sennels, Jgrgensen, & Fahrenkrug, 2015).

Burniky hladkého svalstva cév (VSMC od anglického vascular smooth muscle cells) hraji
dtlezitou roli v patogenezi aterosklerézy. VSMC maji své vlastni hodinové systémy, jejichz
funkce je vyznamné zménéna u bunék postiZenych ateroskler6zou. VSMC nemocnych jedinct
tak vykazuji niz§{ amplitudy exprese mRNA hodinovych gend, ve srovnani s normalnimi VSMC,
a tyto zmény mohou byt zahrnuty v progresi aterosklerdzy (Lin et al., 2014)

Vzhledem k niz§im hladindAm exprese mRNA hodinovych gent, byly provedeny

experimentalni studie, které ukazaly, Ze nadmérna exprese CRY sniZila expresi zanétlivych
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cytokint, hladiny lipidd v plazmé a vyvoj aterosklerotickych platii pomoci inhibice drahy NF-
kB (Yang etal,, 2015; E. E. Zhang et al,, 2010).

Jak bylo uvedeno vySe, REV-ERB potlacuje zanétlivé drahy makrofagli a podporuje
tvorbé aterosklerotickych plati (H. Ma et al., 2013), nadmérna aktivace REV-ERB naopak tuto
tvorbu plati vyznamné sniZila (Pourcet et al., 2018).

Vstup monocytd do aterosklerotickych plati zavisi na ose CCL2-CCR2. Nedostatek PER2
podporuje tvorbu aterosklerotickych plati zvysSenou mobilizaci leukocyti na misto zanétu

(Viswambharan et al., 2007).
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9. Zavér

Tato prace shrnuje souc¢asné predstavy o vlivu cirkadiannich hodin na funkci makrofagt
v zanétlivych reakcich. Odpovéd makrofagii na patogen je zavisla na denni dobé a regulovana
jak pfimo SCN pomoci cirkadidnné tizené syntézy hormont, tak i vlastnimi bunécénymi
hodinami. Molekuldrni mechanismus, ktery je zdkladem cirkadianni kontroly funkce a

polarizace makrofagt, v§ak neni zatim zcela pochopen.

Tésné spojeni cirkadiannich hodin a jejich poruch s imunitni odpovédi ma dulezity
vyznam pro lidské zdravi. Pochopeni mechanismu cirkadianni regulace imunitnich funkci

umoznuje nové pristupy pro terapie onemocnéni, vCetné autoimunitnich onemocnéni a

rakoviny.
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