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Abstrakt: Ve své bakalaiské praci se budu zabyvat vztahem mezi cirkadiannimi hodinami a
imunitnim systémem, konkrétné pak tim, jak cirkadianni hodiny pisobi na leukocyty. Shrnu
ty vlastnosti a funkce leukocytli, které maji denni proménlivost. Vysvétlim molekularni
podstatu biologickych hodin a mechanismus, jakym ovliviiuji fungovani leukocytii. Nastinim

moznosti sefizovani leukocytt a ucinky rytmickych signalnich molekul na leukocyty.
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Abstract: In my bachelor thesis 1 will be discussing the relationship between the circadian
and the immune system particularly the influence of the circadian clock on leukocytes. I will
summarize the time-dependent properties and functions of leukocytes. I will explain the
importence of the circadian clock, its molecular mechanism and how it affects leukocytes and
their functions. Last but not least i will outline the means by which the central clock

synchronizes leukocytes and the effects of rhytmic signaling molecules on leukocytes.
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Uvod

Leukocyty jsou soucasti nejen imunitniho, ale také cirkadianniho systému. Jsou to periferni
oscilatory, které maji své vlastni cirkadidanni hodiny. Spojnici mezi nimi a centralnim
oscilatorem jsou rytmické neurdlni a humordlni signaly. Tyto signdly mohou zidsahem do
chodu cirkadidnnich hodin leukocytl regulovat jejich fazi a periodu. Na fungovani leukocytii
maji mnohé ucinky, kterych mohou dosahovat i zpisobem nezavislym na jejich vnitinich
hodinach. V sérii nebo paraleln¢ s proteinovymi produkty hodinovych gent reguluji
v leukocytech expresi efektorovych proteinti a zodpovidaji tak za denni proménlivost mnoha
imunologickych dé&ji. Cilem této bakalarské prace je seznamit Ctenafe s cirkadidnnim
systémem a jeho organizaci, vysvétlit ucel tohoto systému a zplsob, jakym je realizovan.
Dale pak podrobné popsat denni proménlivost s leukocyty spjatych imunologickych déja,
denni profil cirkadidnnich hodin v leukocytech a konkrétni zptsoby, kterymi cirkadidnni
hodiny leukocytl zasahuji do bunéénych déja. V neposledni fadé bude tato prace pojednavat
o tom, jakymi rytmickymi signaly a jak jsou hodiny leukocytl setfizovany a o vyslednych
ucincich rytmickych modulatorti na tyto buiiky. Na zdklad€ sebranych dat si poté dava tato
prace za cil sestavit denni profil imunitniho systému, porovnat, jak se 1i$i u dennich a no¢nich
zivocichd, klasifikovat hodinové geny podle charakteru jejich uc¢inkt a v neposledni fadé také

nastinit moznosti klinické aplikace zjiSténych poznatkd.

1. Cirkadianni systém

Zemska rotace, potazmo stfidani dne a noci, je hlavni evolu¢ni silou, jez vedla ke vzniku
vnitinich cirkadiannich hodin. Cirkadidnni hodiny slouzi Zivym systémim k adaptaci jejich
télesnych funkci na ctyfiadvacetihodinové svételné a teplotni cykly. U savcil véetné Cloveka
je tato adaptace manifestovana nejen stfidanim aktivni a spankové faze, a s tim spojenymi
rytmickymi zménami télesné teploty, krevniho tlaku ¢i aktivity traviciho Ustroji, ale také
rytmickou povahou imunologickych procest. Cirkadianni hodiny jsou systémem
hierarchizovanych oscilatort, na jehoZz vrcholu stoji tzv. pacemaker neboli centralni oscilator.
Pacemaker spontdnné generuje rytmicky vystupni signdl, je schopen sefidit jej podle vnéjsich
svételnych podminek a jeho prostfednictvim synchronizovat semiautonomni periferni

oscilatory uloZené v ostatnich buiikach v téle (shrnuto v Albrecht, 2012).



Vsechny bunky v téle jsou vybaveny intracelularnimi cirkadidnnimi hodinami, které¢ funguji
na principu samoudrzovacich transkripéné-transla¢nich zpétnovazebnych smycek (shrnuto v
Albrecht, 2012). Buiiky pacemakeru se od ostatnich bunék téla odlisuji tim, ze je v nich chod
téchto hodin, prostfednictvim jejich vzajemné komunikace, autonomné a organizované
regulovan. Diky tomu mohou poskytovat koherentni signal perifernim oscilatortim, upravovat
tak jejich fazi a periodu. Samotny pacemaker je pak dominantné sefizovan svétlem.
Koherence jeho vystupu a tim padem schopnost sefizovat periferni oscilatory tim sice neni
podminéna, ale existence cirkadianniho systému neschopného pfijimat signaly z vnéjsiho
prosttedi by vSak postrddala smysl. Hlavnim ucelem -cirkadidnniho systému je totiz
pfizpusobovat fyziologické parametry ménicim se vné&j$im podminkam (shrnuto v Albrecht,
2012). Pokud by tomu tak nebylo, faze cirkadidnnich hodin, jejichZ endogenni perioda miize
byt krat$i nebo delsi, nez je jeden den, (Czeisler et al., 1999) by se vici fazi solarniho dne

kazdy den posouvala.

Anatomickou strukturou plnici funkci pacemakeru jsou parova suprachiasmatickd jadra
(SCN) ptredniho hypotalamu. V obou suprachiasmatickych jadrech nachazime dvé funkéné
odli$né oblasti, a to tzv. jadro (z angl. core) a obal (z angl. shell) (Moore et al., 1996). Oblast
jadra je pres retinohypotalamickou drahu inervovana fotosenzitivnimi retindlnimi
gangliovymi bunikami (ipRGCs) (Robert et al., 1972; Baver et al., 2008). Prostfednictvim této
inervace jsou neurony jader SCN sefizovany podle vnéjSich svételnych podminek. KdyzZ jsou
ipRGCs stimulovany svétlem, uvoliiuji na synapsich v jadrech SCN glutamat (de Vries et al.,
1993). Pokud k této stimulaci dojde v prub&hu subjektivni noci, kdy jsou endogenni hodiny ve
fazi nocniho fenotypu, spousti glutamat signalizacni kaskadu dustici v indukci denniho
fenotypu vnitfnich hodin (Shearman et al., 1997). Neurony jader pfevadéji tento svételny
synchroniza¢ni signdl prostiednictvim synaptického vylevu vasoaktivniho intestinalniho
polypeptidu (VIP) neuronim v obalu SCN (Maywood et al., 2006). Neurony SCN se
vyznacuji tim, ze spontann¢ generuji akéni potencidly, jejichz frekvence se v pribéhu dne
méni (Inouye et al., 1979). S dennim fenotypem se u nich totiz poji exprese vysoce vodivych
vapnikem aktivovanych sodikovych kanali (BK kanala), které zapficinuji jejich depolarizaci
(Meredith et al., 2006). Frekvence akénich potencidlii, s kterou axony neuronit SCN
signalizuji neuronlim v jinych oblastech mozku, je proto ve dne vyS§i neZ v noci. Tento
rytmicky vystup je podstatou synchronizacniho piisobeni pacemakeru a je stejny u dennich

(Clov€k) 1 nocnich (mys, potkan) zivocichli. SCN jsou propojena se subparaventrikularni



zonou (sPVZ) a dorzomedidlnim (DMH) jadrem hypotalamu (Abrahamson et al., 2001) a s
paraventrikuldrnim jadrem hypotalamu (PVN) (Buijs et al., 1994).

Prosttednictvim DMH kontroluji SCN rytmus piijmu potravy i rytmus spanku a bdéni
(Deurveilher et al., 2005). DMH vysild inhibicni GABAergni projekce do spanek
podporujiciho ventrolaterdlniho preoptického jadra (VLPO) a excitaéni glutaméatergni
projekce do lateralniho hypotalamu, ktery podporuje bdéni a ptijem potravy (Deurveilher et
al., 2005). ZDMH a sPVZ vedou projekce do PVN a ovliviluji zde sekreci hormonu
kortikoliberinu (CRH) (Vrang et al., 1995). Ten se dostava portalnim systémem piimo do
hypofyzy, kde stimuluje sekreci adrenokortikotropniho hormonu (ACTH), ktery déale pisobi
v kiife nadledvin, kde stimuluje sekreci glukokortikoidi (shrnuto v Tsigos et al., 2002).
U no¢nich i1 dennich Zivoc¢ichl uvoliiuji neurony SCN béhem svétlé faze dne v DMV a sPVZ
vazopresin. U nocnich Zivoc¢ichli vazopresin stimuluje GABAergni neurony DMV a sPVZ.
U dennich zivoc¢ichti vazopresin stimuluje glutamatergni neurony DMV a sPVZ (Kalsbeek et
al., 2008). U nocnich zivo¢ichli pozorujeme maximalni hladiny glukokortikoidi v krvi na
zacatku noci (shrnuto v Moore et al., 1972), kdy SCN nestimuluje inhibicni ptisobeni DMH a
sPVZ na PVN (Kalsbeek et al., 2008) a u dennich zivo¢icht naopak na zacatku dne (shrnuto
v Chan et al., 2010), kdy SCN stimuluje excita¢ni piisobeni DMH a sPVZ na PVN (Kalsbeek
et al., 2008). Dalsim hormonem, jehoz sekrece je regulovana SCN je melatonin. Melatonin je
secernovan epifyzou, ktera je s SCN propojena multisynaptickou drdhou probihajici ptes
PVN, intermediolateralni jadro (IML) pétefni michy a superiorni cervikalni ganglion (SCG),
jenz je soucasti sympatického nervoveého systému (SNS) (Borjigin et al., 1999). Z SCN vedou
do PVN zakonceni dvou typti neuroni. Jsou to rytmicky signalizujici GABAergni neurony a
kontinualné signalizujici glutamatergni neurony. Frekvence akénich potencialii téchto
GABAergnich neuronll je nejvyssi ve dne, kdy proto dochdzi k inhibici glutamatergnich
neuront PVN a tim nakonec 1 k inhibici sekrece melatoninu z epifyzy (Kalsbeek et al., 2000).
Vnoci je frekvence jejich akénich potencidli naopak nizka a prevazuje tak vliv
glutamatergnich neuronti. Produkce melatoninu je tim padem v noci stimulovana (Perreau-
Lenz et al., 2004). Tato regulace je stejnd u dennich 1 no¢nich Zivocichi, a proto u obou
pozorujeme stejny rytmus melatoninu v krvi s vrcholem v no¢nich hodindch (Armstrong,
1989). V neposledni tad¢ jsou SCN prostiednictvim SNS propojena 1 scelou fadou
perifernich orgént (viz. kapitola 6.2). Metabolické signdly spojené s pfijmem potravy

(Damiola et al., 2000), glukokortikoidy (Balsalobre et al., 2000), melatoninem (Redman et al.,



1983) a norepinefrin (neurotransmiter SNS) (Vujovi¢ et al., 2008), to vSe jsou potencidlni

synchronizatory perifernich oscilatora.

2. Molekularni mechanismus cirkadiannich hodin

Podstatou cirkadiannich hodin je systém transkripéné-translacnich zpétnovazebnych smycek.
RozliSujeme hlavni a vedlejsi smy¢ku. Ucastniky hlavni smy¢ky jsou proteiny BMALI,
CLOCK, PER (1-3) a CRY (1-2). Proteiny BMALI a CLOCK asociuji za vzniku
heterodimeru BMAL1/CLOCK (Gekakis et al., 1998), ktery ptisobi v jadie jako transkripéni
faktor aktivujici expresi genti Per (Gekakis et al., 1998) a Cry (Kume et al., 1999). Sekvence,
na kterou se BMAL1/CLOCK v promotoru vazZe se nazyva E-box a je to enhancer (Hao et al.,
1997). Transkripty téchto genii jsou translokovany do cytosolu a nasledné piepisovany
na proteiny PER a CRY. PER a CRY rovnéz vytvareji heterodimery, jako takové jsou
translokovany do jadra, zde asociuji s BMALI/CLOCK a zpiisobuji tak inhibici své vlastni
transkripce (Kume et al., 1999). Jejich opétovnéd syntéza muze zacit poté, co jsou stavajici
PER/CRY heterodimery degradovany (Akashi et al., 2002). Cely proces se potom opakuje.
V SCN probiha jejich piepis a proteosyntéza ve dne, translokace do jadra a inhibice piepisu
vnoci (Lee et al., 2001). Ucastniky vedlejsi smy&ky jsou proteiny BMAL1, CLOCK, REV-
ERB(a/f) a ROR(a/B). Soucasné s aktivaci piepisu genlt Per a Cry, stimuluje
BMALI/CLOCK také transkripci genu Rev-erb (Triqueneaux et al., 2004). Rovnéz jako
v ptipad¢ Per, probihd jeho transkripce ve dne (Triqueneaux et al., 2004). REV-ERB je
inhibi¢ni transkripéni faktor, ktery je translokovan do jadra, kde se vaze na responzni element
RORE v promotoru genu Bmall a inhibuje jeho pfepis (Guillaumond et al., 2005). O vazbu na
tomto elementu kompetuje s proteinem ROR které naopak piepis genu Bmall aktivuje
(Guillaumond et al., 2005). Protoze PER/CRY blokuji BMAL1/CLOCK, vede v noci jejich
pfitomnost v jadfe k inhibici pfepisu Rev-erb a mize proto probihat ptepis Bmall, aktivovany
transkripénim faktorem ROR. Diky této regulaci je pfepis genu Bmall v protifazi s piepisem

genu Per a Cry (Preitner et al., 2002).

Kromé genti Per, Cry a Rev-erb existuje mnoho dalSich genti regulovanych transkripénim
faktorem BMALI1/CLOCK. Tyto geny se nazyvaji hodinami fizené geny. I zde se
BMAL1/CLOCK véze na E-box a aktivuje jejich transkripci (Rey et al., 2011). Produkty
téchto hodinami fizenych genti se ucastni rozlicnych fyziologickych dé&ja. Pravé

prostfednictvim nich se cirkadianni hodiny manifestuji. Rytmicky pfedpis hodinami fizenych



gent muze kromé BMALI/CLOCK zajistovat také REV-ERB, jelikoz v promotorech fady
téchto gent je pfitomen RORE. Prepis téchto gentll je vazbou REV-ERB rytmicky inhibovan
(Cho et al., 2012).

Vyse byl popsan chod cirkadiannich hodin tak, jak ho zname z bun¢k SCN. Cirkadianni
hodiny perifernich oscilatort funguji na stejném principu, lis$i se vSak svym c¢asovym
pribéhem. Zatimco k akrofazi! Per2 mRNA v SCN dochazi u dennich i noénich Zivodicht
v druhé poloving svétlé faze dne (ZT10)*> (Takata et al., 2002; Dardente et al., 2002),
v perifernich oscilatorech noc¢nich zivocCicht, jako napt. v jatrech, sleziné a mononuklearnich
bunkach periferni krve (PBMCs) k ni dochazi v tmavé fazi (ZT14-ZT19) (Takata et al., 2002;
Silver et al., 2012). Informace o transkripénim profilu Per2 v perifernich oscilatorech dennich
zivo€icht jsou dosti omezené. Nékolik studii na lidskych PBMCs vsak zjistilo akrofazi Per2
mRNA na zacatku svétlé faze (Cermakian, 2009; Kusanagi et al., 2008). Denni profil Rev-
erba mRNA je v perifernich oscilatorech no¢nich zivocicht v protifazi s jeho rytmem v SCN.
V SCN je Rev-erba, stejné jako Perl, nejvice exprimovan v prvni poloving svétlé faze (ZT4)
(Onishi et al., 2002), v perifernich oscilatorech v druhé poloviné svétlé faze az v prvni
poloving tmavé faze (ZT9-ZT15) (Torra et al., 2000; Silver et al., 2012). Z toho vyplyva, Ze
faze cirkadiannich hodin perifernich oscilatorti je u noc¢nich i dennich zivocichii o nékolik
hodin posunuta. Fenotyp, ktery je v SCN typicky denni, pozorujeme v perifernich

oscilatorech no¢nich zivoc¢icht v noci.

V souvislosti s rytmickym pfepisem hodinami fizenych gentli nds vSak vice nez rytmus hladin
mRNA hodinovych genil zajima rytmus, s kterym jejich proteinové produkty obsazuji
promotory hodinami fizenych gent. V jatrech mysi je faze téchto dvou rytmti u BMALI,
REV-ERBa, PER1 i PER2 pfiblizné stejnd (Koike et al., 2012; Atger et al., 2015), a tak je
mozné, Ze je tomu tak i v jinych perifernich oscilatorech. Z tohoto pfedpokladu budeme v této
praci také vychazet.

!'vrehol rytmu

2 Zeitgeber time (ZT) je standardizovana jednotka ¢asu zaloZend na vnéj$im 24hodinovém cyklu svétla a tmy.
ZTO0 oznacuje pocatek svétle faze cyklu, ZT12 pocatek tmavé faze cyklu. Doba aktivity dennich zivocichu je
mezi ZT0 a ZT12, doba aktivity nocnich zivocichi mezi ZT12 a ZTO0.
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3. Leukocyty a jejich funkCni déleni

Leukocyty jsou specializované buniky imunitniho systému. Lze je klasifikovat na zaklad¢
mnoha riiznych kritérii, v souvislosti s obsahem této prace je vSak nejrelevantnéjsi jejich
déleni podle Th1/Th2 paradigmatu a to na buiky stimulované Thl lymfocyty a na bunky
stimulované Th2 lymfocyty (shrnuto v Romagnani, 1997). Thl lymfocyty se diferencuji za
pomoci IL-12 a IFN-y a produkuji IL-2, IFN-y a TNF-a, kterymi stimuluji aktivitu monocyta
(shrnuto v Espinoza-Delgado et al., 1995) makrofagti (Wu et al., 2014), neutrofilti (Moreno et
al., 2006), NK bun¢k (Martinez et al., 2008), cytotoxickych T lymfocytt (Yang et al., 1995) a
rovnéz i svou vlastni aktivitu, ¢imz vytvareji pozitivni zpétnou vazbu (shrnuto v Romagnani,
1997). Monocyty, makrofagy a neutrofily zabijeji své vlastni intracelularni patogeny a také
fagocytuji extracelularni patogeny, NK bunky a cytotoxické T lymfocyty zabiji pouze
intracelularni patogeny (a to vcetn¢ infikovanych bun¢k). VysSe vyjmenované buiky se
ucastni takzvané bunééné imunitni odpovédi. Th2 lymfocyty se diferencuji za pomoci IL-2,
IL-4 a IL-6 a produkuji IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 a IL-13, kterymi stimuluji aktivitu B bunék,
eozinofill, bazofili a mastocytli a rovnéz i svou vlastni aktivitu, ¢cimz vytvaieji pozitivni
zpétnou vazbu (shrnuto v Romagnani, 1997). Eozinofily, bazofily a mastocyty aktivuji jak
samotnymi cytokiny, tak prostfednictvim IgE, k jehoZ produkci B buiiky stimuluji (shrnuto v
Romagnani, 1997). Tyto bunky se Ucastni obrany proti mnohobunécnym extracelularnim
patogentim (shrnuto v Romagnani, 1997) a toxintim (shrnuto v Gutierrez & Rodewald, 2013).
Kromé IgE stimuluji Th2 lymfocyty také sekreci IgA (shrnuto v Harriman et al., 1988), ktery
pusobi pfedevSim na sliznicich, kde neutralizuje patogeny (shrnuto v Corthésy, 2013). Tyto
slozky se U¢astni takzvané humoralni imunitni odpovédi. Dendritické buiiky produkuji IL-12
nebo IL-6 v zévislosti na druhu patogenu, kterého rozpoznaly, a tim urcuji typ odpovédi
(shrnuto v Kim & Kim, 2018). Kromé jizZ zminénych bunék jsou soucasti imunitniho systému

w1

v Eisenstein & Williams, 2009).

4. Cirkadianni rytmy leukocytu

Denni doba mé vyznamny vliv na priibéh mnoha imunologickych procest. Nékteré, jako tieba
pohyb leukocyti, exprese receptorii nebo sekrece IgA probihaji kontinudlné a jejich rytmus
lze zjistit méfenim jejich zmén v rliznych ¢astech dne. Naproti tomu existuji déje, které jsou

nekontinualni. Je to napfiklad sekrece cytolytickych faktorti nebo fagocytéza. U takovych
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déji pak zjistujeme, jaky ma doba, kdy vyvolame jejich aktivaci, vliv na jejich kvalitu a

kvantitu.

4.1 Pohyb leukocytl v téle

Pocet leukocytl v krevnim obc¢hu se v pribéhu dne méni. Nejvyssiho celkového mnozstvi
0 obecny proces pozorovatelny jak u nocnich, tak dennich Zivoc¢ichli. Maximalni mnozstvi
(akrofazi) cirkulujicich leukocyti nachdzime u mysi v ZTS, minimalni (nadir) pak v ZT13
(He et al., 2018). U ¢loveéka nastava akrofaze ve 23:00 a nadir v 8:00 (Lange et al., 2010).
Jednotlivé typy leukocyti se dobou akrofdze a nadiru svych krevnich hladin od celkového
priméru vice nebo méné 1isi, a to jak u mysi, tak clovéka (He et al., 2018; Lange et al., 2010).
Amplituda oscilace hladin jednotlivych bunéénych typt také neni stejnd a rozdil mezi jejich
hladinami v akrofdzi a nadiru mize byt u mysi dvounasobny az sedmindsobny (He et al.,

2018).

Tento cirkadianni rytmus je utvéien tfemi dil¢imi rytmy, a to 1) rytmem migrace leukocyti do
tkani s vrcholem v aktivni fazi (He et al., 2018), 2) rytmem uvoliiovani T lymfocytt
z lymfatickych uzlin s vrcholem v neaktivni fazi (Druzd et al.,, 2017), 3) a snejveétsi
pravdépodobnosti také rytmem uvoliiovani leukocytl z kostni diené s vrcholem v neaktivni
fazi (Méndez-Ferrer et al., 2008). Je obecné¢ zndmo, Ze bunky vrozené imunity opoustéji
krevni fecisté tehdy, kdyZ jsou rekrutovany do mista zadnétu, kde svilij Zivot nakonec ukoncuji.
Pravdou je, Ze mohou migrovat i do zdravych tkani, pravdépodobné¢ za ucelem
imunologického dozoru (shrnuto v Sokol et al., 2015). T Ilymfocyty migruji za
homeostatickych podminek z krve do lymfatickych organti, z kterych mohou poté vystupovat
a cely proces opakovat, jinymi slovy maji schopnost recirkulace (Gowans, 1959). Proto se na
utvareni rytmu v jejich krevnich hladinach, potazmo rytmu v hladinach bilych krvinek, podili
i molekuly ucastnici se jejich vystupu ze sekundarnich lymfatickych organti (viz. kapitola
5.1.1). Jaky ma rytmicka migrace leukocyti do tkani vyznam neni zcela jasné. Je nicméné
pravdépodobné, ze jde o vysledek ,,snahy* o vétsi imunitni dohled v Case, kdy je kontakt

organismu s patogeny nejvyssi.

Rytmické uvoliiovani leukocytl z tkani a jejich rytmickd migrace do tkani je zprostfedkovéana
rytmickou expresi 1) adheznich molekul na povrchu leukocytii a endotelt (He et al., 2018), 2)

solubilnich chemokinii a chemokinovych receptorii na povrchu leukocytii (He et al., 2018;
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Meéndez-Ferrer et al., 2008; Besedovsky et al., 2014). Kazdy organ a kazdy bunécny typ
exprimuje odliSnou Skalu téchto molekul, a to rovnéz v rizné mire. Navic plati, ze denni
profil exprese ur¢it¢ molekuly se mezi jednotlivymi organy nebo bunécnymi typy muze lisit.
Naptiklad, zatimco exprese adhezni molekuly VCAM-1 v lymfatickych uzlinach vykazuje
denni oscilace, v jatrech je tato exprimovana kontinudlné¢ (He et al., 2018). Existuje vSak
jeden chemokinovy receptor, ktery nejenze je spole¢ny vSem leukocytiim, ale navic je u vSech
exprimovan rytmicky a to je CXCR4 (He et al., 2018). Jeho ligandem je CXCL12, ktery je, za
ucelem retence leukocytl, exprimovan v mnoha riznych organech, napt. v ledvinach, plicich,
jatrech ¢i mozku (shrnuto v Janssens et al., 2018), ale pfedevSim kostni dieni (Bleul et al.,

1996).

U mysi dochézi k vrcholu exprese endotelidlnich adheznich molekul v priméru v ZT13, tedy
neodpovidd a nastdva nikoliv v ZT5, ale v ZT1, kdy rovnéz pozorujeme i nejnizsi migraci
leukocytti do tkani (He et al., 2018). Divodem, pro¢ je hladina leukocytl v krvi nejvyssi
v ZT5, a nikoliv v ZT1 je ten, ze v ZTS je jednak stimulovdno uvoliiovdni T lymfocyth
zmiznich uzlin (Druzd et al.,, 2017), pfedevSim vSak v ZT5 dochazi k maximalnimu
uvolnovani hematopoietickych kmenovych bunék (HSCs) z kostni diené (Méndez-Ferrer et
al., 2008). S nejvétsi pravdépodobnosti tak v tuto dobu dochazi i k uvolnovani leukocytd,
c¢emuZ nasvédcuje skutecnost, Ze receptor pro CXCL12, chemokin, ktery tuto rytmickou
migraci zprostiedkovava (viz. kapitola 4.1.2) nachdzime nejen u HSCs, ale, jak jiz bylo

zminéno, také u vSech leukocyta.

4.1.1 Pohyb T lymfocytl lymfatickymi uzlinami

Lymfocyty prechazeji zkrve do tkan€ lymfatickych wuzlin v misté tlustosténnych
endotelialnich Zilek (HEVs). Uzlinu nakonec vétSinou opoustéji a to eferentnimi
lymfatickymi cévami, kterymi se odtud dostavaji zpét do krve (shrnuto v Cyster, 1999). T
lymfocyty exprimuji chemokinovy receptor CCR7 (Campbell, 2000). Jeho ligandem je
chemokin CCL21 (Yoshida et al., 1998), ktery je exprimovan na povrchu buné¢k HEVs
(Druzd et al., 2017). CCL21/CCR7 interakce podporuje migraci T lymfocytt do uzlin (Druzd
et al., 2017). Vystup T lymfocyt z uzlin pak zajistuje interakce sfingosin-1-fosfatu (S1P) a
S1P receptoru (S1P1) (shrnuto v Cyster, 2012). S1P je humoralni signalni molekula, jejiz
hladina se na ose lymfaticka uzlina-lymfa-krev postupné zvysuje (Nagahashi et al., 2016). T

lymfocyty nesou na svém povrchu S1P1 a lymfaticky systém opoustéji pohybem po sméru
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gradientu S1P (shrnuto v Cyster, 2012). Pocty T lymfocytl v uzlinach, zrovna tak jako jejich
vstup a vystup, vSechny tyto tfi parametry se rytmicky méni (Druzd et al., 2017). Nejvyssi
pocty T lymfocyti v lymfatickych uzlinach byly u mysi naméfeny v ZT13 (Druzd et al.,
2017), coz je zcela ve shod¢ s vySe diskutovanymi poznatky. Je tomu tak proto, ze v ZT13
nabyva exprese CCR7 vrcholu (Druzd et al., 2017). V pribéhu celé noci je navic zvysena i
exprese CCL21 (Druzd et al., 2017). V ZT13 tedy dochazi k maximalni imigraci T lymfocytt
do lymfatickych uzlin. Zaroven je v tuto dobu omezen jejich vystup z tkané snizenou expresi
S1P1 (Druzd et al., 2017). Ta dosahuje vrcholu v ZT5 (Druzd et al., 2017), tedy v dob¢, kdy
jsou hladiny leukocytl v krvi nejvyssi.

4.1.2 Recirkulace hematopoietickych kmenovych bunék

Hematopoietick¢é kmenové bunky (HSCs) davaji v kostni dfeni vzniknout diferencovanym
leukocytim, které jsou poté uvolnovany do krve. Je ale zajimavé, ze kostni dfei mohou
opoustét a vstupovat do cirkulace i HSCs. Aby v§ak mohly dokoncit svoji diferenciaci, musi
se do kostni dfen¢ znovu vratit. HSCs tedy, stejné€ jako lymfocyty, maji schopnost recirkulace
(shrnuto v Morrison et al., 1995). Uvoliovani HSCs do ob&hu je rytmicky proces, ktery je
uréen aktudlni mirou jejich retence v kostni dfeni (Méndez-Ferrer et al., 2008). Za tu
zodpovida chemokin CXCL12 secernovany stromalnimi butikami kostni dfen¢ (Bleul et al.,
1996). Hladiny HSCs v krvi mys$iho probandu jsou nejvyssi v ZT5 a nejnizsi v ZT17, hladiny
CXCLI12 v extracelularni tekutiné kostni dien€ jsou s timto rytmem pfiblizn€ v antifazi
s maximem v ZT21 a minimem v ZT9 (Méndez-Ferrer et al., 2008). Tohoto zjisténi by se
dalo vyuzit vpraxi pfi odbéru kmenovych bun€k zkrve za ucelem darcovstvi lidem
s poruchami krvetvorby. Pokud by byla, dle predpokladu, hladina HSCs v krvi ¢loveka
nejvyssi v noci, mohl by se této dobé pfizpusobit jejich odbér a ziskané mnoZstvi bun&k by

tak bylo vétsi.

4.1.3 Rytmus migrace monocytl do tkani a jeho disledky

Jak jiz bylo fe€eno, jednotlivé bunétné typy se mohou dobou svych maximalnich hladin
v krvi liSit. To nutné€ souvisi 1 s proménlivosti v dobé jejich maximalni migrace do tkani.
V mysi sleziné pozorujeme nejvyssi poéty Ly6™ monocytl v ZT8 (Nguyen et al., 2013).
V ZTO jsou jejich pocty nizké (Nguyen et al., 2013). Aby se zjistilo, zda ma tento rytmus vliv
na boj organismu s infekci, provedla se na mySim probandu intraperitoneéalni infikace bakterii

Listeria monocytogenes a to bud v ZT0, nebo ZT8. Mysi infikované v ZT8 byly dle
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koncentrace prozanétlivych cytokint (IL-1p, IFN-y) a chemokini (CCL2) a ptfedevSim nizsi
pocty bakterie v peritoneu a sleziné, nez mysi infikované v ZT0 (Nguyen et al., 2013).
V piipadé podani vyssi davky L. monocytogenes vsak vedla infekce v ZT8 k vyssi mortalité
v disledku septického Soku (Nguyen et al., 2013). Znamena to tedy, ze sila imunitni odpovédi
zavisi, vzhledem k rytmické migraci monocyti do tkéni, na dobé kontaktu s antigenem. Této
znalosti by se dalo vyuzit v klinické praxi a dobu provadéni ockovani ptizpiisobit dobé
maximalni migrace monocytti do tkani. V prvni fadé by vsak bylo zapotiebi zjistit, jaky ma u

¢lovéka migrace monocytd do tkani rytmus.

4.2 Syntéza a sekrece cytokinu

Cytokiny jsou secernovany v reakci na podnét, probihd vSak i jejich bazalni sekrece, jak
dokazuji naptiklad vysledky vyzkumu lidskych alveolarnich makrofagt, u nichz byla zjiSténa
bazalni sekrece IL-1B, IL-8, IL-6 a TNF-a (Garcia et al., 1999). Jeji rytmicitou se tento
vyzkum nicméné nezabyval. Vime sice, Ze naptiklad koncentrace IL-6 v krvi zdravych muzi
vykazuje cirkadidnni rytmus s akrofazi v 1:00 a nadirem v 10:00 (Sothern et al., 1995). Toto
zjisténi nicméné pramalo vypovida o cirkadianni rytmicité v sekreci daného cytokinu. Rytmus
v krevni koncentraci nelze ztotoziiovat srytmem sekrece, jelikoz muze byt zplsobena
oscilacemi v poctech a pomérech cirkulujicich leukocytl. Pfestoze je mozné, ze k rytmické
bazélni sekreci cytokinli na bunééné urovni dochdzi, nemédme o ni Z4dné nebo témér Zadné
informace. Studie, které se problematikou cirkadianni rytmicity cytokinli zabyvaji, totiz
zpravidla vyuzivaji rtiznych latek, které sekreci cytokinti stimuluji. NejCastéji takto
vyuzivanou latkou je lipopolysacharid (LPS), povrchova molekula gram-negativnich bakterii,
ktera aktivuje monocyty, makrofagy, dendritické buiiky a B lymfocyty (shrnuto v Morrison et
al., 1987). Pro stimulaci sekrece cytokinli T buiikami se vyuzivda kombinace forbol 12-

myristat 13-acetatu (PMA) a ionomycinu (Chatila et al., 1989).

4.2.1 Schopnost sekrece prozanétlivych cytokinl je u mysi veCer vy$Si nez rano

Jak jiz vime, podani LPS stimuluje sekreci cytokinil. Zjistilo se vSak, ze tento Gc¢inek neni
v pribé¢hu dne konstantni (Gibbs et al., 2012). MySim probandiim byl podan LPS bud’ v ZT0
¢1 ZT12 a nasledné byly métfeny hladiny cytokind, konkrétné IL-6, IL-12, CCL2, CXCL1 a
CCLS5, v séru. Ukdazalo se, Ze sekrece cytokintl je u nich vyrazné vyssi po podani LPS v ZT12

(Gibbs et al., 2012). Moznym vysvétlenim tohoto jevu je rytmus migrace leukocytt do tkani,
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kde k setkavani leukocytd s antigeny primarné dochdzi (shrnuto v Cyster, 1999). Jak jiz bylo
uvadéno, maximalni migraci pozorujeme u mysi v ZT13, coz by odpovidalo zvySené sekreci
cytokinii v tuto dobu. Druhym moznym vysvétlenim by mohla byt cirkadianni regulace
exprese cytokind, pficemz v ZT12 by byla jejich exprese stimulovana. V kapitole 4.2.4

ukdzeme, ze v ptipad¢ IL-12 tomu tak skutecné je.

4.2.2 Schopnost sekrece prozanétlivych cytokinl je u Clovéka nejvysSi v noci

V jedné studii byly métfeny koncentrace prozanétlivych cytokint IL-1, IL-12, TNF-a a IFN-y
v krvi odebrané zdravym muziim a zendm, kterd byla nasledné stimulovana LPS. Maximalni
koncentrace byly u vSech ¢ty cytokinti zjistény mezi 21:00 a 0:00 (Petrovsky et al., 1998).
Jak jiZ bylo zminéno, koncentrace glukokortikoidl vykazuji vyraznou cirkadianni rytmicitu.
Hladina kortizolu (hlavni glukokortikoid ¢lovéka) v krvi je nejvyssi v priméru v 8:32 a
nejnizsi v 0:18 (Chan et al., 2010). Jejim porovnanim s rytmy zkoumanych cytokinti zjistime
jejich napadnou inverzni korelaci. Oralni podani syntetického kortizolu ve 21:00, kdy je jeho
normalni koncentrace témétf v nadiru, zplsobilo markantni inhibici sekrece cytokini
(Petrovsky et al., 1998). V krvi, kterd byla hodinu od podani kortizolu odebrana a stimulovéna
LPS, byly koncentrace cytokint niz$i oproti kontrole o 62% (IL-1) az 95% (TNF-a), pocty
bilych krvinek vsSak ziistaly nezménény. Muzeme tedy usuzovat, ze rytmické zmény
v hladinéch kortizolu fidi produkei cytokinti, kterd tak podléhd cirkadidnni regulaci. Kortizol
ale pravdépodobné neni jedinym faktorem, ktery tuto denni proménlivost zpisobuje.
Melatonin, jez vykazuje obraceny denni rytmus neZ kortizol, totiZz u ¢lovéka stimuluje expresi
IL-1, IL-12 a IFN-y (viz. kapitola 7.3). Bylo by proto jist¢ pfinosné ovéfit, zda by mélo

podani melatoninu v pribéhu dne stimula¢ni vliv na hladiny téchto cytokint v krvi.

4.2.3 Rytmus poméru IFN-y/IL-10 vytvafi rytmus Th1/Th2 polarizace.

Rytmicita v krevnich koncentracich cytokini, bez ohledu na to, zda je zplsobena jejich
rytmickou produkci nebo jen proménlivosti v poctech a pomérech leukocytl v krvi, je
nicméné velmi zajimava. Zvlastni vyznam maji konkrétné IFN-y a IL-10. Oba dva cytokiny
vykazuji u €lovéka (pfi stimulaci LPS) diurnalni rytmicitu (Petrovsky et al., 1997). Urcujici je
pak jejich vzajemny pomér (IFN-y/IL-10), ktery je rovnéZ rytmicky s akrofazi ve 3:00 a
nadirem v 15:00 (Petrovsky et al., 1997). ProtoZe IFN-y je ukazatelem Th1 polarizace a IL-10
ukazatelem Th2 polarizace, 1ze pfedpokladat, Ze jejich vzajemny pomér vytvaii tendenci bud’

k bunééné (Thl lymfocyty podporované) nebo humoralni (Th2 lymfocyty podporované)
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odpovédi (shrnuto v Romagnani, 1997). Hypotézu, ze bunécné odpoveéd’ je u Cloveka vyssi
v noci, podporuji vysledky studii, které pozorovaly symptomy rtznych, s Thl polarizaci
spjatych, zanétlivych onemocnéni a jejich denni prib¢eh a zjistili diurndlni rytmus s vrcholem,
tedy s nejvetsi zavaznosti symptomil v noci a brzy rano. Piikladem muze byt revmatoidni
artritida (Harkness et al., 1982) ¢i chiipka (Smith et al., 1988). Protoze hladina kortizolu,
ktery inhibuje sekreci Thl a stimuluje sekreci Th2 cytokinti (viz. kapitola 7.1) je nejnizsi
v noci, a protoze hladina melatoninu, ktery stimuluje sekreci Thl a inhibuje sekreci Th2
cytokint (viz. kapitola 7.3), je naopak v noci nejvyssi. Pfi¢inou no¢ni akrofaze IFN-y/IL-10 je

pravdépodobné rytmické plisobeni téchto imunomodulatort.

4.2.4 Rytmus Th1/Th2 polarizace je u noCnich i dennich Zivo€ichl stejny
V souvislosti s ptedchozi kapitolou jsou velmi zajimavé vysledky jedné studie, ktera se

zabyvala tim, jaky vliv mé nacasovani infekce stfevni hlistici na jeji pribéh (Hopwood et al.,
2018). Probandem byla mys a parazitem cysty Trichuris muris. Infekce byla provedena bud’
na zacatku svétlé faze, v ZTO nebo na zacatku tmavé faze, v ZT12. V prvnim piipadé byly
polarizace smérem k Th2 imunité (shrnuto v Romagnani, 1997), znamena to, Ze po infekci
v ZTO se proband nachazel ve stavu Th2 polarizace. Dokonce se zjistilo, ze za fizenim
Th1/Th2 rovnovahy zde stoji hodiny dendritickych bun€k, konkrétné jejich BMALIL. Mysi
s jeho deleci (Bmall-/-) v dendritickych buiikach totiZ reagovaly na parazita stejné po infekci
vZT0 i vZT12 a to stejnym zplisobem, jako wild type (WT) mysi infikované v ZTO
(Hopwood et al., 2018). Pti¢innou toho je, ze BMALI pozitivné ovliviiuje expresi IL-12 a IL-
27 (Hopwood et al., 2018). Tyto cytokiny se vazou na povrchové receptory T lymfocytl a
indukuji v nich transkripci genu pro IFN-y, ¢imz také dochazi k Thl polarizaci (Jacobson et
al., 1995; Owaki et al., 2005). Pokud je tedy Bmall vytazeny z funkce, nebo pokud je hladina
BMALT v bunce nizka, kontakt s antigenem nemuze vyustit v Thl polarizaci (Hopwood et
al., 2018). Na zaklad¢ vySe uvedeného bychom mohli usuzovat, ze u mysi (Zivoc¢icha s no¢ni
aktivitou), stejné jako u ¢lovéka (ZivocCicha s denni aktivitou) (viz. kapitola 4.2.4) je tendence
k buné¢né odpovédi vyssi béhem tmavé faze a tendence k humoralni odpovédi vyssi béhem
svétlé faze. Pro tuto hypotézu nachdzime podpurna data v kapitolach 4.3 az 4.6.

4.2.5 Sekrece IFN-y CD4+ lymfocyty je rytmicka a nezavisla na imunomodulatorech

Nejpodrobnéji se cirkadianni sekreci cytokini zabyvala studie, kterd ji méfila na Cerstve
izolovanych, purifikovanych a aktivovanych CD4+ T lymfocytech (Bollinger et al., 2011).

Pro sekreci IL-2, IL-4 a IFN-y sice prokazala cirkadidnni rytmus, protoze ale tato metoda
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neeliminuje vliv kortizolu a jinych imunomodulatort, s kterymi mohly CD4+ T lymfocyty
pted izolaci pfichazet do kontaktu, nemlizeme zjiSténé rytmy davat do pfimé souvislosti
s vnitfnimi hodinami lymfocyti. Poméry subpopulaci CD4+ lymfocyti v krvi se navic
v pribé¢hu 24 hodin méni, ¢imz mohou byt rytmy dosti zkreslené. Oba zminéné nezadouci
vlivy lze vyloucit, pokud jsou lymfocyty Cerstve izolovany a nésledné kultivovany po urcitou
dobu v bezsérovém médiu. U IFN-y byla takto zjiSt€éna vyrazna rytmicita (Bollinger et al.,

2011) a lze tedy piedpokladat, ze je zptisobena ¢innosti vnitinich hodin samotnych leukocyti.

4.3 Syntéza a sekrece imunoglobulin(

Vysledky néckolika studii svéd¢i o tom, ze celkovd uroven sekrece imunoglobulinii se
v prube¢hu dne meéni. O tom, zda se na generovani tohoto rytmu podili hodinové geny
plazmatickych bunc¢k nebo jestli zavisi Cisté na vnéjSich signdlech, nemame informace.
Rytmicka sekrece byla zjisténa u IgA (Wada et al., 2017) a IgE (Gaultier et al., 1987).
Plasmatické bunky sidlici v lymfatickych uzlinadch pfiléhajicich k podcelistnim slinnym
zlazam produkuji IgA. Ty nejdiive asociuji za vzniku dimerQ, v této formé se vdZou na
polymerni imunoglobulinové receptory (pIgR) na bazolaterdlni strané epitelidlnich bunck
slinnych zlaz, poté jsou transcytdézou prevedeny na apikalni stranu a zde spolu se slinami
secernovany do ustni dutiny. Tam se vazou na povrch bakterii a zabraiuji jim tak v pfistupu
k povrchu epitelu (shrnuto v Johansen et al., 2011). Na mySim modelu bylo zjiSténo, ze
mnozstvi 1 koncentrace IgA ve slindch se méni v zavislosti na denni dobé&, pfi€emz nejvyssi je
vZT6 (Wada et al.,, 2017). Ve vSech méfenych casech ji lze navic zvySit podanim
norepinefrinu (NE). Dale vime, Ze slinné Zlazy jsou inervovany SNS, ktery zde svou
rytmickou signalizaci upravuje expresi Perl a Per2 a synchronizuje je tak s centralnim
oscilatorem (Vujovi¢ et al., 2008). Z toho lze soudit, Ze rytmus sekrece IgA by mohl byt
zavisly na rytmu vyplavovani NE ve slinnych zlazach. Moznych zpiisobt, jakymi je rytmicka
sekrece IgA dosahovana je vice. Pfedmétem rytmické regulace nemusi byt syntéza IgA, ale
jeho transcytéza do lumen zldz. Exprese pIgR totiz vykazuje cirkadianni rytmicitu, pfi¢emz
hladiny jeho mRNA jsou nejvyssi v ZT1 (Wada et al., 2017). Dale by to mohla byt regulace
samotné sekrece IgA. SkuteCnost, Ze NE stimuluje u mysSich splenickych B bunck také
produkci IgE (Pongratz et al., 2006), svéd¢i o tom, Ze se jeho plisobeni zde neomezuje pouze
na bunky slinnych zlaz, ale Ze plisobi 1 na samotné plazmatické buniky v miznich uzlinach. Co
se tyCe IgE, bylo zjiSténo, ze jeho hladina v krvi vyrazné€ osciluje u détskych pacientl

s alergickym astmatem, pfi¢emz ve dne je vys§i neZ v noci (Gaultier et al., 1987). V obou
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ptipadech, v prvnim u mysi a ve druhém u c¢loveka, je tedy sekrece protilatek nejvyssi ve

svétlé fazi.

4.4 Syntéza a sekrece perforinu a granzymu B

Mezi cytolyticky aktivni bunky patii NK builkky a cytotoxické T lymfocyty. Cytotoxicita
téchto bunék spociva v indukované exocytoze sekrecnich granuli obsahujicich molekuly
perforinu a granzymu B. Perforin narusuje integritu plazmatické membrany, vytvaii v ni por,
kterym nésledné prochdzi granzym B, aby v cilové buiice indukoval apoptézu (shrnuto v
Henkart, 1985). U NK buné€k izolovanych ze sleziny laboratorniho potkana byly zjistény
oscilace v hladinaich mRNA obou proteind, pficemz nejvyssi hladina mRNA granzymu B
byla zjisténa v ZT7, nejvyssi hladina mRNA perforinu pak v ZT3 az ZT7 (Arjona & Sarkar,
2005). Kjejich vrcholné expresi tedy dochazi ve svétlé fazi. Naopak hladiny proteini
vykazovaly maximum az v tmavé fazi, konkrétné¢ v ZT19 (granzym B) a v ZT19 az ZT23
(perforin) (Arjona & Sarkar, 2005). To poukazuje na moznou existenci negativni
zpétnovazebné smycky mezi transkripénimi a translaénimi cykly téchto proteind. V jiné,
star$i studii byla na bunkach lymfomu testovana cytolyticka aktivita NK bun¢k (Arjona et al.,
2004). NK bunky byly i zde ziskany izolaci ze sleziny laboratorniho potkana. Maximalni
cytolytickd aktivita byla zjisténa v ZT19, tedy piesné v dob¢ vrcholné hladiny téchto proteini
v cytoplasmé& NK bunék (Arjona & Sarkar, 2005). Cirkadianni rytmicita cytotoxické aktivity
NK bunék tedy spociva v rytmické syntéze cytotoxickych molekul a dosahuje maxima za
tmy, tedy v dobé& aktivity. Co je velmi zajimavé, je skutecnost, ze v ZT19 obsahuji NK buiiky
také nejvySsi hladiny PER2, a Ze ve slezin¢ dochazi v ZT19 k nadiru v SNS signalizaci

(Logan et al., 2011). Vice o této problematice v kapitole 6.2.

4.5 Fagocytoza

Zda je efektivita fagocytdézy zavisla na denni dobé bylo zkoumdno na neutrofilech a
makrofazich hlodavcl. Fagocytickéd aktivita se vyjadfuje fagocytickym indexem (PI) nebo
fagocytickym procentem (PP). Fagocyticky index udavéa pocet bakterii pohlcenych stovkou
fagocytl. Fagocytické procento udava podil fagocytti, které pohltili alesponi jednu bakterii.
Mikroskopickou analyzou krve odebrané mysimu probandu v riznych ¢astech dne a nasledné
smichanou a inkubovanou s E. coli bylo zjisténo, Ze obé¢ tyto veliCiny vykazuji u neutrofili

cirkadianni rytmicitu. Akrofaze hodnot PI vysla pfiblizn€¢ ve 3:00, nadir v 15:00 (Hriscu,
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aktivity zde tedy nastdva v pribchu aktivni faze. Velmi podobné vysledky byly ziskany
zkoumanim neutrofili laboratornich potkant. Zde byla akrofaze PI zjiSténa ve 4:00 a nadir
v 10:00 (Hriscu, 2005). Ve shod¢ stim jsou vysledky jiné studie, ktera pozorovala
fagocytickou aktivitu mySich makrofagl. Ta zjistila akrofazi PI mezi 2:00 a 3:30 (Barriga et
al., 2001). Ve vSech pripadech je tedy fagocyticka aktivita nejvyssi v temné/aktivni fazy.

4.6 Exprese receptoru

Leukocyty na svych membrandch i uvnitt v cytosolu exprimuji Sirokou Skalu rozli¢nych
receptorti. Rytmicita riiznych imunologickych déji, véetné téch popsanych vyse, by mohla
souviset pravé s rytmickou expresi leukocytarnich receptorii. Dosavadni vyzkum se nejvice
zabyval Toll-like receptory (TLRs), skupinou membranovych pattern recognition receptori
(PRRs) bézn¢ exprimovanou makrofagy a dendritickymi bunkami, ale také B lymfocyty
(shrnuto v Kumar et al., 2009). U mySich makrofagh byla zjiSténa cirkadianni exprese 77r2,
Tir4, Tlr6 a TIr9 (Silver et al., 2018) a u mysich B lymfocytl cirkadianni exprese 71r9 (Silver
et al., 2012). K akrofazi hladin 7/r2 mRNA a 7/r6 mRNA dochazi v makrofazich ve stejnou
dobu, a sice v ZT19. Akrofdze TIr4 mRNA nastava o ¢tyfi hodiny dfive, v ZT15 a akrofaze
Tlr9 mRNA jiz v ZT11. V B bunikach pozorujeme akrofazi 7/r9 mRNA v ZT15. S vyjimkou
exprese 7/r9 v makrofazich, nastava ve vSech ptipadech vrchol exprese v tmavé fazi, kdy je
mys aktivni. ZvIa$tni vyznam ma pro budouci vyzkum rytmicka exprese 7/r4. TLR4 je totiz
receptor, ve vyzkumu hojné vyuzivaného, LPS (shrnuto v Kumar et al., 2009). Bylo by
zajimavé zjistit, zda se mira aktivace makrofagli pomoci LPS méni v zévislosti na dobé& jeho
podani a zda tento rytmus koreluje s rytmem exprese 7/r4 v makrofazich. Cirkadianni exprese
TLRY je detailnéji popsdna v kapitole 5.3. Druhym typem receptorti, o jejichZz rytmické
expresi existuji dikazy, jsou receptory pro imunoglobuliny. Konkrétn¢ se jednd o jeden
z receptortt pro IgE, FCeRI. Tento receptor se skladd ze tii typid podjednotek, FCeRla,
FCeRIP a FCeRIy a nachdzime jej na povrchu bazofilii a mastocyti (shrnuto v Kinet, 1999) .
Na mySich mastocytech bylo prokézéano, ze podjednotky FCeRIa a FCeRIy jsou exprimovany
kontinudlné, avSak exprese FCeRIB je diurndlné variabilni, pfi€emZ hladiny jeji mRNA
dosahuji maxima v ZT2, minima pak v ZT14 (Nakamura et al., 2014). Vice o FCeRI
v kapitole 5.2.
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5. Cirkadianni hodiny leukocytll a mechanismus jejich pusobeni

Funk¢ni cirkadidnni hodiny byly zjistény u monocytl (Nguyen et al., 2013), makrofagh
(Keller et al., 2009), dendritickych bun¢k a B bunck (Silver, et al., 2012), T lymfocytt
(Bollinger et al., 2011), NK bunék (Arjona & Sarkar, 2005), eozinofili a mastocytl
(Baumann et al., 2013). U bazofili a neutrofili dosud nebyly prokazany (shrnuto v Ella et al.,
2018). Leukocyty (s vyjimkou bazofili a neutrofili) tedy funguji jako periferni oscilatory,
které mohou casové regulovat expresi celé fady svych funk¢nich genti. Denni profil exprese
hodinovych geni v leukocytech se rizni nejen mezi dennimi a no¢nimi zivocichy, ale také
mezi jednotlivymi bunéénymi typy. Nejkonzistentnéjsi vysledky ziskavame pii méteni Perl,
Per2 a Rev-erba mRNA. U mysich peritonealnich makrofagti pozorujeme vrchol exprese
Perl v ZT10 a Per2 v ZT14 (Hayashi, 2007). Témé&f stejné profily byly zjistény v jiné studii u
mySich makrofagl izolovanych ze sleziny. Vrchol exprese Perl zde byl naméten v ZT11, u
Per2 v ZT15 (Silver et al., 2012). Déle byla zjisténa maximalni hladina Per/ mRNA v ZT11
u dendritickych bunék a v ZT15 u B bunék, v obou ptipadech opét ziskanych z mysi sleziny
(Silver, et al., 2012). Co se tyce Per2 mRNA, v obou piipadech nastdvd maximum v ZT19
(Silver et al., 2012). Hladiny Per! se u mysich leukocytt tedy pohybuji mezi ZT10 — ZT15 a
hladiny Per2 mezi ZT14 — ZT19. U lidskych PBMCs jsou hladiny Perl i Per2 mRNA
nejvyssi na pocatku svétlé faze a stejné je tomu i v ptipadé Cryl a Cry2 mRNA (Cermakian,
2009; Kusanagi et al., 2008). Exprese Cry! je v mySich PBMCs nejvyssi v ZT11 (Xia et al.,
2015). Hladiny Rev-erbo. mRNA vykazuji u makrofagt, dendritickych bun¢k i B bun¢k mysi
sleziny nédpadny rytmus s vrcholem v ZT15 (Silver et al., 2012). Jina studie zjistila u
peritonealnich makrofagh rovné€z velmi zfetelny rytmus, ale s vrcholem v ZT10 (Hayashi,
2007). V obou piipadech byl zjistén nadir mezi ZT22 az ZT3. Pokud budeme extrapolovat,
muzeme konstatovat, Ze u mysich leukocytd je exprese Rev-erba nejvyssi na rozhrani svétlé a
exprese Rev-erbo. zndm u CD4+ T lymfocyti, kde je v akrofazi ve 3:00 a v nadiru ve 12:00
(Bollinger et al,, 2011). Nejvétsi variabilitu pozorujeme v hladindch Bmall mRNA.
U lidskych PBMCs byla zjisténa (na rozdil od Per a Cry) nekonzistentnost rytmil exprese
Bmall napftic¢ testovanymi jedinci (Kusanagi et al., 2008), u mys$i pak proménlivost napfi¢
bunéénymi typy. U mysSich monocytti byl vrchol exprese Bmall naméten v ZTO (Nguyen et
al., 2013), u peritonealnich makrofagti mezi ZT22 az ZT2 (Hayashi, 2007), u splenickych
makrofagl vSak v ZT11, splenickych dendritickych bunék v ZT3 a splenickych B buné¢k

v ZT15 (Silver et al., 2012). U vSech vySe zminénych splenocytli ma navic rytmus exprese
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Bmall nizkou amplitudu (Silver et al., 2012). Nejednotny profil exprese Bmall v perifernich
oscilatorech by mohl souviset s odliSnymi dennimi profily Ror (aktivator ptepisu Bmall)
v riznych perifernich organech (Guillaumond et al., 2005). Vyrazny a jednotny rytmus Rev-
erbo. mRNA v splenickych leukocytech nas naopak pfivadi na mysSlenku mozné existence

synchronizatoru, ktery by pfimo reguloval ptepis Rev-erba.

Proteinové produkty hodinovych geni se do urcité miry podileji na regulaci pravdépodobné
vSech vyse uvedenych cirkadiannich déju. Zda je d¢€j regulovan urcitym hodinovym genem je
typicky zkoumano srovnavanim WT a knockout (KO) probandii, u kterych je dany gen
vyfazen. Timto zplisobem bylo ziskdno mnoho kusych informaci. Naptiklad, ze PER2
pozitivn¢ reguluje produkci perforinu, granzymu B a IFN-y v NK buiikach laboratornich
potkanid (Arjona & Sarkar, 2006) nebo ze REV-ERBa inhibuje u lidskych i mysSich
makrofagl expresi 11-6, 1I-12, Ccl2 a Ccl5 (Gibbs et al., 2012). Jakou cestou je této regulace
dosazeno vSak nevime. Pfipadii, kdy zndme konkrétni mechanismus plisobeni proteind
cirkadiannich hodin nebo kdy méame informace, na zaklad¢ kterych mizeme postulovat
hypotézu o mechanismu jejich Gc¢inku, je o poznani méné. Nékolik takovychto ptipadit bude

uvedeno v této kapitole.

5.1 BMAL1 stimuluje a REV-ERBa inhibuje diferenciace Th17 lymfocytl

Th17 lymfocyty jsou charakteristické expresi IL-17A a IL-17F. Aktivuje ji transkripcni faktor
RORyt, ktery ma proto kli¢ovou roli v diferenciaci Th17 subpopulace (Ivanov et al., 2006).
K RORyt vede regula¢ni draha, na jejimz pocatku stoji BMAL1/CLOCK heterodimer (Yu et
al., 2014). Jak bylo pospano v kapitole 2, BMAL1/CLOCK aktivuje expresi REV-ERBa. Ten
se nasledné vaze na konzervovanou sekvenci v Nfil3 a tim inhibuje jeho transkripci. Absence
NFIL3 pak umoziiuje transkripci Roryt. Protoze hladina BMAL1/CLOCK osciluje, osciluji 1
hladiny naslednych ¢lent drahy. Exprese Nfil3 je v CD4+ T lymfocytech v akrofazi v noci
(coz souhlasi s nizkou hladinou Rev-erbao mRNA zjisténou v tuto dobu u jinych typt mySich
leukocyttl). Protoze NFIL3 znemoZituje svou vazbou na promotor transkripci Roryt, je v tuto
dobu RORyt v nadiru. Opacnd situace nastava ve dne. Vysledkem je, ze naivni CD4+ T
lymfocyty izolované ve dne a kultivované v Th17 polariza¢nich podminkach daji vzniknout
relativné vétSimu poctu Th17 bunék nez lymfocyty izolované v noci (Yu et al., 2014). Naivni
Nfil3-/- daji v obou ptipadech vzniknout pfiblizn€ stejnému mnozstvi Th17 lymfocytu, jelikoz

vyfazeni genu Nfil3 vede k odptazeni exprese RORyt od hodinovych gentli (Yu et al., 2014). U
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Rev-erba-/- a ClockA19/419 mysi pak pozorujeme celkové niz§i miru diferenciace (Yu et al.,

2014).

5.2 BMAL1 stimuluje reaktibilitu na DNA patogenu

TLRY je transmembranovy receptor antigen prezentujicich bun¢k (APCs) rozpoznavajici CpG
sekvence virové a bakterialni DNA (Bauer et al., 2001). Na mySim modelu bylo zjisténo,
ze promotor genu 7/r9 obsahuje dvé E-box sekvence, na néz se vaze komplex
BMALI1/CLOCK (Silver, et al., 2012). Ve shod¢ stim byla u splenickych B lymfocyti
zjiSténa rytmickd exprese tohoto genu. Nejvyssi hladina 7/r9 mRNA u nich byla namétena
dochazi v ZT15 dle vysledki jiné studie i k maximalni expresi Bmall (Silver et al., 2012).
Déle byla v B bunikkdch métena hladina proteinu TLR9, a to v ¢asech ZT7 (¢tyfi hodiny po
minimalni hladin€ mRNA) aZT19 (¢tyfi hodiny po maximalni hladiné mRNA). Dle
ptedpokladu byla v ZT19 vyssi nez v ZT7 (Silver, et al., 2012). Rytmicka exprese 71r9 byla
zjiSténa rovnéz u splenickych makrofagli, v tomto ptipad€ s minimem (stejné jako u B bunék)
v ZT3, maximem vsak jiz v ZT11 (Silver, et al., 2012), tedy v dobé&, kdy v nich dochazi
k maximalni expresi Bmall (Silver, et al., 2012). Dale byla zjistovana hladina TLR9 ve
slezin€, opét vSak pouze v ¢asech ZT7 a ZT19, pti¢emz v ZT19 byla vyrazné vyssi (Silver, et
al., 2012). Vime, ze TLRY signalizace, kterou mulzeme navodit podanim CpG
oligodeoxynukleotidi (ODN), zpusobuje aktivaci bunky a vede k produkci prozanétlivych
cytokinti jako je TNF-a (Campbell et al., 2009). Rovnéz vime, ze aktivované APCs zvySuji na
svém povrchu expresi CD80 a CD86 (Fleischer et al., 1996), molekul dilezitych pro aktivaci
T lymfocytd (Tan et al., 1993). Proto Ize pfedpokladat, Ze hladiny mRNA téchto tii proteint
ve slezin€¢ budou vyssi po podani CpG ODN v ZT19 nez v ZT7. Skute¢né, méteni hladin
jejich mRNA ve sleziné dvé hodiny po podani CpG ODN potvrdilo jejich zvySenou expresi
v ZT19 (Silver, et al., 2012). Na zaklad¢ tohoto zjisténi vyvstala otazka, zda pokud pouzijeme
CpG ODN jako adjuvans, povede vakcinace v ZT19 k siln€j$i adaptivni imunitni odpoveédi
nez vakcinace v ZT7. Mysi proto byly intraperitonealn€ inokulovany antigenem ovalbuminem
(OVA) spolu s CpG ODN bud’ v ZT19 nebo v ZT7 a po ¢tytech tydnech byl zméfen celkovy
pocet bun€k v jejich lymfatickych uzlindch. Ve shodé¢ s predpokladem byla po inokulaci
v ZT19 zjisténa vyssi OV A-indukovana proliferace nez v ZT7 (Silver, et al., 2012). Dle studii

je CpG ODN jako adjuvans potencialné vyuzitelny v klinické praxi (shrnuto v Bode et al.,
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2011). Pokud zjistime rytmus exprese TLR9 u lidskych leukocytti, mohli bychom v takovém

pfipad¢ optimalizovat ¢as provadéni vakcinaci.

5.3 PER2 inhibuje reaktibilitu zirnych bunék

Zirné buiiky nesou na svém povrchu molekuly FCeRI. Jsou to receptory pro IgE, kterymi se
mastocyty obaluji. Propojeni dvou molekul IgE vazbou antigenu vyvolava aktivaci mastocytu
a exocytozu granuli obsahujicich zanét amplifikujici latky (shrnuto v Wedemeyer et al.,
2000). Na mySim modelu bylo zjisténo, ze zirné buiiky izolované z kostni diené vykazuji
casovou zavislost exprese FCeRI, kterd je regulovana proteinem PER2 (Nakamura et al.,
2014). Experimentalni zvysSeni exprese PER2 u nich totiz vedlo k snizeni exprese FCeRI,
naopak mutace genu Per?2 vyustila ve zvySeni exprese FCeRI (Nakamura et al., 2016). Déle
vime, ze CLOCK zvysuje expresi proteinu FCeRIf (Kraft et al., 2004), jedné z podjednotek
receptoru. Déje se tak jeho vazbou na E-box-like element na promotoru genu pro FCeRIp
(Nakamura et al., 2014). Moznym vysvétlenim, jak PER2 inhibuje expresi FCeRI, je proto
jeho negativni plsobeni na aktivitu CLOCK. ProtoZe glukokortikoidy aktivuji transkripci
Per2 (viz. kapitola 6.1.), neni ptekvapivé, ze jejich podani snizuje expresi FCeRI (Yamaguchi
et al., 2001). Navic bylo zjisténo, Ze doba nejnizsi hladiny Fcerif mRNA je konkrétn¢ ZT14
(Yamaguchi et al., 2001). ProtoZe exprese Per2 je v jinych typech mysSich leukocytli touto
dobou naopak vysoké (Hayashi, 2007), (Silver, et al., 2012), podporuje toto zji$téni spravnost
dosavadnich vysledku a ptedpokladti.

5.4 CRY inhibuje pfepis prozanétlivych cytokinu

CRY inhibuje umysi stimulovanych LPS sekreci prozanétlivych cytokint IL-6 a TNF-a
(Narasimamurthy et al., 2012). Potvrzenim, Ze se tato regulace tyka leukocytl je skutecnost,
Ze myS$i, jimZ byla transplantovana kostni dfeit Cryl-/-, Cry2-/- jedincii mé&li po podani LPS
vys$si hladiny IL-6 a TNF-a v séru nez WT mysi (Narasimamurthy et al., 2012). Nabizelo by
se vysvétleni, ze CRY (v heterodimeru s PER) inhibuje vazbu BMAL1/CLOCK na E-box
v promotoru genti /-6 a Tnf-o. Ve skuteCnosti je mechanismus ale jiny. CRY inhibuje
nukledrni faktor kappa B (NF-kB) (Narasimamurthy et al., 2012), coz je transkripéni faktor
obou téchto genli (Ajuwon & Spurlock, 2005). NF-kB se nachazi v cytoplazmé v komplexu
s inhibitorem nukledrniho faktoru kappa B (IkBa) a proto, aby mohl plsobit v jadie jako
transkripéni faktor, musi nejdfive dojit k fosforylaci indukované disociaci IkBa, ktery mu

v translokaci do jadra brani (shrnuto v Hayden & Ghosh, 2008). Konkrétni zplsob, kterym
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CRY inhibuje NF-kB je ten, Ze inhibuje aktivitu IkBa kindzy 2 (IKK2) (Narasimamurthy et
al., 2012), ktera fosforyluje IxBa a umoznuje tak translokaci NF-xB do jadra (shrnuto v
Hayden & Ghosh, 2008). Protoze NF-kB stimuluje transkripci cel¢ tady dalSich

prozanétlivych cytokinli a chemokinii (shrnuto v Blackwell & Christman, 1997), znamena to

-----

5.5 BMALI stimuluje a REV-ERBa inhibuje piepis Cc/2Jaderné bunky secernuji v reakci na
prozanétlivé cytokiny, chemokin CCL2, kterym rekrutuji (nejen) monocyty do mista zanétu
(shrnuto v Shi & Pamer, 2011). Bylo zjisténo, ze gen pro CCL2 je pod pfimou kontrolou
rovnou dvou rytmickych hodinovych genii. Jednak je to BMALI v komplexu
BMALI/CLOCK (Nguyen et al., 2013) a potom také REV-ERBa (Sato et al., 2014).
Promotor genu Ccl2 tedy obsahuje jak E-box, tak RORE sekvence. U mySich makrofagi bylo
zjisténo, ze REV-ERBa svou vazbou piepis Cc/2 inhibuje (Sato et al., 2014). Hladiny Rev-
erba mRNA jsou v makrofazich vyrazné vyssi v ZT10 nez v ZT22 (Silver et al., 2012). Dle
o¢ekavani dochazi v ZT22 také k zvySené migraci monocytl do zanétlivych tkani (Sato et al.,
2014). Co se ty¢e BMALI1/CLOCK, ptestoze studie, ktera jeho vazbu na E-box promotoru
Ccl2 zjistila, spekuluje o jeho inhibi¢nim plsobeni na piepis tohoto genu (Nguyen et al.,
2013), pravdépodobné zde BMAL1/CLOCK, tak jak tomu zpravidla je, transkripci aktivuje.
V ZT24, kdy se v mySich monocytech BMAL1/CLOCK v nejmens$i mife vaZze na promotor
Ccl2, totiz zjiStujeme 1 nejniz$i expresi tohoto genu, a naopak v ZT8, kdy je vazba
BMALT/CLOCK na E-box promotoru Cc/2 vysoka dochézi 1 ke zvySené expresi tohoto genu
(Nguyen et al, 2013). Davodem, pro¢ tato studie usuzovala na inhibi¢ni plsobeni
BMALI1/CLOCK na ptepis Ccl2 je ten, Ze mySi monocyty s deleci genu Bmall vykazovaly
jeho zvySenou expresi (Nguyen et al., 2013). V souvislosti s pfedchozi studii, kterd se
zabyvala vlivem REV-ERBa na tento gen je ale pravdépodobné, Ze dlivodem, pro¢ tomu tak
je, je skute¢nost, ze pokud je Bmall vytazen, nemtize BMALI1/CLOCK aktivovat transkripci

genu Rev-erba (viz. kapitola 2) a REV-ERBa tim padem nemiize inhibovat expresi Ccl2.

6. Mechanismy sefizovani cirkadiannich hodin leukocytu

Procesem sefizovani (angl. entrainment) se rozumi ptizplisobovani periody a faze oscilatoru
podle vnéjSich rytmickych synchroniza¢nich signdlii. RozliSujeme primarni sefizovani

centralnich hodin k vné&j$im cyklim prostfednictvim svétla a sekundarni sefizovani
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perifernich oscilatorti s centralnimi hodinami prostfednictvim neurondlnich a humoralnich
signalii. Sefizovani spociva v zasahu synchronizatoru do chodu transkripcné-transla¢nich
zpétnovazebnych smycek cilové bunky. Periferni oscilatory vyzaduji synchroniza¢ni signaly
pacemaker, ale navic také k udrzeni vzajemné fazové koherence (shrnuto v Stratmann &
Schibler, 2006). V této kapitole budou uvedeny ty signaly, u kterych existuji doklady o jejich

synchroniza¢nim pusobeni na leukocyty.

6.1 Glukokortikoidy

Glukokortikoidy jsou rytmicky secernované hormony kiry nadledvin, zapojené¢ do
mechanismu sefizovani valné vétSiny bunéénych typt, vcetné bunék imunitniho systému
(Peziik et al., 2012). Mechanismus jejich pusobeni je dobie prostudovan. U ¢loveka je
hlavnim glukokortikoidem kortizol a u laboratornich hlodavct kortikosteron. Glukokortikoid,
at’ uz kortizol nebo kortikosteron, jakozto lipofilni steroidni hormon, difunduje do cytosolu
cilové builky, zde se vaZe na sviij receptor (GR) a v komplexu s nim je translokovéan do jadra.
Komplex zde dimerizuje a v této podob¢ se vaze na oblast GRE promotoru genil Per!/ a Per2,
¢imz stimuluje jejich transkripci. (Yamamoto et al., 2005; So et al., 2009) Regulace ovSem
neni pouze jednostrannd. BMAL1/CLOCK totiz acetyluje nékolik lysinovych zbytkti GR a
tim ho zbavuje schopnosti vdzat se na GRE (Nader et al., 2009). Tato oboustranna regulace
posiluje rytmicky charakter synchronizujicitho plsobeni glukokortikoidi. Protoze GRE
element lze nalézt 1 na promotorech jinych, nehodinovych gent, je moZny rytmicky ptepis 1
bez ptitomnosti E-boxu na promotoru genu. Jednim z takovych gend je napt. gen pro TGF-f1
(Parrelli et al., 1998). TGF-B1 mimo jiné secernuje 1 vétsina leukocytl (Letterio & Roberts,
1998). V takovém piipadé¢ uz se ovSem nejednd o synchronizacni plsobeni v pravém slova
smyslu. Bylo potvrzeno, Ze k synchronizaci cirkadidnnich hodin vazbou kortizolu na GRE
oblast promotoru genu Perl dochazi u lidskych lymfocyti a monocyti (Yamamoto et al.,
2005). Rytmicka exprese Perl byla zjiSt€na také u granulocytl (Kusanagi et al., 2004).
Piitomnost GRE a jeho aktivita byla dale zjiSttna na promotoru Per2 mysSich
mesenchymalnich kmenovych bunék (So et al., 2009). Protoze vime, ze lidské PBMCs Per?2
rovnéZ exprimuji (Teboul et al., 2005), lze se domnivat, ze 1 zde bude dochazet k regulaci
transkripce kortizolem. Jak jiZz bylo zminéno, hladiny glukokortikoidli nabyvaji u dennich
zivoCichi maxima na zacatku dne a u nocnich zivocichli na zacatku noci. Dlkazem jejich

synchroniza¢niho piisobeni na leukocyty je skutecnost, Ze u obou typu zivoCichli nastava
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v leukocytech vrchol transkripce Perl a Per2 (viz. kapitola 5) ptiblizn€ ve stejnou dobu jako

vrchol v krevnich hladinach glukokortikoidi.

Naruseni cirkadianniho rytmu kortizolu vede k porucham imunitniho charakteru. Lze to
pozorovat u pacientli s nedostatecnosti nadledvinek (AI) (Bancos et al., 2017, Smans et al.,
2013). Lécba téchto pacientl je standardné provadéna podavanim kortizolu, a to nékolikrat za
den. Jeho hladiny vkrvi pacienta tim padem nemohou odpovidat normalnimu rytmu
kortizolu. Co se ty¢e PBMCs, vede u nich tato 1écba, v porovnani se zdravymi jedinci, ke
zplosténi transkripénich rytmit hodinovych gent a celkovému zvySeni (Per3) nebo sniZeni
(Bmall, Clock) jejich exprese (Venneri et al., 2018). Tento efekt se pak promita i na ostatnich
hodinami fizenych genech. Snizend exprese byla zjiSténa napiiklad u proteinu WEEI1
(Venneri et al., 2018), transkripéniho faktoru inhibujiciho ptechod buiiky z G2 faze do mitdzy
(Russell & Nurse, 1987), jehoz promotor obsahuje E-box (Matsuo et al., 2003). To by mohlo
byt moznou pfi¢inou zvysené hladiny monocytl u té€chto pacientli (Venneri et al., 2018). Dale
byla zjisténa nedostate¢na syntéza transkripéniho faktoru CREB (Venneri et al., 2018), ktery
stimuluje produkci IL-10 a diferenciaci Treg, inhibuje aktivitu NF-kB a podporuje aktivaci a
proliferaci T a B lymfocyt (Wen et al., 2010). Toto zjiSténi se slucuje se skutecnosti, ze
pacienti s Al trpi ¢astymi infekcemi (Smans et al., 2013). V neposledni fad¢ je zasaZena
funkce NK bunék, u kterych dochézi k poklesu produkce perforinu a exprese povrchovych
receptort rozpoznavajicich ligandy na cilovych virem infikovanych buiikdch (Venneri et al.,
2018), coz muze byt jednim z faktor stojicim za castéjsi incidenci a zavaznosti virovych

infekci u pacientti s Al (Bancos et al., 2017).

6.2 Sympaticky nervovy systém

SCN jsou prostiednictvim SNS propojena s celou fadou organti, mezi néz patii srdce (Warren
et al., 1994), slinné Zlazy (Vujovi¢ et al., 2008), ledviny (Sly et al., 1999) nebo slezina
(Demas et al., 2002). Typickym neurotransmiterem postgangliovych vlaken SNS je NE. Lze
se proto domnivat, ze by SCN mohly tyto tkdné sefizovat prostfednictvim rytmického vylevu
NE. Opravdu, tloha NE v sefizovani perifernich oscilatorti byla u prokézana u jater a slinnych
zlaz (Vujovi¢ et al., 2008), nicméné piesny mechanismus jeho pusobeni je dosud neznamy.
Rovnéz ani s jistotou nevime, zda takto pusobi na leukocyty. Vysledky studii provadénych na
splenickych NK bunkach laboratornich potkani tuto hypotézu nicméné podporuji (Logan et

al., 2011; Arjona & Sarkar, 2006).
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U laboratornich potkanti dochazi ve slezin¢ k rytmickému vylevu NE, maxima nabyvéa v ZT3
a minima v ZT19 (Logan et al., 2011). Hladiny PER2, granzymu B, perforinu a IFN-y v
splenickych NK bunkach dosahuji v ZT19 naopak svého maxima (Logan et al., 2011; Arjona
& Sarkar, 2005). Skute¢nost, ze lokalni sympatektomie zpiisobila naru$eni normalniho rytmu
v cytoplazmatickych hladinach téchto molekul (Logan et al., 2011) a také fakt, ze vyrazeni
genu Per?2 zpisobilo v NK buiikéch snizeni hladin perforinu a granzymu B (Arjona & Sarkar,
2006), naznacuje, ze by NE mohl negativni modulaci hladin PER2 pisobit jako
synchronizator a inhibovat timto zplGsobem expresi cytokini a cytolytickych faktort.
Mechanismus, kterym by NE reguloval expresi Per2 neni ovSem zatim zndm. Tato hypotéza
neni v rozporu s dosavadnimi informacemi a piredpoklady a dobie zapada do naseho obrazu o
synchronizaci leukocytl. Je tedy mozné, Ze zatimco kortikosteron vecer stimuluje transkripci
Per2, NE ji naopak rano inhibuje. O synchroniza¢nim vlivu NE na leukocyty zivocichl

s denni aktivitou bohuzel neexistuji zadné informace.

6.3 Rezim v pfijmu potravy

Dulezitym synchronizatorem perifernich oscilatori je mimo jiné také cyklus krmeni a piistu
(Damiola et al., 2000; Stokkan et al., 2001). Za normalnich podminek je fizen centralnim
oscilatorem. V pfipadé€, Ze navodime jeho inverzi tak, aby doba krmeni pfipadala piiblizn€¢ na
dobu odpocinku, zpiisobime tim jeho desynchronizaci s centralnim oscilatorem. Oddéli se dvé
skupiny protichidnych synchronizacnich signalti a ty pak kompetuji o kontrolu nad fazi
genove exprese v perifernich oscilatorech (Damiola et al., 2000). To, ktera skupina signalt
prevazi, se lisi tkan od tkané€. Naptiklad v ptipad¢€ jater souboj vzdy vyhravaji metabolické
signaly (Vujovi¢ et al., 2008). U jinych tkani nemusi pfevazit ani jeden typ a namisto toho
pusobi v soucinnosti (Vujovi€ et al., 2008). Zda metabolické signdly stoji i za synchronizaci
cirkadiannich hodin bilych krvinek, neni zatim ovéteno. Vysledky nékterych studii dokonce
sveédCi o opaku. V jedné takové studii byl naptiklad myS$im modeliim umoznén ptijem potravy
jen ve dne, kdy je cyklus za normédlnich okolnosti ve fazi pastu. Zatimco v buiikach jater tim
doslo k posunuti faze exprese hodinovych genli o dvanéact hodin, u peritonealnich makrofagi
zlstala beze zmény (Nguyen et al., 2013). Na druhou stranu ale existuji data, ktera moZnost
synchroniza¢niho plsobeni metabolickych signdlii na cirkadianni hodiny bilych krvinek

podporuji.

a) U jater mysi, které maji pfistup k potravé pouze béhem dne, je faze exprese
hodinovych gent véetn¢€ Rev-erba pievracend. (Damiola et al., 2000)
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b) Mysi peritonedlni makrofagy reaguji na podani LPS expresi IL-6 a dalSich
cytokini. Tato reakce je diurnalné variabilni. Nejvys$Si miru exprese a rovnéz
nejvyssi hladiny v séru pozorujeme po podani LPS v ZT12, nejnizsi v ZTO0. (Gibbs
etal., 2012)

¢) U mysi krmenych ve dne pozorujeme po podani LPS v ZT12 vyrazné sniZenou
expresi IL-6 ve slezin€, oproti mySim krmenych v noci ¢i ad libitum. Exprese
v ZTO je u vSech stejna. Profil hladiny IL-6 v séru je inverzni, s mensi amplitudou.
(Cissé et al., 2018)

d) REV-ERBa inhibuje v mysich i lidskych makrofdzich expresi IL-6. Hladina IL-6
v séru Rev-erba-/- myS$i je v ZTO stejnd jako v ZT12, ale oproti normalu je

snizend. (Gibbs et al., 2012)

Syntézou téchto dil¢ich informaci dochdzime k zavéru, ze diivodem, pro¢ pievraceny rezim
krmeni vede (v ZT12) ke snizeni exprese IL-6, by hypoteticky mohlo byt, Ze v makrofazich

dochazi vlivem metabolickych signali ke zméné rytmu exprese REV-ERBa.

7. Rytmické imunomodulatory a jejich vliv na leukocyty

Kapitola 6 byla vénovéna tématu synchronizace cirkadiannich hodin leukocyti. Z velké ¢asti
pojednéavala o glukokortikoidech, NE a o tom, zda a jakym zpisobem plni tyto latky roli
synchronizatori. Nicméné existuje fada studii popisujicich vysledné projevy plisobeni téchto
latek na buiky imunitniho systému, pficemz mechanismus tohoto plisobeni ziistava neznamy.
Zda je ¢i neni vtakovém piipadé¢ vysledny efekt zprostredkovan zasahem do chodu
cirkadianniho aparatu builky nevime. Jelikoz jde ale o latky rytmické, existuje nebo alespoii
muzeme predpokladat existenci rytmicity jejich ucinki, a to i v ptipadé, pokud by ji bylo
dosazeno zptuisobem nezavislym na vnitinich hodinach leukocyti. V nékterych ptipadech je

mechanismus plisobeni znam.

7.1 Glukokortikoidy

Kortizol reguluje u ¢lovéka expresi chemokinového receptoru CXCR4. Kortizol vyvolava v
naivni CD4+ a CD8+ T lymfocytech, centralnich pamétovych CD4+ a CD8+ T lymfocytech
a efektorovych pamétovych CD4+ a CD8+ T lymfocytech zvySeni exprese CXCR4
(Besedovsky et al., 2014). To je doprovdzeno poklesem hladin téchto subpopulaci v krvi
(Besedovsky et al., 2014). T lymfocyty nesouci CXCR4 jsou totiz chemotakticky pfitahovany
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do kostni dfen¢, kde CXCR4 interaguje se svym ligandem, chemokinem CXCL12 (Bleul et
al., 1996). Kortizol tedy stimuluje migraci T lymfocytli do kostni diené. Vzhledem k dennimu
rytmu kortizolu mizeme ocekavat, ze za normalnich fyziologickych podminek bude k migraci
T lymfocyti do kostni dfen¢ dochéazet v rannich hodinach. Toto ocekavani je v souladu se
skuteCnosti, Ze nejnizs$i hladiny téchto subpopulaci T lymfocytl v krvi pozorujeme prave
v rannich hodindch (Halvaksz, 2016). Tento proces se vyrazn¢ podili na terapeutickych
ucincich kortizolu v 1é¢bé roztrousené sklerozy, kdy pod jeho vlivem dochazi k presmérovani
T lymfocytlii z mozkového parenchymu do kostni diené. (Schweingruber et al., 2014) Je
patrn€ i pfi¢innou toho, pro¢ u stresovanych zvitat (u kterych jsou hladiny glukokortikoidt
zvySené) pozorujeme oslabeni adaptivni imunitni odpovédi (Fukui et al., 1997). Bylo by
pfinosné provést obdobny vyzkum také na zvifecim modelu s no¢ni aktivitou. Na zékladé
dosavadnich znalosti vSak miZeme piedpokladat, ze bychom stejny vliv na expresi CXCR4

zjistili i u kortikosteronu.

Jak jiz bylo popséano v kapitole 4.2.2, kortizol inhibuje sekreci cytokint IL-1, IL-12, TNF-a a
IFN-y. Expresi cytokinti IL-4, IL-10 a IL-13 glukokortikoidy u c¢lovéka naopak zvySuji
(Ramirez et al., 1996) Dale poté bylo zjisténo, ze glukokortikoidy v CD4+ T lymfocytech
¢lovéka inhibuji IL-12 a IFN-y signalizaci, ¢imz snizuji jejich potencial diferencovat v Thl
subpopulaci (Franchimont et al., 2000; Hu et al., 2003). Glukokortikoidy tak t€émito zptisoby
potlacuji ve dne u ¢loveéka tendenci k Thl polarizaci. Stejny vliv na Th1/Th2 rovnovahu mayji
glukokortikoidy i u mysi (Iwakabe et al., 1998). V neposledni fad¢ glukokortikoidy v lidskych
CD4+ T lymfocytech stimuluji expresi transkripéniho faktoru FOXP3 a stimuluji tak jejich
diferenciaci v imunosupresivni Treg bunky (Karagiannidis et al., 2004). Zda tato regulace
zptsobuje denni proménlivost ve schopnosti T lymfocyti diferencovat na Treg buiiky by bylo
nutné ovéfit v budoucim vyzkumu. Uginky glukokortikoidii na buiiky imunitniho systému
jsou ale mnohem rozséhlejsi a pestiejsi. ProtoZe by jejich popis znacné presahoval ramec této

prace, nebudeme se zde jimi zabyvat. Obecné vSak muzeme fici, Ze jsou jejich ucinky

-----

7.2 Norepinefrin

V kapitole 4.1.2 byla diskutovéana rytmicka exprese chemokinu CXCL12 v kostni dfeni mys$i
a jeji disledek na oscilujici hladiny HSCs v krvi. ProtoZe v podminkédch konstantniho
osvétleni ztratila exprese CXCL12, a ve shodé¢ s tim i hladiny HSCs v krvi, rytmicitu
(Méndez-Ferrer et al., 2008) a protoze stromalni buiiky, kter¢ CXCL12 produkuyji, jsou citlivé
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na SNS signalizaci v kostni dfeni, jelikoz exprimuji B3 adrenergni receptory (Méndez-Ferrer
et al., 2008), vyvstala hypotéza, ze exprese CXCL12 je v nich regulovdna pomoci NE a ze
jeho rytmicky vylev zodpovidd za rytmus hladiny CXCL12 v kostni dfeni. Vysledky tady
experimentll naznacuji, ze je mechanismus této regulace nasledujici. V noci, kdy je vylev NE
ze SNS v kostni difeni myS$i nejvyssi (Maestroni et al., 1998), dochazi ve zvysené mife
k vazbé NE na B3 adrenergni receptory stromalnich bunék. To v nich vyvolava pokles
intracelularnich hladin cAMP (Soeder et al., 1999) a tim padem oslabeni aktivace PKA.
Protoze PKA fosforylaci aktivuje transkripcni faktor Spl, ktery stimuluje transkripci Cxcli2,
vede nedostatek aktivovaného PKA k oslabeni transkripce Cxcll2 (Méndez-Ferrer et al.,
(Méndez-Ferrer et al., 2008), kdy je vylev NE v kostni dfeni nizky (Maestroni et al., 1998), je
tato hypotéza na prvni pohled konfliktni a chybnd. Vysvétlenim by mohla byt prodleva mezi
transkripci a translaci Cxc//2. Hladina Cxc//12 mRNA je totiz na svém minimu jiz v ZT1
(Méndez-Ferrer et al., 2008). Tento mechanismus, tak jak byl vySe popsan, je nezavisly na
cirkadiannich hodinach stromdlnich bun¢k, nicméné budouci vyzkum mutze ukdzat, Ze i ony
se ho nepfimym zplisobem ucastni, naptiklad regulaci exprese 3 adrenergniho receptoru.
Tento mechanismus se s nejveétsi pravdépodobnosti podili i na fizeni migrace zralych

leukocytu.

NE neptisobi na leukocyty pouze zprostiedkovanég, tak jak tomu bylo v ptfedchozim ptipade,
ale je schopny regulovat jejich aktivitu i pfimou vazbou na B-adrenergni receptory na jejich
membranach. Jsou jimi vybaveny napiiklad NK bunky (Whalen & Bankhurst, 1990), T
lymfocyty a B lymfocyty (shrnuto v Sanders, 2012), makrofagy (Abrass et al., 1985),
dendritické buniky (Goyarts et al., 2008) nebo neutrofily (Nicholls et al., 2018). Na vSechny
tyto bun&cné typy, s vyjimkou B lymfocytl, plisobi NE imunosupresivné. V kapitole 6.2 jiz
bylo zminéno, Ze NE inhibuje u laboratornich potkanii produkci granzymu B a perforinu NK
buikami, ¢imz také inhibuje jejich cytotoxickou aktivitu. Dale potom NE u makrofagi, CD4+
a CD8+ T lymfocytl mysi sleziny stimulované nadorovymi buiikami vyrazné sniZuje expresi
transmembranové formy TNF-a (Yu et al., 2010). U mySich makrofagi stimulovanych LPS
NE inhibuje produkci solubilniho TNF-a (Hu et al.,, 1991). Déle potom NE plisobi na
neutrofily. V pfitomnosti NE vykazuji neutrofily izolované z kostni dien¢ mysSi snizenou
schopnost chemotaxe k bakteriemi vylu¢ovanému chemoatraktantu fMLP (Nicholls et al.,
2018). Dale u nich pozorujeme narusenou schopnost fagocytézy a pokles exprese fady

prozanétlivych genti a genli Gcastnicich se remodelace cytoskeletu, a tim padem dilezitych
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pro migraci (Nicholls et al., 2018). Ve shod¢ s charakterem téchto ucinkil je fakt, ze
intenzivni nebo dlouhd namaha spojend s aktivaci sympatiku vede u ¢lovéka k naruSeni
schopnosti oxidativniho vzplanuti neutrofilii (Robson et al., 1999). Fagocytickou aktivitu NE
inhibuje také u makrofagl (Gosain et al., 2007). Bunéénym typem, jehoz aktivitu NE naopak
stimuluje, jsou B lymfocyty, respektive plazmatické buniky (Pongratz et al., 2006). B
lymfocyty izolované z mysi sleziny a stimulované antigenem vykazuji v pfitomnosti NE
zvysenou miru sekrece IgE. Rovnéz i1 koncentrace IgA ve slindch se zvySuje ptisobenim NE
(Wada et al., 2017). Protoze hladina NE je ve slezin¢ mysi, jak uz bylo uvadéno, nejvyssi
v ZT3, je mozné, ze 1 vSechny jeho vyse uvedené Ucinky zde touto dobou vrcholi. Pokud
opomeneme regulacni plsobeni ostatnich imunomodulatori, znamenalo by to, Ze by ve
svétlé/neaktivni fazi dochdzelo u mysi k imunosupresi a poklesu bunééné imunity, a naopak
muzeme pozorovat i u lidi, kde NE naptiklad snizuje celkovou sekreci IL-12 (Elenkov et al.,
1996) nebo sekreci TNF-a a IL-6 dendritickymi bunkami (Goyarts et al., 2008) (v obou
ptipadech v reakci na LPS).

7.3 Melatonin

Melatonin je kli€¢ovou slozkou cirkadianniho systému. K sefizovani perifernich oscilatorii
pfispiva tim, Ze se Ucastni fizeni cyklu spanku a bdéni (Tzischinsky et al., 1993), na zékladé
kter¢ho se za fyziologickych podminek ustanovuje 1 rytmus v pfijmu potravy, znamy
synchronizator perifernich oscilatord (Damiola et al., 2000). Struktury, v kterych byl zjistén
pfimy synchroniza¢ni vliv melatoninu jsou SCN a pars tubularis (shrnuto v Stehle et al.,
2003). O tom, zda melatonin zasahuje do cirkadiannich hodin leukocytl neexistuji doklady,
proto také o melatoninu nebylo pojedndvano v pfedchozi kapitole, vime ovSem o jeho
mnohych uc¢incich na tyto buniky. V této kapitole budou diskutovany predevSim ty ucinky
melatoninu na leukocyty, které by potencidln€ mohly souviset s rytmy, které tyto buiky
vykazuji. V kapitole 4.5 bylo uvedeno, Ze u neutrofilii laboratornich potkanii je schopnost
fagocytozy ovlivnéna denni dobou. Vyzkum, ktery s timto zjiSténim piisel se zabyval také
potencialnim vlivem melatoninu na rytmus fagocytézy. Potlaceni tvorby melatoninu vlivem
stalého osvétleni zpisobilo celkové snizeni schopnosti fagocytdzy, nicméné jeji rytmus byl
zachovan (Hriscu, 2005). Skutecnost, Ze je mira fagocytdzy nejvyssi v noci, kdy dochéazi
k nartistu hladiny melatoninu a také Zze pfikonstantnim osvétlenim dochéazi k poklesu

fagocytozy naznacuje, ze se melatonin UcCastni jeji regulace. Zda mé& melatonin vliv na
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fagocytickou aktivitu lidskych neutrofilii nevime. Melatonin také reguluje produkci cytokini.
U lidskych PBMCs zvySuje melatonin produkci IL-6, IL-2 a IFN-y. Produkci IL-6 pfitom
zvysuje pouze u monocytl nikoliv Th lymfocyta. (Garcia-Maurifio et al., 1997). Melatonin
rovnéz stimuluje monocyty k sekreci IL-12 (Garcia-Mauriiio et al., 1999). Na produkci 1L-4
vliv nema (Garcia-Maurifio et al., 1997) a produkci IL-10 inhibuje (Kiithlwein & Irwin, 2001)
(v obou ptipadech se jedna o vyzkum na lidskych PBMCs). Melatonin tedy u ¢lovéka vytvari
tendenci k Th1 imunité€ a je proto pravdépodobné, ze se spolu s kortizolem podili na utvareni
jejiho denniho rytmu. Stejny ucinek ma melatonin 1 u mysi. Bylo zjisténo, ze melatonin u
mySich splenocytl stimuluje sekreci IFN-y (Colombo et al., 1992). Proto nejspiS také
splenocyty izolované v noci produkuji vétsi mnozstvi IFN-y nez splenocyty izolované ve dne
(Colombo et al., 1992). Pokud tyto izolované splenocyty navic vystavime melatoninu,
zjistime, Ze na produkci IFN-y builkami izolovanymi v noci mé& melatonin dvakrat vyssi
stimulaéni efekt, nez na produkci IFN-y buiikami izolovanymi ve dne (Colombo et al., 1992).
Za timto jevem by mohla stat napiiklad rytmicka exprese melatoninového receptoru témito
buiikami.

Zaver

Cirkadianni hodiny fidi rytmickou migraci leukocytl. Migrace leukocyti do tkani je u
dennich 1 no¢nich Zivocichl nejvyssi na zacatku aktivni faze cyklu. U dennich Zivo€ichi je to
rano, u noc¢nich zivoc¢ichli vecer. Rytmus migrace do kostni diené je u €loveka spjat s rytmem
sekrece kortizolu. U mysi je rytmus migrace do kostni difen¢ kontrolovan rytmickym tonem
sympatiku v kostni dieni. Rytmus migrace leukocytii do tkani vytvafi rytmickou tendenci
k prozanétlivému stavu. Cirkadianni hodiny reguluji rovnovahu mezi bunécnou a humoralni
imunitni odpovédi. Ve dne pfispivaji k humoralni odpovédi, v noci k bunééné odpovédi, a to
jak u dennich, tak noc¢nich Zivocichl. U ¢lovéka (denni Zivocich) tento zavér vyvozujeme na
zaklad¢ denni rytmicity v poméru IFN-y/IL10 v krvi. Tento rytmus u néj koreluje s rytmy
melatoninu a kortizolu v krvi. Melatonin pfispiva v noci k Th1 polarizaci. Kortizol pfispiva ve
dne k Th2 polarizaci. U mysi (no¢ni Zivoc¢ich) o této regulaci svéd¢i rytmus fagocytozy,
cytotoxicity a exprese TLRs svrcholem vnoci a rytmus sekrece IgA a exprese FCeRI
s vrcholem ve dne. Na rytmu v poméru bunééné a humoralni odpovédi se u mysi podili
melatonin a NE. Melatonin pfispiva v noci k Thl polarizaci a stimuluje fagocytézu. NE ve
dne inhibuje fagocytézu a cytotoxicitu a stimuluje sekreci IgA. Proteinové produkty
hodinovych genli mohou mit prozanétlivé nebo protizanétlivé ucinky. BMAL1 ma

prozanétlivé uinky. Podporuje diferenciaci Th17 lymfocytt a expresi IL-12, CCL2 a TLRY.
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REV-ERBa ma protizanétlivé ucinky. Inhibuje diferenciaci Th17 lymfocytt, expresi IL-6, IL-

......

stimuluje expresi IFN-y, perforinu a granzymu B. CRY inhibuje sekreci IL-6 a TNF-a.
Znalosti cirkadiannich rytmu leukocytli se da potencidlné vyuzit pro optimalni na¢asovani

vakcinace a darcovském odbéru kmenovych bunék z krve.
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