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SLOVO UVODEM:

Clovék je jedinym Zivo&isnym druhem, ktery soustavné nerespektuje své cirkadianni rytmy
a potfebu dostatecné spat. Chronicky nevyspala spolecnost, prace ve sménném provozu,
Casté prelety ¢asovych pasem nebo jen bézna zavislost na umélém osvétleni, kterému se
kazdy vecer vystavujeme, nutné zasahuji do fyziologie naseho téla. Navzdory miliontim let
evoluce, ktera ¢loveka predurcila predevsim k dennimu zpasobu zivota, se dnesni ¢lovek
za denniho tvora da povaZzovat jen s vyhradami. Tato naSemu organismu nepiirozena
zména si vybira svou daii. Rada studii jiz prokazala, Ze zvysujici se vyskyt dusevnich a
jinych onemocnéni souvisi s nerespektovanim nasSich vnittnich hodin a pfirozené potieby
spanku. Bylo by proto vhodné, kdyby moderni medicina pti lécbé kladla vétsi diiraz na stav
cirkadidnniho systému pacienta a méla nastroje, kterymi ho dokéze spravné diagnostikovat
a vyuzit k 1é¢be. Proto jsem presvédcena, Ze chronobiologické studie u psychiatrickych a
neurodegenerativnich chorob maji svilj vyznam a moje prace a i prace celé nasi spankové
a chronobiologické skupiny v Narodnim ustavu dusevniho zdravi jsou z medicinského 1

spolec¢enského pohledu piinosné.



Souhrn:

Cirkadianni systém hraje vyznamnou roli ve fyziologii i patofyziologii ¢lovéka. Ridi
veskeré procesy, které se v naSem téle opakuji s 24hodinovou periodou. Jednad se o
komplexni systém, ktery funguje od behavioralni irovn€ az po uroven molekularni. Tento
systém je fizen z centralni struktury nachézejici se v hypotalamu, ale jeho rytmické projevy
muizeme sledovat i v jednotlivych télnich bunkach.

Naruseni tohoto systému u ¢lovéka je Casto spojovano s rozvojem afektivnich poruch ¢i
neurodegenerativnich onemocnéni. U pacienti s afektivnimi poruchami byly popsany
fazové posuny cirkadidnnich rytma naptiklad v rytmu jejich pohybové aktivity i v dal§ich
cirkadidnnich parametrech. U neurodegenerativnich onemocnéni dochazi predevsim ke
snizovani amplitudy nékterych cirkadiannich rytmu. Terapeutické postupy zamétené prave
na stabilizaci a prohloubeni cirkadidnnich rytmi maji i pozitivni dlouhodoby vliv na pribéh
téchto onemocnéni. Zajimaveé také je, ze studium genetické podstaty téchto onemocnéni
identifikovalo 1 polymorfismy v oblastech souvisejicich s molekularnim mechanismem
vnittnich hodin.

V rdmci této prace jsem se snazila uchopit studium cirkadidnnich rytmi clovéka
z n¢kolika rtznych uhli. V prvni Casti prace jsem se pokusila identifikovat zmény
cirkadidnniho systému Clovéka v pritbé¢hu ranych stadii neurodegenerativnich onemocnéni.
Prvni studie sledovala pacienty s Alzheimerovou nemoci, u nichz jsme zjistili ubytek no¢ni
produkce melatoninu. V druhé studii jsme sledovali pacienty s poruchou chovani v REM
fazi spanku, ktera je spojovana s pozd€jSim rozvojem Parkinsonovy nemoci. U téchto
pacientli jsme popsali fazové zpozdéni nartistu melatoninu a vymizeni rytmickych oscilaci
nekterych hodinovych gent.

V dalsi ¢asti prace jsem sledovala schopnost cirkadianniho systému ¢lovéka vyrovnat
se s podminkami polarniho dne, tedy v podminkach bez ptirozeného stfidani svétla a tmy,
které slouzi jako hlavni synchroniza¢ni signal pro nase vnitini hodiny. Tato studie ukazala,
7ze krozpadu cirkadiannich rytmii nedochdzi, hodiny pravdépodobné k synchronizaci
vyuzivaji synchronizacni signdly, jako je pravidelny pfijem potravy nebo pevny denni
rezim. Vlivem polarniho dne doSlo k fdzovému zpozdéni rytmické tvorby melatoninu a
pohybové aktivity. Exprese hodinovych genll nebyla témito podminkami vyznamné
ovlivnéna.

Ve tfeti Casti prace jsem se zabyvala studiem cirkadidnnich rytmli pacient
s bipolarni poruchou v bunéénych kulturdch a post mortem cirkadiannich oscilaci
v pfednim cingulu u pacientl s unipolarni depresi. Zvoleny model in vitro, ve kterém jsem
vyuzivala transformované bunécné linie lymfocytti, se pro studium cirkadiannich oscilaci

ukazal jako nevhodny.



Celotranskriptomova cirkadianni analyza tkané¢ ptedniho cingula ziskand post-
mortem od pacientd s unipolarni depresi v porovnani se zdravymi subjekty odhalila ztratu
rytmickych oscilaci kliCovych hodinovych genti v této strukture. Tyto vysledky jsou
v souladu s diivéjSimi pracemi poukazujicimi na naruSenou funkci vnitinich hodin

pacientii s unipolarni depresi.

Klic¢ova slova:
Cirkadianni rytmy, bipolarni afektivni porucha, unipolarni deprese, Alzheimerova nemoc,

porucha chovani v REM spanku, hodinové geny



Summary:

The circadian system plays an important role in human physiology and pathophysiology.
It controls all processes that repeat in our body within a 24-hour period. It is a complex
system that works from the behavioral level to the molecular level. This system is
controlled from the central brain structure located in the hypothalamus, but its rhythmic
manifestations can also be observed in almost any individual body cells.

Disruption of this system in humans is often associated with the development of
affective disorders or neurodegenerative diseases. The affective disorder has often been
associated with a phase shift in some of the circadian driven outputs, as for example,
rhythm in their physical activity. The patients with neurodegenerative disorders are seen to
have circadian amplitude damping in a series of circadian rhythms. Therapeutic
approaches which aim to stabilize and strengthen the circadian rhythms have also a positive
long term effect on the course of these diseases. Interestingly, in the genetic studies of these
diseases, a couple of specific polymorphisms have been identified in areas related to the
molecular mechanism of the internal clock.

In this thesis, I tried to look at the human circadian rhythms from several different
angles. In the first part of this thesis I tried to identify changes in the human circadian
system during the early stages of neurodegenerative diseases. The first study was focused
at patients with Alzheimer's disease, in whom we found a decrease in nocturnal melatonin
production. In the second study, we studied patients with a REM behavioral disorder, which
is associated with development of Parkinson's disease. In these patients, we described a
phase delay in the melatonin onset and the disappearance of rhythmic oscillations of some
clock genes.

In the second part of the thesis, I studied the ability of the human circadian system to
cope with the conditions of the polar day. Our subjects were exposed to a day cycle lacking
the natural alternation between a light and dark period, which serves as the main
synchronization signal for our internal clock. The study showed that circadian rhythms can
maintain their rhythmic oscillations and the clocks are likely to use the non-photic
synchronization cues as could be regular food intake or a fixed daily schedule. Although
the polar day affected melatonin onset, its production was rhythmic but significantly
delayed in the same fashion as with physical activity. The clock genes expression in
peripheral clocks remained unaffected.

The last part of the thesis was focused on the circadian rhythms in patients with
bipolar disorder studied in vitro and post-mortem circadian oscillations in the anterior

cingulate in patients with unipolar depression. As with the in vitro model, we chose



transformed lymphocytes cell lines collected from bipolar patients. Unfortunately, we
found that transformed lymphocytes are not suitable for studying the circadian oscillations.
The results from the whole-transcriptom circadian analysis in anterior cingulate from
unipolar patients revealed a loss of rhythmic oscillations of the core clock genes compared
to healthy controls. These results are consistent with the previous studies that imply

impaired internal clock function in patients with unipolar depression.

Key words: circadian rhythms, bipolar disorder, unipolar disorder, Alzheimer disorder,

REM behavior disorder, clock genes
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Seznam pouzitych zkratek:

AANAT aralkylamin N-acetyltransferaza
ACC ptedniho cingularni kortex

AMY amygdala

AN Alzheimerova nemoc

AVP arginin-vasopresin peptid

BAP bipolarni afektivni porucha
BDNF  brain-derived neurotrofic factor
cAMP cyklicky adenosin monofosfat
CB cerebellum

cGMP cyklicky guanozin monofosfat
CKle/o kasein kindza epsilon/delta

CNS centralni nervova soustava

CRE cAMP response element

CS cirkadidnniho systém

DLPFC  dorzolaterdlni prefrontalni kortex
GABA  kyselina gama-aminomaselna
GHT genikulohypotalamicky trakt
GSK3B  glykogen systaza kinaza 3 beta
Hip hipokampus

IGL intergenikulatni listky

ipRGCs intrinsic photoresponsive retinal gangion cells, vnitiné-fotosenzitivni retinalni gangliové
bunky

KEGG Kjotska encyklopedie genii a genomu

LHb lateralni habenula
Li-NR lithium neresponzivni
Li-R lithium responzivni

MAPK  mitogen-aktivovand protein kinaza

mPFC medialni prefrontalni kortex

MRN medialni raphealni jadra

MT1 a MT2, MT3 melatoninovy receptor 1, 2, 3

Nac nucleus accumbens

NMDA  N-metyl-D-aspartatova kyselina

NPAS2  neurondlni PAS doménu obsahujici protein 2
NPY neuropeptid Y

OPN4 opsin 4/ fotopigment melanopsin
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PACAP
PBMCs
PN
PVN

RTH
SCN
SNP
SSRI
TTZS
UD
VIP
VTA

pituitary adenylate cyclase-activating peptide
peripheral blood mononuclear cells
Parkinsonova nemoc

paraventrikularni jadra hypotalamu

REM behavior disorder, porucha chovani v REM spanku
retinohypotalamicky trakt

suprachiasmaticka jadra

singl nucleotid polymorphism

selective serotonin reuptake inhibitors
transkripéné translacni zpétnovazebna smycka
unipolarni deprese
vazointestinalni peptid

ventralni tegmentalni oblast
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1. Literarni uvod

1.1. Cirkadianni systém

Cirkadianni rytmy jsou obecné charakterizovany jako endogenni biologické cykly
opakujici se s priblizné¢ 24h periodou. Samotny nézev slova cirkadianni pochazi
z latinského slova circa a dien, coz doslova znamena ,,pfiblizné denni“. Mechanismus
cirkadiannich rytmi je endogenni, to znamena, Ze bézi i nezavisle na vnéjSich podminkach,
tedy naptiklad v podminkach konstantni tmy. Endogenni rytmus je charakterizovan vlastni
periodou tau (), ktera se mirné 1isi od piesné 24hodinové periody solarniho cyklu na Zemi.
Délka vnitini periody je mezidruhové odliSna a vykazuje 1 urCitou variabilitu mezi
jednotlivymi subjekty stejného druhu. U cCloveka je primérna délka vnitini periody 24 h
9 min £+ 12 min (Duffy et al., 2011). Existence cirkadiannich rytmt byla popséna u vétSiny
organismil, od bakterii az po savce. Siroky mezidruhovy vyskyt cirkadianniho systému
(CS) je dusledkem jeho vysoké evolu¢ni adaptability. CS se vyvinul jako odpovéd na
kontinualni otaCeni Zeme¢ kolem své osy, jehoZ vysledkem je stfidani dne a noci na Zemi,
a umoziuje organismim predvidat rytmicky se opakujici déje, které maji denni
pravidelnost. Mezi nejzfeteln€jsi cirkadianni rytmy savch patii rytmus spanku a bdéni,
pravidelny ptijem potravy nebo rytmus pohybové aktivity. Cirkadidnni rytmy mizeme
sledovat 1 u fady metabolickych ¢i kognitivnich procest, celd fada hormonti vykazuje
cirkadianni rytmus ve své tvorbé a primérné 6 % — 10 % gent lidského transkriptomu je
rytmicky exprimovano (Panda et al., 2002).

Cely cirkadianni mechanismus je citlivy na synchronizaci s vnéjSim Casem, ktera je
pro jeho funkci zcela zdsadni. Nesynchronizované vnitini hodiny by mély neustalou
tendenci se predbihat nebo zpozd'ovat v zavislosti na tom, zda je jejich vnitini perioda
krat$i ¢i del$i nez 24h délka dne. Silny synchroniza¢ni potencial ma predevSim svétlo,
ptijem potravy, fyzickd aktivita nebo socialni interakce. Vnitini desynchronizace
cirkadianniho systému, oslabena citlivost vii¢i synchronizaénim podnétlim, synchroniza¢ni
podnéty plsobici v nevhodnou dobu nebo nedostatek synchroniza¢nich signalt mohou vést
k oslabeni funkce cirkadiannich hodin, coz mize mit za nasledek destabilizaci vnitini
homeostdzy a pfispét ke zhorSeni mentalni i fyzické kondice c¢lovéka. U jedinch
s genetickymi predispozicemi mtize desynchronizace vnitfnich hodin vést k rozvoji

nékterych psychiatrickych, neurologickych, metabolickych a jinych onemocnéni.

1.1.1. Centralni hodinovy oscilator a jeho organizace

Centrum cirkadidnnich hodin se nachazi v suprachiasmatickych jadrech (SCN), kterd jsou

lokalizovdna v oblasti ptedniho hypotalamu nad kiizenim optickych vldken. SCN jsou
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parovou strukturou tvofenou shlukem zhruba 20 000 neurond. Jeji operativni odstranéni u
potkana nebo jeji utlaceni v disledku vaskularniho onemocnéni ¢i naddoru na hypofyze
Cloveéka vede k naruSeni az k uplnému vymizeni cirkadiannich rytmt (Bloch, Brack, &
Wirz-Justice, 2005; Borgers et al., 2011; Ralph, Foster, Davis, & Menaker, 1990).

Podstatou cirkadianni neurondlni aktivity SCN je molekuldrni mechanismus
transkripéné translacnich zpétnovazebnych smycek (TTZS). TTZS byly popsany nejen
v neuronech SCN, ale témét ve vSech télnich bunkach. Pokud je molekuldrni mechanismus
hodin naru$en, jsou naruSeny i mechanismy hodinami fizené. Jednotny vystupni rytmicky
signal celého SCN vznika az na Grovni neuronalnich siti bunéénych subpopulaci.

SCN je tvofeno dvéma hlavnimi bunénymi subpopulacemi, tzv. ,,core* (jadro) a
»shell“ (obal), které jsou rozliSitelné svou lokalizaci, vstupnimi a vystupnimi drahami a
hlavnim neurotransmiterem, ktery jejich neurony produkuji (Leak, Card, & Moore, 1999).
V ,,core” SCN prevazuji predevS§im neurony produkujici vazointestindlni peptid (VIP) a v
»shell“ dominuji neurony produkujici arginin-vasopresin peptid (AVP). V obou
subpopulacich se nachazeji GABAergni neurony. Receptory pro AVP, VIP a GABA se
nachazeji v obou bunéfnych subpopulacich, zajiStuji tak komunikaci mezi sebou a
koordinaci jednotného vystupniho signdlu z SCN jako celku. Kromé téchto tii hlavnich
neurotransmiter se v SCN nachazeji i neurony obsahujici neuropeptid Y, enkefalin,
angiotensin II nebo substanci P, které se na funk¢nosti celé neuronalni sit¢ SCN
spolupodileji (Abrahamson & Moore, 2001).

Nedavny vyzkum ukézal, ze stejné vyznamnou roli jako neurony SCN hraji
piiudrzovani a generovani cirkadidnnich oscilaci 1 jeho astrocyty. Neurony jsou
metabolicky aktivni pfedevsim béhem dne, ale v noci dochdzi ke zvySené aktivaci
astrocytl, které regulaci extracelularni hladiny glutamatu potlacuji aktivitu neuront
(Brancaccio, Patton, Chesham, Maywood, & Hastings, 2017).

Vstupni drdhy do SCN zajistuji synchronizaci vnitfnich hodin s vnéjSimi
podminkami. Nejvyznamnéjsi synchronizacni potencidl ma kazdodenni stiidani svétla a
tmy. Kromé svételné synchronizace jsou ale vnitini hodiny schopné vyuZzit i nesvételné
synchroniza¢ni podnéty, jako je napiiklad pravidelny ptijem potravy, fyzicka aktivita nebo
1 socialni interakce (viz kap. 1.2.2).

Do ,.core” SCN vedou vstupni drdhy z retiny, intergenikulatnich listki (IGL) a
medidlnich raphedlnich jader (MRN). Do ,,shell* SCN vedou pfedevs§im drahy z ostatnich
hypotalamickych oblasti, koncového mozku, limbického systému, septa a mozkového
kmene.

Nejvyznamnéjsi synchronizac¢ni dréha je monosynapticka draha propojujici retinu a
SCN, tzv. retinohypotalamicky trakt (RTH). Drdha RTH je tvofena axony
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vnitinéfotosenzitivnich retindlnich  gangliovych bunék (ipRGCs, zangl. intrinsic
photoresponsive retinal ganglion cells), které obsahuji specificky fotopigment melanopsin
(OPN4). OPN4 je citlivy prevazné na svétlo kratkych vinovych délek (480-500 nm), které
odpovidd modré casti svételného spektra. Hlavnim neurotransmiterem této drahy je
glutamat. Tato vstupni draha tak zprostiedkovava svételnou synchronizaci hodin (Gooley,
Lu, Chou, Scammell, & Saper, 2001).

Drahy vedouci do SCN z IGL a MRN hraji v regulaci a synchronizaci cirkadiannich
rytmi predevs§im modulacni tlohu. Piepojuji do SCN jak svételné, tak i nesvételné
synchroniza¢ni signaly. Drdha z IGL je oznaCovéna jako genikulohypotalamicky trakt
(GHT) a hlavnim neuropienasecem této drahy je GABA doprovadzena neuropeptidem Y
(NPY) a endorfiny.

Draha z MRN je serotonergni. Vylev serotoninu vede k aktivaci 5-HT receptort SCN
(Morin, 2013). K aktivaci této drahy dochéazi ptedevSim nesvételnymi behavioralnimi
synchroniza¢nimi podnéty (Sumova, Maywood, Selvage, Ebling, & Hastings, 1996) ( obr.
la).

Vystupni drahy z SCN vedou az do 15 mozkovych oblasti (Morin, 2013). Byly
popsany drdhy vedouci do struktur limbického systému (lateralni septum,
jadra bed nucleus striae terminalis, amygdala, hippocampus, prefrontalni kortex, aj.), drahy
vedouci do struktur zodpovédnych za udrzeni a nastup spanku (ventralni preopticka oblast,
orexinergni neurony lateralniho hypotalamu) (Saper, Cano, & Scammell, 2005) nebo drahy
vedouci do dorzomedialniho hypotalamu, regulujiciho ptijem potravy, tekutin a télesnou
hmotnost (Gooley, Schomer, & Saper, 2006) (obr. 1b).

Vyznamnou vystupni multisynaptickou drahou je drdha vedouci do epifyzy,

zodpovidajici za regulaci rytmické tvorby melatoninu (viz kap. 1.4).
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Obr. 1 Vstupni a vystupni drahy SCN znazornéné na mozku potkana. a) Vstupni drahy
do SCN, RHT — retinohypotalamicky trakt; GHT — genikulohypotalamicky trakt; IGL —
intergenikulatni listek talamu, DR a MnR dorzalni a medialni raphe b) Vystupni drahy
z SCN, LHb — lateralni habenula;, PVN — paraventrikularni jadra hypotalamu, DHM —
dorzomedialni hypotalamus, VTA — ventralni tegmentalni oblast, DR — dorzalni raphe,

PVT — paraventrikularni jadra talamu, Sptm — septum. Prevzato z (McClung, 2007).

1.1.2. Hodinovy molekularni mechanismus

Jelikoz jsou cirkadidnni rytmy mezidruhové velmi rozsifenym a evoluéné vyhodnym
starym znakem, je zjevné, Ze podstata vnitinich hodin bude mit zaklad v konkrétnich
genech. Genetické komponenty molekularnich hodin byly oznaeny jako tzv. hodinové
geny. Za odhaleni funkce jednotlivych komponent hodinového mechanismu ziskala v roce
2017 trojice v&dcii Nobelovu cenu za medicinu a fyziologii (Siwicki, Hardin, & Price,
2018). Dnes je jiz molekularni hodinovy mechanismus velmi dobife popsany, ale 1 tak jsou
na poli tohoto vyzkumu neustale objevovany nové modula¢ni mechanismy, které funkci
hodin ovliviiuji.

Cely hodinovy mechanismus spoc¢iva v rytmické aktivaci exprese hodinovych gend,
tvorb& jejich proteinovych produktl a jejich vzdjemnych interakcich. Za generovani
autonomniho rytmu odpovidd mechanismus pozitivné a negativné se ovliviujicich TTZS,

kterych se tyto hodinové geny ucastni. Mezi pozitivni komponenty TTZS patii proteiny
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CLOCK a BMALI. Na BMALI se nachézi strukturni proteinova doména PAS, ktera ma
dimeriza¢ni funkci, a umoziuje tak vytvoieni heterodimeru CLOCK-BMALIL. V oblasti
koncového mozku byl identifikovan funkéni homolog genu Clock, neuronal PAS domain
2 (NPAS2), ktery je schopen vytvaret alternativni heterodimer NPAS2-BMALI1 (Reick,
Garcia, Dudley, & McKnight, 2001). CLOCK-BMALI1 se pomoci bHLA (basic helix-
loop-helix) DNA vazebné domény vaze piimo do enhancerové oblasti zahrnujici sekvenci
E-box (CACGTG), ktera se nachazi v promotorech hodinovych genti Period 1-3,
Cryptochrom (Cryl a Cry2) a pozitivné reguluje jejich expresi.

Geny Per a Cry jsou soucasti tzv. negativni TTZS. mRNA geni je translokovéana do
cytoplazmy, kde vznikaji proteiny PER a CRY. Proteiny PER obsahuji stejné jako BMAL1
dimeriza¢ni doménu PAS, kterd jim umoziuje tvofit jednak homodimery (PER-PER) a
jednak také heterodimery (PER-CRY). Vyznamnou tlohu v dynamice TTZS hraji kinazy.
Kasein kinaza epsilon/delta (CKle/d) a glykogen-syntéza kindza 3 B (GSK3B) svoji
fosforylacni aktivitou ovliviiuji stabilitu proteinu, jeho ochotu dimerizovat nebo maskuji
jeho jaderny lokaliza¢ni signal (Harms, Young, & Saez, 2003; litaka, Miyazaki, Akaike, &
Ishida, 2005a). Fosforylovany PER je degradovan v proteazému, soucasné je ovSem jeho
fosforylace nezbytnad pro tvorbu heterodimeru PER-CRY. Fosforylace tak zpomaluje
dimeriza¢ni proces a naslednou translokaci heterodimeru do jadra. Mutace CKle/d ma tak
za nasledek zkraceni cirkadianni periody svého nositele (H. Lee, Chen, Lee, Yoo, & Lee,
2009). V jadie se PER-CRY vaze na BMALI-CLOCK, ¢imz inhibuje jeho aktivacni
pusobeni, a negativné tak ovlivituje vlastni expresi (Hastings, Maywood, & Brancaccio,
2019).

Vedlejsi regulacni TTZS se podili pfedevsim na regulaci exprese hodinového genu
Bmall. REV-ERBa (kodovany genem Nrldl) funguje jako transkripcni faktor a vaze se
do RORA, regula¢ni oblasti v promotoru Bmall. Timto mechanismem expresi Bmall
inhibuje. Soucasné toto vazebné misto soupeii s RORa, transkripénim faktorem, ktery
naopak expresi Bmall aktivuje. Promotor Rev-erbo. obsahuje sekvenci E-box, je tedy
aktivovan BMAL1-CLOCK a inhibovan CRY-PER. Timto mechanismem je uzaviena
druhd negativni zpétnovazebna smycka (Sato et al., 2004).

Sekvence E-box a regulacni sekvence RORA byly identifikovany i v promotorech
dalSich gent, tyto geny jsou ozna¢ovany jako hodinami fizené geny, a jejich produkce ma
tudiz cirkadianni charakter (shrnuto v obr. 2).

Na regulaci a modulaci molekuldrniho hodinového aparatu se podili i fada dalSich
posttranskripénich mechanismt. Intenzivné studovanym faktorem molekularni biologie
jsou dnes nekodujici RNA. Ukazuje se, ze fada téchto nekddujicich RNA ma cirkadianni
rytmus s vysokou amplitudou. U mysi bylo popsano pies 1 000 rytmujicich nekodujicich
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RNA, identifikovanych v tfad¢ riznych tkani (Zhang, Lahens, Ballance, Hughes, &
Hogenesch, 2014). U dvou znich, miR-219 a miR-132, jiz byla prokazéna uzka
provazanost s cirkadiannim systémem. Knockdown miR-219 vede k prodlouzeni vnitini
periody, miR-132 je indukovéna pfi svételné stimulaci pomoci mitogen-aktivované protein
kinazy (MAPK)/cAMP response-element binding protein (CREB, z angl. cAMP response
element) signaliza¢ni drahy (Cheng et al., 2007). Roli v regulaci cirkadianniho systému
budou pravdépodobné hrat i dlouhé nekddujici RNA (IncRNA z angl. long non-coding
RNA). U velkého mnozstvi z nich byly detekovany cirkadidnni oscilace v jejich expresi a
u fady z nich byla popsana ptitomnost vazebné domény E-box nebo RORA, lze je tedy

klasifikovat jako hodinami kontrolované geny (Fan et al., 2017; Rey et al., 2011).
\
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Obr. 2 Molekularni hodinovy mechanismus Centralnim heterodimerem je CLOCK (nebo

NPAS) a Bmall, ktery se vaze do sekvence E-Box genu Per a Cry a iniciuje jejich
transkripci. Proteiny PER a CRY formuji v cytoplazmé heterodimer a nasledné v jadre
zpétné inhibuji komplex CLOCK/NPAS-BMALI. Soucasné v tzv. stabilizacni smycce
CLOCK/NPAS-BMALI aktivuji i Rev-erba a Rora, které potlacuji ¢i aktivuji expresi
Bmall. E-box se nachazi v dalSich hodinami kontrolovanych genech (CCGs; z angl. clock-
controlled genes) Kindzy CKI a GSK3 B ovliviiuji dynamiku hodin pomoci fosforylace a

ubikvitinace PER/CRY komplexu. Dynamiku hodin oviiviiuji i vapnikové signalizacni kaskady
(MAP/ERK). Prevzato z (Parekh, Ozburn, & McClung, 2015).
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1.1.3. Hodiny v perifernich strukturach

SCN neni jedinou strukturou generujici cirkadianni rytmy, dalsi cirkadianni oscilatory se
nachazeji jak v mnoha strukturach centrdlni nervové soustavy (CNS), tak i ve vétSing
perifernich organti (srdce, plice, stfevo, jatra, ledviny, kosterni sval, kiize, periferni jaderné
krevni bunky aj.). Cirkadianni rytmy nejsou tedy vystupem jedné struktury, ale jsou
vysledkem kooperace celého multioscilatorového systému. SCN jsou v této hierarchii
ostatnim oscildtorim funkéné nadfazeny a funguji jako centralni pacemaker, zajiStujici
predevsim svételnou synchronizaci systému. Vnitini synchronizace SCN s perifernimi
oscilatory je zajiStovana neuro-humoralnimi signaly (Hastings, Reddy, & Maywood, 2003)
(obr. 3).

Hodiny v téchto perifernich strukturach pomohly Iépe popsat transgenni mysi
nesouci gen Per2 spojeny s genem pro enzym luciferazu, ptipadné potkani nesouci
s luciferazou spojeny gen Perl. Vyjmuté organy ¢i tkané téchto zvirat kultivované
v ristovém médiu vykazovaly rytmické oscilace genti i nezavisle na SCN (Yamazaki et al.,
2000; Yoo et al.,, 2004). Nezavislé rytmické oscilace hodinovych genu lze sledovat 1
v lidskych primarnich bunikdch. Schopnost udrzet si rytmicky exprimované hodinové geny
v podminkach in vitro byla sledovana u lidskych fibroblasti transdukovanych
lentivirovym cirkadiannim reportérovym konstruktem (S. A. Brown et al, 2005).
Cirkadianni rytmy na urovni exprese genl lze sledovat i v jednotlivych bunkéch. Krevni
odbéry provadéné ve 24h casovém profilu prokazaly rytmické oscilace hodinovych gent
v perifernich jednojadernych krevnich bunkéach, rytmické oscilace genli je mozné
identifikovat v dennim profilu bun¢k bukalni sliznice nebo v buiikach ziskanych
z vlasového folikulu (Akashi et al., 2010; Koshy, Cuesta, Boudreau, Cermakian, & Boivin,
2019). Mechanismus synchronizace perifernich hodin s centralnimi neni dosud pIné
objasnén, jedna se zjevné€ o neuro-humoralni signaly, kdy vyznamnou roli hraje predev§im
kortizol a melatonin (Cuesta, Cermakian, & Boivin, 2015; Dollins, Zhdanova, Wurtman,

Lynch, & Deng, 1994; Oster et al., 2017; Pandi-Perumal et al., 2008).
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Obr. 3 Centralni oscilator, periferni cirkadianni oscildtory a jejich vystupni rytmy.

Centralni hodiny v SCN jsou primo propojeny s retinou pomoci retinohypotalamického
traktu (RHT) synchronizujictho hodiny se stridanim dne a noci. Z SCN vedou projekce do
rady mozkovych center, ktera casto maji své lokalni hodiny, jez ridi rytmické projevy
chovani (napr. pravidelny prijem potravy, rytmus spanku a bdéni), autonomni a
neuroendokrinni cirkadianni rytmy. Tyto systémové podnéty synchronizuji lokalni
molekularni hodiny v perifernich tkanich, které nasledne reguluji fyziologické rytmy
dulezité pro funkci organismu (napr. kognitivni schopnosti, krevni tlak, funkce ledvin aj.)

Prevzato z (Hastings, Maywood, & Brancaccio, 2018).

1.2. Synchronizace cirkadianniho systému
1.2.1. Svételna synchronizace

Vysadou centralniho oscilatoru je jeho unikédtni schopnost synchronizace s vnéj$imi
svételnymi podminkami. St¥idani svétla a tmy béhem dne a noci je vniméano neuronalni siti
SCN, ktera nasledné informuje periferni oscilatory a indukuje kompresi ¢i dekompresi
cirkadiannich rytmt tak, aby odpovidaly ménicimu se poméru délky svétlé a tmavé ¢asti
dne v prib&hu roku. Cely synchroniza¢ni mechanismus je na svétlo citlivy pouze v
omezenych Casovych tsecich, kterymi je doba stmivani (ranéd faze subjektivni noci) a doba
rozednivani (pozdni faze subjektivni noci). Efektivita svételné synchronizace soucasné
zavisi 1 na délce svetelné stimulace, na spektralnim sloZeni a na jeji intenzité (Lucas et al.,

2014).
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Informaci o svétle zprostiedkovavaji ipRGC obsahujici melanopsin, které projektu;ji
glutamatergnim RHT do SCN. Tyto buiiky jsou zejména citlivé na svétlo o vinové délce
480-500 nm. Vylev glutamatu aktivuje predev§im N-metyl-D-aspartatové (NMDA)
receptory postsynaptické membrany VIP-imunorektivnich buné¢k SCN. Modula¢ni roli v
signalizaci RHT hraje i1 vylev polypeptidu PACAP (z angl. pituitary adenylate cyclase-
activatimg peptide) (Jagannath et al., 2013).

Svétlo plsobici ve vecernich ¢i rannich hodinach mize chod hodin zpomalit nebo
urychlit. Svételnd stimulace v prvni polovin€ noci vyvolad fizové zpozdéni hodin v SCN.
V tu dobu uvolnény glutamat indukuje zvysSeni hladiny intracelularnich vapenatych ionti
(Ca*") v neuronech a tvorbu cyklického adenosin monofosfatu (cAMP). Narist Ca**
v buiice a cAMP aktivuji MAPK. MAPK fosforyluje CREB, ktery navazanim se na
vazebny element CRE (cAMP response element) v promotorech hodinovych genti Per
indukuje jejich expresi v dob¢, kdy ptirozené klesd. Zpozdény Gtlum transkripce genl Per
tak vede ke zpoZdéni molekularnich hodin (Travnickova-Bendova, Cermakian, Reppert,
& Sassone-Corsi, 2002).

Svétlo v druhé poloviné dne vyvolava fazové predbéhnuti, které je zplsobeno
diivéjsi iniciaci exprese Perl a Per2 vedouci k urychleni zpétnovazebnych regulaci TTZS.
Indukce exprese genti Perl a Per2 ziejmé spociva v glutamatem indukované produkci
oxidu dusnatého (NO). Ten aktivuje guanylat cyklazu, kterd vede k produkci cyklického
guanozinmonofosfatu (cGMP) a nasledné aktivaci cGMP-dependentni protein kinazy a

fosforylaci CREB (Shigeyoshi et al., 1997).

1.2.2. Mechanismy nesvételné synchronizace

Mechanismy synchronizace vnitinich hodin nesvételnymi synchroniza¢nimi podnéty jsou
pomérné rozsdhle popsany u fady druhl laboratornich zvifat. Pfes to, Ze nesvételna
synchronizace hraje vedle svételné spiSe druhotfadou roli, neni jeji vyznam zanedbatelny.
Mezi vyznamné nesvételné synchronizatory patii predevsim pravidelné podavana potrava,
pravidelnd pohybova aktivita nebo socidlni interakce. Na popsdni mechanismi nesvételné
synchronizace u laboratornich zvifat se vyznamn& podilela laboratof Nicholase
Mrosovského, publikujici zejména na prelomu osmdesatych a devadesatych let. Autoti
detailn€ popsali mechanismy nesvételné synchronizace vzrusivymi podnéty, vynucenou
pohybovou aktivitou nebo ¢asovanou socidlni interakci zvitat. V podminkéach konstantni
tmy vedly tyto signdly k synchronizaci a faizovému posunu rytmu v pohybové aktivité
zvitat, ktery je nejpouzivanéj$im neinvazivnim markerem pro popis funkéniho stavu
cirkadidnniho pacemakeru. Na mechanismech nesvételné synchronizace se podili

predev§im drdha z IGL do SCN, kde je hlavnim neuropfenaSecem neuropeptid Y.
23



Dopliujici modulacni efekt ucastnici se nesvételné synchronizace ma i raphedlni
serotonergni draha vedouci do SCN (Hut, Mrosovsky, & Daan, 1999; Mrosovsky, 1988,
1995; Reebs & Mrosovsky, 1989) (obr. 4).

Nesvételna synchronizace se do jist¢ miry podili na synchronizaci hodin také u
Clovéka. Silnym synchronizatorem perifernich hodin je pravidelny pfijem potravy.
Casovany piijem potravy dokaze udrZet cirkadidnni rytmy v metabolicky aktivnich tkanich
synchronizované i1 v konstantnim prostfedi. Dosavadni prace ovsem synchronizac¢ni efekt
potravy piimo na SCN neprokazaly. Pokud dojde ke konfliktu svételného a potravniho
synchroniza¢niho signdlu, potrava je pfijimana v neaktivni fidzi dne (v animalnich
experimentech oznaovano jako ,restricted feeding*), dochazi k rozpojeni cirkadianniho
systému a centralni hodiny si udrzuji synchronizaci podle svételnych synchroniza¢nich
podnétii a naopak periferni hodiny metabolicky aktivnich tkéni jsou synchronizované
s rytmem piijmu potravy (Damiola et al., 2000). Zajimavé je, ze aktivita zvifat v reZimu
wrestricted feeding* je sice synchronizovana se svételnym reZimem, ale dochdzi u nich ke
zvysené pohybové aktivité tésné pied podanim potravy. Pfredpoklada se, ze za toto chovani
je zodpovédny tzv. ,food-entrainable oscilator, fungujici nezdvisle na SCN, jehoz
lokalizace je dosud nevyjasnéna (Stephan, 2002).

Vnitini hodiny jsou citlivé 1 na synchronizaci pohybovou aktivitou. Schopnost hodin
posouvat nebo synchronizovat cirkadianni rytmy pomoci pohybové aktivity prokazala fada
experimentl s animalnimi modely. Nejcastéji tyto experimenty vyuzivaji béhaci kolecko.
Takto indukovana pohybova synchronizace u nékterych druhti laboratornich zvirat vede az
k aplnému presunu pohybové aktivity do jejich pivodné neaktivni faze dne (Kas & Edgar,
1999). Pohybova aktivita ma synchronizacni ucinek i na lidsky cirkadianni systém.
Pravidelnd a spravné naCasovana aktivita vede k posileni funkce cirkadiannich rytmiui.
Hraje dileZitou roli ve stafi, kdy byvaji rytmus a synchronizace vnitinich hodin oslabeny
(Van Someren, Lijzenga, Mirmiran, & Swaab, 1997).

Vliv cviceni na synchronizaci vnitinich hodin velmi pékné prokazaly dvé vyzkumné
skupiny, které jako marker faze vnitinich hodin vyuzily nastup nebo pokles melatoninu.
Melatonin je hodinami pfimo fizeny (viz kap. 1.4), je tedy vhodnym ukazatelem fazového
stavu vnitinich hodin. Tyto studie ukézaly, ze cviceni v druhé polovin€ noci vedlo u
subjektii k vyraznému fazovému zpozZdéni cirkadidnnich rytmt. Podobny, ale slabsi efekt
mélo cviceni brzy rdno a cviceni v odpolednich hodindch vedlo k fazovému predb&hnuti
(Baehr et al., 2003; Buxton, Lee, L’Hermite-Baleriaux, Turek, & Van Cauter, 2003).
Experiment s animalnimi modely nahravajici elektrickou aktivitu SCN in vivo potvrdil, Ze
spravné nacasovani cvi¢eni vede ke zvySeni cirkadianni amplitudy ve vnitinich hodinach
(van Oosterhout et al., 2012).
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StarS$i prace popisujici socidlni synchronizaci ¢lovéka v podzemnich bunkrech
ukdzaly, ze vnitini hodiny subjekti bézely volné v Case, ale mezi subjekty byly rytmy
synchronizované¢ (Wever, 1975). Pozdé&ji ale tyto vysledky vyvratila prace kolektivu
Middleton et al. (1996). Rytmy subjektti v této studii bézely voln€ v ¢ase nezavisle na sobé
(Middleton, Arendt, & Stone, 1996). Zda se tedy, Ze socialni synchronizace u ¢lovéka
nebude dostatecné¢ silnd, aby rytmus vnitfnich hodin sefidila sama o sobg&, ovSem
v kombinaci s dal§imi vySe zminénymi nesvételnymi signdly dokaze hodiny efektivné
synchronizovat. Toto tvrzeni lze velmi dobfe demonstrovat studiemi sledujicimi
cirkadianni systém slepct, které poukazuji na variabilitu v efektivité jejich synchronizace.
U slepci s diagnostikovanou absolutni slepotou c¢asto dochazi k neschopnosti
synchronizovat vnitini hodiny s 24h délkou dne a jejich fyziologické rytmy Casto volné
beézi v Case 1 pres snahu udrzet pravidelny denni rezim. Kolektivu Klerman et al. se u
nékterych subjektli s absolutni slepotou podafilo experimentalné prokazat schopnost
synchronizace pouze pomoci nesvételnych synchronizacnich podnéta, kdy subjekty
v kontrolovanych podminkach pomoci ¢asovaného cviceni a pfesného rezimu spanku a
bdéni udrzely synchronizované vnitini rytmy s délkou vnéjsi periody (Klerman et al.,
1998). Obecné je u téchto pacientl synchronizace slozitd a nejcastéji je jako synchroniza¢ni
signal vyuzivan exogenné podavany melatoninovy suplement (Lockley, Arendt, & Skene,

2007).

photic entrainment pathway non-photic entrainment pathway

glutamate serotonin  fs[e]55| induced activity
raphe L arousal
PACAP serotonin median ,
= L
glutamate raphe

Obr. 4 Drahy svételné a nesvételné synchronizace SCN

light

Prima vstupni draha z ipRGCs, RHT vede svetelny vstup do SCN prostiednictvim excitacni
glutamatergni neurotransmise doprovazené PACAP. Neprima draha z ipRGCs vede do
IGL, kde interaguje s nesvételnou serotonergni synchronizacni drahou, ktera vysilda své
projekce z dorzalniho raphe a vyvolava excitacni odpovedi v IGL. IGL piisobi na SCN
inhibicné skrze GABA NPY neurotransmisi. Draha z medidlniho raphe také vyuZiva
serotonergni projekce, ty ale vedou primo do SCN a inhibuji primo jeho aktivitu.
Neuronalni aktivita raphealnich jader je indukovana pohybovou aktivitou nebo vzrusivymi

podnéty. Prevzato z (Wams, Riede, van der Laan, ten Bulte, & Hut, 2017)
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1.3. Melatonin jako synchronizator a ukazatel vnitinich hodin

Melatonin produkovany epifyzou hraje v organismu roli v fad¢ dualezitych procest. Je
dillezity v iniciaci spanku, ma silné antioxida¢ni G€inky, které maji i neuroprotektivni
efekt, a v cirkadidnnim systému hraje dtlezitou roli jednak jako synchronizétor perifernich
hodin fizeny z SCN a jednak dokaze i zpétné sefizovat chod hodin v SCN a informovat je
tak o zmén¢ délky fotoperiody. Délka melatoninového signalu u savei, ptaki, ale i u rostlin
a dalSich organismtli souvisi i s iniciaci reprodukéniho chovani (Masson-Pevet & Gauer,
1994).

Melatoninova produkce je pfimo fizend centrdlnimi hodinami v SCN a vykazuje
robustni cirkadianni rytmus s nizkou denni hladinou a vysokou hladinou v noci (obr. 5b).
Draha tidici jeho tvorbu vede z SCN do PVN. V prubéhu noci dojde k Gtlumu aktivity
neuronit SCN inhibujicich drahu do PVN, coz vede k aktivaci glutamatergni drahy vedouci
zPVN do patefni michy, aktivaci pregangliovych neuronti, vylevu acetylcholinu
stimulujiciho postgangliové bunky cervikéalniho ganglionu, které vedou jako noradrenergni
synaptickd projekce do epifyzy. Stimulace adrenergnich receptorti epifyzy vede
k transkripci a aktivaci aralkylamin N-acetyltransferdzy (AANAT) zodpovédné za tvorbu
melatoninu (Klein and Moore, 1979; Illnerova and Vanecek, 1984). Takto produkovany
melatonin je uvolinovan do mozkomisniho moku a skrze hematoencefalickou bariéru se
dostava do krevniho obéhu. Melatonin primarné piisobi pies membranové melatoninové
receptory sprazené s G-proteiny MT1 a MT2, které se nachazeji i na SCN (obr. 5a).
Melatonin skrze tyto receptory inhibuje elektrickou aktivitu SCN a zptisobuje fazovy posun
hodin jak ve sméru fazového zpozdéni, tak i fazového predbéhnuti v zavislosti na dobé
jeho ucinku. Timto mechanismem hodinam zpétné predava informaci napt. o zméné délky
fotoperiody nebo pomaha resynchronizovat hodiny po pteletu Casovych pasem aj.
Féazového zpozdéni i pfedbéhnuti Ize docilit 1 exogenné podavanym melatoninem (Burgess,
Revell, Molina, & Eastman, 2010; Gillette & McArthur, 1996). Produkce melatoninu je
velmi citliva na svétlo a i kratky svételny pulz o nizké svételné intenzité (1-30 luxti) vede
k okamzité inhibici jeho tvorby (Illnerova, Backstrom, Saif, Wetterberg, & Vangbo, 1978;
Lewy, Wehr, Goodwin, Newsome, & Markey, 1980) (obr. 5b). U nékterych jedinct byl
supresivni efekt pozorovan i pii intenzité < 3 luxy (Phillips et al., 2019). Nejefektivné;jsi
potlac¢eni melatoninové produkce zplisobuje svétlo o vinové délce 460—480 nm (Brainard
et al., 2001).

Ptimé tizeni produkce melatoninu z SCN umoziiuje vyuZziti melatoninového signalu
jako velmi ptesného ukazatele faze a vnitiniho ¢asu cirkadidnnich hodin ¢lov€ka. Nastup

a pokles melatoninu méfeny v podminkach tzv. ,,dim light melatonin onset* (DMLO), tj.
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pti takovém svétle, které nevede k inhibici jeho ptirozeného, hodinami fizeného naristu,
mize pomérn¢ presné urCovat pocatek a konec subjektivni noci Clovéka. Hladiny
melatoninu Ize detekovat v krevni plazmé, ve slin¢ nebo v moc¢i ve forme jeho metabolitu

6-sulfoxymelatoninu (J. Arendt, 2019).
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Obr. 5 a) Draha vidici tvorbu melatoninu. V priibéhu dne nebo viivem svételné expozice
béhem noci pusobi SCN inhibicné na drahu aktivujici tvorbu melatoninu. Melatonin
tvoreny epifyzou zpéetné pres MTI a MT2 receptory inhibuje aktivitu neuronit SCN a tak
zpétné potencuje vlastni produkci a prispiva k synchronizaci hodin (Berry, 2012) b)
Zména hladiny melatoninu v zavislosti na délce fotoperiody a osvitu v prithéhu noci

(Sack, Blood, Hughes, & Lewy, 1998)

Lipofilni podstata melatoninu mu umoznuje i voln¢ prochazet pres plazmatickou
membranu a vazat se na cytosolicky receptor (MT3) a jaderné receptory (ROR/RZRa a
RZR) (Becker-André et al., 1994; Boutin, 2016).

Receptory MT1 a MT2 byly popsany i v fadé dalSich perifernich tkdni. Kromé
membranovych receptori mize melatonin diky své lipofilni povaze prochdzet pies
bunéénou membranu a pisobit 1 na cytosolicky receptor (MT3) a jaderné receptory
(ROR/RZRa a RZRP) (Becker-André et al., 1994; Boutin, 2016). Predpoklada se, ze
aktivaci té€chto receptorii se melatonin podili na synchronizaci hodin v perifernich
strukturdch. Animdalni studie potvrdily synchroniza¢ni u¢inek melatoninu na hodiny
v myokardu, ve dfeni nadledvinek ¢i v experimentech in vifro na hodiny v kulturach
adipocytl (Alonso-Vale et al., 2008; Valenzuela et al., 2008; Zeman & Herichova, 2013).
Melatonin hraje téz vyznamnou ulohu v regulaci imunitni odpovédi a je zodpovédny za
cirkadianni regulaci slezinou produkovanych lymfocytii (Drazen, Bilu, Bilbo, & Nelson,

2001).

27



Kromeé epifyzy je melatonin v nemalé miie produkovan i butikami jinych tkéni. Jeho
tvorba byla naptiklad identifikovana v bunkach retiny, kde hraje vyznamnou roli
v synchronizaci vlastnich semiautonomnich retindlnich hodin i jako antioxidant (Green &
Besharse, 2004; Yu, Pang, & Tang, 1981). Velké mnozstvi melatoninu je syntetizovano
také ve streve, kde se zda, ze funguje jako signalni molekula stievni mikroflory (Konturek,
Konturek, Brzozowski, & Bubenik, 2007; Paulose & Cassone, 2016). Tvorba melatoninu
byla také identifikovana v bunikdch kostni diené (Conti et al., 2000). Melatoninové
receptory se nachdzeji i na membran¢ mitochondrii v neuronech a ukézalo se, Ze melatonin
produkuji samotné mitochondrie. Mitochondrialni melatonin bude mit pravdépodobné

vyrazné neuroprotektivni u¢inky (Suofu et al., 2017).

1.4. Desynchronizace hodin a jeji dopad na duSevni zdravi

Desynchronizace s vnéjSim prostfedim nebo desynchronizace jednotlivych vnitinich hodin
mezi sebou vede k rozvratu celkové vnitini homeostazy a cely hodinovy komplex tvofeny
centralnimi hodinami a fadou perifernich hodin piestava plnit svoji funkci.
Desynchronizace mliZze probihat na 3 zakladnich urovnich.
1)  Centralni hodiny nedostdvaji dostate¢né silné synchronizacni signaly, které by
umoznily udrzet hodiny synchronizované s vnéjsim prosttedim. Chod hodin je néasledné
oslabovan a synchronizace systému slabne.
2)  Vlivem konfliktnich synchroniza¢nich signali dochéazi k odklonu synchronizace
perifernich hodin od hodin centralnich. Nejextrémné&jsi piipad takové desynchronizace je
prace v rotaénim sménném provozu, kde je synchronizacni svételny signdl pfitomen
v neadekvatni ¢asti dne. Soucasné tento rezim byva doprovazen piijmem potravy v no¢nich
hodinach. Tyto konfliktni synchroniza¢ni signaly vedou k rozpojeni synchronizace
centrdlnich a perifernich hodin, destabilizaci systému vnitfnich hodin a velmi
pravdépodobné jsou pti¢inou fady zdravotnich komplikaci. Prokazatelné naptiklad zvysuji
incidenci kardiovaskularnich, obezitologickych a onkologickych onemocnéni (Antunes,
Levandovski, Dantas, Caumo, & Hidalgo, 2010; Davis & Mirick, 2006; Hermansson et al.,
2019).
3) Dochdzi k zeslabenému pienosu synchronizacnich signalli z centralnich hodin
k hodindm v perifernich strukturach. Chod perifernich hodin se pod vlivem slabych
synchroniza¢nich signalii a sniZujici se amplitudy cirkadiannich oscilaci z centrdlnich
hodin za¢ne vzéjemné fazové rozchazet.

Desynchroniza¢ni udalost, jako je naptiklad pfelet vice Casovych pdsem, prace

v noci, (Inder, Crowe, & Porter, 2016), spankové deprivace nebo casté narusovani chodu
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hodin nepravidelnym Zzivotnim rezimem, muze pusobit jako spoustéci signal afektivnich
onemocnéni (Katz, Knobler, Laibel, Strauss, & Durst, 2002).

Cela tada studii poukazuje na to, ze CS hraje roli v patofyziologii nékterych
neuropsychiatrickych, neurodegenerativnich a spankovych onemocnéni. U téchto
onemocnéni jsou typicky popisovany zmény v rytmu spanku a bdéni, v télesné teploté,
rytmu nékterych hormonti, jako napt. v hlading kortizolu nebo melatoninu, ale i zmény na

urovni samotného regula¢niho mechanismu vnitinich biologickych hodin.

1.4.1. Desynchronizace a afektivni poruchy

SCN je centrdlni a hierarchicky nadfazeny oscilator, ktery udrzuje cirkadianni systém
hodin synchronizovany s vnéj$imi podminkami. Vlivem ubytku synchronizac¢nich stimula
¢1 napriklad vlivem genetickych predispozic, které mohou citlivost systému
k synchronizacnim stimulim sniZzovat, miZe dochazet k oslabeni synchronizace mezi
centralnim oscilatorem a oscilatory perifernimi. Desynchronizace, snizeni amplitudy nebo
fazové posunuti rytmickych oscilaci bylo sledovano napt. u pacientil s unipolarni depresi
(UD), a to 1 na urovni genové exprese v nékolika mozkovych strukturach (J. Z. Li et al.,
2013) (obr. 6). S cirkadiannim systémem uzce interaguje také fada 1€kt uzivanych k 1é¢bé
afektivnich poruch a uspésnost 1é¢by casto souvisi se zlepSenim cirkadidnnich rytmt
pacienta. Na zdravotni stav pacienta ma soucasné ptiznivé u€inky striktni denni rezim, tzv.
»social rhythm therapy”, kdy pacient pravidelné vstava i1 uléha ve stejnou hodinu,

(Leibenluft & Suppes, 1999; Wehr, 2018) (viz kap. 1.6.5).

A) Molecular rhythms of MDD B) The synchronization of molecular
subjects are not synchronized rhythms within a single brain region
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Obr. 6. Schematické znazornéni naruSené cirkadianni synchronizace genové exprese u
pacientii s unipolarni depresi (UD; MDD, 7 angl. major depresive disorder). A) Schema
zndzornujici vnitrni fazovou desynchronizaci subjektu s UD (prerusovana kiivka) s délkou
solarniho dne. B) Schéma znazornujici synchronizovanou expresi dvou rytmickych geni

v ramci jedné mozkové oblasti u kontrol a narusenou synchronizaci u pacientit s UD. C)
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Schéma znazornujici snizeni amplitudy rytmu exprimovaného genu u pacientii s UD ve

srovnani se zdravou kontrolou. Prevzato z (N. Edgar & McClung, 2013).

1.4.2. Desynchronizace a neurodegenerativni onemocnéni

Naruseni 24h cirkadidnniho rytmu je béznym jevem, ke kterému v pribéhu starnuti dochazi
neurodegenerativnimi onemocnénimi, jako je Alzheimerova nemoc, mirna kognitivni
porucha nebo Parkinsonova nemoc. Nejcastéji se projevuji nepravidelnosti spankového
rytmu, snizenou denni pohybovou aktivitou vedouci k oslabeni pravidelnosti rytmu spanku
a bdéni, snizenim amplitudy rytmické produkce melatoninu a tendenci k fazovému
piredbéhnuti spankového rytmu, rytmu vnitini télesné teploty nebo produkce melatoninu
(Hooghiemstra, Eggermont, Scheltens, Van Der Flier, & Scherder, 2015; Naismith et al.,
2014; Ortiz-Tudela et al., 2014; Weissova, Bartos, Sladek, Novakova, & Sumova, 2016).
Ukazuje se, ze pravé narusené cirkadianni rytmy mohou byt detekovany jesté pied
propuknutim téchto onemocnéni, a mohly by tak slouzit jako prvni signaly rozvijejiciho se
neurodegenerativniho onemocnéni (Musiek et al., 2018). Neurodegenerativni procesy
narusuji drahy vedouci ze SCN 1 integritu samotnych SCN. Vysledkem téchto procest je
oslabovani amplitudy cirkadidnnich rytmt a oslabovani celkové synchronizace centralnich
a perifernich hodin. Vysledkem narusené integrity cirkadianniho systému je
destabilizovand vnitini homeostdza, coz dale vede ke zhorSovani projevl
neurodegenerativnich onemocnéni. Naopak plati, Ze mén¢€ robustni cirkadianni rytmus a
fragmentovanéjSi pohybova aktivita vlivem jinych okolnosti, napf. nedostatecnou
synchronizaci, jsou rizikovym faktorem pro rozvoj mirné kognitivni poruchy ¢i demence

(Tranah et al., 2011).
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Obr. 7 Schematické znazornéni zmény amplitudy melatoninu (svétle modra), kortizolu
(Cervena) a télesné teploty (tmavé modra) v dospélosti (nahoie) a u starnouci populace

(dole) v priubéhu dne. Prevzato z (Logan & McClung, 2019).

1.4.3. Vybrana afektivni onemocnéni spojena s poruchou cirkadidnniho
systému
SCN jsou zapojeny do fady neurondlnich okruhti v CNS. Vychazeji z nich drahy do
piiblizné¢ 15 oblasti mozku, pfedevsim pak do hypotalamickych oblasti a do limbického
systému. Piimé projekce vedou do amygdaly, lateralniho septa a habenuly a nepfimé
projekce vedou pres paraventrikularni talamicka jadra i do medialniho prefrontalniho
kortexu (mPFC) (Abrahamson & Moore, 2001; Morin, 2013). Projekce SCN do
dorzomedidlnich jader hypotalamu je zodpovédna za cirkadidnni rytmus spanku a bdéni a
projekce do mPFC ovliviiuji rytmické oscilace nalady a kognitivnich funkci béhem dne.
Cirkadianni systém je tedy Uzce provazan s etiologii fady psychiatrickych onemocnéni.
U zdravého clovéka kolisa pravidelné v pribéhu dne mentdlni vykon, lze sledovat i
pravidelné oscilace nalady. Nepravidelné, neocekavané zmény néalad a naruSeny rytmus
spanku a bdéni jsou chronobiologické markery, které mohou poukazovat na rozvoj
depresivnich onemocnéni, jako jsou UD, bipolarni afektivni porucha (BAP), nebo také

schizofrenie (Boivin, 2000; Gordijn, Beersma, Bouhuys, Reinink, & Van den Hoofdakker,
1994; Wehr, 2018).
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1.4.3.1.  Bipolarni afektivni porucha

BAP je chronické onemocnéni, pro které je typické stfidani manické a depresivni faze,
doprovazené zménami a nestabilitou spankového rytmu. Rozsifeni onemocnéni v populaci
dosahuje asi 1 % a jeho vyskyt je geneticky podminény. Dédi¢nost tohoto onemocnéni se
pohybuje mezi 60—85 %. V poslednich letech byla identifikovana fada genti a specifickych
oblasti DNA, které souvisi s vyskytem BAP, a to vcetné genli, které jsou soucasti
cirkadianni TTZS (Weber et al., 2011; Ikeda et al., 2017; Miihleisen et al., 2014, Hou et
al., 2016, Cichon et al., 2011).

Typickym projevem tohoto onemocnéni je pravidelné stfidani ndlad spojené
s vyraznymi zménami aktivity. Tyto projevy byvaji sou¢asné doprovazeny hypersomnii v
prubéhu depresivni faze ¢i insomnii béhem manické faze (Harvey, 2008; Ohayon & Roth,
2003). Bylo popséano, Ze pravé naruSeni pravidelnych rytmt, nejéastéji naruseni rytmu
spanku (naptiklad spankova deprivace), vede k iniciaci nejcastéji manické epizody nebo

k velmi rychlému pifepnuti z depresivni fdze do manické (obr. 8).

24-h solar days Mood

Obr. 8 Znazornéni vlivu jednoho dne spankové deprivace, kterd zpiisobuje prevrat
z depresivni do manické epizody u pacientit s BAP. Na obrdzku je zachycena pohybova
aktivita ve 48h intervalech. Cernd oblast oznacuje aktivni tiseky, bild pole zndzoriuji
spanek. Krivka po pravé strané naznacuje zmeénu ndlady v case, pricemz znaménko —

oznacuje depresivni fazi a + manickou fazi. Prevzato z (Wehr, 20138).

Zmény behavioralnich markert cirkadiannich rytmi byly u pacientti s BAP popsany
jiz pred lety. Bylo patrné, Ze béhem depresivni faze dochéazi k fAzzovému zpozd'ovani rytmu
jejich pohybové aktivity oproti zdravym subjektiim, coz poukézalo na prodlouzenou délku
periody vnittnich hodin pacientii s BAP. Naopak béhem manické faze se cirkadianni cyklus
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pohybové aktivity zkratil. Tendence ke zkracovani periody byly sledovany jiz tésné pied
propuknuti manické epizody (Wehr, Wirz-Justice, Goodwin, Duncan, & Christian Gillin,
1979). Rozdily mezi manickou a depresivni fazi byly sledovany i v dalSich cirkadiannich
parametrech. U pacientd v manické fazi byl sledovan netypicky nartist denni hladiny
melatoninu (Kennedy, Kutcher, Ralevski, & Brown, 1996; Novakova, Prasko, Latalova,
Sladek, & Sumova, 2015; Robillard et al., 2013). U pacientti v manické fazi byla amplituda
rytmu v expresi hodinovych gent vétsi ve srovnani s kontrolni skupinou a rytmus fazoveé
predbihal rytmus hodinovych genii béhem depresivni epizody (Novakova et al., 2015).
Fazové zmény u pacientti s BAP v zavislosti na manické ¢i depresivni epizod¢ popsala i
nedavna korejska studie (Moon et al., 2016). Tato prace sledovala rytmus kortizolu a
hodinovych geni a zjistila, Ze u pacientll v akutni manické fazi byl rytmus v téchto
cirkadidnnich markerech ve srovnani s kontrolni skupinou pfiblizné¢ o 7 hodin fazové
zpozdén a v depresivni fazi byly tyto rytmy pfiblizné o 6 hodin fazové pfedb&hnuty. Po
stabilizaci jejich stavu doslo 1k normalizaci fAzovych posuntl v téchto parametrech (Moon
et al.,, 2016) (obr. 9). Zda se tedy, Ze béhem manické a depresivni faze onemocnéni se

vnitini hodiny chovaji jinak.

Manic episodes (majority)
Recovery by phase delay (7 hours) Depressive episodes

Recovery by phase advance (4-5 hours)

Euthymia

Mixed manic episodes
Recovery by phase advance (6-7 hours)

Manic episodes (minority)
Recovery by phase advance (17 hours)

Obr. 9 Schéma znazoriujici hypoteticky model fazového posunu u pacientii s BAP.
Navrzeny model podle studie Moon et al. 2016 predpokladad, Ze v manické fazi jsou
cirkadianni rytmy pacientit s BAP fazove zpozdené (Cervena tecka) a po stabilizaci stavu
dojde k normalizaci faze cirkadiannich rytmii (Cervena Sipka). V priitbéhu depresivni faze
Jjsou cirkadianni rytmy naopak fazove predbéhnuté (modra tecka) a po stabilizaci stavu

pacienta téz dojde k normalizaci faze cirkadiannich rytmu (modra Sipka). Prevzato z

(Moon et al., 2016).
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Experimenty vyuzivajici bunéné kultury in vitro, které nejsou citlivé na interakci
s prostfedim nebo na okamzité podminky vnéjSiho prostiedi subjektu, dobfe popisuji
endogenni stav hodin ovlivnény pouze genetickym nebo epigenetickych pozadim. Yang et
al. (2009) ve své studii vyuzivali fibroblasty pacientli s BAP v bunéénych kulturach a
popsali signifikantni pokles amplitudy v rytmické expresi hodinovych genti Bmall, Rev-
erbo, Dbp (S. Yang, Van Dongen, Wang, Berrettini, & Bucan, 2009). Fibroblasty pacientd
s BAP vykazovaly také signifikantné delsi periodu nez fibroblasty kontrolnich subjektt.
V kulturach lidskych fibroblasti bylo také zjisténo signifikantni snizeni hladiny
fosforylované formy GSK3p, tedy zvySeni jeji aktivované formy (Michael J. McCarthy et
al., 2019). GSK3B hraje dutlezitou roli v hodinovém molekuldrnim mechanismu. Za
béZznych podminek aktivovana GSK3p fosforyluje proteiny REV-ERBa, BMALI1, PER2,
CRY2 1 CLOCK. Fosforylace jednotlivych komponent vede ke stabilizaci proteinovych
produktt hodinovych geni, a tim se podili na dynamice TTZS.

Souvislost cirkadidanniho systému s BAP potvrzuji 1 genetické studie popisujici
ptimou spojitost polymorfismit hodinovych genil s vyskytem BAP. U hodinového genu
Per3 byl prokézan rozdil v poctu tandemovych repetitivnich sekvenci (VNTR), ktery
souvisi s rozvojem BAP typu I. U pacientt, ktefi nesou kratsi, Ctyfikrat se opakujici
repetitivni motiv homozygotné na obou alelach genu Per3 (Per3*?), se onemocnéni
projevuje v niz§im véku nez u pacientll nesoucich delsi variantu v obou alelach genu Per3
(Per3”). U genu Per3 byla také identifikovana dvojice jednonukleotidovych
polymorfismi (SNP, z angl. single nukleotide polymorphism) rs707467 a rs10462020,
které souvisi s vyskytem BAP (Benedetti et al., 2008). Dale byl sledovan vyskyt SNP
hodinového genu Clock u pacienti s BAP, kde doslo k zdamén¢ thyminu za cytosin v poloze
genu 3111 (3111C/T) a genu pro VIP (Soria et al., 2010). Ukéazalo se, ze u nositell
homozygotni alely C v genu Clock byla zvySena incidence BAP (K. Y. Lee et al., 2010),
nositelé vykazovali dvojnasobné castéjsi recidivu manické ¢i depresivni epizody a byla
pozorovana také Castéjsi recidiva insomnickych potizi (Benedetti et al., 2003). Zajimavé je
také, Ze jako jeden z animdlnich modeld pro studium manické faze BAP se vyuzivaji mysi
s genetickou modifikaci v genu Clock (ClockA19) (Roybal et al., 2007; van Enkhuizen,
Minassian, & Young, 2013).

Rozvoj BAP typu I by mohl souviset is SNP v promotorové oblasti genu pro GSK3.
Dvé nezavisle bézici studie informovaly, Zze SNP (-50T/C) miZe ovlivnit klinickou
odpoveéd’ na terapeutické podavani lithia. Soucasné nékteré studie naznacuji, ze SNP
GSK3B v homozygotni T/T formé by mohl souviset s ontogeneticky ¢asnéjSim rozvojem

tohoto onemocnéni (Adli et al., 2007; Michelon et al., 2006).
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V europoidni populaci byl prokazan signifikantné zvyseny vyskyt polymorfismu
Cryl varianty rs8192440 a NrlD] varianty rs2071427 u pacientt odpovidajicich na 1écbu
lithiem (Mccarthy et al., 2011).

1.4.3.2.  Unipolarni deprese

Unipolarni deprese je onemocnéni, jehoz heritabilita se pohybuje kolem 37 % a podle
nejnovejsich informaci Svétové zdravotnické organizace (WHO) je touto nemoci postizeno
kolem 264 milionti jedincti celosvétové populace. Rada klinickych studii potvrdila, Ze tato
choroba je doprovazena spankovymi obtizemi, napf. insomnii, zkracenim REM faze
spanku (W. C. Duncan, Pettigrew, & Gillin, 1979), zm&nami rytmicity spanku a bdéni,
poklesem amplitudy rytmu denni pohybové aktivity (Hori et al., 2016) a dochdzi u nich ke
zménam oscilaci sekrece fady rytmicky produkovanych hormonti (Posener et al., 2000;
Souétre et al., 1989).

Studie na pacientech s UD upozoriiuji, ze u subjektti dochazi ke zpozdéni ukazateli
cirkadidnnich rytmt. Vychazi najevo, ze subjekty vykazujici tzv. veCerni chronotyp maji
vy$§i pravdépodobnost rozvinuti UD a vykazuji zavaznéj§i symptomy pribéhu
onemocnéni (Miiller, Kundermann, & Cabanel, 2016). K rozvoji UD casto dochazi také u
pacientli se syndromem zpozdéné spankoveé faze (Murray et al., 2017). S hypotézou fazove
zpozdénych hodin pracuje i terapeuticky pfistup vyuzivajici ranni jasné svétlo, které ma u
pacientli indukovat fazové predbéhnuti hodin. Stejné tak se ukazuje, ze podobny efekt maji
1 antidepresiva SSRI (viz kap. 1.7) (Lam et al., 2016).

(Beck-Friis et al., 1985; R. Brown et al., 1985) ¢i pokles amplitudy jeho rytmické tvorby
(Claustrat, Chazot, Brun, Jordan, & Sassolas, 1984). Nov¢jsi studie poukazuje 1 na fazové
zpozdéni v tvorbé melatoninu u pacientit s UD (Crasson et al., 2004). Zd4 se, Ze snizené
hladiny melatoninu jsou spiSe typické u pacientii s melancholickymi ptiznaky deprese
(Fountoulakis et al., 2001). OvSem vzhledem k tomu, Ze melatonin je velmi citlivy na
svételné podminky, Ze je jeho hladina u jednotlivcil velmi variabilni a Ze s pfibyvajicim
vékem dochazi k jeho markantnimu tbytku, neni melatonin upln¢ spolehlivym markerem.

U pacientll s UD dochazi pravdépodobné i k naruseni molekularniho hodinového
mechanismu a synchronizace cirkadianniho systému. Studie provadéna u pacientti s UD
post mortem prokéazala — oproti zdravym kontroldm — desynchronizovany rytmus exprese
hodinovych genii mezi Sesti sledovanymi mozkovymi strukturami: amygdala, cerebelum,
prefrontalni kortex, hipokampus, cingularni kortex a nucleus accumbens. Autofi soucasné
poukézali na to, Ze z 12 000 transkripti jich pies 700 vykazovalo cirkadidnni oscilace. Ve

vSech sledovanych mozkovych strukturdch kontrolnich subjekti byly mezi nejvyraznéji
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rytmujicimi geny identifikovany jednotlivé hodinové geny. U skupiny s UD rytmus vétSiny
hodinovych genti identifikovan nebyl (J. Z. Liet al., 2013) (obr. 10).

V genetickych populacnich studiich pacienti s UD byly popsany i specifické
polymorfismy v hodinovych genech Cryl a Npas2, které souvisely s vyssi incidenci

onemocnéni ve sledované skupiné (Soria et al., 2010).

Control MDD

DLPFC| Acg | Hip | AMY | Nac | CB

PDZRN3 e
BHLHE40
BHLHE41

Obr. 10 Rymicky exprimované geny v jednotlivych mozkovych strukturdach zdravych

jedincii a pacientii s unipoldrni depresi. Cervené jsou oznacena pole signalizujici
rytmickou expresi genu v dané strukture. Tucné jsou zvyraznény geny souvisejici
s molekularnim hodinovym mechanismem. AMY = amygdala, CB = cerebelum, DLPFC =
dorzolateralni prefrontalni kortex, Hip = hipokampus, Acg = cingularni kortex a Nac =

nucleus accumbens. Prevzato z (Edgar and McClung, 2013).

1.4.4. Farmakoterapeutické a nefarmakoterapeutické pristupy lécby
afektivnich poruch a jejich interakce s cirkadiannim systémem
K 1écbé depresivnich onemocnéni se v nékterych ptipadech pouzivaji 1éky nebo
terapeutické postupy, u kterych bylo prokdzano, ze piimo interaguji s hodinovym
molekularnim mechanismem. N¢které pouzivané latky ovlivituji funkci kindz, zptsobuji
fazové posuny rytmi nebo interferuji se svételnou synchronizaci. Mezi tyto latky patii
lithium, z antidepresiv pfedev§im SSRI (z angl. selective serotonin reuptake inhibitors)
nebo agomelatin a v posledni dob¢ se ukazuje, Ze takto plisobi i ketamin zndmy pro sviij

rychly antidepresivni G¢inek.
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1.4.4.1. Lithium
Lithium se standardné pouziva ve formé chloridu lithného (LiCl) jako I€k ke stabilizaci
nalady a u pacientli s BAP byva Casto 1ékem prvni volby. Obecné se 1é¢ba pomoci lithia
povazuje za velmi ucinnou, ovSem 25-30 % pacientll s BAP na ni neodpovida (Li-NR).
Stejn¢ jako BAP vykazuje vysokou miru dédi¢nosti, ukazuje se, ze i odpovéd’ na lécbu
lithiem je geneticky determinovana (Hou et al., 2016).

Rada studii potvrzuje, Ze podavani lithia p¥i animélnich, humannich i experimentech
in vitro vede k prodlouzeni cirkadidnni periody. U transgennich mySi PER2:LUC bylo
prokazano, Ze aplikace lithia vede k prodlouZeni periody pohybové aktivity 1 k prodlouZeni
periody oscilaci a nartistu amplitudy genové exprese Per? v SCN organotypickych
kulturéch i v bunéénych kulturach fibroblastt (J. Li, Lu, Beesley, Loudon, & Meng, 2012).
Tento efekt byl nasledné sledovan v dalSich mozkovych strukturdch mysi PER2:LUC
(Yoshikawa & Honma, 2016). U c¢loveka bylo po podani lithia popsano prodlouzeni
cirkadidnni periody v rytmu télesné teploty, rytmu pohybové aktivity a rytmu spanku a
bdéni (Abreu & Braganca, 2015; Johnsson, Engelmann, Pflug, & Klemke, 1983; Kripke,
Mullaney, Atkinson, & Wolf, 1978).

OvSem u pacientii s BAP je spiSe pozorovéana tendence k fazovému zpozdovani
rytmu, které souvisi s del$i cirkadianni periodou. Naopak signifikantn¢ delsi cirkadianni
periodu exprese genu Per2 v bunécnych kulturach fibroblasti téchto pacientli popsala
prace McCarthy et al. (M. J. McCarthy et al., 2013). V navazujici studii autoti prokazali,
ze aplikace lithia k t€émto bunéénym kulturam vedla ke zkraceni cirkadianni periody a
k nartstu amplitudy. Tento efekt byl vSak sledovan pouze u pacientd, ktefi pozitivné
odpovidali na 1é¢bu lithiem. Bunécné kultury fibroblastti pacientti Li-NR vykazovaly delsi
periodu a ptidani lithia do média nemélo na cirkadidnni parametry zadny vyznamny vliv
(Michael J. McCarthy et al., 2019) (obr. 11). Tato studie, na rozdil od ptedchozich
experimentl in vitro, pouzivala koncentrace lithia, které jsou podobné plazmatickym
hladindm u pacientd. OvSem experimentalné celd fada in vitro studii publikuje vysledky

pracujici s az 100krat vy$Simi koncentracemi.
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Obr. 11 Rytmicka exprese genu Per2 v transdukované kultuie Per2:luc fibroblastit u
pacientii s BAP LiR a Li-NR v nékolikadennim casovém profilu. A) Délka periody u Li-
R (modre) a Li-NR (Cervené) B) Efekt lithia na amplitudu oscilace genu Per2 ve
fibroblastech Li-R pacientii. Prevzato z (Michael J. McCarthy et al., 2019).

Komplexni mechanismus u¢inku lithia neni zcela znam, ovSem jednim z popsanych
efektt je jeho interakce s GSK3p kindzou, ktera hraje roli i v regulaci molekularnich hodin.
Lithium plisobi jako inhibitor GSK3 kinazy, kde se vaze do vazebného mista pro hotcik.
Inhibici GSK3p zpiisobenou lithiem nedochazi ke stabilizujici fosforylaci REV-ERBa, coz
vede k okamzité proteozomdlni degradaci REV-ERBa, ktera miize mit za nasledek
zkraceni cirkadianni periody (Yin, Wang, Klein, & Lazar, 2006). Podobny efekt
inhibované GSK3f lithiem je popsan pro PER2. Inhibice fosforylacni aktivity GSK3f
vedla ke zpozdéné translokaci PER2 do jadra, coz zpisobilo fazové zpozd’ovani jeho
exprese (Iitaka, Miyazaki, Akaike, & Ishida, 2005b). Zmény fosforylace a jinych
posttransla¢nich uprav proteinovych produktii hodinovych gent jsou dulezité praveé
v dynamice molekularniho mechanismu a jsou zasadni komponentou dobie fungujicich

molekularnich hodin.

1.4.4.2.  Selektivni inhibitory zpétného vychytavani serotoninu (SSRI)
Lécba pomoci antidepresiv SSRI vede k ndrtstu extraceluldrnich hladin serotoninu, coZz ma
za nasledek zvySeni serotonergni signalizace neuronti. UZivani antidepresiv SSRI vede
kromé redukovani depresivnich symptomili pacienta i ke stabilizaci jeho cirkadiannich
rytmd.

Serotonergni signalizace hraje v CS vyznamnou roli pfedevSim pii nesvételné
synchronizaci. Do SCN vedou piimé vstupni drahy ze serotonergnich raphealnich jader a
v SCN byla identifikovana fada serotonergnich receptorti (Moore & Speh, 2004). U
experimentalnich hlodavci bylo prokdzano, ze aplikace serotonergnich agonisti vyvolava

vyrazné fdzové piredbéhnuti v pohybové aktivité a naopak vybuzeni zvifete vzrusivymi
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podnéty (napt. umisténim beéhaciho kolecka nebo manipulaci se zvifetem), které je
povazovano za nesvételny synchronizacni podnét, kombinované s poddnim antagonisty
vedlo ke snizeni behaviordlné indukovaného fdzového predbehnuti (D. M. Edgar, Dean,
Dement, Miller, & Prosser, 1993; Sumova et al., 1996).

Experimenty testujici fluoxetin, jednu z u¢innych latek typu SSRI, prokazaly jeho
vliv na cirkadianni rytmy. Aplikace fluoxetinu do organotypickych kultur SCN vedla
k fazovému predbehnuti rytmu neurondlni aktivity i k fazovému ptedb&hnuti elektrické
aktivity (Sprouse, Braselton, & Reynolds, 2006). Kromé fluoxetinu byly na tkanovych
kulturach fibroblasti testovany 1 dalsi zastupci SSRI (sertralin, fluvoxamin, citalopram,
paroxetin) a jejich aplikace vedla také ke zkraceni wvnitini cirkadidnni periody
molekuldrnich hodin (Nomura, Castanon-Cervantes, Davidson, & Fukuhara, 2008). Stejné
tak systémové podani fluoxetinu potkantim vedlo k fazovému predb&hnuti jejich pohybové
aktivity a zaroven vedlo ke zvySené citlivosti zvifete na svételnou synchronizaci (Cuesta,
Mendoza, Clesse, Pévet, & Challet, 2008). ZvySena citlivost na svételnou synchronizaci
po podani SSRI (citalopram) byla sledovana 1 v humanni studii McGlashan et al. (2018).
D4 se tedy ptredpokladat, ze by se SSRI mohly ucastnit resynchronizace zpozdéné vnitini
faze hodin pacientli s UD svételnymi i nesvételnymi podnéty.

Mechanismus u¢inku SSRI na hodinovy mechanismus neni dosud zcela objasnén,
oviem ¢asteéné by ho mohla objasnit teorie neuronalni plasticity vyvolané SSRI. Rada
animalnich 1 huménnich studii prokézala, ze dlouhodobé uzivani SSRI zpiisobilo nartst
BDNF (z angl. brain-derived neurotrofic factor). BDNF se vaze na receptory TrkB a
aktivuje tak signaliza¢ni kaskddu stimulujici neurondlni riist a neurondlni plasticitu
(Duman & Voleti, 2012). Receptory TrKB se nachazejii v SCN a jsou zapojené do svételné
synchronizace hodin (Allen, Qu, & Earnest, 2005; Liang, Allen, & Earnest, 2000). Je tak
mozné, ze mechanismus U¢inku SSRI na cirkadianni hodiny bude souviset se signalizaci

BDNF-TrkB.

1.4.4.3. Agomelatin
Agomelatin byl schvalen v roce 2009 jako nové 1éCivo pro pacienty s UD. Latka je
syntetickym analogem melatoninu a piisobi jako agonista obou melatoninovych receptorti
(MT1/MT2) a soucasné i jako agonista SHT>c. Animélni experimenty prokézaly jeho
piimy vliv na SCN, a to jak prostfednictvim jeho vazby k 5HTac, tak k MT1/MT2
receptorim (J. Yang et al., 2016). Ukazuje se, Ze ma resynchroniza¢ni efekt na rytmus
télesné teploty, na rytmus kortizolu a na n€které dal$i hormony. A ve srovnani s jinymi
antidepresivnimi léky nenaruSuje spankovou architekturu (Leproult, Van Onderbergen,

L’Hermite-Balériaux, Van Cauter, & Copinschi, 2005).
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Jeho antidepresivni ucinek je ovSem vyrazné slabsi nez ucinek bézné uzivanych
antidepresiv. Zda se tedy, ze hlavni efekt tkvi spiSe ve zlepSeni kvality naruSeného spanku

depresivnich pacientii (Gahr, 2014).

1.4.44. Ketamin
V poslednich letech je jako 1ék na rezistentni depresi vyuzivan i ketamin. ZlepSeni nalady
vykazovali pacienti uz po 40 minutach od podani ketaminu, ovSem délka antidepresivniho
ucinku u vétsiny pacientti nepfesahla 1-2 tydny (Berman et al., 2000). Podobné jako u
SSRI ¢i lithia, i u ketaminu se o¢ekava farmakologicka interakce s cirkadiannim systémem
pacienta. Podani ketaminu u pacientti responzivnich na ketamin vedlo k nartistu amplitudy
rytmu jejich pohybové aktivity a jeho fazovému predbéhnuti ve srovnani s rytmicitou
méfenou pied 1é€bou (Wallace C Duncan et al., 2017). Mechanismus tohoto rychlého,
avSak pfechodného antidepresivniho u€inku ketaminu neni dosud zcela objasnén. Ketamin
je farmakologicky definovan jako nekompetitivni antagonista NMDA glutamatovych
receptortd, ktery se vaze do fencyklidinového vazebného mista a blokuje tak funkci NMDA
receptorll. Svételnd synchronizace SCN je zavisla na glutamatergni signalizaci z RHT.
Utinek ketaminu tedy logicky sniZuje odpovéd’ hodin na svételny stimul, a sniZuje tak i
glutamatem aktivovany nartst hladin mRNA hodinovych genl Perl a Per2 (Abe et al.,
1992, Paul et al., 2003). V neurondlnich bunécnych kulturach (NG108-15) bylo prokazano,
ze ketamin inhibuje cirkadianni remodelaci chromatinu v oblasti sekvence E-box,
nachazejici se v promotorech fady hodinovych gend, a tim sniZuje schopnost vazby
aktivaéniho komplexu CLOCK/BMALI (Bellet, Vawter, Bunney, Bunney, & Sassone-
Corsi, 2011). Ketamin tak mize modulovat expresi hodinovych genti indukovanou jak
heterodimerem CLOCK-BMALI, tak svétlem, respektive glutamatem uvolnénym z RHT.
Zda se, ze v mechanismu ucinku ketaminu na cirkadianni systém je zapojena 1 GSK3p.
Specifickym zablokovanim jeji aktivity dojde ke sniZeni G¢inku ketaminu na expresi
hodinovych gent (Bellet et al., 2011; Beurel, Song, & Jope, 2011). Interakce ketaminu s
molekuldrnim hodinovym mechanismem v podminkach in vitro 1 in vivo ukazuje na jeho
potencial v regulaci CS. Spravné nacasovani jeho podani by mohlo napomoci
resynchronizaci naruSené¢ho CS u depresivnich pacientll. Je mozné, ze harmonizace CS by

mohla prodlouZzit dobu jeho plisobeni v organismu a zesilit jeho antidepresivni G¢inek.

1.4.4.5. Nefarmakologické pristupy

Na provazanost afektivnich poruch a cirkadidnniho systému poukazuji
nefarmakoterapeutické postupy vedouci ke stabilizaci pacientli. Krom¢ farmakologické
1écby je pacientlim doporucovana stabilizace dennich rytmil posilujici cirkadianni oscilace

jak na principu svételné, tak i1 nesvételné synchronizace. Na principech svételné
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synchronizace stavi tzv. fototerapie, kterd vyuziva synchroniza¢ni ucinky svétla o vysoké
intenzité¢ (2 000-3 000 luxi). Tento pfistup se aplikuje spiSe na unipolarni ¢i sezénni
deprese. U pacientli s BAP s manickymi fizemi mtze vést ke spousténi manické epizody
(Colombo, Benedetti, Barbini, Campori, & Smeraldi, 1999). Pravidelna expozice svétlu ve
vhodnou denni dobu udrzuje vnitini rytmy stabilni a synchronizované s vnéj$imi
podminkami. Nékteré studie spekuluji o zménéné citlivosti cirkadianniho systému pacientti
s BAP na svétlenou synchronizaci, ¢i o vy$s$i mife suprese melatoninu vyvolané expozici
svétlu, ale vysledky dosavadnich praci nejsou vtomto ohledu zcela jednoznacné
(Nurnberger Jr et al., 2000; Terman & Terman, 1999).

K udrZeni vnitini synchronizace systému pfispivaji 1 nesvételné synchronizaéni
podnéty, jako je pravidelny piijem potravy, pravidelnd pohybova aktivita a stabilni socialni
interakce. Mechanismy nesvételné synchronizace cirkadidnniho systému zalozené praveé na
stabilizaci cirkadiannich rytmii pomoci nesvételnych synchroniza¢nich podnétl vyuziva
tzv. ,,social rhythm therapy* (Frank, Swartz, & Kupfer, 2000). Tento piistup cili zejména
na ty pacienty s BAP, u kterych bylo zjiSténo, ze naruSeni pravidelného rytmu spanku a
bdéni nebo slozitéjsi spolecenska udalost funguji jako hlavni spoustéci signaly, a to

piedevsim manické faze onemocnéni (Wehr, 2018).

1.4.5. Vybrana neurodegenerativni onemocnéni spojena s poruchou
cirkadianniho systému

1.4.5.1. Alzheimerova nemoc
Alzheimerova nemoc (AN) patfi mezi nejCastéji se vyskytujici neurodegenerativni
onemocnéni. Prevalence jejiho vyskytu po 65. roce dosahuje zhruba 1 % a kazdych pét let
se zdvojnasobuje. U AN dochazi ke zvySené extracelularni agregaci p-amyloidu a ke
zvySovani intracelularnich inkluzi hyperfosforylovaného proteinu tau. Postizené neurony
vytvareji dystrofické dendrity a pozdéji axony, které vedou k zaniku synapsi i celych
neurondl.

Neurodegenerativni procesy jsou u starnouciho organismu b&zny jev, ovSem u
pacientii s AN jsou tyto projevy vyraznéjsi, stejn¢ jako dalsi pfiznaky, které s nimi souvisi.
S vékem dochazi ke zméndm fady spankovych parametrd, jako je fragmentace
cirkadianniho rytmu spanku a bdéni, Castéj$i denni spavost a delSi spankova latence.
U pacientli s AN se tyto zmény projevuji ve vyznamné vEtsi mife neZ u stejné starych
zdravych subjektti (Hatfield, Herbert, Van Someren, Hodges, & Hastings, 2004; La Morgia
et al., 2016; Liguori et al., 2014; Wang et al., 2015). Tyto pfiznaky se objevuji i u velmi

ranych stadii onemocnéni (Musiek et al., 2018). NaruSeni rytmu spanku a bdéni by tak
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mohlo slouzit jako Casny ukazatel rizika rozvinuti AN v pozdéjsim veéku (Tranah et al.,
2011).

K neurodegenerativnim zméndm dochazi i v SCN. Bylo prokazéno, ze dochazi
k ubytku VIP neuronti v SCN, ktery koreluje i s poklesem amplitudy pohybové aktivity
(Wang et al., 2015). Ubytek AVP a GABAergnich subtypti neuronti tvoficich SCN u
pacientti s AN byl popsan i ve starSich studiich (Swaab, Fliers, & Partiman, 1985; Zhou,
Hofman, & Swaab, 1995).

U pacient s AN byla v SCN identifikovana i pfitomnost amyloidnich plakt (Stopa
et al., 1999). Vyskyt amyloidnich plaka byl prokazan i1 v oblasti retindlnich gangliovych
bunék, které jsou zodpovédné za svételnou synchronizaci SCN. U pacienti byl popsan
ubytek téchto bun€k a nizsi stupeni jejich axonalniho vétveni. PoSkozené iRGCs tak mohou
ovlivitovat pfenos synchroniza¢niho svétlého signalu do SCN, a naruSovat tak funkci
cirkadidnniho systému (La Morgia et al., 2016).

S vékem také dochazi k vyraznému poklesu tvorby melatoninu 1 snizeni amplitudy
jeho rytmu. U pacientli s AN se projevuji uz v mlads$im véku a tyto zmény jsou vyrazngjsi
neZ u zdravych subjektli (Skene & Swaab, 2003). Niz§i hladiny melatoninu byly sledovany
uz v ranych fazich onemocnéni jesté pred tim, nez se projevil kognitivni deficit (Zhou, Liu,
Kamphorst, Hofman, & Swaab, 2003). Jakym mechanismem piesné¢ dochazi k témto
zménam, neni zcela jasné. Bylo popsano, ze s vékem dochdzi ke kalcifikaci epifyzy, ktera
muze ovliviiovat snizujici se produkci melatoninu (Gusek, 1983). Soucasné tento
mechanismus miize souviset s neurodegeneraci jak na urovni SCN, tak i na urovni
vystupnich drah propojujicich epifyzu a SCN.

Celkovy ubytek melatoninu miize soucasn¢ i potencovat tvorbu amyloidnich fibril a
souviset tak s rychlejsi progresi onemocnéni. Experimenty in vitro prokazaly, ze aplikace
melatoninu vede k inhibici tvorby amyloidnich fibril a hyperfosforylovaného tau proteinu
(Alvarez et al., 1998; Shi et al., 2018). U animalniho transgenniho modelu AN vedlo
preventivni poddvani melatoninu u starych zvifat ke sniZzeni poc¢tu amyloidnich plakd ve
srovnani s kontrolnimi mlads§imi zvitaty (Matsubara et al., 2003).

Dal8im vyraznym patofyziologickym projevem AN je rozsahla atrofie mozku, a to
pfedevSim v oblasti hipokampu. Animalni experimenty ukazuji, Ze hipokampus 1 dalsi
mozkové struktury maji vlastni hodiny, jejichZz rytmické oscilace jsou sefizovany
neurohumorélnimi signaly z SCN (Chaudhury, Wang, & Colwell, 2005). Oslabeni rytmu
generovaného SCN muize vést k oslabeni mezioscilatorové synchronizace funkéné
podfizenych hodin v dalSich strukturach. Ukézalo se, Ze Casté prelety vice Casovych pasem
bez dostatecného ¢asu na synchronizaci organismu s novym ¢asovym pasmem, napi. u

posadek letadel, mizou vést ke zvySenému ubytku mozkové hmoty v hipokampélni oblasti
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(Cho, 2001). Desynchronizované rytmy mezi jednotlivymi mozkovymi strukturami
v genové expresi hodinovych gentl byly popsany i v post mortem studii porovnavajici AN
se zdravymi jedinci (Cermakian, Lamont, Boudreau, & Boivin, 2011).

V rozsahlé popula¢ni studii se prokazalo, Ze nositelé SNP v hodinovém genu Clock
(rs 4580704 C/G) s cytosinem v této pozici vykazuji zvySenou prevalenci AN (Chen,
Huang, You, Wang, & Si-qing, 2013).

1.4.5.2. Parkinsonova nemoc
Parkinsonova nemoc (PN) je po AN druhé nejrozsifenéj$i neurodegenerativni onemocnéni.
Projevuje se jednak motorickymi pfiznaky, mezi které patii rigidita, bradykineze, ties a
zhorSend schopnost udrzet rovnovahu. Typické jsou pro ni ale 1 nemotorické projevy, kam
patii spankové obtiZe, kognitivni deficit nebo deprese. Hlavnim patofyziologickym rysem
tohoto onemocnéni je ubytek dopaminergnich neuronti predevsim v substancia nigra pars
compacta a tvorba Lewyho télisek, tvofenych a-synukleinovymi inkluzemi.

Naruseny cirkadianni rytmus spanku a pohybové aktivity ¢i naruSeny spanek hraje
vyznamnou roli v diagnostice i v progresi onemocnéni (Gros & Videnovic, 2020). Byla
zjiSténa vyS$i mira spankovych obtiZi, vyssi fragmentace spanku, sniZend amplituda
cirkadianniho rytmu pohybové aktivity a vyssi mira denniho pospévani. U 30-90 % byla
diagnostikovdna 1 porucha chovani v REM (RBD) spanku (Galbiati, Verga, Giora,
Zucconi, & Ferini-Strambi, 2019). Tyto piiznaky uz byly pozorovany i v ranych stadiich
onemocnéni (Breen et al., 2014). Rozvoj onemocnéni zaroven vede ke zhorSujici se
pohyblivosti pacienta, a tim 1 k ubytku synchronizacnich signalii cirkadiannich hodin.

Recentni studie prokézaly, Ze u pacientli v pocatecni fazi PN bez dopaminergni 1€cby
doslo ke snizeni produkce melatoninu, snizeni amplitudy exprese hodinového genu Bmall
a k nartistu hladiny kortizolu (Breen et al., 2014). Dopaminergni lé¢ba naopak vedla u
pacientii ke zvySené produkci melatoninu a zdroven dochazelo k fazovému predbehnuti
tvorby melatoninu oproti béznému nastupu spanku (Bolitho et al., 2014).

Dopamin hraje v cirkadidnnim systému vyznamnou roli. Zaprvé je syntéza dopaminu
cirkadidnnim systémem regulovand. Genova exprese tyrosin hydroxylazy, dopaminového
transportéru a dopaminového receptoru 1 jsou hodinami pfimo regulované. Geny téchto
proteinii maji ve své promotorové oblasti sekvenci E-box, kterd je aktivovana jednim
z hlavnich hodinovych genii, genem Clock (Imbesi et al.,, 2009; Kawarai, Kawakami,
Yamamura, & Nakamura, 1997; McClung et al, 2005). Zadruhé je dopaminem
modulovana sama funkce molekularniho hodinového mechanismu. Aktivace receptoru D2
v dorzalnim striatu inhibuje expresi genu Per2, na druhou stranu aktivace receptoru D1

posiluje expresi Perl, Npas a Bmall (Kawarai et al., 1997). Dopamin je produkovan i
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bunikami retiny, ktera funguje také jako periferni oscilator (Cameron et al., 2009; Tosini &
Menaker, 1996). V experimentu in vitro bylo prokdzano, ze dopamin v retiné vede
k fAzovym posuntim oscilaci hodinového genu Per? (Ruan, Allen, Yamazaki, &
McMahon, 2008). Dale dopamin posiluje expresi melanopsinu ve ipRGC zodpovédnych
za svételnou synchronizaci SCN (Van Hook, Wong, & Berson, 2012). S vyskytem PN je
asociovan i vyskyt specifickych SNP v klicovych hodinovych genech Bmall a Perl (Gu et
al., 2015).

1.4.5.3. Porucha chovani v REM spanku
Ukazuje se, ze diagnoéze PN az v 95 % sledovanych ptipadi predchazi vyskyt idiopatické
formy RBD (Galbiatiet al., 2019). U RBD dochdzi k poruchdm svalové atonie béhem REM
faze spanku, jejimz vysledkem jsou prudké pohyby, kopani, vokalizace a vyrazné emotivni
sny. Prvni incidence RBD jsou mezi 40.—70. rokem Zivota (Sonka, 2014). Pfi¢ina ani
mechanismus vzniku RBD nejsou dosud znamé. Soucasné hypotézy naznaluji, Ze
dileZitou roli zde budou hrat inhibi¢ni neurotransmitery GABA a glycin. Transgenni mysi
s mutaci v podjednotce glycinového receptoru, kterd také vede ke zhorSené inhibi¢ni funkci
receptoru GABA A, vykazovaly ptiznaky shodné s ptiznaky doprovazejicimi RBD
(Brooks & Peever, 2011). Lékem prvni volby u pacienti s RBD je nejcastéji klonazepam,
ktery dokaze efektivné tlumit projevy onemocnéni. Jeho uzivani byva ovSem casto
doprovazeno tfadou vedlejSich u¢inki (Anderson & Shneerson, 2009; McCarter et al.,
2013). Alternativnim lécivem je podavani melatoninu. Melatoninova 1é€ba vykazuje velmi
slibné vysledky a nenese s sebou témet zadné vedlejsi ucinky. Mechanismus tohoto €inku

neni zatim zndm (McGrane, Leung, St. Louis, & Boeve, 2015).

2. CILE PRACE

V dizerta¢ni praci jsem se soustiedila na 4 hlavni témata:

1. Identifikace ¢asnych zmén cirkadiannich rytmG v ranych fazich
neurodegenerativnich onemocnéni
V této Casti jsme se vénovali dvéma nejrozsitenéjSim neurodegenerativnim onemocnénim,
Alzheimerove nemoci a poruse chovani v REM spanku, u které se ukazuje, ze byva ¢asnym
projevem PN.

Prvni studie byla zamétfena na pacienty s lehkou formou AN, ktefi nevyzadovali
hospitalizaci a zili v domacim prostfedi pouze se svym Zivotnim partnerem.

Druhé studie byla zaméfend na pacienty, u kterych byla ve spankové laboratofi

diagnostikovana idiopatickd RBD.
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2. Synchronizace cirkadianniho systému ¢lovéka v podminkach stilého svétla

V této terénni studii jsme vyuzili moznosti sledovat ¢eské polarni vyzkumniky pobyvajici
v letnim obdobi na vyzkumné stanici na Svalbardu (Spicberky), tedy v podminkéach
polarniho dne. Cilem prace bylo urcit, zda nesvételné synchronizacni podnéty (pravidelny
denni rezim: spolecenské interakce, pravidelny piijem potravy, fyzicka aktivita) budou

slouzit jako dostate¢ny synchroniza¢ni signal vnitinich hodin.

3. Oscilace hodinovych gent pied aplikaci lithia a po ni v bunéfné kultuie
transformovanych lymfocyti ziskanych od Li-R a Li-NR BAP pacienti

Cilem tohoto projektu bylo otestovat moznost vyuziti transformovanych lymfocytt
v cirkadiannim experimentu. Cirkadidnni experimenty jsou pro participanta narocné a
vyzaduji minimalné 24hodinovou spolupraci. BAP je vyznamné dédicna a je doprovazena
cirkadidnnimi deregulacemi. Ke stabilizaci projevli onemocnéni se Casto pouziva lithium,
jehoZz mechanismus uc¢inku neni presné znam. Urc¢itd skupina pacientl na tuto 1é¢bu ovSem
neodpovida. Vyuzivani navrhovaného modelu by umoznilo pfeneseni genetické informace
subjektu do experimentu in vitro s cilem sledovat oscilace hodinovych gent subjektu a
interakce molekularniho hodinového mechanismu s lithiem ptfidavanym do bunééného

média.

4. Cirkadianni oscilace transkriptomu v piednim cingulu pacienti s unipolarni
depresi

V této praci jsme sledovali cirkadianni rytmy celého transkriptomu ve vzorku pfedniho
cingula (BA24), odebraného post mortem od pacienti s UD, a porovnavali ho s
transkriptomem zdravych subjektl. Jako casovy bod slouZici k ur€eni denni faze
transkriptomu byla vzdy pouzita doba umrti subjektu. Nasim cilem bylo zjistit, zda u
pacientii doslo ke ztraté rytmickych oscilaci transkriptomu, a to pfedev§im v klicovych

genech zodpovédnych za funkci molekularnich hodin.

3. Metodika
3.1. Experimenty in vivo a metodika
3.1.1. Studie cirkadianniho systému v rané fazi Alzheimerovy nemoci

Cirkadianni rytmy jsme sledovali u pacienti s AN a jejich partnerti, kteti byli vystaveni

stejnym vliviim prostfedi jako pacienti, a mohli tak slouzit jako idealni kontrola. U obou
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part subjekti jsme vzdy sledovali 24h profil melatoninu ve sling, expresi hodinovych geni

v bukélnich stérech a pohybovou aktivitu pomoci naramkovych aktigraft.

3.1.1.1.  Utastnici studie a protokol studie

Do studie bylo zapojeno 13 zdravych kontrolnich subjektti (6 Zen a 7 muzi) a 13 pacientl
s AN (7 zen a 6 muzil). Kontrolni a experimentalni skupina byla vékoveé porovnatelna,
pramérny vék kontrol byl 78,1 & 2 roky a pacienti s AN 78,9 £ 1,9 let. Ob¢ skupiny dosahly
srovnatelného vzdélani, kontrolni skupina absolvovala 14,5 + 2 roky studia a AN skupina
14 + 3 roky studia. Mezi vyluCovaci kritéria studie patfilo cestovani napii¢ casovymi
pasmy behem jednoho mésice pied vstupem do studie, prace ve sménném provozu nebo
no¢ni smény méné nez mésic pred Ucasti ve studii. Kritériem pro zatfazeni byla ochota
zivotnich partnert spolupracovat na studii.

Pacienti byli rekrutovani z Poradny pro poruchy paméti AD Centra Karlovy
univerzity, vedené¢ho profesorem MUDr. BartoSem, kde byli také diagnostikovani. VSichni
ucastnici byli vySetfeni pomoci MMSE (Mini Mental State Examination). Pacienti s AN
v tomto testu vykazovali vyrazné zhorSené vysledky v porovnani s kontrolami (21 + 3; 29
+ 1). VSichni pacienti po dobu experimentu uzivali memantin (inhibitor
acetylcholinesterazy). Pacienti ani kontrolni subjekty neuzivali po dobu experimentu zadné
I€ky ovlivitujici spanek. Kontroly byly bez dalsi medikace a netrpély zadnymi zavaznymi
spankovymi problémy.

Pacienti zili ve stejné domacnosti se svym kontrolnim subjektem, byli tudiz

vystavovani stejnym svétlenym i nesvételnym synchroniza¢nim podminkam.

3.1.1.2.  Odbér vzorkii slin a bukalnich stéri
Tato studie méla za cil sledovat cirkadianni rytmy subjekt v pfirozenych podminkach
jejich domaciho prostiedi. Pfed zacatkem celé studie byli tcastnici instruovani, jak vzorky
samostatné odebirat a jak je nasledné skladovat. Béhem instruktdzni schiizky byl zv1asté
kladen diiraz na no¢ni odbéry, kdy je nutné vyhnout se jakékoliv svételné expozici. Pacienti
byli také pozadani, aby po dobu experimentu dodrZovali svilj béZzny denni rezim. Cela
studie prob&hla na pfelomu dubna a kvétna. V den odbért bylo subjektim zakézéano pit
alkohol, kofeinové nédpoje, Zvykat zvykacku, Cistit si zuby a jist bandny. Hodinu pied

odbérem pacientovi nebylo dovoleno nic jist ani pit.
Vzorky slin a bukalnich stérii byly odbirany kazdé 2—4 h od prvniho odbéru v 7:00
az do nasledujiciho dne stejného Casu (obr. 12). Vzorky slin byly odebirany ptimo do
odbérovych zkumavek a ndsledn¢ uchovany v —20°C. Thned po odbéru slin nasledoval

odbér vzorkl bukalni sliznice. K odbéru byl pouzit cytologicky kartacek, kterym byla lehce
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setfena vrchni vrstva bunc¢k bukalni sliznice zvIast' z pravé a zvlast’ z levé vnitini strany
tvare.
Studie byla v souladu s Helsinskou deklaraci a protokol studie byl schvalen etickou

komisi Univerzitni nemocnice Kralovské Vinohrady 3. 1ékatské fakulty v Praze.

v vy v v vy v \ 4
[ P R RN DU U R R ST ST T N R |
I T | I BN R L R R | T | B BN B L BN R |
QQ ,QQ ,QQ QQ ,QQ ,QQ ,QQ QQ ,QQ
A 'Y N K \‘) A \,\ D K} ‘1,\ ‘1?" A QQ QQ QQ QQ

¢as (h)

Obr. 12 Casovy profil odbéru bukdlnich stérii a slin. Cerné Sipky zndzoriuji odbérové
casy bukalnich sterii a slin (4hodinovy interval) a modré Sipky zndazornuji casové body, kdy

byly odebrany pouze sliny.

3.1.2. Studie cirkadianniho systému pacienti s poruchou chovani v REM

fazi spanku

Cirkadianni rytmy byly u pacienti s RBD sledovany v kontrolovanych podminkach
spankové laboratofe a srovnavané s vékove i genderové shodnymi kontrolnimi subjekty.
U subjektit byly sledovany hladiny melatoninu v krevni plazmé a exprese

hodinovych gent v perifernich mononuklearnich krevnich buiikach po dobu 24 hodin.

3.1.2.1.  Utastnici studie a protokol studie

Do studie bylo zafazeno 10 muza s diagnostikovanou poruchou chovani v REM (76 + 3,4
let) a 9 vékove 1 genderové srovnatelnych kontrolnich subjektt (73 £ 4,2 let). VSechny
osoby podstoupily neurologickd, kognitivni a polysomnograficka vysetteni, provadéna ve
spankové laboratotfi Narodniho ustavu dusevniho zdravi. Ze studie byly vyfazeny veskeré
subjekty vykazujici symptomy parkinsonismu nebo jiné neurodegenerativni poruchy.
Zadny zulastniki neuzival melatonin, klonazepam ani jiné psychoaktivni léky.
Diagnostiku provadéla spankova lékaika MUDr. J. Buskova. Studie byla schvélena etickou
komisi NUDZ.

3.1.2.2.  Protokol studie
Experiment byl provadén v kontrolovanych podminkach spankové laboratofe NUDZ podle
protokolu tzv. semikonstantni rutiny. Dvé hodiny pfed odbérem prvniho vzorku byl subjekt
ubytovan ve spankovém pokoji, kde mu byla do ptedlokti zavedena odbérova kanyla.
Kazdé tfi hodiny byl odebiran vzorek krve (11 ml). Po dobu experimentu subjekt

neopoustél prostory spankového pokoje, ve kterém byly kontrolované svételné podminky.
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Po celou dobu experimentu, tj. od 8 h do 22 h, byl subjekt v pokoji se svételnou intenzitou
ptiblizné 200 luxid. Po 22. hodiné€ byl pokoj zcela zatemnén. V prib&éhu dne nemél subjekt
povoleno pospavat, konzumovat kofeinové ¢i jiné povzbuzovaci napoje. Veskera strava
byla poskytovana z jidelny NUDZ.

No¢ni odbéry provadél zdravotnicky persondl pouze s pouzitim ¢erveného svétla,
aby pfi odbéru nedoslo k nezddoucimu osvitu subjektu, ktery by narusil ptirozenou no¢ni
tvorbu melatoninu. Spanek subjektu tak byl no¢nimi odbéry ruseny jen minimalné. Krevni
vzorky byly odebirany do odbérovych zkumavek EDTA (VACUETTE® 4 ml K3 EDTA)
po dobu 24 hodin v ¢asech 10 h, 13 h, 16 h, 19 h, 22 h, 1 h,4 h, 7h a 10 h (obr. 13). Krev
byla okamzité po odbéru zpracovana nasledujicimi postupy.

Ptiblizné 4 ml odebraného vzorku slouzily ke stanoveni hladiny melatoninu
meéfeného v krevni plazmé. Odebrany vzorek byl ihned po odbéru stocen pii 1 500 g.
Oddé¢lend horni vrstva krevni plazmy byla odebrana a uchovana ve zkumavkach obalenych
vrstvou alobalu, ktery fotolabilni melatonin chrani pted pfedc¢asnou degradaci. Takto
oSettené vzorky byly nésledné zamrazeny pii —20°C a do 1 mésice od odbéru zpracovany.

Z druhé ¢asti krevniho vzorku byly izolovany periferni mononukledrni krevni bunky,

ve kterych byla stanovena exprese hodinovych gent.

c¢as (h)

Obr. 13 Casovy profil odbéru krevnich vzorki. Cerné Sipky oznacuji odbér krve ve

3hodinovem casovem intervalu.

3.1.3. Synchronizace cirkadianniho systému ¢lovéka v podminkach

stalého svétla

Tato Cast prace byla zaméfena na vliv stalého svétla na cirkadidnni systém clovéka
v pfirozenych podminkach. Pro pribéh této studie byla zvolena lokalita za polarnim

kruhem na souostrovi Svalbard, kde v letnich mésicich panuje polarni den.

3.1.3.1. Utastnici studie a protokol studie
Utastnici studie byli vybrani z fad &eskych vyzkumnikil navtévujicich tuto lokalitu za
ucelem vlastnich arktickych vyzkumnych projektii. Byla vybrana skupina 10 vyzkumniki

(5 zen a 5 muzl). Vekovy prumér skupiny byl 34,6 £+ 8,5 let. Vylucovacimi kritérii pro

48



zafazeni do studie byly 1) pielet vice nez 4 ¢asovych pasem v mésici uplynulém pied
zahdjenim studie, 2) prace ve sménném provozu a 3) uzivani ¢kt ovlivitujicich spanek.
Pted zaCatkem studie byli vSichni Gi¢astnici seznameni s vyzkumnymi zdméry studie
a podrobné¢ informovani o jejim priabé¢hu. Kazdy tcastnik obdrzel vlastni odbérovou sadu
zkumavek slouzici k odbéru vzorki a instrukce o jejich uchovavani. Soucasti setu na jeden
odbér bylo devét Cernych Sml odbérovych zkumavek na sliny; kazdd zkumavka byla
oznacena Cislem odpovidajicim hoding, kdy mél byt odbér uskutecnén. Déle set obsahoval
14 ks zkumavek (1,5 ml) s RNA stabiliza¢nim roztokem a 14 ks cytologickych kartackd,
slouzicich k odbéru bukalnich stéri. Kazdy subjekt také obdrzel naramkovy aktigraf.
VSichni zucastnéni museli souhlasit s i€asti v obou ¢astech studie a zavazali se dodrzovat
veskeré instrukce souvisejici pfedevsim s odbéry a manipulaci se vzorky v prubéhu
samostatnych odbérti. Ugastnici studie podepsali informovany souhlas. Tento dokument
byl v souladu s Helsinskou deklaraci a byl schvalen Etickou komisi 3. I€karské fakulty

Karlovy univerzity.

3.1.3.2.  Protokol studie a odbér vzorki
Studie probihala ve dvou fazich, v kazdé fazi vyuzivala stejny protokol. Prvni faze prob¢hla
v Ceské republice 14 dni pied odjezdem na Svalbard. Druhé faze probihala od pijezdu na

Svalbard a trvala také 14 dni.

3.1.3.3.  Odbér vzorki v Ceské republice

Rytmus spanku a bdéni byl nahravan pomoci naramkového aktigrafu typu MotionWatch 8
(Cambridge, Neurotechnology Ldt, UK) a zdznam byl doplnén o zapisy do spankového
kalendare. Sledovani spanku a pohybové aktivity probihalo 10—-14 dni pfed odjezdem na
Svalbard. Ugastnici studie v prabéhu experimentu dodrzovali sviij bézny denni rytmus.
Odbéry vzorkl slin a bukalnich stérGi provedly subjekty samostatné podle ptesnych
instrukci, prob&hly 1-3 dny pfed odjezdem na Svalbard. Odbéry vzorki zacaly v 7 h rano,
dalsi odbéry nésledovaly vZdy ve 4h intervalu po 24 h. U odbérii vzorki slin byly pfidany
dva ¢asové body v 9 ha ve 21 h z diivodu ziskani piesnéjSich informaci o nariistu a poklesu
melatoninu (obr. 14).

Vzorky slin byly hned po odbéru premistény do —20°C a zpracovany do mésice od
odbéru. Bukalni stéry byly provadény zvlast’ z levé a pravé strany tvare. K odbériim byl
pouzit vzdy Cdisty cytologicky kartacek. Vzorek bukalni sliznice byl uchovan ve
zkumavkach obsahujicich RNA stabilizacni roztok (RNAlater, Sigma-Aldrich, St Louis,
USA) a uloZzen do —20°C.
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Obr. 14 Casovy profil odbéru bukdlnich stérii a slin v Ceské republice a na Svalbardu.
Cerné sipky znazoriuji odbérové casy bukdlnich stéri a slin (4hodinovy interval) a modré

Sipky znazornuji casove body, kdy byly odebrany pouze sliny.

3.1.3.4.  Odbér vzorkii na Svalbardu
Expedice probihala v €eské polarni terénni stanici Nostoc, ktera se nachazi ve fjordu
Billefjorden v zatoce Petuniabukta. Od 7. kvétna do 24. zéfi je v této oblasti polarni den.
Svételnd intenzita je po dobu polarniho dne konstantni a zavisi pfedev§im na oblac¢nosti.
Nicméng svételné senzory naramkl Actiwatch ve svételné intenzité odhalily denni variace.
Niz8i nocni intenzita byla pravdépodobné zpiisobend tim, Ze ucastnici studie spali
v kontejnerech s malymi okny, coz ¢astetn¢ omezovalo vstup svétla, a soucasné tim, ze
naramkové aktigrafy vétSinou zlstavaly na ruce pod piikryvkou. I tak byla no¢ni svételna
intenzita az 100krat vy$§i nez v Ceské republice (obr. 15). T¥inacty den expedice prob&hl
odbér vzorkl stejnym zptsobem jako odbéry v Ceské republice. Ziskané vzorky byly

nasledné pievezeny do Ceské republiky, kde byly zpracovany.

10000073
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Obr. 15 Svételné podminky v Ceské republice a na Svalbardu méiené pomoci aktigrafii.
Priimérna svételna intenzita béhem 24 hv Ceské republice (Gernd spojnice) a na Svalbardu

(modra spojnice). Svetelna intenzita je vynesena v logaritmickém méritku.
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3.14. Aktigraficky zaznam pohybové aktivity, spankovych parametru a
svételné intenzity

K méfeni pohybové aktivity byly pouzity dva typy naramkovych aktigrafi od firmy
Cambridge Neurotechnology Ltd, UK. Pivodni star$i model Actiwatch AWD 4 byl pouzit
ve studii s pacienty s AN. Ve studii sledujici vliv konstantniho svétla na Svalbardu byl
pouzit novy model MotionWatch 8. Softwary obou pristrojii umoznovaly analyzu celkové
aktivity, analyzu nékterych spankovych parametrti, analyzu denniho pospavani a zdznam
svételné intenzity.

VSsichni tcastnici nosili aktigraficky ptistroj na nedominantni ruce a byli instruovani,
aby pfistroj sunddvali pouze pfi saunovani. Pfistroj nahraval pohyb a svételnou intenzitu
kazdych 30 s. Aktivita byla nasledné vyjadiena jako primér z 30minutovych intervald.

Spankova analyza byla provedena v softwaru od firmy Cambridge Neurotechnology
(MotionWare / Actiwatch aktivity & Sleep analysis software). Spankova analyza byla
zamétfena na tyto spankové parametry: celkova délka spanku, ¢as probuzeni a ¢as usnuti.
U subjektu s AN a jejich kontrol jsme pomoci softwaru provadéli 1 analyzu tzv. denniho
zdiimnuti, sledujici pocet dennich spankovych epizod. Ke zpresnéni aktigrafickych
z4dznamu slouzily soucasné i spankové deniky, které si ti¢astnici studie vedli po celou dobu
experimentu. Spankové deniky slouzily predevsim k odliSeni periody, kdy se subjekt

nepohyboval, od spankové periody.

3.1.5. Radioimunologické stanoveni melatoninu ve sliné a v krevni plazmé

Hladina melatoninu v krevni plazmé byla stanovena pomoci radioimunologického méfeni.
K jejimu stanoveni byl pouzit komeréné dostupny RIA melatonin kit od firmy Demeditec
Diagnostic GmbH (Némecko), ve slin¢ se k jeho urceni pouzival kit od firmy Biihlmann
Laboratories, Allschwil (Svycarsko). Pfi méfeni jsme postupovali podle firmou
sestaveného standardniho protokolu. Veskeré vzorky byly méfeny duplicitné. Hladina

melatoninu byla vyjadiena v pg/ml. Méteni bylo provadéno na counteru Beckmann.

3.1.6. Separace perifernich mononuklearnich krevnich bunék z celé krve

Odebrana krev (7 ml) byla nafedéna 3 ml PBS. Natedéna krev byla opatrné navrstvena na
histopaque 1077 medium (Sigma-Aldrich, St. Luis, MI, USA) a nésledné stofena po
30 min na 250 g. Ve stfedni ¢asti se oddélila vrstva perifernich mononuklearnich krevnich
bunék (PBMCs), které byly poté nékolikrat promyty ve fyziologickém roztoku, lyzovany
v 700 pul RNA izola¢niho roztoku (TRI Reagent; Zymo Research Corporation, CA, USA)

a nakonec zamrazeny pii—80°C.
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3.1.7. Izolace RNA z bukalnich stéra a z perifernich mononuklearnich
krevnich bunék

K izolaci RNA ze vzorku byl v kazdém experimentu pouzit jiny izola¢ni kit, ktery byl
vybirdn podle ocekavaného vytézku RNA. Pfi izolaci bylo postupovéano podle vyrobcem
standardizovaného protokolu.

Na izolaci RNA ze vzorkd z bukalnich stérti od pacientd s AN a jejich kontrol byl
pouzit izolacni kit Dynabeads mRNA Direct Micro Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

Na izolaci RNA ze vzorkil z bukélnich stérti od subjekti na Svalbardu a v Ceské
republice byl pouZit izolaéni kit Direct-zol RNA MikroPrep kit (Zymo Research
Corporation).

Na izolaci RNA ze vzorkti z PBMCs od pacientti s RBD a jejich kontrol byl pouzit
izolacni kit Direct-zol RNA MiniPrep Plus kit (Zymo Research Corporation).

3.1.8. Reverzni transkripce

Kreverzni transkripci byly pouzity dva rGzné kity. Pfi reverzni transkripci bylo
postupovano podle standardizovaného protokolu vyrobce.

K reverzni transkripci RNA ziskané z bukalnich stérii pacient s AN a jejich kontrol
1 RNA z PBMC pacientti s RBD a jejich kontrol byl pouzit SuperScript VILO cDNA
Synthesis Kit (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), vyuzivajici k pfepisu ndhodné
RNA primery. Piepis z RNA na cDNA probihal ve 20ul reakci v termocykleru: 10 min
25°C, 60 min 42°C, 5 min 85°C. Ziskana cDNA byla nasledn¢ ziedéna v poméru 1:2
s RNA-free vodou.

K reverzni transkripci RNA ziskané z bukalnich stérti subjekti na Svalbardu a v
Ceské republice byl pouzit kit High-Capacity ¢cDNA Reverse Transcription Kit
(LifeTechnologies, Applied biotechnologies). Piepis z RNA na cDNA probihal ve 20ul
reakci v termocykleru: 10 min 25°C, 120 min 42°C, 5 min 85°C. Ziskand cDNA byla

nasledn¢ zfedéna v poméru 1:2 s RNA-free vodou.

3.1.9. Kvantitativni PCR

PCR reakce byly provadény v 16 pl. Kazda reakéni smés obsahovala 10,3 pl PCR ¢isté
vody, 3,1 ul HOT FIREPol Probe qPCR Mix Plus (Solis BioDyne, Estonia) a 0,6 pul proby
TagMan Gene Expression Human FAM-MGB (Life Technologies, CA, USA). V této praci
byly pro detekci exprese hodinovych genti pouzity nasledujici proby: Period 1 (PER1, NM
002616, kat. ¢islo: Hs01092603 ml), aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like
(ARNTL. syn. BMALI, NM 001178, kat. c¢islo: Hs00154147 ml), nuclear receptor

subfamily 1 group D member 1 (NR1D1, NM 021724, kat. ¢islo: Hs00253876_ml), Period
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circadian clock 2 (PER2, NM022817, kat. ¢islo: Hs00256143 ml), Period circadian clock
3 (PER3, NMO016831, kat. cislo: Hs00213466 ml) a D-box binding PAR bZIP
transcription factor (DBP, NM_001352.4, kat. ¢islo: Hs00897004 ml). V této praci byly
jako endogenni kontrolni geny pouzity nasledujici proby: Ribosomal protein large PO
(RPLPO, NM 001002, kat. cislo: Hs99999902 ml), beta glukuroniddza (GUSB,
NM 000181.1 kat. ¢islo: Hs99999908 m1), beta-2-microglobulin (B2M NM 004048, kat.
Cislo: Hs00187842 ml) a glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GADPH NM
002046, kat. ¢islo: Hs99999905 ml).

Ve vzorcich z bukalnich stéri byly jako endogenni kontrolni geny zvoleny geny
B2M a RPLPO.

Ve vzorcich PBMCs byl pouzit B2M a u lymfobastoidnich bun¢k byl pouzit
GUSB. Tyto geny byly pomoci algoritmu NormFinder (https://moma.dk/normfinder-

software) identifikovany jako geny s nejvyssi stabilitou v daném vzorku.

Vsechny reakce qPCR byly provadény v triplikatech a méfeny na LightCycler® 480
Instrument (Roche Life Science, Indianapolis, IN, USA). Relativni exprese byla
kvantifikovana pomoci metody AACt (Kenneth J. Livak ; Schmittgenb and Thomas, 2001).

3.1.10. Statistika

Aktivita:

Aktivita byla vynesena jako primérnd hodnota = SEM v 30min intervalech ve 24h
profilech z celého obdobi méfeni. Profily aktivity mezi skupinami byly porovnany
dvoucestnou analyzou variance (ANOV A) pro opakované méteni s Bonferroniho korekci.
Zmény amplitudy, akrofdze a spankovych parametri byly srovnavany Studentovym

t-testem.

Melatonin:

Vynesené hladiny melatoninu v ¢ase znazoriiuji primeérnou hodnotu + SEM pro kazdou
sledovanou skupinu. Denni profily jsou porovnavany dvoucestnou ANOVA pro
opakované méfeni s Bonferroniho korekci. Zmény amplitudy a akrofdze byly srovnavany

Studentovym t-testem.

Rytmicka exprese hodinovych genu:

Kosinorova analyza: Analyza genové exprese byla provadéna pomoci kosinorové analyzy.
Data byla fitovdna na dva alternativni regresni modely: bud’ na horizontdIni ¢aru (nulova
hypotéza) nebo na jednoduchou kosinorovou kiivku (alternativni hypotéza) definovanou

rovnici: Y = mesor + [amplitude*cos (2*n*(X-acrophase)/period)] s konstantni délkou
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periody odpovidajici 24 h. Analyzy byly zpracovany v softwaru Prism 8 (GraphPad, La
Jolla, USA).

Vysledky porovnavajici rozdily mezi skupinami jsou vyjadieny jako pramér £ SEM.
Akrofaze a amplituda mezi skupinami je srovnana pomoci Studentova t-testu. Expresni
profily mezi skupinami jsou porovnavany dvoucestnou ANOVA pro opakované méieni
s Bonferroniho korekei. A zména v Case je porovnavana jednocestnou ANOV A pro kazdou

skupinu jednotlivée.
3.2. Studie in vitro a metodika

3.2.1. Oscilace hodinovych genii pied aplikaci lithia a po ni v bunécné
kultufe transformovanych lymfocyti ziskanych od Li-R a Li-NR BAP
pacienti

3.2.1.1. Participanti a protokol studie

Do studie byly vybrany vzorky lymfoblastoidnich bunécnych linii ziskané transformaci
B-lymfocytt z periferni krve virem Epstein-Barové, které byly odebrané od pacientii s
diagnostikovanou BAP prvniho nebo druhého typu na Psychiatrické klinice University of
Dalhousie. Pacienti byli rozdéleni do dvou skupin podle tzv. Aldovy Skaly na pacienty
Li-R a pacienty Li-NR. Skupina déle byla klasifikovana podle cirkadiannich preferenci na
vecerni, ranni a nevyhranény chronotyp.

Sbirku lymfoblastoidnich linii od pacient Li-R, Li-NR a kontrol jsme obdrzeli
z bunécné banky (Guy Rouleau Cell bank, University of McGill, Canada). Do pilotniho
experimentu byly zatazeny tfi lymfoblastoidni linie od tii pacientti Li-R s BAP, tii od
pacienti Li-NR a lymfoblastoidni linie od jednoho kontrolniho subjektu. VSechny zatazené
subjekty byly klasifikovany jako nevyhranény chronotyp (Basic Language Morningness
scale, BALM).

3.2.1.2. Kultivace in vitro
Lymfoblastoidni butiky byly kultivovany v suspenznich bunéénych kulturach. Jednotlivé
bunky mély tendence vytvaret drobné shluky, volné se vznasejici v bunééném mediu. Jako
kultivacni medium bylo pouzito Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM, Gibco;
Life Technologies) s10% fetalnim hovézim sérem a 1% antibiotikem

Penicilin/Streptomycin.

3.2.1.3. Experimentalni design
Bunééné kultury od jednotlivych subjekti byly rozpéstovany do dvanécti kultivacnich
lahvi T25. V jednom c¢asovém bodé¢ byly vSechny kultiva¢ni lahve synchronizovany
pomoci sérového Soku. Sérovy Sok slouzi jako synchronizaéni signdl pro molekularni
hodiny bézici v jednotlivych buiikach (Balsalobre, Damiola, & Schibler, 1998). Sérovy Sok
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byl proveden vyménou ristového média za médium s 50% obsahem fetalniho hovéziho
séra. Po 1 hoding byly buiiky opét premistény do standardniho riistového média. Doba
synchronizace byla oznacena jako cirkadidnni ¢as 0 (CTO). Kazdé 4 hodiny od
synchronizace byly jednotlivé kultivacni lahve s buiikami pravidelné sklizeny, a to v 48h
¢asovém profilu (CT4, CT8, CT12, CT16, CT20, CT24, CT28, CT32, CT36, CT40, CT44
a CT48 ) (obr. 16). Pocet bunék se v dob& odbéru pohyboval v rozmezi 6-9*10° bun&k/ml.
Sklizené buiky byly vzdy oplachnuty v PBS, lyzovany v RNA lyza¢nim roztoku (TRI
reagent) a ulozeny do —80°C.

Synchronizace

l

vV vy VvV VvV VvV VY VvV YVY

CT (h)

Obr. 16 Casovy profil odbéru bunék po synchronizaénim signdlu. CT oznacuje

cirkadianni ¢as uplynuly od synchronizacniho signalu.

3.2.1.4. 1zolace RNA
RNA byla izolovdna z bunééného lyzatu pomoci izolacniho kitu Direct-zol™ RNA
MiniPrep (Zymo Research Corporation). Integrita RNA byla testovana na RNA

bioanalyzéru (Agilent TapeStation analysis).

3.2.1.5. Reverzni transkripce a kvantitativni PCR

K reverzni transkripci RNA izolované z bun¢k byla pouZita reverzni transkriptdza M-MLT
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) a Oligo(dT) primery. 1 pg vzorku RNA o objemu 10 pl
byl nejprve inkubovan 5 min pti 65°C s oligo(dT) primerya 2 ul 10 mM NTP. Poté 3 min
ochlazen na ledu. Ke smési byla nasledné pfidana transkriptdiza M-MLT, DDT a FS puft.
Ptepis z RNA na cDNA probihal ve 40pl reakci v termocykleru: 75 min 37°C a 15 min
70°C. Ziskana cDNA byla nasledné zfedéna v poméru 1:10 RNA free-vodou.

3.2.1.6. Kvantitativni PCR
Jako endogenni kontrolni gen byl pomoci algoritmu NormFinder zvolen gen gusb, ktery
v nasem souboru dat vykazoval nevyss§i miru stability.
Reakce PCR byly provadény v 10 pl. Kazdé reakéni smés obsahovala 6 pl TagMan™
OpenArray™ Real-Time PCR Master Mix, 1 ul TagMan proby, 3 pl H20 a 2 pl

cDNA. Relativni exprese byla kvantifikovana pomoci metody AACt.
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3.3. Studie post mortem a metodika

3.3.1. Cirkadianni oscilace transkriptomu v pi‘ednim cingulu pacienta
s unipolarni depresi

3.3.1.1. Participanti a protokol studie
Do analyzy byly zahrnuty posmrtné¢ ziskané vzorky piedniho cingula (Brodmanova oblast
24) od 26 pacientt s unipolarni depresi a 22 kontrolnich jedincti. VSechny subjekty obou
skupin byly charakterizovany jako europoidni rasa a mezi skupinami nebyly vysledovany
zadné signifikantni rozdily v zdkladnich parametrech (tabulka 1). Z oblasti pfedniho
cingula byl vyfiznut blocek o tloustce ptfiblizné 0,5 cm, jehoZ hmotnost odpovidala zhruba
200 mg. Vzorky byly ziskany z Douglas-Bell Canada Brain Bank (douglasbrainbank.ca).
VSsichni pacienti s UD spachali sebevrazdu, kontrolni subjekty zemtely pti nehod¢ nebo
piirozenou smrti a nebyla u nich zjisténa Zadnd psychopatologicka historie. U vSech

subjekti byla znama doba umrti.

predni cingularni kortex (BA24)
charakteristika kontroly unipolarni p-hodnota
deprese

N 22 26 n/a
vék 46.75 42.23 0.389
PMI (h) 2213 25.21 0.563
pH mozku 6.47 6.61 0.114
RIN 6.86 6.83 0.859
muzi/zeny 17/5 19/7 0.614

Tabulka 1 Charakteristika a porovndani kontrolni skupiny a skupiny pacienti
s unipolarni depresi a prislusnych vzorkit 7 pFedniho cingula. N = pocet, PMI = interval

post mortem, RIN = RNA integrity number.

3.3.1.2. Izolace RNA
K izolaci RNA ze vzorku mozkové tkané byl pouzit RNeasy Lipid Tissue Mini Kit
(Qiagen, Valencia, CA, USA). Kvalita a integrita byla nasledné testovana na Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies, Germany). Na RNA sekvenaci byly pouZzity pouze

vzorky s hodnotou RIN vyssi nez 5.

3.3.1.3. RNA sekvenace
Kompletni sekvenace transkriptomu byla provedena v Inovaénim centru University
McGill. Pii sekvenaci byl pouzit kit Ribo-Zero Gold rRNA Removal slouzici k depleci

rRNA z izolované¢ RNA (Illumina, MRZG12324, USA) a kit TruSeq Stranded Total RNA
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Library Prep pro pfipravu sekvenacni knihovny (Illumina, RS-122-2201, USA).
Sekvenovani bylo provedeno na Ilumina HiSeq 2000 (Illumina, USA) za vzniku 100bp
dlouhych cteni (paired-end reads).

3.3.1.4. Bioinformatické zpracovani dat a kosinorova analyza
Ze ziskanych sekvencnich usekll byly nejprve odstranény artificidlni sekvence a byl
proveden test kvality vzorkd. Nasledné byly fragmenty porovnany s lidskym referenénim

genomem hg19 pomoci TopHat v2.1.0. (http://tophat.cbcb.umd.edu/) a byly identifikovany

jednotlivé transkripty. Kvantifikace byla vyjadiena jako pocet fragmentii na kilobazi
transkriptu na milion mapovanych c¢teni (FPKM, zangl. fragments per kilobase of
transcript lenght per milion of mapped reads). Data byla normalizovana a korigovana na
délku posmrtného intervalu, na vék subjektu a na integritu izolované RNA (RIN). Subjekty
ucastnici se studie byly nejprve sefazeny podle Casu timrti; tento ¢as piedstavoval jeden
casovy bod v analyze (obr. 17a, obr. 17b). Nasledn¢ byla data ziskana z RNA sekvence
podrobena celotranskriptomové cirkadianni analyze vyuzivajici kosinorovy model s fixni
periodou dlouhou 24 h. Data byla zpracovana s vyuZzitim programovaciho jazyka R za
pomoci bioinformaticky Laury Kervezee podle skriptu popsaného v praci Kervezee,

Cuesta, Cermakian, & Boivin, 2018.
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Obr. 17 Casovy profil doby timrti A) pacientii s UD a B ) kontrolnich subjekti.

3.3.1.5. KEGG genomicka analyza signaliza¢nich drah
S vyuzitim elektronické databaze Kjotské encyklopedie genti a genomu (KEGG)

(https://www.genome.jp/kegg/pathway.html) jsme identifikovali signaliza¢ni dréhy, ve

kterych jsou zapojeny rytmicky oscilujici geny identifikované v celotranskriptomové

kosinorové analyze.

4, Vysledky
1. Identifikace ¢asnych zmén cirkadiannich rytmi v ranych fazich

neurodegenerativnich onemocnéni

4.1. Studie cirkadianniho systému v rané fazi Alzheimerovy nemoci
4.1.1. Denni produkce melatoninu ve sliné u pacienti a jejich partnera

Denni hladina melatoninu byla u kazdého subjektu urcena ze vzorka slin odebranych v 9
casovych bodech. Primérny denni profil melatoninu u skupiny pacientli s AN a u kontrolni
skupiny je znazornén v grafu (obr. 18). Dvojna ANOVA s opakovanim odhalila
signifikantni efekt ¢asu (F = 18,470; P < 0,0001), nicméné rozdil mezi skupinami
neodhalila (F = 0,026; P = 0,874). Rozdil mezi skupinami nebyl odhalen ani pfi porovnani
oblasti pod kiivkou (AUC, z angl. area under curve) poc¢itanym pro kazdy profil. Primérné
hodnoty vypocitané z jednotlivych profild melatoninovych kiivek byly srovnany
Studentovym t-testem (P = 0,585). Rozdily nebyly nalezeny ani u akrofaze a amplitudy
(obr. 18b, 18c). Srovnani individudlnich dennich profili melatoninu odhalilo vysokou

variabilitu v rdmci obou skupin. Ze 13 kontrolnich subjekti vykazovalo typicky pribeh
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melatoninu 8 subjektii (u 7 z nich se amplituda pohybovala mezi 2040 pg/ml a jeden
subjekt mél amplitudu az 60 pg/ml). U 4 kontrolnich subjekti nedochazelo témeét
k zadnému no¢nimu nartstu (nocni maximum nepiesahovalo 5 pg/ml), nebyl u nich tedy
identifikovan cirkadianni rytmus v produkci melatoninu. Jeden kontrolni subjekt
vykazoval fazové predbéhnuty cirkadidanni rytmus s nizkou amplitudou (maximum
dosahovalo 20 pg/ml mezi 21.-23. hodinou). Z tfinacti¢lenné skupiny pacient s AN nebyl
prokazan cirkadianni rytmus v tvorb€ melatoninu u 6 subjektti (hladina neptesdhla 5 pg/ml)
nebo byl rytmus velmi slaby a s velmi nizkou amplitudou (pod 10 pg/ml). U ¢tyf pacientl
byl zjistén typicky pribéh denni tvorby melatoninu s maximem kolem 3. hodiny a
amplitudou mezi 2040 pg/ml. U tii pacientll bylo popsano fazové predbéhnuti, v jednom
piipad€ dosahla produkce melatoninu svého maxima v 19 h (20-30 pg/ml) a ve dvou

ostatnich pfipadech ve 23 h (10-20 pg/ml).
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Obr. 18 Hladiny melatoninu ve sliné pacientit s AN (n = 13; Cervené cCtverce) a
kontrolnich subjektit (n = 13; Cernd koleCka). A) Prumérny denni profil melatoninu
pacientit s AN a kontrolnich subjektii. B) Akrofaze jednotlivych profilit melatoninu pacientu
SAN (1,3 h£2,51) a kontrol (1,7 h +0,97). C) Amplituda jednotlivych profilii melatoninu
pacientit s AN (7,2 h £ 5,50) a kontrol (9,7 h + 7,56).

4.1.2. Exprese hodinovych geni v bukalnich stérech

Signifikantni rytmus exprese hodinového genu Per/ a Bmall v dennim profilu ziskaného
z bukalnich stérti byl identifikovan jak u kontrolni skupiny, tak u pacientit s AN (obr. 19).
U pacientil a kontrol rytmus exprese hodinového genu Per/ dosahl akrofaze béhem dne a
svého minima v priibéhu noci. Rytmickéa exprese hodinového genu Bmall byla v obou
studovanych skupinach v protifazi k hodinovému genu Per/. Zatimco rytmus hodinového
genu Perl se prolozenim kosinorové kiivky ukazal byt ve stejné f4zi u obou skupin, rytmus
Bmall pacientii s AN byl oproti rytmu kontrolni skupiny fdzové zpozdén. Porovnani

exprese mezi skupinami dvoucestnou ANOVA s opakovanim odhalilo signifikantni efekt
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Casu na expresi genll (Perl: F=9,435; P <0,0001; Bmall: F=4,637; P <0,0003), nicmén¢
rozdil mezi skupinami nebyl statisticky vyznamny (Perl: F = 0,537; P = 0,471; Bmall: F
=1,655; P =0,211). Rozdil v akrofazi mezi skupinami neodhalil ani neparovy Studenttiv

t-test (Perl: P =0,953; Bmall: P =0,278).
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Obr. 19 Exprese hodinovych genii Bmall a Perl v bukalnim stéru u pacientit s AN
(Cervené ctverce) a kontrol (Cernd kolecka) v dennim profilu. Prerusovana spojnice
znazornuje prumeérné hodnoty = SEM exprese genu a plna cara znazornuje jejich fit na

kosinorovou krivku.

4.2. Studie cirkadianniho systému pacienti s poruchou chovani v REM

spanku
4.2.1. Denni produkce melatoninu v krevni plazmé u kontrol a pacienti

Priimérny denni profil melatoninu u kontrolni skupiny a skupiny pacientti s RBD je
vyobrazen na obr. 20. Jednocestnd ANOVA odhalila signifikantni efekt casu (kontrolni
skupina: F = 2,761; P = 0,0136; RBD: F = 4,437; P = 0,0002). Dvoucestna ANOVA
s opakovanim neprokdzala signifikantni rozdil mezi skupinami (P = 0,3479). Srovnani
primérné hodnoty akrofazi neparovym Studentovym t-testem mezi kontrolni skupinou a
skupinou RBD prokazal statisticky vyznamny rozdil (P = 0,0337). Akrofofaze pacientl
s RBD byla az o 3 hodiny zpozdéna ve srovnani s kontrolami (obr. 20). Srovnani pramérné
hodnoty AUC métenych v jednotlivych profilech neprokézalo signifikantni rozdil mezi

skupinami (RBD: AUC = 389, 54 £ 25, 1; kontroly: AUC = 355, 75 £ 43, 2).
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Obr. 20 Denni hladiny melatoninu v krevnim séru u pacientit s RBD (Cervend kolecka)
a u kontrolnich subjektii (Cerné trojuhelnicky). A) Rytmicky profil melatoninu u pacienti
s RBD a kontrolni skupiny. Data jsou vynesena jako primérné hodnoty +SEM.
Prerusovana cara zndzornuje spojnici prumérnych dennich hodnot. Plnd cara zndazornuje
fit téchto bodii na kosinorovou krivku. B) Porovnani akrofaze melatoninového rytmu u

kontrol (1,5 h = 2,15) a RBD (4,8 h + 3,16), Studentiiv t-test P =0,0337.

4.2.2. Exprese hodinovych genii v PBMCs pacientii a kontrol

Exprese hodinovych genti Perl, Per2, Per3, Bmall a NriDI byla méfena v perifernich
hodinach mononuklearnich krevnich bunék u subjektti s RBD a u zdravych kontrol (obr.
21).

U kontrolni skupiny byla pomoci jednocestné ANOVA potvrzena zména exprese
vSech hodinovych gent v zavislosti na ¢ase (Perl: P = 0,0076; Per2: P<0,0001; Per3: P=
0,0454, Bmall: P= 0,0148; NriDI: P< 0,0001). OvSem u skupiny pacienti s RBD byla
zména v Case popsana pouze u hodinového genu Per3 ( P= 0,0497). U hodinového genu
Perl, Per2, Bmall a NriDI byla zména v ¢ase nesignifikantni. Vysledky kosinorové
analyzy prokazaly vysoce signifikantni denni rytmické oscilace u vSech hodinovych genti
u kontrolni skupiny (Perl: P < 0,0001; Per2: P< 0,0001; Per3: P < 0,0001, Bmall: P =
0,0207; NriDI: P< 0,0001). U pacienti byla rytmickd exprese identifikovana u
hodinového genu Perl a Per3 (Perl: P =0,0024 a Per3: P = 0,0009). U hodinovych genti
Per2, Bmall a Nridl byl vysledek kosinorové analyzy nesignifikantni (Per2: P = 0,0991;
Bmall: P=0,2308 a Nridl: P=0,2183). U hodinového genu Per3 doslo u pacientti s RBD
k signifikantnimu poklesu jeho amplitudy (P = 0,0322).

Vysledky dvoucestné ANOVA neodhalily signifikantni rozdil mezi skupinami

v expresi sledovaného hodinového genu (Peri: F =0,02135, P =0,8841; Per2: F = 3,521,
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P =0,0631; Per3: F=1,214,P=0,2729; Bmall: F=0,883,P=0,3492; Nrldl:F=2301,
P =0,1321).
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Obr. 21 Exprese hodinovych genit pacientit s RBD (Cervené) a zdravych kontrol (Cerné),
méiené v PBMCs v dennim profilu. Prerusovana spojnice znazorinuje primeérné hodnoty
+ SEM exprese genu a plna cara zndzornuje jejich fit na kosinorovou kiivku. Horizontalni
plna ¢ara u genu Bmall, NriDI1 a Per2 znazornuje vysledek kosinorové analyzy, ktery
nepotvrdil jejich rytmickou expresi (Per2: P= 0,0991; Bmall: P= 0,2308 a Nridl: P=
0,2183).

4.3. Synchronizace cirkadianniho systému ¢lovéka v podminkach stalého

svétla

4.3.1. Vysledky aktigrafického méreni: Spankova analyza a analyza
pohybové aktivity

Vysledky aktigrafického méteni srovnavaji rozdily v dennim rytmu pohybové aktivity a ve
spankovych parametrech u 8 subjektti (2 zdznamy byly vyfazeny z diivodi zdvady na

MotionWatch), které vyplynuly z méfeni probihajiciho v Ceské republice a na Svalbardu.
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4.3.1.1. Analyzy rytmu pohybové aktivity
Zaznam pohybové aktivity je zobrazen jako primér z méfeni vSech subjektti za den.
Jednotlivé body ptedstavuji priimérnou pohybovou aktivitu v 30minutovych intervalech.
Dvoucestnda ANOVA s opakovanim s Bonferroniho korekci odhalila signifikantni efekt
¢asu na pohybovou aktivitu u obou skupin (F = 18,25; P < 0,0001), a potvrdila tak
ptitomnost denni variability u obou skupin. Nicmén¢ signifikantni rozdil mezi skupinami
zjistén nebyl (F = 0,9007; P = 0,6902) (obr. 22a). Kosinorova analyza aplikovand na
individualni pribéhy pohybové aktivity jedincti a ndsledné srovnani akrofize parovym
Studentovym t-testem odhalily signifikantni rozdil mezi skupinami. Aktivita na Svalbardu

byla 0 0,97 + 0,1 h zpozdéna (P = 0,0021, obr. 22b).
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Obr. 22 Rytmus pohybové aktivity v Ceské republice (CZE) a na Svalbardu (SVB)

A) Primérnd denni aktivita osmi subjektii v Ceské republice (Cernd kolecka) a na
Svalbardu (modré kosticky). Aktivita je vynesena jako prumerna hodnota = SEM ze 12 dnu
méreni, z prumeru 30minutovych intervalit od vsech sledovanych subjektii. Pro veétsi
nazornost jsou hodnoty 00:00 az 7:00 vyneseny duplicitné. B) Akrofaze pohybové aktivity

Jje vynesena pro kazdy subjekt na Svalbardu a v Ceské republice.

4.3.1.2. Spankova analyza

Spankova analyza byla provedena pomoci softwaru MotionWare. Zaméfili jsme se na
sledovani tii parametrti, a to Casu usnuti, asu vstavani a celkové délky spanku.

Jednotlivé parametry byly analyzovany pro kazdy den méfeni u vSech sledovanych
subjektii. Primérné hodnoty z méfeni na Svalbardu a v Ceské republice byly nasledng
srovnany parovym Studentovym t-testem. Test odhalil signifikantné zpozdény ¢as usinani
na Svalbardu (Ceské republika, pramér: 23,79 £ 0,98 h; Svalbard, pramér: 24,8 + 1,03 h;
P < 0,0005; obr. 23a ). Doslo k signifikantné zpozdénému probouzeni (Ceska republika,
pramér: 7,51 £ 1,4 h; Svalbard, pramér: 8,51 £ 0,97 h, P = 0,0056; obr. 23b). V celkové
délce spanku nedoglo k zadnému signifikantnimu rozdilu mezi métenimi (Ceska republika,

pramér: 6,36 £ 0,67 h; Svalbard, primér: 6,65 + 0,65 h; obr. 23c¢).
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- *kk ok -
4 12 * % 8- n.s.

1

244

¢as (h)
N -
m
(7]
< 4 W
¢as (h)
® B
~

¢as (h)

22

20

c B CZE SVB CZE SVB

Obr. 23 Spdnkové parametry v Ceské republice (CZE) a na Svalbardu (SVB). A) Doba
usnuti, B) Doba vstavani, C) Délka spanku. Jednotlivé parametry jsou vyneseny pro
kazdého jednotlivce v Ceské republice (kolecko) a na Svalbardu (ctverecek). Spojnice mezi

body vyznacuje zménu parametru u kazdého jednotlivce.

4.3.2. Denni hladina melatoninu ve sliné

Hladiny melatoninu byly méteny ve vzorcich slin odebiranych v deviti ¢asovych bodech
v prubéhu 24 hodin. Denni produkce melatoninu je prezentovéana jako prumérné hodnoty
ve 32h periodé¢, kdy 9.*, 11.*, 15.* a 19.* hodina jsou pouze znovu vynesené hodnoty pro
lepSi grafické znazornéni vysledku (obr. 24). Dvoucestnda ANOVA s opakovanim
s Bonferroniho korekei odhalila signifikantni efekt casu (F =12,5; P <0,0001), a potvrdila
tak denni variace tvorby melatoninu u obou skupin. Nebyl zjistén signifikantni rozdil mezi
méfenim provadénim v Ceské republice a na Svalbardu (F = 1,617; P = 0,0654).
Mnohonasobny srovnavaci test odhalil signifikantné vyssi primérnou hladinu melatoninu
ve 3 h rano (P = 0,0355) u méfeni v Ceské republice. Provedeni kosinorové analyzy u
jednotlivych subjektt a jejich srovnani mezi méfenim v Ceské republice a na Svalbardu
ukézalo pomoci parového Studentova t-testu signifikantni rozdil v akrofdzi mezi métenimi
(P =0,0030; obr. 25a). No¢ni maximum melatoninu bylo na Svalbardu o cca 1,666 + 1,14
h zpozdéno. Rozdil v amplitudé mezi méfenim na Svalbardu a v Ceské republice nebyl

signifikantni (obr. 25b).
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Obr. 24 Denni profily hladiny melatoninu ve sliné v Ceské republice (CZE) a na
Svalbardu (SVB). Hladiny melatoninu vyjadiené jako prumérné hodnoty = SEM mérené v
Ceské republice (Cerné ctverecky) a na Svalbardu (modrd kolecka).
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Obr. 25 Zména akrofize a amplitudy melatoninu v Ceské republice (CZE) a na
Svalbardu (SVB). A) Akrofaze melatoninového rytmu vynesena jednotlivé pro kazdy
subjekt v Ceské republice (kolecka) a srovndna s hodnotami na Svalbardu (¢tverecky). B)
Amplituda melatoninu vynesend jednotlivé pro kazdy subjekt v Ceské republice (kolecka)
a srovndna s hodnotami na Svalbardu (ctverecky). Spojnice mezi body vyznacuje zménu

amplitudy u jednotlivého subjektu.

4.3.3. Exprese hodinovych geni v bukalnich stérech

Exprese hodinovych gent Perl, NriD1 a Bmall byla analyzovana ze vzorkli bukdlnich
stértl v dennim profilu s vyuzitim kosinorové analyzy. Geny Perl a NriDI ve své expresi
vykazovaly signifikantni cirkadidnni rytmus (obr. 26, 1 a 2). Exprese hodinového genu
Bmall nevykazovala cirkadianni rytmus ani ve vzorcich z Ceské republiky, ani ze
Svalbardu (obr. 26, 3).

Dvojna ANOVA s opakovanim s Bonferroniho korekénim mnohanasobnym testem
odhalila signifikantni efekt ¢asu (Peri: F = 12,5; P < 0,0001; NriDI: F = 11,08; P <
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0,0001), potvrzujici denni variace v genové expresi v obou méfenich. Nicméné rozdil mezi
skupinami prokazan nebyl (Perl: F = 0,966; P = 0,4527; NriDI: F = 1,050; P = 0,3989).
Porovnani amplitudy pomoci parového Studentova testu odhalilo signifikantni zménu u
hodinového genu Perl i NriDI. OvSem parovym Studentovym t-testem nebyl zjistén
signifikantni rozdil v akrofazi (Perl; P = 0,042; NriDI: P = 0,0244) (obr. 27, la, 2a),
nicméné¢ rozptyl mezi jednotlivymi hodnotami byl na Svalbardu men$i nez u méteni
provadéného v Ceské republice (Perl — CZE: SD + 3,13; SVB: SD + 1,82; NriDI — CZE:
SD +4,36; SVB: SD £ 2,03; Bmall — CZE: SD + 6,89; SVB: SD + 6,26) (obr. 27, 2a, 2b,
2¢).
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Obr. 26 Exprese hodinovych genii v bukdlnich stérech v dennim profilu
1) Perl, 2) NriDI, a 3) Bmall. a) Kosinorova analyza srovnavajici prumérné hodnoty
genové exprese + SEM u hodinovych genii Perl, Bmall a NriDI. b) Individudlné vynesené
profily exprese hodinovych genii v Ceské republice. c) Individudlné vynesené exprese
hodinovych genii na Svalbardu. Hodnoty jsou vyjadreny jako relativni genova exprese v
procentech jejich maximalni exprese. Signifikantni rytmus (P < 0,05 pro Perl, NriDI) je

zndzorneén v grafu plnou carou, nesignifikantni rytmus je vyjadien prerusovanou carou.
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Obr. 27 Zména amplitudy a akrofize hodinovych genii v Ceské republice a na Svalbardu
1) Perl, 2) NriDl, a 3) Bmall. a) Hodnoty amplitudy jednotlivych subjektu namérené v
Ceské republice a na Svalbardu porovnané parovym Studentovym t-testem; b) Hodnoty
akrofaze jednotlivych subjektii namérené v Ceské republice a na Svalbardu porovnané
parovym Studentovym t-testem. Tecky zndzoriuji hodnoty naméiené v Ceské republice,

ctverecky hodnoty na Svalbardu. Spojnice propojuji body jednotlivych subjektu.

4.4. Oscilace hodinovych genii pied aplikaci lithia a po ni v buné¢né kulture
transformovanych lymfocytii ziskanych od Li-R a Li-NR BAP pacientii
4.4.1. Identifikace rytmickych oscilaci hodinovych genii v kultufe in vitro
po synchronizaci sérovym Sokem ve 48hodinovém intervalu
Exprese hodinovych gent v kultute in vitro bunck transformovanych lidskych lymfocyta
nevykazovala rytmické oscilace v Zadné ze sledovanych skupin s vyjimkou genu Per3.
K analyze rytmickych oscilaci byla pouzita kosinorova analyza. Vysledky kosinorové

analyzy prokéazaly rytmickou oscilaci pouze u hodinového genu Per3 ve skupiné¢ BAP Li-

R. U Zadného dal§iho méfeni se rytmické oscilace nepotvrdily (obr. 28).
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K ovéfeni spravnosti navrhovaného protokolu studie jsme experiment ve stejném
nastaveni provedli na jiném bunééném typu, konkrétné na bunkach lidskych fibroblasti.
Vysledky kosinorové analyzy prokazaly vyrazné rytmické oscilace vSech sledovanych
hodinovych genti v tomto bunééném typu (obr. 29). Tyto vysledky potvrdily spravnost
naseho experimentalniho protokolu, ovSem transformované lymfocyty se ukézaly jako

nevhodny model in vitro pro studium cirkadiannich oscilaci hodinovych gent.
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Obr. 28 Exprese hodinovych genit a kosinorovda analyza v bunécénych kulturdach

Iymfoblastoidnich linii od bipolarnich pacientii Li-R, Li-NR a kontrolni skupiny. Na ose

X je vynesen cas (h) od synchronizace bunécné kultury. Jednotlivé body znazornuji

priumérnou hodnotu procenta maximalni exprese = SEM (Li-NR: n = 3; Li-R: n = 3;

kontrola: n

= 1). Cervena cara znazornuje vysledek kosinorové analyzy (horizontala

nerytmicka exprese, kosinorova krivka = rytmicka exprese).
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Obr. 29 Exprese hodinovych genii a kosinorovd analyza v bunécénych kulturdch lidskych

fibroblastii. Na ose x je vynesen cas (h) od synchronizace bunécné kultury. Jednotlivé body

znazornuji hodnotu procenta maximalni exprese (n = 1). Cervend c¢ara zndazornuje vysledek

kosinorové analyzy (kosinorova kiivka =- rytmicka exprese).



4.5.

Cirkadianni

s unipolarni depresi

oscilace transkriptomu v pfednim cingulu pacienti

V sekvencni analyze RNA jsme identifikovali vice nez 55 000 transkriptli ve vzorcich

predniho cingula (ACC). Tzv. ,.heat map* (obr. 30a, 30b) zobrazuje geny, u kterych byl

pomoci kosinorové analyzy prokézan cirkadianni rytmus. Geny jsou v obrazku setazené

podle casu akrofaze a méfené vzorky jsou sefazené v cirkadidnnim ¢ase podle doby umrti

subjektu (viz metodika, kap. 3.3.1.4). U kontrolni skupiny bylo identifikovano 2 272

rytmicky oscilujicich geni v ACC, u pacientd s UD bylo identifikovdno pouze 992

rytmicky oscilujicich gend. Srovnanim dat rytmicky oscilujicich gent u kontrol a pacienti

s UD jsme identifikovali pouze 92 gent, které byly rytmicky exprimované jak u kontrol,

tak u

skupiny UD (obr. 31).
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Obr. 30 A, B Heat map zndazorfujici rytmicky oscilujici transkriptom kontrol a pacientii

s UD. Body na casové ose zndzoriuji dobu vimrti jednotlivych subjektii. Radky predstavuji

Jednotlivé rytmicke transkripty, které jsou serazeny podle faze exprese jednotlivych genii.
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Kontroly 92 uD

2392 992

Obr. 31 Vennuv diagram znazoriiujici pocet rytmickych genii transkriptomu u kontrol a
u skupiny pacientit s UD. Prekryv udava pocet stejnych genii, u kterych byl v obou

skupinach identifikovan cirkadianni rytmus.

Porovnani nalezenych gent s rytmickou expresni aktivitou s genovou ontologii
vyuzivajici Kjétskou encyklopedii genti a genomti (KEGG) prokézalo, ze mezi témito geny
se u kontrolni skupiny vyskytuje nékolik klicovych gent zodpovidajicich za funkci
molekuldrnich hodin. V ACC tak byla identifikovana exprese hodinovych gent Arntl]
(Bmall), Arntl2 (Bmal2), Perl a Npas. Arntll a Arntl2 jsou svymi vlastnimi funkénimi
homology. Npas je paralog hodinového genu Clock. Geny Npas a Arntl jsou tak geny
negativni zpétnovazebné smycky molekularnich hodin. Per/ je komponenta pozitivni
zpétnovazebné smycky. U pacienti s UD byly identifikovany rytmické oscilace
v molekularni draze cirkadiannich rytma pouze u hodinového genu Perl, ovSem denni
maximum jeho exprese (akrofaze) bylo ve 2,96 h, cozZ je ve srovnani s kontrolni skupinou
0 7,27 h dtive. U ostatnich hodinovych genii rytmické oscilace zjistény nebyly. U kontrolni
skupiny také bylo identifikovano 19 rytmicky oscilujicich genli souvisejicich
se synchronizaci cirkadianniho systému. Konkrétné se jednéd o geny Gsk3p, Grinl, Grial,
Itprl, Gng3, Adcy4, Cacnald, GnbS, HIf, Adcyl, Prkcg, Noslap, Adcy6, Cacnali,
Cacnalc, Cacnalh, Cacnad, Rasdl a Ryr2. U pacienti s UD byly pomoci KEGG jako
rytmicky oscilujici geny Gcastnici se synchronizace cirkadianniho systému identifikovany

pouze 2 geny, a to Cacnalg a Kcnj9.
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5. Diskuze
V prvni ¢asti prace jsme se ve dvou studiich zabyvali cirkadidnnim systémem u ranych fazi
neurodegenerativnich onemocnéni. Cilem této ¢asti prace bylo popsat zmény cirkadiannich
rytmil a jejich souvislost s rozvojem neurodegenerativnich onemocnéni, konkrétné u mirné
formy AN a spankové poruchy RBD, kterd je nové povazovana za ¢asny prodromalni
projev PN.

V prvni studii jsme se zabyvali cirkadiannim systémem pacienti s mirnou formou
AN, které jsme srovnavali s vékove srovnatelnymi zdravymi kontrolnimi subjekty, které
zily ve stejné domacnosti jako pacienti, a byly tudiz vystavovany stejnym vliviim vnéj$iho
prosttedi a sdilely spole¢ny zivotni rytmus. Ve vSech ptipadech se jednalo o zivotni
partnery. Nase vysledky ukazuji, Ze v pfirozenych zivotnich podminkéch jsou cirkadianni
regulace chovani, hladiny melatoninu a exprese hodinovych gent v perifernich hodinach u
pacientil s AN ve srovnani s kontrolni skupinou mirn€ pozménény.

Priimérné hladiny melatoninu v dennim profilu vykazovaly cirkadianni rytmus jak u
kontrol, tak u pacientii s AN. Pokles celkové amplitudy nebyl signifikantni, ovS§em analyza
jednotlivych profili u pacientii s AN oproti kontrolnim subjektim poukézala na Castéjsi
vyskyt cirkadidannich zmén, napt. absenci rytmu nebo netypicky fazovy posun rytmu. Nizsi
hladiny melatoninu byly u pacientl s rozvinutou formou AN prokéazany uz v ptedchozich
studiich, a to v cerebrospinalni tekutin¢ ziskané posmrtné (Ferrari et al., 2000; R.-Y. Liu,
Zhou, van Heerikhuize, Hofman, & Swaab, 1999). Ve vzorcich bukalni sliznice jsme
identifikovali robustni rytmickou expresi hodinovych genii. Periferni bunéény hodinovy
mechanismus sledovany v bukalnich stérech nevykazoval u pacienti s AN vyrazné zmény,
ani v jeho pozitivnich komponentech prezentovanych rytmickou oscilaci hodinového genu
Bmall, ani v expresi hodinového genu Perl, ktery je soucasti tzv. negativni zpétnovazebné
smycky molekuldrnich hodin.

Jak ukazuji dalsi studie, zda se, Ze u mirné formy AN dochéazi nejprve k naruSeni
rytmu pohybové aktivity, pti€emZz homeostatické funkce fizené z hypotalamickych jader
zlstavaji v tomto stadiu nemoci intaktni (Hatfield et al., 2004). V nékterych studiich by
ovSem sledované naruseni pohybové aktivity mohlo spiSe souviset s vyskytem vyraznych
neurodegenerativnich zmén v locus coeruleus sledovanych vrané fazi AN, které se
vyznamné podili na fizeni pfechodu ze spanku do bdélého stavu (T. Arendt, Briickner,
Morawski, Jiager, & Gertz, 2015). Zajimavou informaci o naruSeni hypotalamickych
struktur by mohlo pfinést sledovani rytmu télesné teploty, ktery je fizeny z SCN a zaroven
se jeho centrum nachazi pravé v hypotalamickych jadrech. NaruSeni cirkadianniho rytmu

télesné teploty by tak mohlo 1épe reflektovat, zda ¢asné neurodegenerativni zmény zasahuji

72



1 tuto oblast a zda zmény sledované ve vystupnich rytmech souvisi s poskozenou funkci
cirkadianniho systému.

Ve studii pacientll s RBD jsme prokézali zmény v expresi hodinovych geni, které
byly ve shodé s nalezy dvou piedchozich studii sledujicich expresi hodinovych genli u
pacientl v ranych stadiich PN. Podobné jako nase studie i pfedchozi prace identifikovaly
zménu rytmické exprese hodinového genu Bmall, Per2 a Nrldl, nikoliv vSak Perl (Breen
et al., 2014; Cai, Liu, Sothern, Xu, & Chan, 2010).

Vysledky nasi prace dale prokazuji fazové zpozdéni akrofaze rytmu melatoninu o
vice nez 2 h oproti kontrolni skupin€, nikoliv v§ak pokles amplitudy, ktery je prezentovan
u pacientt s PN (Breen et al., 2014).

Jak doklada tfada studii, u témetr 90 % pacientti s RBD dochazi v pozdéjsim veéku
k rozvoji PN, pro kterou je typicky ubytek dopaminergnich neuronti (Galbiati et al., 2019).
Domnivame se, Ze sledované¢ zmény cirkadiannich hodin u pacientii s RBD mohou byt
Casnym signalem pocinajiciho ubytku dopaminergnich neuronli a dopaminergni
neurotransmise v mozku vcetn¢ sitnice oka. Zpozdény nariist melatoninu mtze byt totiz
ovlivnén zménou citlivosti ipRGCs, které prevadéji synchronizacni svételny signal do
SCN. Buiiky ipRGCs exprimuji melanopsin, jehoz tvorba je regulovana pravé dopaminem
(Sakamoto et al., 2005). Také samotna tvorba dopaminu ma cirkadidnni rytmus (Castafieda,
Marquez De Prado, Prieto, & Mora, 2004). Biosyntéza dopaminu zavisi na expresi tyrozin
hydroxylazy (TH), ktera je zodpovédna za konverzi tyrozinu na prekurzor dopaminu L-
DOPA. Jeji exprese je pozitivné regulovana heterodimerem BMAL/CLOCK (Logan et al.,
2019) a negativné regulovana REV-ERBa (Chung et al., 2014). Nizké hladiny dopaminu
a TH byly zjistény v bunikdch lymfocytl v periferni krvi pacientti s PN (Caronti et al.,
1999). Naruseni cirkadiannich oscilaci genové exprese klicovych komponent
molekularnich hodin (Bmall, Nridl, Per2) u pacientii s RBD tak mlze signalizovat i
pocinajici zmény jejich dopaminergniho systému.

V druhé ¢ésti prace jsme se zabyvali vlivem stdlého svétla na cirkadianni systém
Cloveka. Jako pfirozené prostiedi, kde je ¢loveék po 24 h vystaven svétlu, bylo zvoleno
souostrovi Svalbard, kde v priibé¢hu letnich mésicii panuje polarni den. Vysledky jsme
srovnavali s méfenim u tychz subjektt, které probéhlo v Ceské republice pied odjezdem
na Svalbard.

Vysledky hodnoceni rytmu pohybové aktivity a spanku ukazaly, Ze nastup spanku a
nasledné i probuzeni byly na Svalbardu az o 2 h zpozdény. Tyto zavéry potvrdily i vysledky
spankové analyzy, ktera prokéazala zpozdénou dobu usinani i zpozdénou dobu probouzeni.
Zpozdénou akrofézi jsme zjistili 1 v rytmu tvorby melatoninu, kde doslo soucasné i ke

snizeni no¢ni maximalni hodnoty. U obou parametrti tedy doSlo ke zpozdéni, ale
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cirkadianni rytmus byl pravidelny jak u aktivity, tak v produkci melatoninu. Tyto vysledky
jsou v souladu s predeslymi pracemi (Bhatt, Podder, & Chokroverty, 2005; Paul et al.,
2015; Stokkan & Reiter, 1994; Yoneyama, Hashimoto, & Honma, 2017). Vlivem vysoké
svételné intenzity ve vedernich i noénich hodinach (vice nez 100krat vyssi nez v Ceské
republice) doslo k posunu rytmu pohybové aktivity a k posunu a snizeni no¢niho narastu
melatoninu. Nicméné vysledky rytmickych oscilaci hodinovych gent v perifernich
hodinach bukalni sliznice vyrazné zmény oproti méfenim provadénym v Ceské republice
nevykazovaly. VSechny sledované hodinové geny vykazovaly rytmické oscilace.

Synchronizaci v podminkach stdlého svétla lze nahradit 1 nesvételnymi
synchroniza¢nimi signaly, kterymi muze byt naptiklad pravidelny pfijem potravy,
pravidelna pohybova aktivita nebo i pravidelné socidlni interakce (Aschoff et al., 1971;
Mistlberger & Skene, 2005; Friedrich K. Stephan, 2002). ZmenSené rozptyly akrofazi u
sledovanych hodinovych genti na Svalbardu (obr. 27b) poukazuji na to, ze subjekty byly
mezi sebou navzajem lépe synchronizovany nez pred odletem v Ceské republice. U
obdobné studie provadéné za polarnim kruhem, pfi niZ byly subjekty zadany o dodrzovani
vlastniho vnitifniho rezimu — nedodrzovaly tedy zadny pravidelny denni rezim a fungovaly
nezavisle na zbytku skupiny — doslo k rozpadu rytmu pohybové aktivity i rytmické tvorby
melatoninu (Kennaway & Van Dorp, 2017). Zda se tedy, ze dodrzovani pravidelného
denniho rezimu vede 1 v podminkach stalého svétla k zachovani rytmické funkce vnitinich
hodin.

Ve tieti Casti prace jsme se zamétili na moznosti vyuziti in vitro modelu
transformovanych lymfocytl pacienti s BAP, u kterych byla definovana jejich odpoveéd’
na lithium. Motivacik této studii byla snaha o vyuziti téchto bunéénych linii v cirkadidlnim
experimentu a sledovani molekularniho hodinového mechanismu in vitro v interakci
s podavanim lithia. Experiment byl soucasné provadén na dalSim bunécném typu, na
buiikdch lidskych fibroblastli, na nichz byl podobny experimentalni pfistup jiz pouzit
v fad¢ predchozich cirkadidnnich studii in vitro (S. A. Brown et al., 2005; Landgraf et al.,
2016; Michael J McCarthy & Welsh, 2012). V buiikach lidskych fibroblastii se nam
podafilo prokdzat robustni cirkadianni oscilace hodinovych genl, v buikéch
transformovanych lymfocytl se nam tyto oscilace prokazat nepodaftilo. Zasadni rozdil mezi
témito dvéma bunéénymi typy je ve zplsobu jejich kultivace. Zatimco fibroblasty jsou
buniky rostouci ve vysoké hustoté piisedle na dné kultivacni naddoby, transformované
lymfocyty rostou voln€ v bunééném médiu (suspenzni bunéény typ). Synchroniza¢ni signal
aplikovany na zacatku experimentu ma za cil synchronizovat molekularni hodinovy
mechanismus jednotlivych bun€k. Vzajemnou synchronizaci si fibroblasty dokazou udrzet

dlouhou dobu po synchroniza¢nim signalu (S. A. Brown et al., 2005). Vysledky naSeho
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experimentu ukazaly, ze bunky rostouci v suspenzi pravdépodobné nejsou schopné po
aplikaci synchroniza¢niho signalu vzajemnou synchronizaci udrzet. Dulezitym faktorem
dlouhodobého udrzeni synchronizace cirkadiannich oscilaci v bunééné kultuie je tedy
zjevné husta sit’ mezibunéénych interakei. Vyznam mezibunéénych interakci pro udrzeni
vzajemné mezibunécné synchronizace je velmi dobte popsan v neuronech SCN. Jednotlivé
neurony SCN v disperzni bunééné kultufe po sérové synchronizaci ztraci jednotné
rytmické oscilace vyrazné rychleji nez kompaktni organotypické kultury SCN (A. C. Liu
et al., 2007; Welsh, Logothetis, Meister, & Reppert, 1995).

K studiu cirkadiannich rytmi in vitro jsou vhodnéjsi bunky koznich fibroblasti,
které rostou ve vysoce konfluentnich bunécnych kulturach, vykazuji robustni cirkadianni
amplitudy v expresi hodinovych geni a dokazi si rytmické oscilace po sérové
synchronizaci dlouhodobé udrzet. OvSem sbirku fibroblasti od pacienti s BAP
odpovidajicich a neodpovidajicich na 1écbu lithiem jsme neméli k dispozici. V soucasné
dob¢ jiz byly vysledky podobné navrzené studie vyuzivajici fibroblasty publikovany
(Michael J. McCarthy et al., 2019).

Ve ctvrté, posledni Casti prace jsme se veénovali analyze celotranskriptomovych
cirkadidnnich oscilaci v pfednim cingulu, odebraného post mortem od pacientd s UD.
Casovy profil pozadovany pro cirkadianni analyzu byl sestaven na zakladé doby umrti
subjektu. Vysledky byly srovnavany se stejné ziskanymi daty od kontrolnich subjektt bez
diagn6zy UD.

Jsme si védomi toho, Ze nami pouzity pristup, pracujici s casem umrti jako jednim
c¢asovym bodem pro cirkadidnni analyzu, ma znac¢né limity. Uvédomujeme si, ze kazdy
subjekt ma jiné genetické pozadi, neznamou svételnou historii pied imrtim 1 synchronizaci
a ze vSechny tyto skutecnosti mohou nasledné ovlivnit analyzu. I pfes tyto limity ndm
cirkadianni analyza celého transkriptomu u kontrolni skupiny prokazatelné potvrdila
rytmus u témét 3 000 genti a u klicovych hodinovych gent (Perl, Bmall, Bmal2, Npas),
coz poukazuje na validitu naseho pfistupu. Krom¢ téchto hodinovych genii se prokézal
cirkadianni rytmus u 18 dalSich gent souvisejicich s regulaci a synchronizaci hodinového
mechanismu, jako je napiiklad GSK3f nebo nékteré podjednotky glutamatovych receptort
(GRIN1, GRIA1). Na rozdil od kontrolni skupiny byl u pacienti s UD cirkadianni rytmus
potvrzen pouze u 992 gentl a z hodinovych genti byl jako rytmicky exprimovany potvrzen
pouze hodinovy gen Perl. OvSem i tento gen byl exprimovan ve zcela jiné fazi (akrofaze
= 2,96 h), nez byl exprimovan u kontrolni skupiny (akrofaze = 10,22 h). Mezi rytmicky
oscilujicimi geny byly u pacientl s UD identifikovany pouze dva dalsi geny, které jsou

podle KEGG zapojené v synchronizacnich drdhach cirkadianniho systému.
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Denni oscilace nalady jsou fizeny cirkadiannimi hodinami a pfedni cingularni kortex
je funkéné spjat s regulaci nalady. Snizené mnozstvi rytmicky oscilujicich transkriptd, a
predevsim absence rytmicky oscilujicitho setu hodinovych genii v této struktufe mize u
pacientii s UD poukazovat na zhorSenou funkci vnitinich hodin nebo na vzajemnou

desynchronizaci cirkadianniho systému.

6. Shrnuti

1. Identifikace casnych zmén cirkadidnnich rytma v ranych fazich
neurodegenerativnich onemocnéni

U pacientii s AN jsme identifikovali mirné zmény v nékterych parametrech cirkadianniho
systému. DoSlo u nich celkové k mirnému sniZeni no¢ni maximalni produkce melatoninu,
ovSem jeho rytmicka produkce byla stabilni. Nicméné pii bliz§im piezkoumani
individualnich dennich profilti melatoninu pacienti s AN se ukazalo, ze u 5 ze 13 subjekt
byla amplituda extrémné nizka nebo vykazovala netypickou fazi. Exprese hodinovych
genl v perifernich bunkach vykazovaly jak u pacientt, tak u kontrolnich subjektii robustni
oscilace v obou sledovanych genech.

U pacienti s RBD doslo k fAzoveé zpozdénému nartstu melatoninu oproti kontrolam,
celkova hladina zménéna nebyla. Kosinorova analyza neidentifikovala rytmickou expresi
u hodinovych gentt Per2, Bmall a Nridl v perifernich mononuklearnich krevnich
bunkach, zato u kontrol kosinorova analyza prokézala rytmus ve vSech sledovanych

genech.

2. Synchronizace cirkadianniho systému ¢lovéka v podminkach stalého svétla

V této studii jsme prokézali, ze vlivem stalého svétla v ptirozenych podminkach doslo u
¢loveka k posunu akrofize v rytmické tvorbé melatoninu i v rytmu pohybové aktivity, ale
rytmické cirkadianni oscilace hodinovych gent byly témét beze zmény. Nase vysledky tak
poukazuji na schopnost vnitinich hodin vyuzit k vlastni efektivni synchronizaci i
nesvételné¢ synchronizacni podnéty, jako je pravidelnd pohybova aktivita, pravidelny

piijem potravy ¢i pravidelné socidlni interakce.

3. Oscilace hodinovych genii pred aplikaci lithia a po ni v bunéfné kulture
transformovanych lymfocyti ziskanych od Li-R a Li-NR BAP pacientii

Vysledky této ¢asti prace ukazuji, ze transformované lymfocyty nejsou vhodnym modelem
pro studium cirkadiannich oscilaci. Pravdépodobné proto, Ze buiky kultivované

v suspenznich bunécnych kulturdch neni mozné udrzet po synchronizacnim signdlu
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vzajemné¢ synchronizované. Zda se, ze k udrzeni vzdjemné dlouhodobé mezibunécné
synchronizace jsou diilezité intenzivni bunééné interakce. Vhodnéjsi by k takovéto studii

byly naptiklad lidské fibroblasty.

4. Cirkadianni oscilace transkriptomu v pfednim cingulu pacientii s unipolarni
depresi

Vysledky této prace identifikovaly témér 3 000 rytmicky oscilujicich transkriptti v prednim
cingulu zdravych kontrol. Mezi rytmicky oscilujicimi geny byly i kliCové hodinové geny,
které predstavuji podstatu molekuladrniho hodinového mechanismu. U pacientti s UD bylo
popsano pouze 992 rytmicky oscilujicich transkriptti. Ze skupiny hodinovych genti byly
rytmické oscilace naméfeny pouze u genu Perl. Jeho akrofaze byla ovSem vyrazné
piredbehnuta oproti jeho akrofaziu kontrol, kterd odpovidala akrofazi publikované v jinych
studiich. Ztrata rytmicity u velkého mnoZstvi genti v pfednim cingulu mize poukazovat na

deregulaci cirkadianniho systému u pacientti s UD.

7.  Zavér

Poruchy cirkadianniho systému se jednozna¢né podileji na rozvoji fady onemocnéni a je
dalezité¢ tomuto tématu vénovat pozornost. U onemocnéni, jejichz etiologie vzniku je
ziejma, lze k vyzkumnym ucelim vyuzivat snadno dostupné animalni modely. Zato u
neuropsychiatrickych onemocnéni, jejichz etiologie dosud jednoznacna neni a genetika
téchto onemocnéni je nejasnd, neni snadné vytvofit vhodny animdlni model. Studium
cirkadidnniho systému u neuropsychiatrickych onemocnéni je proto metodicky slozité a
sledovani ptimé interakce téchto onemocnéni s centralnimi hodinami v SCN je u ¢loveéka
prakticky nemozné. V této praci jsem se snazila vyuzit Siroky metodicky ptistup, ktery
umoznuje studium raznych aspektd lidského cirkadidnniho systému a pokryvéa jeho
behavioralni, fyziologické i genetické vystupy.

Ke studiu behaviordlnich vystupi jsme pouzivali aktigrafickou metodu, kteréd
umoznuje dlouhodobé zaznamendvani pohybu a naslednou analyzu rytmu aktivity a
spanku. VyuZili jsme moZnosti sledovat expresi hodinovych genl v bunikdch
ziskanych odbérem bukalni sliznice nebo PBMCs, které nam déavaji informaci o stavu
molekularnich hodin subjektu v jeho perifernich oscilatorech. Sledovali jsme celodenni
hladiny melatoninu, jehoz koncentraci lze efektivné méfit ve slin€ ¢i v krevni plazmé a
ktery je centrdlnimi hodinami pfimo fizen. Pracovala jsem také s nckolika
experimentalnimi paradigmaty. Jednak se studiem cirkadidnniho systému v domacim

prostiedi, které Iépe popisuje funkci cirkadidnnich hodin v ptfirozenych podminkach, a
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predevsim je pro starsi subjekty méné zatézujici. Nevyhodou tohoto pfistupu je nemoznost
pifimé kontroly podminek studie. Vyuzila jsem i kontrolované podminky spankové
laboratofe a ucastnila jsem se terénniho vyzkumu za polarnim kruhem, ktery umoznil
prirozené studium efektu polarniho dne na cirkadianni systém clovéka. Vénovala jsem i
velké usili zavedeni bunééného modelu in vitro, vhodného ke studiu molekularniho
hodinového mechanismu ¢lovéka, ktery by mél slouzit ke studiu geneticky podminénych
zmén cirkadiannich hodin nebo interakce molekuldrnich hodinovych mechanismu
s farmaky. V neposledni fad¢ jsem se v této praci vénovala analyze rytmickych oscilaci v
celém transkriptomu mozkové tkané ¢lovéka odebrané post mortem.

Vysledky ukazuji, Ze tyto rozdilné metodické ptistupy jsou validni a kazdy maji svou
vypovédni hodnotu. Molekularni hodiny v perifernich strukturach jak v bukalnich stérech,
tak v PBMCs, prokazateln¢ vykazuji rytmické oscilace hodinovych genli a v naSich
studiich jsme dolozili mirné¢ zmény u pacientl ve srovnani se zdravymi kontrolami. Je vSak
patrné, ze mezi jednotlivci panuje vyraznd variabilita v jednotlivych parametrech, a je tedy
nutné tato data interpretovat jako vysledek vétSich soubort dat. Tyto metodiky zatim neni
vhodné vztahovat k diagnostické interpretaci stavu jednotlivého pacienta. Ukézala jsem
také, ze hodiny jsou dobie synchronizovatelné i v podminkéach stalého svétla, pokud je
dodrzovan pravidelny denni rezim. Tento vysledek podporuje i terapeutické postupy
zaméfené na udrzeni pravidelného rytmu jakozto stabilizatoru cirkadiannich rytmi u
pacientl s afektivnimi poruchami, coz slouzi ke zlepSeni stavu pacienta.

Zajimavy vhled do cirkadiannich studii pfinaSeji analyzy provadéné post mortem. Ty
sice uméle zavadeji casové body podle doby umrti subjektu a na zaklad¢ téchto dat popisuji
denni zmény exprese, ale zda se, Ze pti dostate¢ném poctu subjekti a dobrém celodennim
pokryti casovych bodu jsou jejich vystupy validni. Post mortem prace tak mohou odkryt i
desynchronzaci mezi jednotlivymi mozkovymi strukturami sledovanych subjekt.

Zda se, Ze problematicka bude u pacientii pfedevSim zhorSend mira synchronizace
cirkadianniho systému mezi jednotlivymi strukturami, jejichz rytmy museji byt dobie
fizeny centralnimi hodinami, aby spravné plnily svou funkeci.

Novou vyzvu pro studie cirkadiannich rytmi rozhodné piedstavuji indukované
pluripotentni bunky, které by mohly umoZznit studium molekuldrnich cirkadidnnich
mechanismi v neurondlnich bunkach generovanych pfimo od konkrétnich pacientd a
sledovat tak naptiklad pfimy efekt antideresiv na cirkadianni parametry neurontl.

Studium cirkadianniho systému clovéka bude mit vzdy své limity, ale vyuZiti
komplexniho metodického piistupu ndm umoznuje odhalit n¢které jeho dulezité aspekty,
které mohou vést k lepSimu porozuméni systému i 1é€bé onemocnéni souvisejicich

s naru$enou funkci vnitinich hodin.
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