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Abstrakt

Hematoencefalickd bariéra (HEB) oddéluje obéhovy systém a mozkovou tkan. Udrzuje
homeostdzu mozku a reguluje transport latek mezi mozkovou tkani a krvi, ¢imz je zabranéno
vstupu potencialné toxickych latek do CNS. Jednotlivé bunky podilejici se na stavbé HEB, stejné
jako vétSina bunék v téle, obsahuji cirkadidanni hodiny, které pftispivaji k jejich spravnému
fungovani. Cirkadianni systém pomdha organismim nacasovat behavioralni a fyziologické
procesy s periodou 24 hodin. Organismy vykazuji cirkadidnni rytmy napf. v télesné teploté, v
uvolfovani urcitych hormonl, a predevSim vcyklu spanku a bdéni. Spanek zajistuje
metabolickou homeostazu a je nezbytny pro spravné fungovani organismu. V nedavnych
studiich bylo prokazano, Ze cirkadidnni rytmy a spanek se podili na regulaci HEB. Pfijem
cizorodych latek a jejich transport zpét do krevniho fecisté je fizen cirkadiannimi hodinami.
Naruseni cirkadidanniho systému ¢i spankova deprivace plsobi negativné na strukturu bariéry.
Vede ke zvySeni propustnosti HEB a oslabuje homeostatické mechanismy pomahajici odplavit
metabolity a Skodlivé latky z mozkové tkané, coz muzie prispivat k neurozanétu a

neurodegenerativnim onemocnénim.
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Abstract

The blood-brain barrier (BBB) separates the circulatory system and brain tissue. It maintains
homeostasis in the brain and regulates the transport of substances between brain tissue and
blood, which prevents entry of potentially toxic substances into the central nervous system.
The cells of the BBB, like most cells in the body, contain a circadian clock that contributes to
their proper function. The circadian system helps organisms to schedule behavioral and
physiological processes over a period of 24 hours. Organisms show circadian rhythms, for
example, at body temperature, in the release of certain hormones, and especially in the sleep-
wake cycle. Sleep ensures metabolic homeostasis and is essential for the proper functioning
of the body. Recent studies have shown that circadian rhythms and sleep are involved in the
regulation of BBB. The intake of foreign substances and their transport back into the
bloodstream is controlled by circadian clock. Disruption of the circadian system or sleep
deprivation has a negative effect on the barrier structure. It increases the permeability of HEB
and impairs homeostatic mechanisms that help to efflux metabolites and harmful substances
from brain tissue, which can contribute to neuroinflammation and neurodegenerative

diseases.
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1. Uvod

Vnitfni prostfedi mozku savcl oddéluje od krevniho recisté hematoencefalicka bariéra
(HEB). Propustnost této bariéry reguluji mimo jiné také cirkadianni rytmy. VSechny organismy
vykazuji tento endogenni ¢asovy systém, procesy periodicky se opakujici kazdych cca 24 hodin.
Cirkadidnni rytmy ovliviiuji spravné fungovani vSech orgdnovych soustav a maji velky dopad
na nas kazdodenni Zivot.

Tato prace je zamérena na vliv cirkadiannich rytm a jejich fyziologickych vystupu, jako
je spanek ¢i vylev hormonu melatoninu, na regulaci hematoencefalické bariéry. Neddvné
studie ukazuji na pfitomnost hodinového mechanismu v burikdch tvoficich HEB. Tyto bunécné
hodiny periodicky ovliviuji transport [atek mezi mozkovou tkani a krevnim obéhem v pribéhu
24 hodin. Také dostatecny spanek je nezbytny pro udrzeni integrity HEB. Naruseni vnitfniho
¢asového systému a spankova deprivace mohou vyznamné ovlivnit funkci HEB a nasledné vést
k poskozeni vnitiniho prostredi mozkové tkané. Pochopeni této problematiky mize pomoci k
objasnéni nékterych patologii CNS.

Prvni ¢ast mé prace shrnuje zdkladni poznatky o cirkadidnnim systému. Historii,
molekuldrni mechanismy, centralni a periferni oscilatory. Ve druhé casti je popsana struktura
a funkce HEB, jeji jednotlivé slozky a transportni systémy. Posledni ¢ast je vénovana neddvnym
poznatklm, jak spanek a cirkadianni rytmy reguluji transport latek pres HEB. Dale jak spankova
deprivace ovliviuje propustnost HEB a jak tyto faktory souvisi s onemocnénim centralni

nervové soustavy.



2. Cirkadianni systém

Pozorovani dennich rytmi bylo zaznamenano jiz ve stfedovéku, ackoli jejich pavod byl
z pocatku zpochybriovdn. V 18. stoleti francouzsky astronom Jean-Jacques d’Ortous de Mairan
pozoroval pohyby listll Mimosy. Pfes den byly listy rozeviené, pres noc sklopené. Pohyby listd
nevymizely, ani po nasledném umisténi rostliny do stalé tmy. Timto objevem byla poprvé
nastinéna endogenni povaha cirkadiannich hodin (Fuhr et al. 2015).

Vétsina organismu Zijicich na Zemi je vystavena prostfedi ménicimu se béhem 24
hodin. V dlsledku adaptace na tyto zmény se u organismu vyvinul vnitini casovy systém, ktery
pomahd nacasovat fyziologické a behavioralni procesy na optimalni dobu. Vyznamné
cirkadidnni rytmy vykazuji organismy napfiklad v cyklu spanku a bdéni, v télesné teploté,
v hladinach nékterych hormon( i v kognitivnich funkcich. Tento hodinovy systém nazyvame
cirkadianni (z lat. ,circa” — ptiblizné a ,diem” — den), kvali jeho periodé trvajici pfiblizné 24
hodin (Vitaterna et al. 2001).

Lidsky cirkadianni systém se muze lisit individudlni délkou periody, tento stabilni rys je
oznacovan jako chronotyp. Byly studovany dva typy: ,skfivani“ a ,sovy” (ranni a ve€erni typ).
»Skfivani“ se brzy probouzi, brzy chodi spat a rano mivaji vice energie. Naopak ,sovy” zlistavaji
vzhlru dlouho do noci, pozdéji vstavaji a jejich energie se zpravidla zvySuje s pozdnim vecerem

(Cavallera and Giudici 2008; Kripke et al. 2008).

2.1 Organizace cirkadianniho systému

Cirkadianni systém savcl je organizovan hierarchii oscilatorl. Centrdlni oscildtor se
nachdzi v suprachiasmatickych jadrech (SCN) nad prekfizenim optickych nervi v oblasti
predniho hypotalamu. Ridi periferni oscildtory nachazejici se jak v ostatnich oblastech mozku,
tak ve vSech perifernich organech (Vitaterna et al. 2001; Suburo and Pellegrino de Iraldi 1969).

Role SCN jako centralniho oscilatoru byla dokdzdna pokusem, ve kterém byla
provedena oboustrannd léze jader, v dlsledku ¢ehoZ doslo k celkové ztraté rytmicity vSech
fyziologickych procesud (Stephan and Zucker 1972). Transplantaci SCN byla rytmicita organismu

opét obnovena (Ralph et al. 1990).



2.2 Synchronizace cirkadianniho systému

Faktory, které jsou schopné synchronizovat cirkadianni periodicitu na presnych 24
hodin se nazyvaji Zeitgebery. NejucinnéjSim synchronizatorem hodin je svétlo, ale fazi cyklu
mohou modulovat i dalsi faktory, jako je napft. teplota (Vitaterna at al. 2001).

Suprachiasmatickd jadra ziskdvaji informace o svételnych podminkach ve vnéjSim
prostiedi pomoci pfimého spojeni s fotosenzitivnimi gangliovymi burikami v sitnici oka, které
obsahuji fotopigment melanopsin (Hattar et al. 2002). Tato drdha se nazyva
retinohypotalamicky trakt (Hattar et al. 2002; Moore 1973). Dalsi vstupni drahou je
genikulohypothalamicky trakt zajistujici nepfimou svételnou synchronizaci (Shibata and
Moore 1993).

Kazdé jadro SCN lIze rozdélit na dvé oblasti — ventrolateralni (,core” — jadro) a
dorzomedialni oblast (,shell“ — plast) (Leak and Moore 2001). Informace
z retinohypotalamického traktu je vedena do dorzomedialni oblasti SCN, odkud je prenasena

do ventrolateralni oblasti a nasledné do celého mozku (Moore 1973; Leak and Moore 2001).

2.3 Molekularni mechanismus hodin

Molekularni hodiny funguji na bazi zpétnovazebnych transkripéné-translacnich
smycek, které tidi rytmické, dvaceti ¢tyf hodinové vzorce hodin (Dunlap 1999). Jsou tvoreny
hodinovymi geny a jejich proteinovymi produkty. Generuji cirkadianni rytmy v jednotlivych

burikach organismu (Takahashi 2004).

2.3.1 Zpétnovazebné smycky

Hlavni hodinové geny izolované na prelomu 20. a 21. stoleti jsou Clock (King et al. 1997)
a Bmall (Bunger et al. 2000). Proteiny CLOCK a BMAL1 v jadfe tvofi heterodimer, aktivuji
transkripci gend Perl1,2 (Period) (Konopka and Benzer 1971) a Cry1,2 (Cryptochrome) (Kume
et al. 1999) vazbou na tzv. E-box elementy v jejich promotoru. Proteiny PER a CRY tvofi v
cytoplazmé represorovy komplex a nasledné se translokuji zpét do jadra. Zde se vazi na
komplex CLOCK/BMAL1 a tlumi tak jejich aktivacni potencial. To vede k poklesu exprese Per a
Cry, k naslednému snizeni hladiny jejich proteint a potlaceni jejich inhibi¢niho plsobeni na

vlastni transkripci. Tento proces se déje v noci, nasledujici rano CLOCK/BMAL1 obnovi nové



kolo transkripce genu Per a Cry (King and Takahashi 2000; Ko and Takahashi 2006) a dé&j se
opakuje. V dlsledku tohoto zpétnovazebného mechanismu vykazuje exprese hodinovych
genu cirkadidanni rytmus.

Na regulaci exprese genu Bmall se podili sekunddrni smycka tvorend jadernymi
receptory REV-ERBa a RORa (Sato et al. 2004; Preitner et al. 2002). Heterodimer
CLOCK/BMAL1 spousti jejich transkripci a jaderné receptory zpétnovazebné reguluji expresi
Bmall vazbou na promotorovou oblast. REV-ERBa plsobi jako inhibitor a RORa jako aktivator
(viz obr. 1; Ko and Takahashi 2006).

Dalsimi regulacnimi faktory jsou kasein kinaza 1 € (CK1¢) a kasein kinaza 1 delta (CK16).
Fosforyluji PER proteiny a podporuji jejich degradaci zprostfedkovanou ubiquitin-

proteazomovou drahou (Akashi et al. 2002).

2.3.1.1 Hodinami kontrolované geny

Hodinové geny (tzv. clock genes) generujici zpétnovazebné smycky fidi také expresi
hodinové fizenych genl (CCG — clock-controlled genes), které nasledné reguluji navazujici
fyziologické procesy v perifernich tkanich, jako napt. v jatrech, v srdci, ve stfevnim epitelu
nebo v mozku (Rosenwasser and Turek 2015; Storch et al. 2002; Murakami et al. 2008; Rath
et al. 2012). CCG jsou fizeny rGznym zplsobem, vazbou na E-box pomoci CLOCK-BMAL1
heterodimeru, pres ROR-elementy (pomoci ROR a REV-ERB) a pres D-box. Podle zplsobu

regulace se lisi, v jakou denni dobu jsou CCG exprimovany (Korencic et al. 2014).
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Obr. 1.: Schéma zpétnovazebnych smycek. Schéma zpétnovazebnych smycek molekuldrnich hodin. V
primdrni smycce heterodimer CLOCK/BMAL1 aktivuje transkripci Per a Cry behem dne. Interakce PER a CRY
a jejich ndslednd translokace do jadra potlacuje aktivacni plisobeni CLOCK/BMAL1 béhem noci. Podobnym

mechanismem jsou regulovdny také CCG.V sekunddrni smycce jaderné receptory RORa a REV-ERBa

aktivuji ¢i inhibuji expresi Bmall (Ko and Takahashi 2006).
2.4 Periferni oscilatory

K expresi hodinovych gend dochazi nejen v centralnich hodindch, ale i v jinych ¢astech
mozku a v perifernich organech, jako jsou napf. jatra, plice, ledviny, kosterni svalstvo apod
(Yamazaki et al. 2000; Yoo et al. 2004). Periferni oscilatory jsou z dlouhodobého hlediska
zavislé na centralnich hodinach v SCN, které zajistuji fazovou soudrznost uvnitf a mezi tkanémi
(Stratmann and Schibler 2006). SCN synchronizuje periferni oscildtory pomoci neurdlnich a
humoralnich vystupt. Svymi projekcemi do dalsich hypotalamickych jader ovliviiuje aktivitu
autonomniho nervového systému a fidi rytmickou syntézu glukokortikoidd, schopnych

nastavit fazi perifernich hodin (Balsalobre 2000; Reppert and Weaver 2002). Jednotlivé



periferni tkané obsahuiji cirkadidnni oscilatory schopné trvalé rytmicity v ex vivo podminkach
po dobu az 20 dnl nezdvisle na ucasti SCN (Yoo et al. 2004).

Periferni oscilatory jsou synchronizovany také pomoci signal(i, které nejsou pfimo
zavislé na SCN, napf. teplotou ¢i prijmem potravy. Kolisani teploty mlze fazové posunout
periferni cirkadidnni rytmy in vivo a omezeni dostupnosti potravy po delsi dobu vede
k desynchronizaci perifernich hodin a centralniho pacemakeru (Damiola 2000; Brown et al.

2002).

2.5 Melatonin

Melatonin je endokrinni hormon syntetizovany epifyzou. Jeho syntéza je u savcl
Casovana hlavnimi hodinami SCN a synchronizuje se scyklem svétla a tmy pomoci
fotosenzitivnich gangliovych bunék (Cipolla-Neto and Do Amaral 2018). K nejvyssi syntéze
melatoninu dochdzi za tmy, ale noc¢ni vystaveni svétlu jeho syntézu potlaci (Lewy et al. 1980).
Melatonin ma pfimé ucinky na regulacni mechanismy spanku (Dijk and Cajochen 1997).
Vecernim zvySenim hladiny melatoninu zacina tzv. termoregulaéni kaskada, snizi se produkce

tepla a dochazi k ndstupu spanku (Krauchi et al. 2000).

3. Hematoencefalicka bariéra

V 19. stoleti némecky |ékar Paul Ehrlich pfi svém experimentu zjistit, Ze injekéni podani
barviva do cévniho systému vedlo k obarveni vsech organ( s vyjimkou mozku a mozkomisniho
moku. Tento jev ndsledné pozoroval i neurolog Max Lewandowski, ktery dosel k zavéru, Ze
kapilarni stény v mozku tvofi bariéru pro urcité molekuly a stanovil pojem hematoencefalicka
bariéra (HEB) (Dyrna et al. 2013; Risau and Wolburg 1990).

HEB je mnohobunééna, dynamicka struktura, ktera prisné reguluje transport mezi krvi
a CNS pro vodu, ionty, glukdzu, aminokyseliny, hormony apod. HEB touto fizenou vyménou
jednotlivych latek udrZuje homeostazu CNS, coZ umoznuje spravnou neuronalni funkci a

ochranu CNS pred toxiny a patogeny (Dyrna et al. 2013; Smith 2000).



3.1 Struktura hematoencefalické bariéry

Hematoencefalicka  bariéra je  komplexni  systém  skladajici se ze
specializovanych endotelidlnich bunék, bazalni membrany, pericytl, astrocytd a imunitnich
bunék (viz obr. 2). Tento komplex poskytujici strukturdlni a funkéni podporu HEB, regulujici
transport latek do CNS se nazyva neurovaskuldrni jednotka. Dysfunkce jakékoli ze slozek
neurovaskularni jednotky maze vice ¢i méné ovlivnit propustnost HEB (Obermeier et al. 2013).
Dulezitou soucdsti HEB jsou tésné spoje (TJs — z ang. tight junctions) mezi endotelidlnimi

burikami, které se podili na regulaci propustnosti bariéry (Daneman and Prat 2015).

MG

Obr. 2.: Neurovaskuldrni jednotku HEB tvofi endotelidlni buriky (EC), které jsou spojeny tésnymi spoji (TJ).
Pericyty (PC), které neuplinée lemuji endotel a jsou uzaviené v bazdlini laminé (BL). Ddle astrocyty (AC),
jejichZ vybézky (EF) tvori nejsvrchnéjsi vrstvu a mikroglie zajistujici imunitni funkci (I1slam and Mohamed

2015).



3.1.1 Endotelialni buriky

Endotelialni buriky hematoencefalické bariéry tvofi souvislou plochu pokryvajici lumen
mozkovych cév a jsou navzajem propojeny pomoci TJ, které omezuji tok rozpusténych latek
mezi burikami (Brightman and Reese 1969). Endotelidlni buriky centralni nervové soustavy na
rozdil od perifernich endotelidlnich bunék maji snizenou schopnost transcytézy. Diky témto
regulovanym vlastnostem bunécného transportu je docileno ptisné kontroly pohybu latek

mezi krvi a mozkem (Coomber and Stewart 1985).

3.1.1.1 Transport mezi endotelialnimi burnkami

V membrandch endotelidlnich bunék se nachazeji kromé TJ dalsi mezibunééna spojeni:
gap junctions a adherence junctions (Simard et al. 2003). Gap junctions zprostfedkovavaji
mezibunécnou komunikaci, naopak adherence junctions spolu s TJs reguluji paracelularni
transport (Bazzoni and Dejana 2004).

TJs zprostifedkovavaji adhezi mezi jednotlivymi endotelidlnimi bunkami, tvofi se na
lateralni ¢asti plazmatické membrany interakcemi transmembranovych molekul, které jsou
spojeny s cytoskeletem. Mezi komponenty TJ patfi klaudiny, okludiny a adhezni molekuly
JAMs (junctional adhesion molecules) (Wolburg and Lippoldt 2002), na cytoplazmatické konce
téchto molekul se vazi proteiny typu zonula occludens (ZO-1, 2, 3) a tim dochazi ke spojeni
s aktinovou sloZzkou cytoskeletu. Toto uspofadani tvofi komplexni a stabilni sit TJ (Mitic et al.

2000).

3.1.2 Pericyty

Endotelidlni burniky obklopuje bazdlni lamina s pericyty, které nedplné lemuji cévu.
Pericyty obsahuji kontraktilni proteiny, které umoznuji zuzovani cév a regulaci pratoku skrz
kapilary (Peppiatt et al. 2006). Pericyty inhibuji expresi molekul zvySujici vaskuldrni
permeabilitu a reguluji tvorbu TJs. Zaroven jsou nezbytné pro tvorbu HEB, nedostatek pericytu
muze vést k dysfunkci HEB a jejimu rozpadu (Daneman et al. 2010). Stejné jako vétSina bunék
téla, obsahuji pericyty cirkadianni hodiny. Bylo zjisténo, Ze hodinovy gen Bmall udrzuje
integritu HEB prostrednictvim regulace pericytll (Nakazato et al. 2017).

V pokusech s mysimi modely s deleci Bmall dochazelo k vyraznému sniZzeni poctu

bunék s PDGFRP (z ang. Plateled derived growth factor receptor ) v mozkové klife. PDGFRf3
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je marker pericytd a protein nezbytny pro udrieni integrity HEB. Transkripce pdgfr8 je
pozitivné regulovana Bmall, coz naznacuje, Ze snizend exprese Bmall je zodpovédnd za
downregulaci exprese PDGFRP. To nasledné vede k dysfunkci pericytll a zvySené propustnosti

HEB (Nakazato et al. 2017).

3.1.3 Astrocyty

Nejsvrchnéjsi vrstvou bunék jsou astrocyty, poskytujici pomoci svych bunéénych
vybézkil spojeni mezi neurony a mozkovymi cévami (Abbott et al. 2006). Astrocyty se podili na
vyZivé neuroni a reguluji kontrakci a dilataci hladké svaloviny cév. Spojeni s neurony i cévami
umoznuje astrocytlim prenaset signdly, které reguluji pratok krve v reakci na neuronalni
aktivitu (Gordon et al. 2011).

Cirkadianni rytmicita byla pozorovdna na modelu mysi také v astrocytech. Sprazeni
exprese hodinového genu Per2 sexpresi enzymu luciferdzy umoznilo prokazat jeho
rytmickou expresi a existenci hodinového mechanismu v astrocytech (Prolo 2005).

Hodinovy protein BMAL1 hraje rozhoduijici roli v aktivaci astrocytl. Delece Bmall vede
k astrogliéze a zhorSeni podplrné funkce astrocytl, coz zplsobuje poskozeni okolnich

neuronu (Lananna et al. 2018).

3.2 Transportéry hematoencefalické bariéry

Molekuly mohou pres HEB prechazet prostou difuzi, receptorem zprostfedkovanou
transcytézou nebo aktivnimi ¢i usnadnénymi transportnimi mechanismy, jako jsou iontové
kanaly, specifické transportéry nebo energeticky zavislé pumpy (Fu 2018).

Malé hydrofobni molekuly (nap¥. Oz, CO2) mohou volné vstupovat do mozku difuzi po
koncentracnim spddu. Glukdéza ¢i aminokyseliny se pres HEB dostavaji prostrednictvim
usnadnéného transportu zprostfedkovaného specifickymi proteiny, napf. k transportu glukdzy
slouzi glukézovy prenasec¢ GLUT-1 (Cornford, Hyman, and Swartz 1994). Vétsi molekuly, jako
inzulin nebo transferin jsou prenaseny pomoci receptorem zprostiedkované transcytoézy (Fu
2018).

V endotelidlnich burnikach se hojné vyskytuji P-glykoproteinové transportéry (Pgp),

patfici do rodiny ABC (ATP-binding cassette) transportér(i. Pgp funguji jako efluxni pumpy



zavislé na ATP a zajistuji vylucovani xenobiotik z mozku. (Cordon-Cardo et al. 1989; Loscher

and Potschka 2005).

4. Regulace hematoencefalické bariéry cirkadiannimi rytmy

Studie Zhang a kol. z roku 2018 popsala na modelu octomilky cirkadianni regulaci
propustnosti HEB. Mozek octomilky je od hemolymfy oddélen bariérou, kterou tvofi dvé vrstvy
gliovych bunék: perineurdlni glie (PG) a subperineuralni glie (SPG). PG a SPG mezi sebou
komunikuji pomoci gap junctions (Desalvo et al. 2011; Spéder and Brand 2014). Eflux
xenobiotik pres HEB bezobratlych je zprostfedkovan transportérem Mdr65, ktery je
homologni transportéru Pgp u savcl a nachdzi se v SPG burikach (Mayer et al. 2009).

Ve studii (Zhang et al. 2018) bylo do obé&hu octomilky kazdé 4 hodiny béhem 24 hodin
injekéné podavano fluorescenéni barvivo Rhodamin B a hodinu po podani bylo méreno jeho
mnozstvi v mozku. Hladina Rhodaminu B v mozku vykazovala cirkadianni oscilace, nejvyssi byla
namérena v noci béhem klidové faze.

V PG burnikach byla detekovana rytmicita hodinového PER proteinu. Pfi naruseni hodin
v PG jiz nedoslo ke zménam hladiny xenobiotika v mozku, coZz naznacuje, Ze hodinovy
mechanismus v PG je nezbytny pro cirkadidnni rytmy v propustnosti HEB. Studie také popsala
zpUsob, jakym cirkadianni rytmy ridi eflux latek z mozku a tedy i propustnost HEB béhem 24
hodin (Zhang et al. 2018).

Molekularni hodiny v PG burikach reguluji expresi proteint gap junctions (Inx1 a Inx2)
a tim ovliviuji vyménu latek mezi obéma vrstvami bunék. To ovliviiuje i prichod Mg2+ iontd,
které slouzi jako pozitivni regulator aktivity transportér(i Mdr65. Béhem dne, kdy je nizsi pocet
spoju gap junction je vy$3i hladina Mg?* iontd v SPG, co?Z vede ke zvyseni aktivity transportérd
Mdr65 a snizeni propustnosti HEB pro podavand xenobiotika. V noci je ¢etnost spoju gap
junction vy33i, proto dochdzi k difuzi Mg?* do PG vrstvy bunék a snizeni hladiny Mg?* v SPG
bunkach, coz snizuje eflux latek a zvySuje propustnost HEB (viz obr. 3; Zhang et al. 2018; Booth

et al. 2000).
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Obr. 3.: Model reqgulace HEB u octomilky. Horni vrstva perineurdlnich glii (PG) obsahuje molekuldrni
hodiny. Subperineurdlni glie (SPG) ve spodni vrstvé ridi eflux Iatek z mozku. Cirkadidnni oscilace spoji gap

junction mezi obéma vrstvami fidi hladinu Mg?* a tim také eflux xenobiotik z mozku. (Zhang et al. 2018).

Podobné jako u octomilky byl zjistovan vliv cirkadianniho systému na regulaci
propustnosti HEB u savcl. Hladina Rhodaminu B v mozku mysi také oscilovala béhem 24 hodin
a vykazovala pravidelny cyklus s vrcholem po svitani a minimem po setméni. To naznacuje, Ze
eflux zprostredkovany Pgp transportéry je nejvyssi v noci, kdyzZ jsou zvirata aktivni (Zhang et
al. 2021).

Mechanismus cirkadidnni regulace byl objasnén experimentem provedenym na lidské
mozkové endotelidlni bunécné linii. Tak jako u octomilky byla i zde aktivita transportéru Pgp
fizena intracelularni koncentraci Mg?*. Studie ukdzala, Ze transportéry hotéiku (TRPM7), které
reguluji hladinu intraceluldrniho Mg?*, jsou pfimo ovlivnény molekuldrnimi hodinami (Zhang
et al. 2021).

Bylo zjisténo, Ze BMAL1 se vaze na promotor TRPM7 a tim ovliviiuje jeho expresi. Nizka
hladina BMAL1 sniZuje expresi TRPM7 a nasledné i koncentraci intraceluldarniho Mg?*. Tim
dochazi ke snizeni efluxu xenobiotik a vétSimu zadrZzovani Rhodaminu B v mozku. Vyssi hladina
BMAL1 naopak zvysuje expresi TRPM7, coz podporuje eflux xenobiotik (viz obr. 4; Zhang et al.
2021).

Tyto poznatky naznacuji, Ze cirkadidanni regulace HEB vyznamné ovliviiuje prichod
cizorodych latek, véetné léciv, do mozkové tkané. Z toho vyplyva dulezitost spravného

nacasovani |écby zamérené na centradlni nervovy systém.
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Obr. 4.: Regulace HEB u mysiho modelu. V aktivni ¢dsti dne BMAL1 aktivuje transkripci Trom7, zvysuje se
intraceluldrni Mg?* a eflux xenobiotik je vyssi. NiZsi hladiny Mg?* v nepfitomnosti BMAL1 vedou k vy$§imu

zadrZovani xenobiotik v mozku (Zhang et al. 2021).

4.1 Vliv melatoninu na propustnost hematoencefalické bariéry

Bylo prokazano, ze melatonin, jehoz syntéza je fizena z SCN, ma ochranné Gcinky proti
zvySené propustnosti HEB indukované interleukinem-1B. Interleukin-1f aktivuje sekreci
matrix-metaloproteindzy 9 (MMP-9) z pericytd. Vyssi sekrece MMP-9 inhibuje expresi
proteinl okludinu, klaudinu-5 a zonula occludens-1, které tvofi tight junctions (TJs) mezi
endotelidlnimi burfikami. Tim zvySuje permeabilitu HEB a pfispiva k jejimu poskozeni pfi
neurozanétlivych onemocnénich (Cui et al. 2017; Machida et al. 2015; Qin et al. 2019).

Melatonin plsobi inhibicné na MMP-9, podporuje obnoveni exprese proteinl tvoricich

TJs a integritu HEB (Qin et al. 2019).

5. Spanek

Spanek je jeden z fyziologickych vystupl biologickych hodin. BEéhem spankové epizody
dochazi ke stfidani REM (z ang. rapid eye movement — rychlé pohyby oci) a non-REM faze
(Chokroverty 2010). Regulaci spanku a bdéni moduluji dva protichGdné faktory, cirkadidanni
rytmus a homeostaticky mechanismus. Cirkadianni rytmus ovliviiuje na¢asovani a dobu trvani
predchozi doba bdélosti. Od probuzeni se postupné zvysuje a pres den je potladovan signaly

z SCN. Vliv SCN béhem dne postupné slabne a dochazi k ndstupu spanku. Rdno je naopak
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homeostaticky tlak nizky a vlivem podnétl z SCN dochazi k probuzeni (Chokroverty 2010; Reid
2019).

Informace pro regulaci spanku prichazi z SCN. Z dorzomedialni oblasti SCN jsou vysilany
signaly pres ventralni subparaventrikularni zénu do jadra dorzomedidlniho hypotalamu,
odkud vedou eferentni drahy do ventrolateralni preoptické oblasti, kterd podporuje spanek
(Leak et al. 1999; Chou et al. 2002). Pokud dojde k lézi SCN, desynchronizuje se doba spanku,
nahodné dochazi ke stavim spanku a bdéni a celkova délka spanku se prodlouzi (Edgar et al.

1993).

5.1 Regulace hematoencefalické bariéry spankem

Spanek a jeho pripadné omezeni hraje dllezitou roli v regulaci propustnosti HEB. Jak
chronické omezeni spanku, tak i nedostateCné mnoistvi REM faze spanku snizuje eflux
xenobiotik zmozku a ovliviiuje permeabilitu HEB. Béhem spanku dochazi kvy$simu
odplavovani odpadnich produktl zintersticidlniho prostoru. Deficit spanku pfispiva
k akumulaci skodlivych Iatek, jako je amyloid-B, v mozku (He et al. 2014; Gomez-Gonzalez et
al. 2013; Xie et al. 2013).

Studie Arthiushin a kol. zroku 2018 také prokazala vzdjemny vztah spdnku a
endocytdzy pres HEB, kde utlumeni procesu endocytdzy vedlo k prodlouzeni celkové doby

spanku.

5.1.1 Spankova deprivace

Nedostate¢né mnozstvi doby spanku je v dnesni spolec¢nosti béZznym jevem, miZze byt
zpUsobeno rfadou faktor(, jako jsou napf. pracovni naroky, socidlni a domaci povinnosti nebo
Zivotni styl. Chronickd spankova deprivace (CSR — chronic sleep restriction) je spojena
s kardiovaskularnimi chorobami, diabetem, depresi ¢i nadvahou. Spanek je nezbytny
homeostaticky proces a jeho omezeni ma negativni vliv na kognitivni a fyziologické funkce
(Banks and Dinges 2007; Krueger and Friedman 2009).

CSR ovliviiuje i spravnou funkci HEB. Omezeni spanku po dobu 6 dnd u mysi bylo
dostateéné k naruseni HEB. CSR snizilo funkci transportéru glukézy downregulaci exprese

GLUT1 a snizilo expresi nékterych protein( tvoficich tésné spoje (zejména okludinu, klaudinu-
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1 a klaudinu-5), coz vedlo knaruSeni integrity endotelidlnich bunék bariéry a zvysilo
propustnost HEB (He et al. 2014).

U mysi s CSR byly také pozorovany nizsi hladiny NO syntdz, to naznacuje snizenou
produkci oxidu dusnatého. Oxid dusnaty zpUsobuje vazodilataci cév a zvySeny pratok krve
mozkovymi kapilarami, snizenim mnozstvi oxidu dusnatého tedy dochazi ke snizeni pritoku
krve mozkovymi kapildarami. Dale doslo ke zvySeni exprese COX-2, zanétlivého markeru HEB,
ktery je spojen s vazokonstrikci a endotelidini dysfunkci. Tyto zmény mohou vést spolecné se
snizenou funkci transportu glukdzy k naruseni HEB a zvySeni jeji propustnosti (He et al. 2014).

Po 24 hodinach zotavovaciho spanku se funkce transportéri glukozy, exprese TJ
proteinl a hladiny NO syntaz a COX-2 vratily do normalnich hodnot a byla obnovena obvykla

mira propustnosti HEB (He et al. 2014).

5.1.1.1 Omezeni REM faze spanku

Studie z roku 2013 objasnila ucinky omezeni REM faze spanku na propustnost HEB
pouzitim Evansové modfi. Absence REM faze spanku po dobu 10 dni vyvolala u potkant
rozsahlé naruseni HEB. Po 40-120 minutach zotavovaciho spanku doslo k postupnému
obnoveni propustnosti HEB ve vétSiné studovanych oblasti mozku (Gomez-Gonzalez et al.
2013).

120 minut zotavujiciho spanku obnovilo normalni propustnost HEB napf. v amygdale,
insule a hypotalamu. Oblasti jako hipokampus, motoricka a somatosenzoricka klra vykazovaly
po zotavovacim spanku castecné obnoveni propustnosti, nicméné hladiny Evansové modfi
byly stale vyznamné vyssi nez u kontrolni skupiny potkand. U oblasti stfedniho mozku a
mozecku byla i po zotavovacim spanku propustnost HEB stdle stejné zvySenda (Gomez-

Gonzalez et al. 2013).

5.2.1 Vztah spdanku a vezikuldrniho transportu pres hematoencefalickou bariéru

Nedavné studie ukazuji vzajemny vztah spanku a vezikuldarniho transportu napfic¢
gliovymi burikami u octomilky obecné. Bylo zjisténo, Ze k transportu vezikl( pfes mozkovou

bariéru octomilky dochazi prednostné béhem spanku. Nejvyssi transport byl pozorovan

evvs
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transportu dochazelo naopak brzy rano, kdy je potfeba spanku nizkd. Spanek ma tedy
vyznamny vliv na transport latek skrze gliové buriky mozkové bariéry (Artiushin et al. 2018).
Nejen, Ze stav spanku a bdéni ovliviiuje vezikuldrni transport pfes bariéru, ale také mira
transportu v PG a SPG reguluje dobu spanku. Zablokovani vezikuldrniho transportu v PG i SPG
zpUsobilo prodlouZeni doby spanku. Spanek podporuje také konstitutivné zvysena aktivita

proteinu Rab11 v PG ¢i SPG, ktery se podili na transportu vezikl{. (Artiushin et al. 2018).

6. Role spanku pfi onemocnénich centralni nervové soustavy

6.1 Clearance pomoci glymfatického systému

Metabolity a odpadni produkty, véetné amyloidu- (AB), jsou z mozku odstranovany
pomoci mozkomisniho moku a intersticidlni tekutiny. Astrocytarni vodni kanaly aquaporiny-4
(AQP4) zprostfedkovavaji transport mozkomisniho moku z paraarteridlniho prostoru do
intersticia, kde se misi s intersticialni tekutinou a pohani odplaveni (tzv. clearance) odpadnich
produktll z mozkového parenchymu. Diky vyznamné roli glii a podobnosti s lymfatickym
systémem se tato draha nazyva glymfaticky systém (viz obr. 5; Iliff et al. 2012).

Ve studii Xie a kol. z roku 2013 bylo zjiSténo, Ze objem intersticidlniho prostoru se lisi u
bdélych a spicich mysi. U bdélych mysi byla potladena clearance v dlsledku zmenseni
intersticialniho prostoru, coZ snizilo tok intersticidlni tekutiny a mozkomisniho moku.

Naopak béhem spanku doslo ke zvétSeni intersticialni prostoru o vice nez 60%, coz
naznacuje, Ze spanek usnadnuje vyplavovani odpadnich produktl, jako napt. amyloidu-B,

z mezibunééného prostoru mozku. (Xie et al. 2013).
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Obr. 5.: Schéma glymfatické drdahy. Mozkomisni mok (CSF) vstupuje do mozku paraarteridlnimi cestami a
meéni se s intersticidlni tekutinou (ISF), kterd je z mozku odstrariovdna paravendznimi cestami. Astroglialni
vodni kandly (AQP4) zprostredkovdvaji tok intersticidlni tekutiny a Fidi odstrarfiovdni odpadnich Iatek

Z mozkového parenchymu (Gu et al. 2019).

6.2 Hromadéni amyloidu-f a proteinu Tau

Akumulace peptidu amyloidu-B v extracelularnim prostoru mozku je charakteristickym
znakem Alzheimerovy choroby. Tento proces je zavisly na clearance AB z mozku, kterou
zprostfedkovava glymfaticky systém a HEB. Dysfunkce HEB snizuje eflux AR do periferniho
obéhu, coZ vede k jeho akumulaci v mozku (Qosa et al. 2014; lliff et al. 2012).

Experiment na mysich prokazal vliv spanku na hladiny AB. Spankova deprivace zvysila
hladiny AB v intersticialni tekutiné a urychlila akumulaci amyloidniho plaku. Po nasledném
zotavovacim spanku doslo k okamzitému snizeni AB v intersticidlni tekutiné. Také zablokovani
receptoru pro orexin (neuropeptid podporujici bdélost) na 24 hod zvysSilo dobu spanku
priblizné o 10%, coz vedlo k vyraznému snizeni tvorby plakd AB. (Kang et al. 2009; Lin et al.

1999).
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Podobné, jako hromadéni AR v mozku pfi spankové deprivaci u mysi, byly testovany i
hladiny AB v mozkomiSnim moku u lidi. Spankova deprivace vedla u lidi k 25-30% nar(stu AP
v mozkomisnim moku (Lucey et al. 2018).

Agregace AB pravdépodobné zahajuje patogenezi Alzheimerovy choroby. Zda se vsak,
Ze k neurodegeneraci vede akumulace cytoplazmatického proteinu Tau, ktery se nachazi
v neuronech (Binder et al. 1985; Holth et al. 2019). Hromadéni Tau v mozku mUze vést ke
ztraté a dysfunkci neuron(, coz nasledné zpuUsobuje kognitivni poruchy (Bejanin et al. 2017).

Hladiny Tau v intersticidlni tekutiné a mozkomisnim moku jsou podobné jako u AB
regulovany cyklem spanku a bdéni. Intersticialni mnozZstvi proteinu Tau u mysi i Tau
v mozkomisnim moku u lidi je zvySeno pfi spankové deprivaci (Holth et al. 2019).

Tyto vysledky naznaduji, Ze patologické procesy spojené s Alzheimerovou chorobou,

jako je akumulace AB a Tau v mozku, Uzce souvisi s cyklem spanku a bdéni a dysfunkci HEB.

7. Zavér

Cilem prace bylo shrnout poznatky o regulaci hematoencefalické bariéry spankem a
cirkadidnnim systémem.

Bariéra mezi mozkovou tkani a krvi je dlleZita pro udrZeni spravné nervové funkce a
homeostdzy v prostifedi CNS. Jeden z faktorli plsobicich negativné na HEB je spankova
deprivace, kterd je ¢astou soucasti moderniho zpUsobu Zivota. Chronicka spankova deprivace
prispiva k poskozeni HEB, coz napomaha rozvoji fady onemocnéni CNS. Cirkadidanni systém
reguluje propustnost HEB v pribéhu 24 hodin a ovliviiuje prichod cizich latek, i Iéciv, do
mozkové tkané. Znalost cirkadianni regulace HEB muZe pomoci sprdvné nacasovat podavani

lékd, které jsou zamérené na CNS.
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