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ABSTRAKT

Biologické hodiny jsou zodpovédné za fizeni cirkadiannich rytmG v radé fyziologickych a
behavioralnich funkci, véetné aktivity imunitniho systému. U savcu jsou tyto hodiny uloZzeny
v suprachiasmatickych jadrech hypothalamu a vyskytuji se také na periferii. Hlavni oscilator v
SCN synchronizuje faze perifernich oscilatort v tkdnich a jinych ¢astech mozku, a fidi také
syntézu melatoninu v epifyze. Jeho vnitini perioda Tau (t) je v pfirozenych podminkach
synchonizovdna s vnéjsim 24hodinovym dnem, zejména stfidanim svétla a tmy béhem dne a
noci, ale také nesvételnymi stimuly. Naruseni ptirozenych vnitfnich podminek organismu
podanim endotoxinu zpUsobuje aktivaci imunitni odpovédi, behaviordlni zmény a fazové
zmény cirkadidnnich rytm(. Tato prace zkoumd vliv akutné podaného endotoxinu
lipopolysacharidu na bunécné signdini kaskady v bunkach suprachiasmatickych jader a
epifyzy. NaSe vysledky ukazuji, Ze hladiny fosforylovanych forem kinaz GSK3pB, a ERK1/2, a
hladiny fosforylovanych forem transkripcnich faktor STAT3 jsou po podani LPS vyrazné

modifikovany jak v suprachiasmatickych jadrech, tak zejména v epifyze potkana.

Klicova slova: Cirkadidanni rytmy, suprachiasmaticka jadra, epifyza, lipopolysacharid



ABSTRACT

The biological clock are responsible for entraining of circadian rhytms in many physiological
and behavioral functions, including the activity of immune system. In mammals, the
biological clock are located in the suprachiasmatic nuclei of the hypothalamus and also on
the periphery. The main oscillator in suprachiamatic nuclei synchronizes the phases of the
peripheral oscillators in tissues and the other brain areas and it also drives synthesis of
melatonin in the pineal gland. Its endogenous period Tau (t) is being synchronized with
external 24-hour day under normal conditions, mostly by the light-dark cycles during the day
and night and also by non-photic stimuli. By the application of endotoxin, disruption of
normal endogenous conditions in organism causes activation of the immune response,
behavioral changes and phase shifts of the circadian rhythmicity. This work examines effect
of acute application endotoxin lipopolysacharid on the cellular signaling cascades in the cells
of suprachiasmatic nuclei and pineal gland. Our data indicate, that levels of phosphorylated
forms of kinases GSK3B, ERK1/2 and levels of phosphorylated forms transcription factors
STAT3 are substantially modificated after administration of lipopolysacharid in the

suprachiasmatic nuclei and especially in the pineal gland of the rat.

Key words: circadian rhythms, suprachiasmatic nuclei, pineal gland, lipopolysacharid
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Seznam pouzitych zkratek

1°Ab - primarni protilatka

2°Ab - sekundarni protilatka

AA-NAT - arylkylamin-N-acetyltransferaza

APC - antigen prezentujici buriky (antigen-presenting cells)

ASMT - acetylserotonin-methyltransferaza

AVCR - Akademie véd Ceské Republiky

AVP - arginin-vasopressin

BCR - receptor B-lymfocytu

BMAL1 - z angl. brain and muscle Arnt like protein-1

cAMP - cyklicky adenosinmonofosfat

CBP - z angl. CREB-binding protein

CKle - kasein-kinaza 1¢

CLOCK - z angl. circadian locomotor output cycles kaput

CNS - centrdlni nervovy systém

CRE - z angl. cAMP responsive element

CREB - z angl. calcium/cAMP responsive element binding protein
Cry - z angl. cryptochrome

DAB - diaminobenzidin

ELISA -z angl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

dmSCN - dorzomedidlni suprachiasmatické jadro

ERK 1/2 - extracelularnim signalem regulovana kinaza 1/2 (extr. signal-regulated kinase 1/2)
G-CSF - z angl. granulocyte colony-stimulating factor

GCS - ganglion cervicali superior

GHT - genikulohypotalamicky trakt

GM-CSF - z angl. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
GPCR - z angl. G protein-coupled receptor

GRP - gastrin-releasing peptid

GSK3pB - glykogen syntdza kinaza 3B (glycogen synthase kinase 3 beta)
HEB - hematoencefalicka bariéra

ICER - indukovatelny cAMP casny represor

IGL - intergenikulatni listek

IkB - kindza I-kappa B

IL - interleukin

IFN - interferon

ipRGCs - z angl. intrinsically photoresponsive retinal ganglion cells
IRF3 - regulacni faktor pro interferon 3 (interferon regulatory factor 3)
LD - light-dark (rezim svétlo-tma)

LPS - lipopolysacharid

Mal - MyD88 adaptor like protein



MHC - hlavni histokompatibilni komplex (major histocompatibility complex)
MyD88 - Myeloid differentitation primery response protein 88

MRNA - messenger RNA

NAS - N-acetylserotonin

NF-kB - jaderny faktor kappa B (nuclear fakctor kappa B)

NGS - normal goat serum

NE - noradrenalin

NOD - nucleotid-vazajici oligomerizacni doména

P90RSK - p90 ribosomalni s6 kinaza

PAC1 - hypofyzarni adenylatcyklazu aktivujici peptidovy receptor typu 1

PACAP - hypofyzarni adenylatcykl. akt. peptid (pituitary adenylate cyclase-activating peptide)
PAMPs - mol. struktury asociované s patogeny (pathogen-associated molecular patterns)
PBS - fosfatovy pufr (phosphate buffered saline)

Per - z angl. period

PFA - paraformaldehyd

PKC - proteinkinaza C

PRC - fazoveé responsni kfivka (phase response curve)

PRR - patogeny rozpoznavaijici receptory (pathogen recognition receptors)

PVN - paraventrikularni jadro

RHT - retinohypotalamicky trakt

RoRa - z angl. retinoic acid-related orphan receptor a

RTK - receptory s vnitini tyrosin kindzovou aktivitou

SARM - z angl. sterile a and Heat-armadillo motifs

SCN - suprachiasmaticka jadra (supraciasmatic nuclei)

SOCS - supresory cytokinové signalizace

SRE - sérum responsni element

STAT3 - signdlni transduktory a aktivatory transkripce 3 (signal transd. and activ. of transcr.)
T - engogenni perioda Tau
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TRIF - z angl. TIR domain-containing adaptor protein inducing IFN

TNFa - tumor nekrosis faktor a

VIP - vasoaktivni intestinalni peptid (vasoactive intestinal peptide)

VPAC2 - vasoaktivni intestindlni peptidovy receptor typu 2

VISCN - ventrolateralni suprachiasmatické jadro

ZT - z angl. zeitgeber time; experimentalni ¢as



1 Uvod

Zivotni podminky ve vnéj$im prostfedi jsou velmi nestalé a rytmicky se méni v disledku
otaceni Zemé kolem vlastni osy. V organismech probihaji mnohé fyziologické a behavioralni
procesy s periodickym opakovanim, které se v pribéhu evoluce vyvinulo jako biologicka
adaptace na proménlivé abiotické faktory. Cirkadidnni rytmy, endogenni rytmické oscilace
s pfiblizné 24 hodinovou periodou, jsou fizeny komplexnim cirkadidnnim systémem, ktery se
u savcu skladd z hlavniho oscildtoru, sidliciho v suprachiasmatickych jadrech (SCN, z angl.
suprachiasmatic nuclei) hypothalamu a mnoha vedlejsich, perifernich oscilatord. Molekularni
podstatou cirkadiannich rytma jsou transkripéné-translacni zpétnovazebné smycky slozené
ze sady hodinovych genl a jejich produktd. Hlavni oscilator je citlivy k synchronizatoriim
zvnéjsiho prostredi tzv. ,Zeitgeberdm®, které moduluji jeho funkci. V pfirozenych
podminkach je dominantnim synchronizdtorem svétlo, presnéji stfidani svétlé a tmavé casti
dne béhem dne a noci, které synchronizuje vnitfni cirkadianni periodu s 24 hodinovym
solarnim  dnem. Informace o svétle pfichazi zretiny a prochazi pfimym
retinohypotalamickym traktem (RHT) do svétloreceptivni ¢asti SCN, kde dochazi
prostfednictvim glutamatovych receptord k aktivaci bunécné signalizacni kaskady, coz vede
v kone¢ném dUsledku k posunim faze cirkadiannich rytmd. Kromé svétla puasobi na
cirkadianni systém také nesvételné stimuly jako napfiklad behavioralni vlivy, alkohol,
farmaka Ci drogy, které taktéZz moduluji cirkadianni rytmy. Nevhodnym plsobenim svétla ci
nesvételnych stimull muize dochdzet k naruseni faze rytma a k jejich negativnimu plsobeni
na cirkadianni systém. NarusSeni cirkadianiho systému provazi celd fada chorob a

onemocnéni, v¢etné rakoviny, diabetu, kardiovaskularnich poruch a oslabeni imunity.
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2 Literarni prehled

2.1 BIOLOGICKE RYTMY

Vétsina biologickych déju, probihajicich v organismech, se opakuje vrizné dlouhych
Casovych intervalech. Tento interval neboli perioda mlze byt velmi rozdilny, existuji rytmy
s délkou nékolika malo milisekund, rytmy cirkadianni s pfibliznou periodou 24 hodin a také
mnohem delSi rytmy, ovliviiované sezénnimi zménami klimatu, s délkou periody zhruba rok.
Biologické rytmy se kromé délky periody lisi také plvodem; exogenni rytmy jsou odrazem
zmén v prostredi, zatimco rytmy endogenni vyplyvaji z vnitfnich proces( v organismu, a maji

geneticky zaklad.

V dasledku otadceni Zemé kolem vlastni osy dochdzi na planeté ke stfidani svétlé a tmavé
¢asti dne. Evolu¢ni odpovédi na tuto skutecnost byl vznik cirkadidnnich rytmd, jez se vyvinuly
jako adaptace na cyklické zmény svétla v prostiedi. Rizeni cirkadidnnich rytm0G zajistuji
biologické hodiny, které reguluji Zivotni funkce nejen u savch a clovéka, ale také u
bezobratlych, rostlin a prokaryot. Podle exogennich faktor(i sefizuji endogenni cykly
organismu, ¢imZz mu pomahaji pripravit se a koordinovat své Zivotni strategie v neustdle se
ménicich podminkach okolniho prostfedi. Mezi cirkadianni rytmy patfi zejména rytmus
spanku a bdéni, pohybové aktivity, télesné teploty, tvorby a uvolfiovani hormond, aktivity

enzym( a spinani a vypinani urcitych sad gen(l (Foster et Kreitzman, 2004).

2.1.1 CIRKADIANNi RYTMY

Cirkadianni rytmy savcl jsou endogenni povahy. Maji geneticky danou periodu Tau (t), jejiz
délka se pohybuje v rozmezi 20-28 hodin (z toho nazev ,cirkadidanni®). Jeji presna délka se u
jednotlivych druht specificky lisi. Primérnda délka t se u ¢lovéka podobné jako u potkana
pohybuje okolo 24,2 hodin (Dunlap et al., 2004). V prostiedi periodickém, napf. pfi
pravidelném stfidani svétla a tmy béhem dne a noci, se cirkadianni systém pfrizplsobuje
okolnimu prostredi a jeho perioda Tt se rovna 24 hodindm. V neperiodickém prostfedi napfr.

za stalé tmy, bézi cirkadianni rytmy podle periody t volné v ¢ase. Cirkadianni systém je tedy
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citlivy k synchronizatorlim (tzv. Zeitgeberim) z vnéjsiho prostiedi, které funguji jako
udavatelé ¢asu (Golombek et Rosenstein, 2010). Synchronizatory vyvoldvaji fazové posuny
endogennich cirkadidnnich rytm0 a tim pfizpGsobuji délku jejich periody periodé vnéjsiho
prostfedi. Cirkadidanni rytmicitu mUZeme pozorovat na nékolika rliznych urovnich, vyskytuje
se v jednotlivych bunkach, ale i v celych systémech z bunék sloZzenych, tedy v tkanich,

organech a organismu samotném.

2.2 CIRKADIANNI SYSTEM SAVCU

Cirkadianni systém savcl se sklada zjednoho hlavniho oscildatoru, umisténého v SCN
hypothalamu a mnoha perifernich oscilatorli, umisténych v dalSich oblastech mozku a v
perifernich organech. Hlavni oscilator stoji na vrcholku hierarchie, fidi behavioralni a

neurohumoralni rytmy a synchronizuje funkce perifernich oscilator( (Herzog et al., 2004).

2.2.1 CENTRALNI OSCILATOR

Hlavnim pacemakerem, ktery tidi cirkadianni rytmy u savch a generuje oscilace, byla
stanovena parova struktura SCN. Tato funkce SCN byla postulovana na zdkladé série pokusu
na hlodavcich (Stephan et Zucker, 1972; Lehman et al., 1987; Inouye et Kawamura, 1979),
kterym se lézi SCN zcela zrusila jejich cirkadianni rytmicita méfend rytmem v pohybové
aktivité. Transplantace SCN takto poskozenému zvifeti cirkadidnni rytmicitu obnovila a

cirkadianni rytmus hostitele pak nové bézel s periodou ddarce (Ralph et al., 1990).

SCN se nachdazeji v anteroventralni ¢asti hypothalamu, tésné nad kfizenim optickych nerva.
Jelikoz optické nervy vedou informaci osvétle a svétlo je hlavnim exogennim
synchronatorem, umisténi SCN pravé zde usnadriuje prenos svételnych signalQ z retiny. Obé
jadra jsou slozend asi z 10 000 autonomnich bunek, z nichZz kazda dokaze generovat rytmy
sama o sobé (Abrahamson et Moore et, 2001). Jednotlivé neurony fizené exprimuji hodinové
geny a to i v konstantnich podminkach (Liu et al., 2007). Teprve mnohocetné propojeni
téchto individualnich neuron( v sit je nezbytnym predpokladem k vytvoreni cirkadianniho
rytmu celého SCN, ktery je pak prendsen k orgdnlim celého téla (Mohawk et al., 2012).
Poskozeni SCN ¢i naruseni integrity rytm0 jednotlivych neuron( (zplsobené napf. mutacemi

12



hodinovych gen(, starnutim, nebo plsobenim svétla béhem noci) mlZe byt pficinou
zavainych patologickych zmén v organismu (Penev et al., 1998; Okada et al., 2008;

Karatsoreos et al., 2012).

Neurony SCN jsou heterogenni, lisi se velikosti, tvarem, funkci, aferentnimi i eferentnimi
spoji ¢i neuropeptidy (Abrahamson et Moore, 2001; Yan et al., 2008). Kromé neuronu se
v SCN nachazeji také gliové bunky, predevsim astrocyty (Prolo et al.,, 2005). Navzdjem
komunikuji a podporuji funkci hlavniho oscilatoru. Funkéné a morfologicky je SCN rozdéleno
na dvé podoblasti, slupku a jadro. Dorzomedialni (dmSCN) slupka a ventrolaterdlni (vISCN)
jadro zastavaji odlisné funkce. VISCN je umisténo nad optickym chiasmem a je
retinorecipientni, to znamena Ze pfijima svételné informace posilané RHT ze sitnice. VISCN
pfijima signaly také nepfimou drahou, tzv. genikulohypothalamickym traktem (GHT) z
intergenikuldtniho listku (IGL) thalamu. Tato nepfima draha vede informace o integrovanych
svételnych a nesvételnych stimulech a reguluje funkci SCN zejména prostiednictvim
neurotransmiteru neuropeptidu Y (Challet et al. 1998). VISCN je charakterizovdano neurony,
které syntetizuji vazoaktivni intestinalni polypeptid (VIP) a gastrin-releasing peptid (GRP).
DmMSCN nepfijimd pfimo informaci o svétle, je zodpovédné zejména za udrZovani
endogennich oscilaci a organizaci vystupnich signalt do dalSich oblasti mozku a perifernich
organl (Leak et Moore 2001). Obsahuje neurony syntetizujici arginin-vasopresin (AVP) a

calretinin (Golombek et Rosenstein, 2010).

2.2.2 PERIFERNi OSCILATORY

Centralni biologické hodiny v SCN hypothalamu synchronizuji vSechny rytmické déje
probihajici v nasem téle. Ty jsou fizeny tvz. suboscilatory, které fidi rytmické procesy v
plicich, srdci, ledvindch, jatrech i ostatnich orgdnech a ovliviiuji expresi genl nutnych pro
jejich funkci (Sakamoto et al., 1998). Od centralniho oscilatoru v SCN se lisi tim, Ze nezbytné
potrebuji signaly z vnéjsiho prostfedi k udrzeni svych oscilaci. Tyto signdly jim poskytuje
pravé hlavni pacemaker v SCN, mohou vsak byt synchronizované i signaly typickymi pro
jejich fyziologické funkce (Damiola et al., 2000). Napf. oscildtor v jatrech muze byt
synchronizovan fizenym pfijmem potravy (Lamia et al., 2008). Vystupni signaly z SCN jsou

prendseny budto neuronalnimi, nebo humordlnimi drahami a zasadné ovliviiuji spanek,
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prijem potravy, pozornost, uceni, pamét a dalsi kognitivni funkce (Kalsbeek et al., 2006).

NejdulezitéjsSim humoralnim vystupem z SCN je melatonin syntetizovany epifyzou.

2.2.2.1 EPIFYZA

Pinealni zZlaza neboli epifyza je drobna, nepdrova, endokrinni Zldzka v mozku, podilejici se na
sekreci hormond, tvorbé biorytmu, funkci pohlavnich ZIaz a imunitniho systému. Nachazi se
na hranici mezi mesencephalonem a diencephalonem, tvofi prevainou c¢ast struktury
diencephalonu zvanou epithalamus (Mgller et Baeres, 2002). Ma kulovity tvar a jeji
parenchym je tvofen pinealocyty, které slouzi k produkci hormon( a intersticidlnimi
(podplrnymi) gliovymi bunkami. Parenchymatické bunky pinealni Zlazy misty oddéluji
kapilary a v pomérné velkych perivaskuldrnich prostorech se nachdazeji fagocytujici burky,
které se Ucastni dulezitych imunologickych déji. Mimo jiné slouZi jako antigen prezentujici
bunky (APC, zangl. antigen presenting cells), diky svym imunoreaktivnim vlastnostem
exprimuji hlavni histokompatibilni komplex glykoproteiny II. tfidy (MHC, z ang. major

histocompatibility complex) (Pedersen et al. 1993; Sato et al. 1996).

Vnitini prostfedi mozku je od vnéjsiho oddéleno hematoencefalickou bariérou (HEB), ktera
ma za ukol kontrolovat transport latek mezi mozkem a krvi. HEB je tvorena z krevni strany
souvislou vrstvou endotelovych kapilar, které obsahuji velmi tésné spoje a bazalni laminou,
ke které se z mozkové strany pripojuji vybézky astrocytll a mikroglii. HEB tedy vyznamné
omezuje prlichod latek do mozku a astrocyty navic vylucuji regulacni signdlni proteiny.
V epifyze se vsak tésna vrstva HEB chybi a je namisto toho pfitomna vrstva endotelu
s fenestrovanymi kapilarami, které maji ve sténdch radu otvorl a umoznuji tak témér volny

prachod latek mezi tkani a krvi.

U nizSich ZivoCichG muZe mit epifyza zachovanou fotosenzitivni funkci a mulze pfimo

transdukovat informace o svétle (Korf et al., 1992). U wvysSich ZivoCichi a Clovéka se

vvvvvv

epifyzy tvorba hormonu melatoninu (Lerner et al. 1959; Ganguly et al. 2002; Stehle et al.

2002).
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2.2.2.2 MELATONIN

Melatonin je hormon syntetizovany epifyzou na zdkladé signall z SCN. Z chemického
hlediska je melatonin N-acetyl-5 methoxytryptamin, vznikd z esencidlni aminokyseliny
tryptofanu. Tryptofan je hydroxylaci a naslednou dekarboxylaci preménén na serotonin (5-
hydroxytryptamin), ktery je konvertovdan enzymem arylkylamin-N-acetyltransferazou (AA-
NAT) na N-acetylserotonin (NAS) a ten je poté enzymem acetylserotonin-methyltransferazou
(ASMT) preménén na melatonin (Simmonneaux et Ribelayga, 2003). Syntéza melatoninu je
fizena primou multisynaptickou drahou z SCN. Drdha spojujici SCN s epifyzou zacina v
dmSCN, odkud vedou eferentni vldkna do paraventrikularniho jadra (PVN) hypothalamu a
ddle pres fasciculus medialis prosencefali a hrudni michu do ganglion cervicali superior (GCS)
(Swanson et al., 1980). Z GCS vychazeji sympatickd nervova vlakna, kterd inervuji epifyzu
(Klein et al., 1991). V noci je ze sympatickych nervovych zakonceni v epifyze uvolfiovan
noradrenalin (NE), ktery aktivuje B-adrenergni receptory na pinealocytech (Brownstein et al.,
1974). Stimulace téchto receptorl vede k aktivaci adenylatcyklazy, zvyseni hladiny cyklického
adenosinmonofosfatu (CAMP) v pinealocytech ma za nasledek aktivaci proteinkinazy A (PKA).
Dochazi k fosforylaci CRE vazebné sekvence pro protein CREB (Roseboom et Klein, 1995;
Maronde et al., 1997). Fosforylovany CREB se vaze na CRE sekvenci v promotoru genu aanat
(Baller et al. 1997) a iniciuje transkripci, poté vznika protein AA-NAT (Klein et al., 1997). AA-
NAT je limitujicim enzymem pfi syntéze epifyzalniho hormonu melatoninu a CRE reguluje
expresi AA-NAT (Klein et al., 1991; Rosenboom et al., 1996; Baler et al., 1997; Ganguly et al.,
2001). Syntetizovany melatonin se uvoliiuje pfimo do krve a vaZe se na své receptory
v mnoha organech a mozkovych strukturach (Klein et al., 1991; Pevet et. Challet, 2011).
Produkce melatoninu je okamZité blokovana svétlem v noci, ale i fadou latek, pfedevsim
chemickymi lécivy, ale také betablokatory, kofeinem, kortikosteroidy, tabdkem a dalSimi
(Lewy et al., 2006). Degradace melatoninu probiha prevainé v jatrech, v minimalnim

mnoZstvi se nezménén vylucuje také v moci (Claustrat et al., 2005).

Hladina melatoninu je tedy zavisld na stfidani svétla a tmy. K jeho produkci a uvolfiovani
dochazi pouze v noci, nezavisle na tom, v jaké ¢asti dne je ZivoCich bézné aktivni. MnoZstvi
uvolnéného melatoninu je pfimo umérné délce noci, melatonin tedy prenasi informaci nejen

o denni dobé, ale také o celkové délce dne, kterd se liSi v jednotlivych ¢astech roku a je
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soucasti fizeni dennich i ro¢nich savéich rytma (Schulz et Steimer, 2009). Rytmy v sekreci
melatoninu jsou robustni a poskytuji dobfe hodnotitelné informace o fazi rytmu a o
celkovém fungovani biologickych hodin, ¢ehoz se hojné vyuziva pfi klinickych vyzkumech
(Arendt et al., 2005). Funkce melatoninu jsou zprostfedkované melatoninovymi receptory,
které se nachdzeji hojné v SCN a oblasti mozku zvané pars tubelaris, ale i v mnoha organech
na periferii, napf. ve sleziné, ledvinach a cévach (Masson-Pevet et al., 1994). Melatoninové
receptory se nachdazi se také v retiné, kde se rovnéz melatonin tvori (Meyer et al., 2002; Baba
et al., 2009). V SCN se volné cirkulujici melatonin mlzZe vazat na melatoninové receptory a
ovliviiovat cirkadidnni regulaci (Schromerus et Korf, 2005). Melatonin ma také velmi silné
antioxidacni ucinky, snizuje riziko vzniku mnoha chorob, mimo jiné artritidy, rakoviny,
kardiovaskuldrnich chorob, cukrovky, snizuje hladinu cholesterolu a krevniho tlaku, zlepsSuje
kvalitu spanku a zpomaluje starnuti (Karlson et al. 2003; Shernhammer et al. 2006; Dochi et
al. 2009; Reiter et al. 2010a). Se zvysujicim se vékem klesa amplituda melatoninového rytmu,
coz pfrispivd k nespavosti a depresi u starych lidi (lguchi et al., 1982). Ma také cetné

imunologické funkce, které jsou popsany dale v textu.
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2.3 MOLEKULARNI PODSTATA CIRKADIANNIHO SYSTEMU

V soucasnosti zndme jiz mnoho skutec¢nosti o obecnych principech fungovani biologickych
hodin, o jejich vlastnostech a synchronizaci. Vlastni podstata cirkadiannich oscilaci,
probihajici na molekuldrni Urovni, vSak dosud tolik probadana neni a proto se ji zejména

v poslednim desetileti vénuje stdle vice pozornosti.

Uvniti kazdé bunky centralniho ¢i periferniho oscilatoru existuje jednotny molekuldrni
mechanismus, ktery zajistuje genovou expresi riznych hodinovych genf, klicovych pro vznik
a udrZeni oscilaci (Nagoshi et al., 2004). Oscilace v bunikach jsou zajiStény periodickym
spindnim a vypinanim sady hodinovych gend. Mezi hlavni hodinové geny savcl patfi Clock
(Circadian locomotor output cycles kaput), Bmall (Brain and muscle Arnt-like protein 1),
Perl, Per2 (Period), Cryl, Cry2 (Cryptochrome), CK1e (Casein kinaza 1 epsilon), Rev-erb a

(Retinoic acid-related orphan receptor alfa) a Rore (Reppert et Weaver, 2001).

A

Cytoplazma

bRI/J) — Proteolyza
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Obr.1: Zpétnovazebnd transkripcné-translacni smycka (upraveno z Gallego et Virshup, 2007).
Transkripéni faktory a proteinové produkty téchto genl tvofi vzdjemné propojené
zpétnovazebné smycky, které zajistuji transkripci a translaci hodinovych gend (Shearman et

al., 2000). Autoregulacni transkripéné-translacéni smycky obsahuji pozitivni ¢ast, tzv.
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transkrip¢ni aktivatory BMAL1 a CLOCK a RORA a c¢ast negativni, slozenou z transkripcnich
represort CRY1, CRY2, PER1, PER2 a REV-ERB alfa.

Princip zpétnovazebnych smycek spociva vtom, Ze pozitivni elementy aktivuji expresi
negativnich element(, které nasledné tlumi aktivitu pozitivnich ¢asti smycky. U savcl pohani
biologické hodiny dvé hlavni autoregula¢ni zpétnovazebné smycky. V prvni z nich spolu
transkripéni aktivatory BMAL1 a CLOCK tvofi na zac¢atku dne heterodimer CLOCK/BMAL1,
ktery prechazi do jadra, kde je navdzdn svou doménou na aktivacni komplex E-box na
promotorech hodinovych genl Per a Cry, ¢imz dochazi k aktivaci jejich exprese. V dusledku
toho vznikaji v cytoplazmé proteiny PER a CRY. Hladiny proteint PER a CRY se v cytoplasmé
béhem dne zvysuji a jakmile dosdhnou dostatecné vysoké koncentrace, vytari komplexy,
které vecer vstupuji do jadra, kde se vazi na heterodimer CLOCK/BMAL1, ¢imz blokuji jeho
schopnost aktivovat transkripci genli Per a Cry a pUsobi tedy jako negativni element
zpétnovazebné smycky (Ko et Takahashi, 2006). V druhé smycce se tentyZz heterodimer
CLOCK/BMAL1 vaze v jadie na E-boxy promotord genl Rev-erba a Rora, aktivuje jejich
transkripci a vznikuvsi proteiny kompetuji o vazbu na sekvenci RORE na promotoru Bmall,
pficemzZ proteinovy produkt RORa aktivuje transkripci genu Bmall a REV-ERBa naopak
vazbou na promotor Bmall jeho transkripci inhibuje (Guillaumond et al., 2005). V dUsledku
transkripéné-translaénich zpétnovazebnych smycek jsou geny Per a Cry prepisovany hlavné
ve dne, Bmall v noci a hladina transkriptu genu Clock je béhem dne konstantni. Tento cyklus
vytvafi cirkadidanni oscilace s pfiblizné 24 hodinovou periodou, ktera je dale stabilizovana
posttranslaénimi modifikacemi protein(i hodinovych gen( a jejich fizenou degradaci. Stabilita
proteinll je nejcastéji regulovana fosforylaci ¢i defosforylaci daného proteinu. Proteiny PER a
CRY v cytoplazmé jsou posttranslacné modifikovany kasein kindzou 1 epsilon (CK1g), ktera
fidi jejich degradaci, a kindzou GSK3p, ktera v noci fosforyluje hodinovy protein PER2 a
umoznuje tim jeho vstup do jadra (Eide et al., 2005). Degradace v cytoplazmé odblokuje
represi komplexu CLOCK/BMALL1 a cyklus zacina znovu (Gallego et Virshup, 2007). Je-li kasein
kindza CK1e mutovana, dochazi ke zménam v délce cirkadianni periody (Lowrey et al., 2000).
CRY proteiny jsou také fosforylovany CKle a CK1§, navic jsou jeSté regulovany proteinem
Fbx13, ktery je soucasti sav¢iho degradacniho ubiquitin-ligazového komplexu (Gatfield et

Schibler, 2007).
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K dokonalé rovnovaze celého systému je zapotiebi synchronizovat jednotlivé oscilatory
vzajemné mezi sebou a soucasné také s vnéjSim 24 hodinovym dnem (Balsalobre et al.,
2002). NejsilnéjsSim z exogennich faktord, plsobicim na cirkadidnni systém je svétlo. Svétlo
nastavuje fazi centralnich hodin, které tuto informaci $ifi ddle na periferii. Informace o svétle
pfichazi z retiny a putuje pfimou monosynaptickou drahou do VvISCN. Vystupni signal je
nervové ¢i humordlné pfendsen na periferni ¢leny cirkadidanniho systému (Leak et Moore,
2001). Kromé svétla plsobi na SCN také mnohé nesvételné stimuly, napf. slozky

aktivovaného imunitniho systému (Dibner et al., 2010).

2.4 SYNCHRONIZACE CIRKADIANNIHO SYSTEMU

Vnitfni perioda biologickych hodin t je synchronizovana srytmy vnéjsiho prostredi na
zakladé fazovych posunld endogennich rytmu, zplGsobenych urychlenim ¢&i zpomalenim

exprese hodinovych gend v molekuldarnim mechanismu hodin.

Synchronizatory plsobici na cirkadianni systém mohou byt svételné i nesvételné.
NejsilnéjSim z nich je stfidani svétla a tmy béhem dne a noci. Za normdlnich podminek jsou
biologické hodiny sefizovany svétlem kazdy den, pficemz k sefizovani hodin dochazi pouze
v noci. Osvétleni v této fazi dne vyvola v zavislosti na dobé vystaveni svétlu pfedbéhnuti Ci
zpozdéni faze cirkadianniho rytmu. Plsobeni svétla v prvni poloviné noci vede ke zpozdéni
rytmu, osvétleni vdruhé pllce noci a nad ranem zplsobuje fazové predbéhnuti rytmu
biologickych hodin (Golombek et Rosenstein, 2010). Grafickym vyjadifenim fazového posunu

cirkadidannich rytma je tzv. fazové responsni kfivka (PRC).

Svétlo pusobi na cirkadidanni systém pfimo, skrze retinohypothalamicky trakt. RTH je tvoren
zejména axony gangliovych bunék sitnice oznacovanych jako ipRGCs (intrinsically
photoresponsive retinal ganglion cells), které obsahuji fotopigment melanopsin a jsou tedy
schopné transdukovat informaci o svétle do elektrického signdlu bez ucasti klasickych

fotoreceptort (Hannibal et Fahrenkrug, 2002; Golombek et Rosenstein, 2010).
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RTH je glutamatergni, po aktivaci svétlem vylucuje na synapsi s neurony SCN glutamat a
hypofyzarni adenyldtcyklazu aktivujici neuropeptid (PACAP, zangl. pituitary adenylate
cyclase-activating peptide). Dochazi k aktivaci glutamatovych receptort a PAC1 (hypofyzarni
adenylatcyklazu aktivujici peptidovy receptor typu 1) a VPAC2 (vasoaktivni intestinalni
peptidovy receptor) receptord v SCN a ke zvyieni intraceluarni hladiny vapniku (Ca**), co?
vede ke spusténi bunécné signalizacni kaskady, ustici ve fazové posuny vnitini periody a
celého cirkadianniho systému. Hlavnim clenem bunécné signalizacni kaskady je kindza
ERK1/2, kterd vjadre indukuje fosforylaci transkripcéniho faktoru CREB (calcium/cAMP
response element binding protein). Fosforylovany CREB véaze protein CBP (CREB-binding
protein), nasedaji na CRE (cCAMP response element) vazebné misto v promotorové oblasti

genU Perl a Per2 a aktivuji jejich transkripci (Travnickova-Bendova et al., 2002); (obr. 2).

Glutamat/ | -
PACAP ,—1_—, )

RHT

Obr. 2: Drdha svételné signalizace (upraveno z Tardito et al., 2010).

Na cirkadianni systém puasobi kromé svétla fada dalSich Zeitgeberll. Mezi pfirozené
nesvételné synchronizatory patfi dostupnost potravy, vynucend pohybova aktivita, socialni
vlivy, stres a materské stimuly. Také podavani farmak ¢i hormon( muzZe narusit fazi i
amplitudu cirkadidanniho rytmu (Challet et Pevet, 2003). Cirkadianni systém je ale k
nesvételnym synchronizatorlim citlivy zejména v denni fazi dne a reaguje na né predevsim
fazovym predbéhnutim (Kosobud et al., 2007; Bilu et Kronfeld-Schor, 2013; Pandi-Perumal et
al., 2008). Nesvételné stimuly mohou modulovat fazové posuny vyvolané svétlem a opacné

(Biello et al., 1997).
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2.5 IMUNITNi SYSTEM

Vsechny organismy jsou neustdle vystavovany patogenim, bakteriim, virdm a jinym
potenciondlné Skodlivym vliviim z okolniho prostredi. Také jednotlivé bunky téla, které jsou
vlivem mutace nebo infekce fatdlné pozménény mohou zplsobovat v organismu velké
Skody, proto je nutné vSechny takové burky vcas rozpoznat a eliminovat. K tomutu ucelu
slouzi imunitni systém, ktery se vyznamné podili na zachovani homeostazy celého Zivého
systému. Imunitni reakce organismu jsou bud vrozené (neadaptivni), nebo ziskané
(adaptivni). Imunitni systém je tvoren lymfatickymi orgdny produkujicimi bilé krevni buriky
neboli leukocyty, jez vznikaji z totozné kmenové buriky a jsou zakladem vsSech imunitnich

reakci.

Neadaptivni imunita _ i i Adaptivni imunita

bes ‘ B [
e- . . fﬂ/ }\,
NK bunky \ /903 / \\ ]
Vo e\ // \ /'-\ \
Komplement” Eosinofily os e / K /\"‘
7;// NK Buriky ,,f" Protilatky
& Oy 2L A / TB T8
fﬁ 9 Granulocyty \ / unky ks
7 ' Neutrofily \

Obr. 3: Buriky imunitniho systému (upraveno z Dranoff, 2004).

2.5.1 NEADAPTIVNI IMUNITA

Neadaptivni imunita je vrozend schopnost organismu reagovat na cizorodé |atky.
Rozpozndva prevdiné ty, které jsou spolecné mnoha patogenim a reaguje na né vidy
stejnym zplsobem. Predstavuje prvni obranou linii v boji s patogeny (Hoffmann et al., 1999).
Patfi k ni fyzické bariéry savciho téla, jako je napfriklad epitelovd vrstva kize, dale
komplementovy systém sérovych a membranovych proteinl a nespecifické obranné burky,
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které produkuji cytokiny. NejdulezZitéjsim nastrojem neadaptivni imunity jsou fagocytujici
bunky. Mezi hlavni bunky neadaptivni imunity patfi mastocyty, makrofagy, dendritické
bunky, eosinofily, neutrofily a také pfirozeni zabijeci neboli NK buriky (naturall killer)
(Medzhitov et Janeway, 1997). K aktivaci téchto bunék dochazi vznikem zanétu pfi infikovani
patogennimi mikroby (Janeway et Medzhitov, 2002). Zanétlivda reakce je dulezitym
nespecifickym obrannym mechanismem vrozené imunity, zahrnuje nékolik dulezitych kroka.
Bunky poskozené tkané v okoli zanétu uvoliuji chemické medidtory (hlavné histamin a
prostglandiny), dojde k dilataci krevni cévy a tim zvySeni jeji permeability. Na misto infekce
jsou z krevni cévy za pomoci chemokinl pfitahovany granulocyty, které jsou v dalSim
pribéhu reakce nahrazeny makrofagy. Na povrchu bunék imunitniho systému, zejména
makrofagl a dendritickych bunék jsou exprimovany tzv. pattern recognition receptors (PRR)
(Medzhitov et al. 2001), coz jsou specialni receptory, které slouzi k rozezndvani patogenich
molekuldrnich struktur tzv. PAMPs (pathogen-associated molecular patterns), nachazejicich
se na povrchu mikroorganismd. Mezi hlavni PRR receptory patfi toll-like receptory (TLR) a
NOD (nucleotide-binding oligomerization domain) obsahujici proteiny (Eckmann et al.,
2006). Savéi TLR receptory (oznaCovany jako TLR4) po aktivaci indukuji expresi genl

Ucastnicich se zanétlivé reakce (Medzhitov et al., 1997).

2.5.1.1 TOLL-LIKE 4 RECEPTORY

TLR4 receptory jsou exprimovany v radé bunék, zejména na monocytech periferni krve,
granulocytech a nezralych dendritickych burnkach. Rozezndvaji struktury bakteridlniho LPS
(ONeill et Bowie, 2007) a soucasné slouzi jako signalni molekuly, zapojené do mechanismi
rozvoje pfirozené imunity a vzniku zanétu. TLR4 obsahuji 2 domény; intracelularni Toll/IL-1
receptor (TIR) doménu a extraceluldrni doménu, na kterou se vaze ligand (Saitoh et al.
2004). Kromé ligand(i vazicich se na extraceluarni doménu ovliviiuji TLR4 také pomocné
molekuly. TLR4 se vaze s myeloidnim diferenciacnim proteinem 2 (MD-2) a spolu s
pomocnou molekulou CD14 a wvytvari komplex, ktery je zodpovédny za vyse zminéné
vlastnosti (Shimazu et al. 1999). Po navazani cizorodé latky na TLR4 dochazi k aktivaci
signalni kaskady, ktera aktivuje transkrip¢ni faktory jako napt. jaderny faktor kappa B (NF-kB)
a indukuje expresi genll dllezitych pro imunitni reakci (Miguel et al. 2007). NF-kB signaliza¢ni

drdha ovliviiuje expresi cytokint (hlavné tumor nekrosis faktoru a; TNFa) prostrednictvim
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adaptorovych molekul jako jsou MyD88 (Myeloid differentitation primery response protein
88); TIRAP/Mal TIRAP (Toll/interleukin-1 domain-containing adaptor protein) nazyvany také
Mal (MyD88 adaptor like protein), TRIF (TIR domain-containing adaptor protein inducing
IFNB), TRAM (TRIF-related adaptor molecule) a SARM (sterile a and Heat-armadillo motifs)
(Miguel et al. 2007; Belinda et al. 2008). TLR signalizace zahrnuje dvé hlavni drahy - MyD88
zavislou drahu, vedouci k produkci prozanétlivych cytokinl a MyD88-nezavislou drahu,
kterou spousti TRIF a TRAM. TRAM slouzi jako adaptorovy protein pro signalizacni drahu
TLR4 a TRIF stimuluje tvorbu regula¢niho faktoru pro interferon (interferon regulatory factor;
IRF3), coz vede k indukci exprese IFN-B a maturaci dendritickych bunék (Yamamoto et al.,
2003; Akira and Takeda, 2004; Miguel et al. 2007). Signalizace pomoci TRIF muzZe byt

inhibovdna interakci s adaptorovym proteinem SARM (Belinda et al. 2008).

TLR4

MyD88

Casna faze NF-xB | Pozdm faze

| /Nm

Prozanétlivé cytokiny

Exprese IFN (beta)

MyD88 - zévisla draha MyD88 - nezavisla draha

Obr.4: Signdlini dragha TLR; MyD88-zdvisla a nezdvisld (upraveno z Akira and Takeda, 2004).

MyD88-zavislou drahu spousti adaptorovy protein MAL navazany na plazmatické membrané,

TLR4 se navazi na MAL protein a s jeho pomoci aktivuji MyD88 (Miguel et al. 2007). MyD88
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aktivuje kinazu I-KappaB (IkB) (Baeuerle and Baltimore 1988), fosforylaci této kinazy dojde k
degradaci inhibitoru NF-kB a k jeho translokaci do jadra, kde je zahajena exprese riznych
slozek zanétlivé odpovédi, hlavné cytokini TNF-a, IL-6, IL-12, NOS, imunoglobulin(, kB,
neurotransmiterll a mnoZstvi genl (Beg et al., 1993; Verma et al., 1995; Nomura, 2001;

Marpegan et al., 2004; Yamamoto et al., 2003).

Prvni odpovéd' na infekci je vidy neadaptivni, je stejné silnd a nema imunologickou pamét.

Neni-li plné uc¢inna, dochazi ke spusténi mechanismu adaptivni imunity.

2.5.2. ADAPTIVNI IMUNITA

Adaptivni imunita je fylogeneticky mladsi a vyskytuje se pouze u obratlovcl. K jejimu rozvoji
dochdzi az po narozeni a vidy kooperuje s imunitou neadaptivni. Je tzv. antigenné-specificka
a predstavuje druhou obranou linii v boji proti patogentm, zaloZzenou na B-lymfocytech,
které tvofi protilatky a na nékolika typech antigenné specifickych T-lymfocyta. T lymfocyty
jsou budto pomocné (Th), nebo cytotoxické (Tc). Pomocné lymfocyty maji na povrchu svého
receptoru navdzadn glykoprotein CD-4, ktery funguje jako koreceptor, jeni se vaZe na
antigeny vystavované na komplexech MHC Il. tfidy, ¢imzZz zvySuje stabilitu vazby mezi
lymfocytem a antigen prezentujici bunkou. Na povrchu B a T lymfocytl se nachdzeji
receptory (BCR a TCR) rozezndvajici télu cizi antigeny. Tyto specifické receptory vznikaji pfi
vyvoji B a T lymfocytl rekombinaci usek( gent VDJ a mutaci, coz zajistuje jejich obrovskou

variabilitu.

Dulezitou slozku imunitnich reakci predstavuji APC buriky mezi které bunky patti makrofagy,
B lymfocyty a obzvlasté dendritické buriky. Casné dendritické bufiky nejprve pohlti antigenni
Castice mikroorganism( a ndsledné jsou prostfednictvim TLR receptorli a prozanétlivych
cytokinl stimulovany k migraci do lymfatické uzliny, kde se preménuji na zralé dendritické
buriky s vlastnostmi APC, jsou tedy schopny na svém povrchu vystavovat komplexy MHC
glykoproteind s kratkymi Useky cizorodych antigend a soucasné kostimulacni molekuly
(CD80, CD86, CD40). Tyto komplexy rozeznavaji antigenné specifické receptory na povrchu T
lymfocytld (TCR). Po interakci mezi TCR a patogennim fragmentem APC bunky dochazi

k proliferaci a diferenciaci T-lymfocytu na efektorovou bunku (Tc ¢i Th).
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Po aktivaci T lymfocyty sekretuji cytokiny, které stimulujici dalsi buriky imunitniho systému.
Podle produkovanych cytokint se Th lymfocyty dale déli na Thy; a Th;, lymfocyty. Th; slouZi
k aktivaci makrofagd a Th, kooperuji sB lymfocyty a podili se na tvorbé protilatek.
Cytotoxické lymfocyty slouzi primdrné k rozpoznavani a primé likvidaci infikovanych bunék.
Maji na svém receptoru navazany glykoprotein CD-8, ktery se vaze na antigeny vystavované
na komplexech MHC I. tfidy. B lymfocyty predstavuji humoralni slozku adaptivni imunity.
Patfi do skupiny APC bunék, ale narozdil od ostatnich APC nejsou schopny fagocytdzy. Po
rozpoznani ciziho antigenu na komplexu MHC Il. receptory Th, bunék, dochazi k vylu¢ovani
cytokinli Th receptory a nasledné k aktivaci B lymfocytl a produkci protilatek. Hlavni funkci
humoralni imunitni odpovédi je likvidace extraceluarnich mikroorganismd a potlaceni Sifeni

infekce (See in review Delves et Roitt, 2000).

2.6 LIPOPOLYSACHARID

Lipopolysacharid je endotoxin ziskany ze stén gramnegativnich bakterii E. Coli. Po podani LPS
dochdzi v organismu k mnoha fyziologickym zméndm, v zavislosti na mnoZstvi podaného LPS.
Vysoké davky zpUsobuji septicky Sok, ktery ¢asto vede az ke smrti, zatimco nizsi davky LPS
stimuluji zanétlivou odpovéd v mozku i na periferii. Systémové podani LPS indukuje v
organismu neadaptivni imunitni reakce, které zahrnuji masivni aktivaci makrofagq,
vylucovani cytokinll TNFa a interleukint 1B, 6, 12 (Annane et al., 2005). LPS je rozpoznavan
Toll-like 4 (TLR 4) receptory, které spousti molekularni signalni kaskadu Ustici v aktivaci NFkB.
NFkB je hlavnim reguldtorem zanétu a po aktivaci zapina geny, které kdduji cytokiny. Tyto
cytokiny vyvolavaji zanét, horecku a aktivuji adaptivni imunitu. IL-12 podporuje aktivitu T
lymfocytl a IL-6 podporuje aktivitu B lymfocyt(. Aktivované makrofagy produkuji IL-1, TNFa
a IL-6, které spoustéji produkci oxidu dusnatého (NO) v makrofazich, indukuji horecku a
mobilizaci neutrofill s kostni dfené do krve. Interleukin 6 (lI-6) je povaZovan za jednoho z
hlavnich ukazatelll sepse (Bozza et al., 2007). Vzrist jeho hladiny v mozku je spojen s
nékolika zavainymi neurondlnimi a behavioralnimi poskozenimi, které vedou ke smrti
neuron( a z dlouhodobého hlediska maji fatalni vliv na funkci mozku (Semmler et al., 2007).
Mezi dalsi Ucinek LPS patfi snizovani krevniho tlaku a v dasledku toho se uvoliuje oxid
dusnaty (NO), ktery ve vysokych ddvkach podporuje rozvoj septického Soku (Beasley et
Eldridge, 1994; Kadoi, 2007).
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2.6.1 INTERAKCE IMUNITNIHO A CIRKADIANNIHO SYSTEMU

Aktivace imunitniho systému zasahuje do generovani i synchronizace cirkadiannich rytma.
Behaviordlni a fyziologické zmény, které provazeji zanétlivou imunitni odpovéd se souhrné
oznacuji jako "sickness behaviour" (Dantzer et al., 2006). Mezi "sickness behaviour"
vykazujici cirkadianni rytmicitu patfi letargie, malatnost, snizena chut k jidlu a také deprese
(Wirz-Justice et al.,, 2006). Také rezim spanku a bdéni, jeden z nejbéznéjSich modell
cirkadidnni aktivity, mize byt vlivem prozanétlivych a protizanétlivych cytokinl modifikovan

(Krueger et al., 2001).

Imunitni systém reaguje na hladiny melatoninu, ktery je povazovan za jednoho z
nejdulezitéjsich ¢lenti komplexu neuro-endokrinné-imunitniho systému. Syntéza melatoninu
probihd pouze za tmy a je fizena signaly z SCN. Bylo zjisténo, Ze denni a ro¢ni rytmy se
vyskytuji také u bunék, které tvori imunitni systém napf. v bunkach kostni dfené, u lymfocytt
a byly objeveny v aktivité NK a v produkci cytokin( (Carillo-Vico et al., 2005). Navic bylo
zjiSténo, Ze simunitou souviseji transkripcni faktory CREB. Jsou pfitomny v SCN a jejich
aktivita dalezita pro svétlem-indukované fazové posuny (Marpegan et al., 2004). Prvni prace
ze sedmdesatych let minulého stoleti pojednavaly o tom, Ze fotoperioda ma pfimy vliv na
imunitni systém. Bylo prokazano, Ze jsou-li dny kratsi a svétla je méné, imunitni funkce se
zesiluji (Nelson et al., 2004). Také u ptak( byl popsan vztah mezi nespecifickymi imunitnimi
funkcemi a melatoninem. Noc¢ni vzestup hladin melatoninu byl v souladu s vzestupem
activity ptacich fagocytl (Terron et al., 2004). Mimo jiné melatonin reguluje syntézu NO a
tim inhibuje sepsi (Maestroni, 2001), ¢imzZ pozitivné reguluje imunitni odpovéd. Melatonin
zabranuje také obéhovému selhani, které je dasledkem snizovani krevniho tlaku, tim Ze

redukuje hladinu TNF-a a ll-6 v krvi (Wu et al., 2001).

Vyzkumy v poslednich deseti letech prokazaly, Ze melatonin neni syntetizovan pouze v
epifyze, ale také v mnoistvi dalSich struktur (napf. v retiné a stfevech) vcetné
mononuklearnich a polynukledrnich bunék imunitniho systému (Jaworek et al., 2005). Také
krevni mononuklearni buriky se podileji na syntéze melatoninu, coZz ukazuje na moZnou
kooperaci v regulaci imunitni odpovédi (Carillo-Vico et al., 2004). Tento pfedpoklad potvrzuje

také fakt, ze T i B lymfocyty obsahuji na svych bunéénych membranach receptory pro

26



melatonin (Garcia-Maurino et al.,, 1997). Melatonin indukuje produkci cytokint
mononuklearnimi krevnimi burikami skrze jaderné melatoninové receptory (Garcia-Maurino
et al., 1998). Kromé stimulace produkce cytokind také podporuje fagocytézu a zvysuje
aktivitu NK bunék. V epifyze hraje melatonin vyznamnou roli pfi inhibici imunitni odpovédi
jako protizanétlivy faktor. Hlavni regulator zanétu, nuklearni faktor kappa B (NFkB) po
aktivaci zapina geny, které koduji zanétlivé cytokiny a je dulleZity také pro indukci
prostaglandinli a COX reaktivnich castic podilejicich se na tvorbé zanétu (Hayden et al.,
2006). Melatonin inhibuje vazbu NFkB na DNA tim, Ze brdani translokaci NFkB do jadra, coz
vede k inhibici produkce zanétlivych cytokind (Chuang et al., 1996). Epifyza je mimo jiného
cilem pro PAMPs, které ma napt. lipopolysacharid ¢i prozanétlivy cytokin TNF. LPS i TNF
uméji indukovat translokaci transkripéniho faktoru NFkB do jadra. LPS ovliviiuje syntézu
melatoninu skrze aktivaci NFkB drahy (da Silveira Cruz-Machado et al., 2010; Carvalho-Sousa
et al., 2011; da Silveira Cruz-Machado et al., 2012). Po aktivaci této drahy zanétlivymi
mediatory ¢i PAMPs dochdzi obecné k dimerizaci proteint NFkB a jejich translokaci do jadra,
kde se vazi na DNA-kB Casti coz Usti v represi Ci aktivaci transkripce. Aktivace NFkB drahy
v makrofazich ma opacny efekt nez aktivace v epifyze. Zatimco v epifyze dochdzi béhem
zanétlivé odpovédi aktivaci NFkB drahy kinhibici produkce melatoninu, u makrofagu
indukuje LPS aktivaci NFkB drahy expresi AA-NAT, cozZ vede k syntéze melatoninu, ktery se
poté Ucastni premény makrofagl v profesionalni fagocyty (Muxel et al., 2012). Pfi zanétu
dochdazi k vzestupu prozanétlivych cytokint, které maji synchronizac¢ni Gcinky na cirkadianni
systém a vyvolavaji fazové posuny cirkadiannich rytmG (Marpegan et al., 2005). Bylo
prokazano, Zze LPS indukuje expresi hodinového genu Per 1 v PVN hypothalamu (Takahashi et
al., 2001) a genu Per 2 (Okada et al., 2008), jednoho z nejdllezitéjSich komponent(
molekularni zpétnovazebné smycky. LPS se podili také na vzestupu produkce AVP, ¢imz
dochazi k modifikaci neuroendokrinniho vystupu z SCN (Nava et. al, 2000), proto se modely
vyuzivajici LPS s oblibou vyuZivaji pfi zkoumdni imunologickych déji v souvislosti s

cirkadiannim systémem.
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2.6.2 KINAZY ERK 1/2, GSK3B a TRANSKRIPCNi FAKTORY STAT3

2.6.2.1 ERK1/2 - (Extraceludrné responsivni kinaza 1/2)

ERK1/2 jsou serin/threoninové proteinové kindzy patfici do rodiny tzv. MAPK kindz
(mitogenem-aktivované protein kinazy), které spolu s proteinkindzami Raf a MEK (MAPK/ERK
kinase) tvofi signalni drahu prevadéjici mnoZstvi extraceludrnich podnétl do intracelularnich
odpovédi (Seger et Krebs, 1995). Aktivované signalizac¢ni drahy ERK1/2 se ucastni zejména
odpovédi v regulaci bunécné proliferace, diferenciace, migrace, adheze, apoptdzy, bolesti a
jsou zapojeny i v imunitnich zanétlivych drahach, ovliviiuji expresi prozanétlivych cytokind a
chemokinli (Werlen et al., 2003; Ji et al., 2009). Receptory, které se podilejici se na prenosu
signalu jsou budto receptory ze skupiny GPCR (z angl. G protein-coupled receptor), receptory
s vnitini tyrosin kindzovou aktivitou (RTK; z ang. receptor tyrosine kinase) a nebo integriny,
které interaguji s proteiny ECM, protoZe nemaji vlastni kindzovou aktivitu (Brown and Sacks,
2009). ERK 1/2 jsou aktivovany fosforylaci na serinovém i threoninovém zbytku a po aktivaci
fosforyluji dalsi substraty v cytosolu. Fosforylovand kindza ERK1/2 (pERK1/2) se mlze také
translokovat do jadra, kde napomdha transkripci mnoha cilovych gen( (Butcher et al., 2005).
V cirkadiannim systému se pERK kindza 1/2 pfimo ucastni drahy svételné signalizace v SCN.
Svétlo, ale také glutamat a PACAP indukuje fosforylaci této kinazy a tim jeji aktivaci (Doi et
al., 2007, Mao et al., 2004; May et al., 2010). Aktivace ERK1/2 je nezbytnym predpokladem
pro svétlem indukované fazové posuny rytmu v pohybové aktivité a transkripci ¢asnych a
hodinovych genld v SCN (Obrietan et al., 1998; Butcher et al.,, 2002; Dziema et al., 2003;
Coogan et Piggins, 2004). Je znamo, Ze ERK1/2 mizZe byt aktivovand mnoha jinymi signaly z
extraceluldrniho prostfedi, napf. hormony, rlstovymi faktory, ca® ionty, G proteiny,
neurotransmitery a je proto mozné, ze v cirkadiannich strukturach se integruji informace z

drah svételnych i nesvételnych a na zakladé toho se dynamicky méni hladina pERK1/2.
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2.6.2.2 pGSK3p - Fosforylovana Glykogen Syntaza Kinaza 3

Glykogen syntdza kindza 3 (GSK3, z angl. Glycogen synthase kinase 3) je serin-threoninova
kindza, kterd se podili na fadé bunécnych procesli, ovliviuje molekuldrni mechanismy
cirkadianniho systému, signalizaci a zaroven je klicovym reguldtorem neadaptivnich
zanétlivych procest (Martin et al., 2005; Hu et al., 2006). U savc( jsou znamy dvé izoformy
této kindzy - GSK3a a GSK3B (Woodgett et al., 1990). Obé vykazuji velmi podobné
biochemické vlastnosti a vysokou homologii svych genl, zejména v kindzové doméné
(Rayasam et al.,, 2009). Funkce GSK3 kindzy spocivd ve fosforylaci serinovych (i
threoninovych N-zbytk( cilového proteinu. Aktivita GSK3 je kontrolovdna mnoha faktory.
Fosforylace specifické aminokyseliny zvySuje nebo naopak sniZzuje schopnost GSK navazat
substrat. Zatimco fosforylace na tyrosinu-216 GSK3B ¢&i tyrosinu-279 GSK3a zesiluje
enzymatickou aktivitu GSK3, fosforylace na serinu-9 GSK3B znatelné sniZuje vazebné
schopnosti kinazy (Jope et al., 2007). GSK3 je narozdil od jinych kinaz pfitomna stale v aktivni
formé a je inaktivovana v odpovédi na bunécnou signalizaci (Harwood et al., 2001; Doble et
Woodgett, 2003). GSK3 plsobi na vice nez ¢tyricet riznych proteint v mnozstvi rznych drah
(Jope et Johnson, 2003). Mimo jiné reguluje bunécny cyklus a proliferaci, metabolismus
glykogenu, signaliza¢ni drahu insulinu, ale také neurondini funkce. GSK3 se nachazi
konstitutivné v mozku a nezadouci zmény v jeji aktivité jsou asociovany s mnozstvim chorob,
jako je cukrovka, rakovina, bipolarni porucha, schizofrenie, Alzeimerova nemoc,
Huntingtonova choroba a dalsi neurodegenerativni onemocnéni (Jope and Roth, 2006;
Mazanetz et Fischer, 2007). DulezZitou roli hraje GSK3B pfi fizeni cirkadidlniho systému.
Nachazi se pfimo v molekuldarnim mechanismu biologickych hodin, kde fosforyluje proteiny
hodinovych genl PER2, ¢imz umoznuje jejich vstup do jadra a naslednou down-regulaci
komplexu CLOCK/BMAL1 (Litaka et al., 2005; Wei et al., 2011). GSK3p se dale hojné Gcastni
regulace imunitnich reakci. Ovliviuje neadaptivni imunitni odpovédi zahrnujici produkci
prozanétlivych cytokint (116, IFNy, TNFa) a silné podporuje TLR receptory (Martin et al.,
2005). TLR aktivuji NF-kB signaliza¢ni drahu ktera ovliviiuje expresi cytokind pomoci
adaptorovych molekul jako jsou MyD88, TIRAP/Mal a TRIF. NF-kB signaliza¢ni draha zajistuje
propojeni mezi neadaptivni a adaptivni slozku imunitni odpovédi. V adaptivni imunitni

odpovédi je GSK3P zapojena do prezentace antigenl imunitnim bunkam.
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2.6.2.3 pSTAT (fosforylovani Signalni Transducefti and Aktivatofi of Transkripce)

Proteiny STAT patfi do rodiny zahrnujici sedm ¢lena (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STATSA,
STATSB a STAT6), jsou to vyznamné transkripéni faktory, které maji rovnéz funkci pfi pfenosu
signalu. Zakladni stavebni struktura vSech STAT proteinl je podobnd, obsahuji doménu
vazajici DNA, SH2 doménu, ktera je nezbytna pro dimerizaci a transaktiva¢ni doménu, ktera
napomaha navazani dalSich proteinl v pribéhu transkripce. Lisi se svou funkci, jednotlivé
STAT proteiny reaguji na rizné ligandy. Mohou jimi byt cytokiny (napf.IL-2, IL-4, IL-12, IFN-a),
rastové faktory a také celd fada hormon(. Navazani STATu skrze jeho SH2 doménu (Stahl et
al., 1995) na pfislusny receptor asociovany s kinazami Jak ¢i Scr vede k fosforylaci a tim k
aktivaci STAT proteinu. Aktivovany STAT protein dimerizuje a prechazi do jadra, kde se vaze
na promotor cilového genu a ovliviiuje jeho expresi (Harrison et al., 2012).

o

aktivator

bunééna membrana

transkripce cilovych gent

o B
fosforylace

Obr.5: Jak/STAT Signdini dréha (upraveno z Sevcikova a kol., 2012).

Po navdazani aktivatoru na bunéény receptor je aktivovana JAK, kterd nasledné fosforyluje
transkrip¢ni factor STAT. STAT dimerizuje a je translokovan do jadra, kde ovliviiuje expresi
cilovych genli. Kromé pfimé vazby na promotory cilovych genli, mohou tyto proteiny
interagovat s jinymi transkripnimi factory jako napt. SP1 nebo HSF-1 (Chatterjee-Kishore et

al., 2000) ¢i s kinazou ERK1/2 a GSK3pB (Pircher et al., 1999; Beurel and Jope, 2008). Vliv
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transkrip¢nich faktor STAT na cirkadianni system savcl zatim neni zcela objasnén. Proteiny
vSak STAT hraji velkou roli v zanétlivych reakcich, zejména STAT3 je nezbytnym regulatorem
protizdnétlivé imunitni odpovédi v endotelovych burikdch (ECs) (Kano et al., 2003). Draha
Jak-STAT (z angl. Janus kinase signal transducer and activator of transcription) je aktivovdna
fadou cytokin( a rdstovych faktor(i a ma vliv na mnoho bunécnych funkci, véetné zanétlivych
reakci (Leonard et al.,, 1998). Vazbou ligandu na receptory-asociované s Jak dochazi k
fosforylaci STAT na tyrosinu, ktery dimerizuje a translokuje se do jadra, kde reguluje
transkripci cilovych genl. STA3 je medidtorem mnoha genu aktivovanych IL-6 cytokiny (Akira
et al.,, 1994; Leonard et al., 1998), aktivita STAT3 v ECs vede k potlaceni IFNy, ktery je
znamym mediatorem sepse (Salkowski et al., 1997) a vyznamné se tak podili na regulaci
zanétu (Kano et al.,, 2003). Interakce mezi ECs a imunitnim systémem je nezbytna pro
fungovani imunity na systémové urovni. STATy jsou spole¢né s cytokiny zapojeny také v
drahach adaptivni imunitni odpovédi (Leonard et al., 1998). STAT3 navic vyznamné ovliviiuje
APC burky, které mohou indukovat aktivaci T bunék ¢i jejich toleranci (Fengdong et al.,
2003). Vyvoj jednotlivych typu pomocnych T lymfocytl je fizen cytokinovym prostiedim
vytvorenym béhem imunitni reakce. Cytokiny plsobi na vyvijejici se T lymfocyty aktivaci

protein(i STAT a specifickych transkripénich faktora.

Klicovymi regulatory signdlni drahy Jak-STAT jsou tzv. supresory cytokinové signalizace
(SOCS, z angl. suppressor of cytokine signaling), které jsou za normalnich podminek
konstitutivné exprimovany v nizkém mnozstvi v bunkach a jsou silné indukovany cytokiny,
jenz inhibuji drdhu Jak-STAT (Greenhalgh, 2001). Dale mohou byt regulovédny skrze
posttransla¢ni modifikace, fosforylaci na serinu a nebo tyrosinu (Levy et al., 2002; Schindler

et al, 1992; Shuai et al, 1992).
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3. Cile prace

Cilem této prace bylo popsat vliv akutné podaného lipopolysacharidu na cirkadianni systém
potkana. Sledovala jsem hladiny exprese fosforylovanych forem kindz GSK3B, ERK1/2 a
hladiny transkripcnich faktor( STAT3 v SCN a epifyze potkana. Zajimalo nas také puUsobeni
LPS na systémové Urovni, coz jsme stanovili méfenim hladiny interleukinu IL-6 a TNFa v krvi

potkana.

Navrienym pracovnim postupem pro zjisténi hladin foforylovanych proteind byla
imunohistochemické detekce specifickych proteind s vyuzitim imunologické vazby antigen( a
protilatek. K posouzeni vlivu lipopolysacharidu na systémovou uroven potkana byla pouzita

metoda Elisa.
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4. Material a metody

4.1 EXPERIMENTALNI ZVIRATA

K experimentdlnim ucelim bylo pouZito 2x 48 dospélych samcl potkana (Rattus norvegicus)
kmene Wistar (Velaz s.r.o., Praha) o pfiblizné vaze 300g. Zvifata byla krmena standardni
laboratorni krmnou smési, pristup k potravé a pitné vodé méla ad libitum. Teplota ve

zvéfinci byla udrzovdna na 23°C + 2°C.

Denni svétlo bylo zajisténo 40 W zafivkami, intenzita osvétleni se pohybovala mezi 150 a 250
lux, podle umisténi chovnych kleci. Definovany svételny rezim s 12 hod. tmy a 12 hod. svétla
(LD:12:12) byl fizen automatickymi spinacimi hodinami. VSechny experimenty byly
provadény v souladu se zdkonem na ochranu zvifat Ceské republiky, s maximalni

ohleduplnosti k pokusnym zviratlm.

4.2 EXPERIMENTALNI PARADIGMA

Experimentalni potkani byli 14 dni pfed pokusem chovani v podminkach LD - 12:12. Svétlo
bylo rozsvéceno vzdy v 6:00 rdno (ZT O; tj. ,,Zeitgeber time“, 0 oznacCuje pocatek svétlé ¢asti
dne) a zhasinano v 18:00 vecer (ZT 12). V €ase ZT 6, tzn. 6 hodin po rozsviceni, byl poloviné
potkan( podan LPS do peritonealni oblasti v ddvce 1 mg/kg vahy. Zbytek zvitat slouZil jako
kontrola. Poté byla zvifata postupné odebrana, v definovanych €asovych intervalech po dvou
az 25 hodinach od podani LPS. V kazdém ¢asovém bodé byli odebrani a usmrceni 3 potkani
s aplikovanym LPS a 3 kontrolni potkani. Po usmrceni byla odebrana krev a zpracovana
metodou Elisa, mozky potkanl a epifyzy byly vyjmuty a zpracovany dle protokolu

imunohistochemie.
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4.2.1 EXPERIMENT 1:Vliv akutniho podani LPS na hladiny cytokinu interleukinu 6 a TNF-a

v krvi potkana

Cilem pokusu bylo prokazat, Ze davka LPS 1mg/kg indukuje imunitni odpovéd organismu a
muze mit vliv i na funkci cirkadidnniho systému. Hladiny cytokin( 1l-6 a TNF-a v krvi potkana

jsme stanovovali metodou Elisa.

Podani LPS-ZT 6 Odbéry

SRR

012345 6 78 951011121314151617181520212223241 23 4 56 7

Casové hodnoty ZT

Obr.6: Casovd osa odbérii vzorkii pro metodu Elisa (11-6, TNF-a).

Aplikaci lipopolysacharidu znaci cervend Sipka, odbéry vzorkl predstavuji modré body na
Casové ose. Odbéry vzork( probihaly po dvou, Etyfech, Sesti, osmi, jedenacti, patnacti,
dvaceti a pétadvaceti hodinach od podani LPS.

4.2.2. EXPERIMENT 2: Vliv akutniho podani LPS na expresi fosforylovanych forem kinaz
ERK1/2 a GSK3B a transkripénich faktori STAT3 v epifyze potkana

Cilem druhého pokusu bylo urcit zménu hladiny exprese fosforylovanych forem kinaz ERK1/2
a GSK3PB a transkripénich faktorl STAT3 v tfezech pinedlni zlazy (epifyzy) potkana, pomoci
metody imunohistochemie, po aplikaci Img/kg LPS v dobé svétlé ¢asti dne (obr.7), nebo

v noci (obr.8).

Podani LP5 - 2T & Odbéry
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Obr.7: Casovd osa odbérti epifyz pro IHC (pERK1/2, pGSK38, pSTAT3) po aplikaci LPS v ZT6.
Aplikaci LPS znaci ¢ervena Sipka, odbéry vzorkd predstavuji svétle modré body na ¢asové ose.
Odbéry vzorkd probihaly béhem dne a to po dvou, Ctyfech, Sesti, osmi, jedendcti
a patndctihodinach od podani LPS.
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Podani LPS - ZT 15 Odbéry

121314151617 18192021 2223 24 1 2 3 4 5 6 7 8 910111213 14 15

Casové hodnoty ZT

Obr.8: Casovd osa odbérti epifyz pro IHC (pERK1/2, pGSK38, pSTAT3) po aplikaci LPS v ZT15.
Aplikaci LPS znaci cervena Sipka, odbéry vzork( predstavuji tmavé modré body na ¢asové
ose. Odbéry vzork(l probihaly béhem noci a to po dvou, péti, osmi a ¢tyfiadvaceti hodinach
od podani LPS.

4.2.3. EXPERIMENT 3: Vliv akutniho podani LPS na expresi fosforylovanych forem kinaz
ERK1/2 a GSK 3B, a transkripénich faktori STAT3 v SCN potkana

Cilem tretiho pokusu bylo uréit hladinu exprese fosforylovanych forem kindz ERK1/2 a GSK3p
a transkripc¢nich faktort STAT3 v tkanovych rezech mozku v oblasti medidlniho SCN potkana,

rovnéz za pouziti imunohistochemie (obr.9).

Podani LPS-2ZT 6 Podani LPS - ZT 15 Odbéry
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Casové hodnoty ZT

Obr.9: Casovd osa odbéri mozkd pro IHC (pERK1/2, pGSK 38, pSTAT3).

Aplikaci LPS znaci cervené Sipky, odbéry vzork( predstavuji modré body na ¢asové ose. LPS
byl podan jedné skupiné zvirat v ¢ase ZT 6 a druhé skupiné zvirat v ¢ase ZT 15. Odbéry vzorka
probihaly v obou pfipadech po dvou, péti, osmi a ¢tyfiadvaceti hodinach od podani LPS.
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4.3. RESENI EXPERIMENTU

4.3.1 POSTUP STANOVENI HLADINY INTERLEUKINU 6 A TUMOR NEKROSIS FAKTORU a

POMOCi METODY ELISA V KRVI POTKANA

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) patfi mezi nejpouzivanéjsi imunologické
metody. Funguje na principu imunoenzymatické reakce, diky které je moiné detekovat

antigeny, v naSem pripadé cytokiny II-6 a TNFa.

4.3.1.1 MATERIAL A VYBAVENI
Pristroje:

ELISA Reader

Chemikalie:
Deionizovana voda

Fosfatovy pufr; pH = 7,4 (PBS, phosphate-buffered saline; Sigma)

Kity (Rat-TNF-a ELISA kit, Rat-116 ELISA kit, Invitrogen)
Standard

Standard diulent Buffer

Streptavidin-HRP

Streptavidin-HRP Diulent

Wash buffer Concentrate

Incubation Buffer

Cover plate

Rt II-6 Biotin conjugate solution

Stabilized Chromogen

Stop solution

Pracovni roztoky:

Promyvaci pufr
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- Wash buffer Concentrate z Kitu byl temperovan pfi pokojové teploté a promichan,
poté byl nafedén 1 objem pufru s 24 objemy deionizované vody.

- Koncentrat i redény pufr byly uchovany v lednici

Standard
- Bylo pfipraveno 8 zkumavek. Standard byl rozpustén na 7500pg/ml (dle instrukci na
lahvi¢ce) ve Standard diulent Buffer, poté byl lehce promychan a ponechan deset
minut pfi pokojové teploté, pficemz bylo dllezité neprekrocit dobu inkubace.
- K0,15 ml standardu bylo pfidano 0,6 ml Standard diulent Buffer a tento roztok byl
oznacen jako 1500pg/ml Mix. Poté bylo do dalSich Sesti zkumavek pfidano 0,300 ml
Standard diulent Buffera k tomu jesté 300ul z predchoziho vzorku. Byla vytvorena

fedici fada a byla oznadena jako 750; 375; 187,5; 93,8; 46,9 a 23,5 pg/ml Mix

Streptavidin-HRP pracovni roztok
- Streptavidin-HRP byl temperovan pfi pokojové teploté a velmi jemné promichan,
potom bylo nafedéno 10ul koncentrovaného Streptavidin-HRP roztoku 1 ml

Streptavidin-HRP Diulent pro kazdou z 8 jamek a roztok byl uloZzen do lednice.

4.3.1.2 POSTUP METODY ELISA

e Priprava vzork( (rozpusténi, promichani a nafedéni)
Sérum, plazma a tkanové kultury byly 2x nafedény ve Standard diulent pufru
v poméru 1:1; tj. 120ul vzorku a 120ul pufru

e Priprava podkladu (8-jamkovych prouzk() pro vzorky i standardy

e PFidani 50 ul Incubation Bufferdo kazdé jamky

e Pridani negativni kontroly v podobé 100 ul Standard diulent Buffer do 1. jamky

e Napipetovani 100 ul fedéného vzorku do ostatnich jamek, promichani pipetou

e Inkubace zakrytych vzorkd 2 hod pfi 37°C

e Vyklepnuti roztoku na bunicitou vatu a promyti promyvacim pufrem (4x)

e Pridani 100 ul Rt /-6 Biotin Conjugate solution do kazdé jamky

e Prikryti a inkubace vzorku 1,5 hod pfi pokojové teploté

e Vyklepnuti na bunicitou vatu a promyti (4x)
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e Pridani 100 pl Streptavidin-HRP pracovniho roztoku

e Prikryti a inkubace vzorkd 30 min pfi pokojové teploté

e Vyklepnuti na bunicitou vatu a promyti promyvacim pufrem (4x)

e Prepipetovani Cirého Stabilized Chromogenu do specialni zkumavky a nasledné
pridani 100 pl do kazdé jamky + 1 dalsi kontrolni jamky, roztok zaéne modrat

e Inkubace ve tmé pfi pokojové teploté zhruba 25 minut v zavislosti na kvalité ¢tecky

e pridani Stop solution coz reakci zastavi a vzorky se zbarvi do Zluta

e Meéreni absorbance pfi 450 nm s blankem chromogenu a Stop Solution

e Vynasobeni hodnot 2x pro vyrovnani fediciho roztoku

e Vytvoreni kalibracni kfivky a stanoveni hladin II-6 a TNFa v krvi potkana

4.3.2 POSTUP STANOVENI EXPRESE FOSFORYLOVANYCH FOREM KINAZ ERK1/2 A GSK3B A

TRANSKRIPENICH FAKTORU STAT POMOCI METODY IMUNOHISTOCHEMIE V SCN A EPIFYZE

POTKANA

Pro nas dalsi experiment jsme pouZivali neptfimou trojstupriovou metodu s ABC komplexem,
jejimz principem je detekce antigenli ve vybrané tkani pomoci imunologické vazby na

specificky znaéené protilatky.

4.3.2.1 MATERIAL A VYBAVENI
P¥istroje:

Kryomikrotom Leica

Svételny mikroskop Olympus Provis
Bézné laboratorni vybaveni

PodlozZni skli¢cka Superfrost

Chemikalie:
Fosfatovy pufr; 0,1 M, pH = 7,4 (PBS, phosphate-buffered saline; Sigma)
Paraformaldehyd, 4% (PFA), (v 0,1M fosfatovém pufru, pH=7,2; Sigma)
Thiopental sodny (INC Czech Republic a.s.)
Heparin (Zentiva)
Peroxid vodiku, 0,5%, 30% (H,0,; Penta)
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BSA pufr - Hovézi sérovy albumin, 0,3%, 1% (BSA, bovine serum albumine; Sigma)
Diaminobenzidin (DAB; Sigma)

Sacharéza, 20% (v 0,1M fosfatovém pufru, pH=7,2; Penta)

Ethanol, 70%, 96% (EtOH; Penta)

Xylen (Penta)

histologicky balzdm DPX Mountant for histology (Sigma)

Triton-x, 0,3% (Sigma)

Zelatina (Carl ROTH)

Cryomount (zalévaci médium pro zmrazené fezy; Bamed s.r.o.)

ProLong Gold antifade reagent with DAPI (Invitrogen)

Kity:
Vectastain Elite ABC kit (Vector Laboratoires)

- soucasti kitu 1 je normalni kozi sérum (NGS)

- sekundarni krdli¢i IgG s navdzanym biotinem

- avidin a biotin s avdzanou kifenovou peroxidazou H
Vectastain ABC KIT

e PK-6105 Goat IgG

Primarni protilatky:

e pERK1/2, 1:1500 (Cell Signalling Technology)

pGSK3pB, 1:600 (Cell Signalling Technology)

STAT3, 1:300 (Cell Signalling Technology)

pPSTAT3 (Y), 1:300 (Cell Signalling Technology)

pPSTAT3 (S), 1:300 (Cell Signalling Technology)

Pracovni roztoky:

0,01M PBS (fosfatovy pufr, pH 7,4 )
- 1 sacekbyl rozpusténv 1l destilované vody a nasledné prefiltrovan
BSA pufr:

- 1% roztok hovéziho sérového albuminu fedény PBS + 0,3% Triton-X 100
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DAB
- Tableta (10 mg) byla rozpusténa ve 20 ml PBS + 7 ul 30% H,0,.

4% PFA (paraformaldehyd)
- 80 g praskového PFA jsme michali pomoci magnetického michadla v 1l pfipraveného
PBS, zahfivaného na 60°C, dokud nebyl zcela rozpustén
- Po vychladnuti byl roztok nafedén PBS na objem 2|

- Vysledny roztok 4% PFA byl prefiltrovan pres filtracni papir do perfuzni lahve

20% sachardza

- 20 g sacharézy byl rozpustén ve 100 ml 0,01M PBS

4.3.2.2 POSTUP METODY IMUNOHISTOCHEMIE
Schéma:
e Odbér a fixace tkané
e Krajenitezl
- Technika free-floating - byla pouZzita pro mozky
- Technika pfimého krdjeni rez(i na sklo - byla pouZita pro epifyzy
e Zablokovani endogennich peroxidaz
e Zablokovani nespecifického pozadi
e Vazba primarni protilatky (1°Ab)
e Vazba sekundarni protilatky (2°Ab)
e Zesileni signalu pomoci avidin-biotin-horseradish peroxidasy (ABC)
e Obarveni komplexu pomoci DAB reakce
e Naneseni fezl na skla - v pfipadé techniky free-floating

e Dehydratace a zamontovani preparat(

Odbér a fixace tkané

Zvifata byla anestetizovana injekci thiopentalu do peritonedlni oblasti, v davce 50mg/kg
vahy. Poté byla provedena transkardidlni perfuze. Po otevieni hrudni oblasti byl do levé
srde¢ni komory vpraven heparin v davce 500 U/l dospélého potkana, ktery zamezil srazeni
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krve a do aorty byla zavedena kanyla. Perfuze roztokem 0,01M PBS po dobu 3 minut
zpusobila odplaveni krve z téla a hned poté byla tkan fixovana roztokem 4% PFA po dobu asi
5 minut. Mozek byl vyjmut a dale fixovan v 4% PFA po dobu 12 hodin, poté byl pfenesen do
do kryoprotektivniho roztoku 20% sachardzy, kde zUstal pfes noc. Pro dalsi zpracovani byl
mozek zamraZzen v suchém ledu a uchovan v teploté -80°C. Epifyza byla opatrné vyjmuta a
stejné jako mozek postfixovana, pfenesena do sachardzy, zmraZzena a skladovana v teploté -

80°C.

Krajeni fez

¢ Technika free-floating
Zmrazené mozky byly krajeny na kryokatu (Cryocut Leica) na tenké koronarni fezy v oblasti
medialniho SCN. Tloustka rez( byla 30 um a teplota pfi krajeni se pohybovala okolo - 22°C.

Jednotlivé rfezy byly pak pomoci stétce preneseny do jamek s roztokem PBS.

e Technika pfimého krajeni fezti na sklo
Zmrazené epifyzy byly po vyjmuti z mraziciho zatizeni chvili ponechany v pokojové teploté,

poté byly pinzetou vyjmuty z komlrek a nakrdjeny na 12um silné fezy. Rezy v oblasti

vvvvv

Zablokovani endogennich peroxidaz

K zablokovani endogennich peroxidaz byl pouZit roztok 0,5% H,O,. V pfipadé mozkl byl
roztok s peroxidem rozpipetovan do jamek a tkanové rezy byly do roztoku preneseny
$tétcem. Rezy seinkubovaly 10 minut andsledné byly diikladné promyty 3x5 minut v PBS. Skla

s epifyzami byla vloZzena do kyvet a zpracovdna stejnym zplsobem.

Zablokovani nespecifického pozadi
Pro zablokovani nespecifického pozadi byl pouzit roztok 2% séra Normal Goat Serum (NGS) z
kitu Vectastain ELITE v BSA pufru (1% BSA, 0,3% Triton-x v PBS). Rezy byly inkubovany po

dobu 60 minut pti pokojové teploté.
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Vazba primarni protilatky (1°Ab)

Ze séra byly tkanové rezy mozkd preneseny stétcem do roztoku primdrni protilatky redéné v
1% BSA pufrua byly ponechany pres noc v lednici pfi teploté 4°C. Na skla s epifyzami byl
pouzit tentyZ postup, s rozdilem Ze roztok primarni protilatky byl rozpipetovan do inkubacni
komurky s gumovymi okraji v mnozstvi 150 pl /1 sklo a prekryt sklickem s fezy. Nasledujici

den byly fezy promyty 3x5 minut v roztoku 0,3% BSA.

Vazba sekundarni protilatky (2°Ab)

Mozkové fezy se inkubovaly 60 minut pfi pokojové teploté v sekundarni protilatce redéné v
poméru 1:600 v 0,3% BSA (podle kitu Vectastain ELITE ABC reagent) a poté byly znovu
promyty 2x5 minut v 0,3% BSA. Skla sepifyzami se procesu Uucastnila vinkubacnich

komarkach, opét v mnozstvi 150 pl/1 sklo.

Zesileni signalu pomoci avidin-biotin-horseradish peroxidasy (ABC)

Roztok s komplexem avidin-biotinu a kifenovou peroxiddzou fedéného v poméru 1:400 v
0,3% BSA (podle kitu Vectastain ELITE ABC reagent) byl pfipraven 30 minut pred pouzitim.
V roztoku ABC se fezy inkubovaly 60 minut pfi pokojové teploté a poté byly promyty 1x5
minut v 0,3% BSA a 3x5 minut v PBS.

Obarveni komplexu pomoci DAB reakce

K detekci navazanych imunokomplext speroxidazou bylo potfeba rezy obarvit. Tableta 3, 3'-
diaminobenzidinu (DAB; 10 mg) byla rozpusténa ve 20 ml PBS. Po rozpusténi tablety bylo
pfidano 7 pl 30% H,0, a fezy se inkubovaly dle potfeby 20 s - 20 min. Oxidovany DAB
navazany jako substrat na ABC komplex vytvafi hnédé zbarveni komplexu. Rezy pak byly

promyty 2x5 minut v PBS.

Naneseni fezti na skla
V pripadé techniky free-floating tkanovych rezi mozku byly jednotlivé fezy mozkd naneseny
pomoci jemného Stétce na Zelatinovana podlozni skla a ponechany pfi pokojové teploté, aby

uschly.
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Dehydratace a zamontovani preparatu

Po zaschnuti ezl byla skla pfendana do stojanu, ktery byl postupné ponoren do nékolika
nadob. Nejprve byla skla asi minutu omyta destilovanou vodou, poté byla ponofena na 5
minut do 70% EtOH, 2x5 minut do 96% EtOH a 3x5 minut do xylenu. Byla tedy
dehydratovana ethanolem a prosycena xylenem. Po této procedure byla skla pokapdna
histologickym balzdmem DPX a prekryta krycim sklem. Byla ponechdna den aZ dva pfi

pokojové teploté, dokud nebyla zcela sucha.

Detekce signalu
Preparaty byly dlkladné ocistény a nafoceny svételnym mikroskopem Olympus Provis.
Z kazdého mozku byla vybrana reprezentativni ¢ast medidlni oblasti SCN a stejnym

zpusobem byla vybrana a nafocena reprezetativni oblast jednotlivych epifyz.

Pocet imunopozitivnich bunék se vobou pfipadech vyhodnocoval manudlné pomoci
pocitaciho ,Cell counter” programu softwaru Imagel (NIH). SCN bylo rozdéleno
ventrolateralni a dorsomedialni ¢ast a vzniklé Sablony byly uloZeny a pouzivany pro analyzu
jednotlivych obrazl. Pfi pocitani byly zapocitdvany vSechny burky uvnitf ohrani¢enych ¢asti
levé a pravé ¢asti SCN a také vSechny buriky leZici na hrané ohrani¢enych ¢asti SCN. Vysledny
pocet bunék SCN byl uréen jako primér z levého a pravého SCN. Epifyza jakoZzto heterogenni
struktura nebyla nijak rozdélela, imunopozitivni buriky byly pocitany z reprezentativni ¢asti

vyfezu epifyzy pfi dvacetindsobném zvétseni.
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5. Vysledky

5.1 STANOVENI HLADINY INTERLEUKINU 6 A TUMOR NEKROSIS FAKTORU «a

POMOCI METODY ELISA V KRVI POTKANA

V prvnim experimentu jsme se zameéfili na porovnani hladin 1I-6 a TNFa v krvi potkanu
s aplikovanym LPS a kontrolnich potkan(. Zhodnoceni krevnich vzorkd pomoci metody Elisa

ukazalo signifikantni rozdily v hladinach I1I-6 a TNFa v krvi mezi kontrolnimi a LPS potkany.

Vysledky naznacuji, Ze davka LPS 1mg/kg indukuje imunitni odpovéd organismu a hladina
cytokinu II-6 v krvi LPS potkana je vysoka jiz po dvou hodinach od aplikace (obr.10). Vysoké
hladiny 1I-6 pozvolné klesaly, ale jesté po 11 hodindch od podani LPS pretrvavaly znatelné

zvysené hodnoty IL-6 v krvi. U kontrol byly hladiny II-6 po celou dobu témér konstantni.
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Obr. 10: Zména hladiny II-6 v krvi potkana po aplikaci LPS v ZTé6.
Hladinu cytokinu II-6 u kontrolnich zvifat oznacuji tmavé Sedé sloupce, hladinu Il-6 u zvifat s
aplikovanym LPS svétle Sedé sloupce. Kazdy sloupec predstavuje primérnou hodnotu ze

vzorku ziskaného smichanim vzorkd ze 3 zvirat.
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Také v pripadé TNFa byla prokazana silnd indukce vyvoland LPS (obr.11). Hladina TNFa byla
vysoka dvé hodiny od podani LPS, ale klesala rychleji a znatelnéji neZ v pfipadé II-6; po Sesti
hodinach byla jesté zvySena, ale po zbytek experimentu jiz hladiny vyssi nebyly a klesly na
uroven kontrol. Ve vzorcich kontrolnich zvifat byly hladiny TNF-a konstantni jen

s nepatrnymi rozdily mezi skupinami.
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Obr. 11: Zména hladiny TNFa v krvi potkana po aplikaci LPS v ZTé6.
Hladinu TNFa u kontrolnich zvifat oznacuji tmavé Sedé sloupce, hladinu TNFa u zvifat s
aplikovanym LPS svétle Sedé sloupce. Kazdy sloupec predstavuje pramérnou hodnotu ze

vzorku ziskaného smichanim vzorku ze 3 zvirat.
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5.2 STANOVENI EXPRESE FOSFORYLOVANYCH FOREM KINAZ ERK1/2 A GSK3B

A TRANSKRIPCNICH FAKTORU STAT3 POMOCI METODY IMUNOHISTOCHEMIE

V EPIFYZE POTKANA

Ve druhém experimentu jsme sledovali expresi fosforylovanych forem kindz pERK 1/2,
pGSK3B a trankripcnich faktorl pSTAT3(y) (STAT3 fosforylovany na tyrosinu) a pSTAT 3(s)
(STAT3 fosforylovany na serinu) v epifyze potkana s aplikovanym LPS a v epifyze kontrolnich
potkanu. Sledovali jsme také rozdily v hladinach téchto protein( pfti aplikaci LPS vZT 6 a

ZT15.

Vysledky ukazaly, Ze davka 1mg/kg LPS prokazatelné zvysila expresi pSTAT3(y) v epifyzach.
Nejvyssich hladin dosahoval STAT3(y) dvé hodiny po aplikaci ve dne i v noci a poté pozvolna
klesal. AvsSak jeSté po patnacti hodindch od aplikace byly rozdily hladin pSTAT3(y) u

experimentdlnich potkanu signifikantné zvySeny oproti kontrolam (obr. 12A a 12B).
Lipopolysacharid také zvysil hladinu pSTAT3(s) (Obr. 12C). Oproti pSTAT3(y) bylo zvyseni
mnohem mensi, nicméné i zde byla maximalni indukce pSTAT3(s) naméfena dvé hodiny po

podani LPS. U STAT3(s) mame k dispozici vysledky pouze z no¢niho experimentu.

Hladina pERK1/2 je u zvifat s aplikovanym LPS zvysend oproti kontrolnim zvifatim ve vsech

¢asovych bodech (obr. 13A a 13B).

Hladina pGSK3p je signifikantné vyssi u potkan( s aplikovanym LPS ve vSech ¢asovych

bodech (obr. 14A a 14B).
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Obr. 12: Vliv lipopolysacharidu na expresi fosforylovanych forem transkripcnich faktord
pSTAT3 v epifyze potkana.

Mnozstvi STAT3(y) po aplikaci LPS ve dne v ZT6 (A), v noci v ZT15 (B) a STAT3(s) v ZT15 (C).
Kazdy sloupec predstavuje priimérnou hodnotu + SEM ze vzorku 3 zvifat. PfiloZzené snimky
reprezentativnich mikrofotografii epifyz ukazuji rozdily mezi potkany kontrolnimi a s
aplikovanym LPS v ¢asech ZT12 a ZT17.
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Obr. 13: Vliv lipopolysacharidu na expresi pERK1/2 v epifyze

potkana.
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LPS v ¢ase ZT 20

Mnozstvi pERK1/2 po aplikaci LPS ve dne v ZT6 (A) a v noci v ZT15 (B).

Kazdy sloupec predstavuje primérnou hodnotu + SEM ze vzorku 3 zvitat. Pfilozené snimky
reprezentativnich mikrofotografii epifyz ukazuji rozdily mezi potkany kontrolnimi a s
aplikovanym LPS v ¢asech ZT12 a ZT20.
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Obr. 14: Vliv lipopolysacharidu na expresi pGSK38 v epifyze
potkana.
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MnoZstvi pGSK3p po aplikaci LPS ve dne v ZT6 (A) a v noci v ZT15 (B).

Kazdy sloupec predstavuje priimérnou hodnotu + SEM ze vzorku 3 zvifat. PriloZzené snimky
reprezentativnich mikrofotografii epifyz ukazuji rozdily mezi potkany kontrolnimi a s
aplikovanym LPS v ¢asech ZT12 a ZT20.
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5.3 STANOVENi EXPRESE FOSFORYLOVANYCH FOREM KINAZ ERK1/2 A
GSK3B A TRANSKRIPCNICH FAKTORU STAT POMOCi METODY
IMUNOHISTOCHEMIE V SCN POTKANA

Ve tretim experimentu jsme sledovali expresi fosforylovanych forem kindz ERK1/2, GSK3pB a
trankripcénich faktor pSTAT3(y) a pSTAT3(s) v SCN kontrolnich potkant a po aplikaci LPS
v ZT6 a ZT15. Vysledky shrnuté do této prace reprezentuji pouze predbéina data ziskana

z jednoho zvitete, proto nejsou dolozena statistickym vyhodnocenim.

Vysledky naznacuiji, Ze hladiny proteind transkripcnich faktort pSTAT3 byly v SCN vyssi nez u
kontrol pouze dvé a pét hodin po podani LPS jak v ZT6, tak v ZT15. Hladiny pSTAT3(y) se
v dalSich c¢asovych bodech spiSe nelisi (obr. 15). LPS aplikovany v ZT6 mirné zvysil také

hladinu pSTAT3(s), dvé hodiny po aplikaci (obr. 16).

Exprese pERK1/2 byly posuzovany zvlast pro dmSCN a vISCN. Vysledky naznaduji, Ze aplikace
LPS v ZT6 snizuje vysokou hladinu pERK1/2 v dmSCN 2h a 5h po aplikaci a naopak ji zvySuje
8h po aplikaci. Ve VvISCN zplsobuje mirné zvyseni nizké endogenni hladiny pERK1/2. 24h po
aplikaci LPS jsou obé hladiny pERK1/2 v obou ¢astech SCN jiz vyrovnané (obr. 17). Aplikace
LPS v ZT15 vyvolala mirné snizeni endogenni hladiny pERK1/2, které je nejvyznamnéjsi 8 h po
aplikaci ve vISCN. 24 hodin po aplikaci LPS se hladiny vyrovnaly podobné jako u aplikace v
ZT6 (obr. 18).

Hladiny pGSK3B u potkan(i s aplikovanym LPS jsou v porovnani s kontrolami zvySeny

nepatrné (obr. 19). Pouze aplikace v ZT15 naznacuje moZnou upregulaci jeho hladiny po

dvou hodinach a snizeni vysoké endogenni hladiny po osmi hodinach od injekce LPS.
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Obr.

15: Vliv LPS na expresi fosforylovanych forem

transkripcniho faktoru STAT3(y) v SCN potkana.
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Mnozstvi STAT3(y) po aplikaci LPS v ZT6 v SCN (A) a v ZT15. Snimek SCN ukazuje rozdily mezi
potkany kontrolnimi a potkany s aplikovanym LPS v ZT11 a ZT20.
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Obr. 16: Vliv lipopolysacharidu na expresi fosforylovanych
forem transkripcniho faktoru STAT3(s) v SCN potkana.
MnoZstvi STAT3(s) po aplikaci LPS v ZT6 v SCN (A) a v ZT15. Snimek SCN ukazuje rozdily mezi
potkany kontrolnimi a s aplikovanym LPS v ZT11 a ZT20.
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Obr. 17: Vliv lipopolysacharidu na indukci pERK1/2 v SCN potkana.

MnoiZstvi pERK1/2 po aplikaci LPS vZT6 v dmSCN (A) a ve VISCN (B). Kazdy sloupec
predstavuje hodnotu pouze z jednoho zvifete. Snimek SCN ukazuje rozdily mezi dmSCN a
VISCN u obou skupin zvifat, tj. kontrol a LPS potkan( v ZT 11(C).
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Obr. 18: Viliv lipopolysacharidu na indukci pERK1/2 v SCN potkana. Mnoistvi pERK1/2 po
aplikaci LPS v ZT15 v dmSCN (A) a ve VvISCN (B). Kazdy sloupec predstavuje hodnotu pouze
z jednoho zvirete. Snimek SCN ukazuje rozdily mezi dmSCN a vISCN u obou skupin zvifat, tj.
kontrol a LPS potkan( v ZT 23(C).
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Obr. 19: Vliv LPS na indukci pGSK38v SCN potkana.
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Mnozstvi pGSK 3B po aplikaci LPS v ZT6 v SCN (A) a v ZT15. Snimek SCN ukazuje rozdily mezi

potkany kontrolnimi a s aplikovanym LPS v ZT14 a ZT23.
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6. Diskuze

V této préci jsme se zabyvali vlivem endotoxinu lipopolysacharidu na cirkadianni systém
potkana. Cilem prace bylo popsat vliv akutné podaného lipopolysacharidu v davce 1 mg/kg
na hladinu kindz pGSK3pB, pERK1/2 a hladiny transkripcnich faktort pSTAT3 v SCN a epifyze
potkana, pficemz jsme si vSimali rozdilt pfi aplikaci LPS ve dne a v noci. Vliv LPS na imunitni

systém jsme ovérovali méfenim hladiny interleukinu IL-6 a TNFa v krvi potkana.

6.1 VLIV AKUTNIHO PODANI LPS NA HLADINY CYTOKINU IL-6 A TNFa V KRVI

POTKANA

Podobné jako jiné laboratore jsme prokazali, Ze LPS indukuje vzestup zanétlivych cytokinu IL-
6 a TNFa v plazmé (Okada et al., 2008; Castanon-Cervantes et al., 2010). To ukazuje, zZe
davka 1mg/kg LPS, kterou jsme zvolili pro nase experimenty velmi vyznamné aktivuje

imunitni systém a mazZe tedy ovliviiovat i dalsi fyziologické procesy.

PFi pokusu provadéném na mysich bylo zjiSténo, Ze citlivost na LPS je ovlivnéna dobou, ve
které byl LPS zvifeti aplikovan a Ze aplikace na zacatku subjektivniho dne vyvolava silnéjsi
indukci prozanétlivych faktorl nez aplikace stejného mnoizstvi LPS na zacatku noci
(Marpegan et al., 2009). Nase prace zkoumala vliv LPS na hladinu cytokinl v plazmé pouze
pti aplikaci béhem dne, kdy byl zaznamenan signifikantni ndrust obou cytokind. TNFa je
indukovan pomérné brzy po aplikaci LPS, jeho exprese je fizena signalizaéni kaskadou, do
které jsou zapojeny TLR4 receptory a transkrip¢ni faktor NF-kB (Miguel et al. 2007). Tento
narust trva nékolik hodin, poté se v plazmé se postupné zacina zvySovat hladina cytokin( IL-
1B, IL-12, IL-13 a GM-CSF, které pomahaji snizovat vazbu LPS na TLR4 receptory (Castanon-
Cervantes et al., 2010). IL-6 je povaZzovan za jednoho z hlavnich ukazatell sepse (Bozza et al.,
2007), vzrlst hladin IL-6 v mozku je ¢asto spojovan s naruSenim behavioralnich rytma

(Dantzer et al., 2008).

Vétsina praci zabyvajicich se plsobenim LPS na cirkadianni systém zkouma predevsim zmény
behavioralni. Studie na mysich provadénd v Argentiné ukazala, Ze podani LPS vyvola fazovy
posun v pohybové aktivité mysi a Ze aktivace imunitniho systému muZe fungovat jako
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synchronizacni signal biologickych hodin (Marpegan et al.,, 2005). Dalsi studie z Japonska
potvrdila, Ze aplikace LPS zplsobuje naruseni rytm( v pohybové aktivité u potkanu. U zvifat,
kterym byl podan LPS doslo ke sniZzeni celkové pohybové aktivity, coz pretrvavalo dva dny od
podani LPS (Okada et al., 2008). Fazové posuny cirkadidnnich rytm0 v chovani vyvolané LPS
jsou regulovany aktivaci transkripéniho faktoru NFkB (Marpegan et al., 2004). Nase prace
nezkoumala primarné behavioralni aspekty plsobeni LPS, ale méla za cil objasnit zmény

indukované LPS v cirkadiannim systému na molekularni drovni.

6.2 VLIV AKUTNIHO PODANIi LPS NA EXPRESI FOSFORYLOVANYCH FOREM
KINAZ ERK1/2 A GSK3B A TRANSKRIPCNICH FAKTORU STAT3 V EPIFYZE
POTKANA

Razné studie zabyvajici se vlivem LPS na cirkadianni systém prokazaly, Ze endotoxin LPS
nepusobi pouze na SCN, ale také na periferni oscilatory. Po podani LPS aktivuji burnky
imunitniho systému imunitni odpovéd a wvysilaji do téla signdly (napr. ve formé
prozanétlivych cytokin(), které jsou zachyceny epifyzou a zajistuji zpétnou vazbu pro regulaci
jeji vlastni funkce. Melatonin hraje zasadni roli v modulaci imunitnich a cirkadidannich déjd
(Carillo-Vico et al., 2013). Mnohé prace naznacuji blizky vztah mezi cirkadidnnim a imunitnim
systémem. Zanétlivé mediatory jako prozanétlivé cytokiny a transkripéni faktor NFkB se
podileji na regulaci molekularniho mechanismu biologickych hodin (Marpegan et al., 2005).
Prestoze LPS vyvolava fazové posuny cirkadianniho rytmu podobné posunim indukovanym
svétlem, pan Marpegan zjistil, Ze fazové posuny cirkadiannich rytmd vyvolané LPS jsou

regulovany primdrné aktivaci transkripéniho faktoru NFkB (Marpegan et al., 2004).

Epifyza mlze byt regulovana skrze rGzné prozanétlivé cytokiny, napf. IFNy, IL12, TNFa
(Withyachumnarnkul et al., 1990; Lissoni et al., 1998; Fernandes et al., 2006) a také bunkami
imunitniho systému GM-CSF (z angl. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) a G-
CSF (z angl. granulocyte colony-stimulating factor). Patogeny a cizi potenciondlné skodlivé
molekuly, véetné LPS aktivuji transkripci NFkB jak v pinealocytech, tak v makrofazich.
Aktivovana NFkB draha blokuje syntézu melatoninu v pinealocytech a zaroven indukuje
syntézu melatoninu v makrofazich (Markus et al., 2013). Tato dvousmérna komunikace mezi

epifyzou a neepifyzdrnimi producenty melatoninu je umoznéna diky specifickym
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melatoninovym receptorim M1 a M2 (MTR), které se nachazeji na plazmatickych
membrandn i v jadrech imunokompetentnich bunék (napf. T-lymfocytech) a imunitnich
orgdnl (Calvo et al., 2013). Interakce melatoninu s MTR spousti aktivaci signdlni drahy
ERK1/2 v epifyze potkana (Luchetti et al., 2009). Aktivované makrofagy jsou pak hlavnim
zdrojem cytokint IFNy, IL1, IL12 a TNFa, stejné jako prostaglandini a proteinu komplementu
(Seljelid et al., 1993; Gordon et al., 2010). Melatonin inhibuje TLR4 receptory
zprostredkovanou expresi TNFa, IL1B, IL6, IL8 a IL10 v makrofazich, ze kterych sam vznikl po

stimulaci LPS (Xia et al., 2012).

Kindza ERK1/2 byla prokazana v epifyze. Syntéza melatoninu v epifyze je Uzce regulovana
no¢nim uvolfiovdnim norepinefrinu ze sympatickych nerv(, kterymi je tento organ inervovan
(Klein et al., 1991). Uvolfiovani NE je Ffizeno centralnimi hodinami v SCN, které v noci posilaji
do epifyzy stimulacni signaly skrze centralni i periferni nervovy systém (Moore et Klein,
1974). Vzhledem k tomu, Ze cirkadidanni hodiny v SCN jsou synchronizovany prevainé
svétlem skrze neuronadlni signdly prenasenymi pres RTH, je logické Ze také stimulace epifyzy
podléhd enviromentdlnimu L:D cyklu. Kromé signaliza¢ni drahy zahrnujici stimulaci NE, ktera
vede skrze cAMP, PKA A a pCREB k transkrici aanat, byly nalezeny stejné signaliza¢ni drahy,
které vSak indukuji jiné cilové geny CREB. Je jich pfiblizné 600 (Bailey et al., 2009) a nékteré
proteinové produkty téchto genu jsou vyznamnymi regulatory transktipce annat (Ho et. Chik,
2010). Patfi mezi né kinaza ERK1/2 (Price et al., 2004a), indukovatelny cAMP ¢asny represor
(ICER) (Stehle et al., 1993) a mnohé dalsi.

Mechanismus, kterym aktivovand GSK3B kontroluje neurofyziologické rytmy v SCN by mohl
pomoci objasnit jeji roli také v epifyze. Nase vysledky potvrdily signifikantni zvySeni pGSK3p
po podani LPS ve vSech casovych bodech. Studie, kterd by zkoumala zapojeni signalni
kaskady GSK3 do fizeni cirkadiannich rytm0 v epifyze a pomohla nam osvétlit, jakymi

mechanizmy signaliza¢ni kaskada pGSK3B funguje bohuzel neni v sou¢asné dobé dostupna.

Nase vysledky také poprvé ukazuji pritomnost STAT3 v epifyze potkana. Akutni podani LPS
indukovalo vzestup hladiny pSTAT3(s) a pSTAT3(y) jiz po dvou hodinach od aplikace nezdvisle
na dobé, kdy byl LPS podan. STAT3 i NF-kB jsou aktivovany cytokiny jako odpovéd na

zanétlivou reakci vyvolanou LPS. Jejich vzdjemna interakce udrzuje stabilitu celého systému.
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6.3 VLIV AKUTNIHO PODANIi LPS NA EXPRESI FOSFORYLOVANYCH FOREM

KINAZ ERK1/2 A GSK3B A TRANSKRIPCNICH FAKTORU STAT3 V SCN POTKANA

Soucasnd véda predpokldadd velmi blizky vztah mezi nervovym, endokrinnim a imunitnim
systémem, jehoZz molekuldrni podstatou je zfejmé propojeni signalnich drah a rlznych
molekul, které mohou vzajemné interagovat a regulovat tak své funkce (Calvo et al., 2013).
Cirkadidnni systém je tedy ovliviiovan signaliza¢nimi molekulami imunitniho systému a
soucasné sam imunitni systém reguluje (Castanon-Cervantes et al., 2010; Logan et al., 2012).
PFi zkoumdni souvislosti mezi imunitnimi reakcemi a narusenim cirkadiannich rytma, doslo
mnoho autorl k zavéru, Ze systémové podani LPS vyvolava autonomni endokrinni a
behavioralni zmény, které vyplyvaji z indukovanych zmén v mozku (Linthorst et Reul, 1998;
Matsunaga et al., 2000) a Ze efekt plsobeni imunitniho systému na cirkadianni rytmy je
zprostifedkovan prozanétlivymi cytokiny v mozku (Kwak et al., 2008), zejména pak TNFa v
SCN (Leone et al., 2012). Po aplikaci LPS se v mozku se zvysuji hladiny prozanétlivych
cytokinl jako je IL-1, IL-6, IL-8 a TNFa (Herber et al., 2006; Quin et al., 2007).

Pfi srovnani hladin fosforylovanych forem kindz GSK3B, ERK1/2 a hladiny transkripénich
faktord STAT3 indukovanych LPS v bunkach SCN a epifyzy naznacily nase vysledky mnohem
vys$si zménu hladiny téchto protein v epifyzach. To mlze souviset s pfimym plsobenim
medidtor( na epifyzu bez nutnosti projit HEB, narozdil od SCN. LPS neprekracuje HEB v
mozku, ale muizZe se vazat na specifické receptory v cévnim endoteliu mozku, coz zplsobuje
uvolnéni rGznych prozanétlivych cytokini a nasledné také NO (Singh et Jiang, 2004). LPS
indukované cytokiny mohou prostupovat mozkem skrze propustné spoje v endoteliu
(Romanovsky et al., 2003) a vazat se na TLR4 receptory, které jsou exprimovany primo v SCN
(Lundkvist et al., 1999; Sadki et al., 2007). V SCN se nachazi také transkrip¢ni faktor NFkB,
jeho pritomnost a aktivita byla prokdzana v praci zkoumajici LPS indukovany fazovy posun
(Marpegan et. al, 2004, 2005). LPS m{ze pUsobit na hodiny véetné uvolfiovani cytokinG IL-18
a TNF a, které pUsobi na SCN (Leone et al., 2006). Zda se tedy, Ze LPS plsobi na funkci
cirkadianniho systému v SCN nepfimo skrze prozanétlivé cytokiny jako jsou 1l-6 a TNFa, diky
vazbé na TLR4 receptory (Gay et al., 2006), coz jsou hlavni receptory aktivujici signalni

kaskady, kterymi LPS nastavuje cirkadianni rytmy (Paladino et al., 2010).
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Studie provadénd v Japonsku na fizcich SCN hlodavcl prokazala, Ze aktivovana MAPK je
signifikantné rozpoznatelna v SCN, hraje nezbytnou roli pfi udrzovani robustnosti neuronalni
aktivity rytmu i cirkadianni exprese v hodinovych genech a podili se také na jejich regulaci
(Akashi et al., 2008). To naznacuje nepostradatelnou roli MAPK v SCN pfi fizeni cirkadiannich
oscilaci a moznost funkéniho propojeni mezi neurondlni aktivitou a molekuldrni smyckou
hodin v SCN skrze MAPK signaliza¢ni kaskadu. Jedna z prvnich praci pojednavajici o roli MAPK
v SCN, ukdzala u mysi drzenych ve stdlé tmé signifikantni rozdily v hladiné fosforylovanych
forem MAPK kindzy ERK1/2 v SCN béhem cirkadidnniho dne, s vysokymi hladinami béhem
subjektivniho dne a nizkymi hladinami béhem subjektivni noci (Obrietan et al., 1998). Dalsi
studie provadéna v UK na kieccich potvrdila, Ze hladiny fosforylovanych forem protein(
ERK1/2 osciluji béhem dne jak v reZzimu L:D, tak za konstantnich podminek, v obou pfipadech
s maximem exprese ERK1/2 béhem dne a minimem jeho exprese v pribéhu noci (Coogan et
Piggins, 2003). Exprese pERK se vyrazné liSi v jednotlivych oblastech SCN. Byly popsany dva
endogenni rytmy v hladiné pERK s rlznymi fazemi (Obrietan et al., 1998). Pfedchozi vysledky
nasSi laboratofe ukazaly vysokou hladinu proteinu pERK1/2 v dmSCN u kontrol béhem
subjektivniho dne, coZ koresponduje se studii pana Leeho, ktery zjistil, Ze protein pERK1/2 je
spontdnné exprimovan v oblasti slupky (tedy dmSCN) s maximem béhem subjektivniho dne,
se schématem podobnym burnkam syntetizujicim AVP (Lee et al., 2002). Béhem subjektivni
noci je protein pERK1/2 exprimovany vyhradné v jadre (vISCN), cozZ taktéz koresponduje s
nasimi vysledky, zejména u kontrol (Lee et al., 2002; Nakaya et al., 2003). Signifikantni rozdil
v expresi pERK1/2 v suboblastech SCN béhem dne a noci je dan odlisnou funkci téchto dvou
oblasti SCN (Hamada et al., 2001). Fosforylace ERK1/2 je klicovou udalosti pfi fazovém
zpozdéni indukovaném svétlem béhem brzké subjektivni noci (Butcher at al., 2002). Svételny
pulz béhem noci zpUsobuje okamzité kratkodobé zvyseni pERK1/2 v celém SCN (Butcher et
al., 2003) a patficné fazové posuny behaviordlnich rytm( (Coogan et Piggins, 2003).
Prenastaveni faze periody hodin v SCN vyZaduje zmény v genové expresi (Zhang et al., 1996)
a v souvislosti s touto myslenkou dochazime k zavéru, Ze je-li fosforylovany protein ERK
soucasti mechanismu prenastavovani faze molekuldrnich biologickych hodin, pak musi
aktivace jeho signalni kaskady pozménovat genovou expresi biologickych hodin (Coogan et
Piggins, 2004). Domnélymi cili pro ERK kaskadu jsou transkrip¢ni faktory, které maji vazebna

mista na promotorech hodinovych genu. Prikladem v SCN je protein CREB, ktery se vaZze na
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CRE sekvenci promotoru shodnou vazebnou sekvenci, jakd je pfitomna na svétlem-
indukovanych hodinovych genech a po fosforylaci na serinovych zbytcich Fidi transkripci
téchto genl (Ginty et al., 1993; Gau et al. 2002). Cirkadidanni a svételné stimuly reguluji
fosforylaci proteinu CREB (Ginty et al., 1993; Obrietan et al. 1999; Gau et al. 2002).
Transkripce zprostfedkovand CRE je také pod cirkadianni i svétlem fizenou kontrolou
(Obrietan et al. 1999) a je vyZadovana k svétlem indukovanému prenastaveni faze hodin a
indukci hodinového genu PER1 (Tischkau et al., 2002; Travnickova-Bendova et al., 2002).
CREB neni fosforylovan skrze ERK kinazu pfimo, ERK nejdtive fosforyluje p90 ribosomalni s6
kindzu (p90RSK), kterd nasledné fosforyluje CREB (Roberson et al., 1999). Bylo zjisténo, Ze
pP90RSK predstavuje kli€ovou spojnici v ERK-CREB genové expresi signaliza¢ni kaskady v
epifyze obratlovcl (Ho et al., 2003a). Dalsim domnélym substratem pro kindzu ERK1/2 v SCN
je Elk-1, komplex tfi transkripcnich faktoru, ktery se po fosforylaci vaze na sérum responsni
element (SRE) shodnou sekvenci jako CRE (Coogan et Piggins, 2003). Podobné jako CRE jsou
také SRE pritomny na sekvencich promotorl svétlem indukovanych hodinovych gen
(Wilsbacher et al., 2002). CREB a Elk1 jsou tedy hlavnimi prvky signaliza¢ni kaskady ERK1/2 v
cirkadiannich hodinach. Nase studie naznacila, Ze by LPS mohl ovlivnit expresi pERK1/2 v SCN
potkan(. Po aplikaci LPS v ZT6 se neménila hladina pERK1/2 ve VISCN, zato v dmSCN byla
snizena vysoka endogenni hladina ve dne a zvySena nizka hladina v noci. Zda se tedy, Ze LPS
by mohl udrZovat stabilni zvySenou hladinu pERK v dmSCN a tim narusit jeji cirkadianni
rytmicitu. Jeho aplikace v ZT15 snizuje vice jeho nizkou noéni hladinu v dmSCN. Muze se
proto zdat, ze efekt LPS je okamzity, kratkodoby a vede k potlaéeni endogenni exprese
PERK1/2 v dmSCN. Zmény v pozdéjsich ¢asovych bodech mohou souviset s postupnou

obnovou ptirozené rytmicity.

Mnohé studie prokdazaly, Ze také kindza GSK3B je schopna fosforylovat témér vsechny
komponenty molekuldrni smycky biologickych hodin, jako jsou PER2, CLOCK, BMAL1 a REV-
ERBa (Litaka et al., 2005, Wang et al., 2006; Spengler et al., 2009; Kurabayashi et al., 2010).
GSK3 vykazuje denni rytmus ve fosforylaci v SCN (lwahana et al., 2004; Litaka et al., 2005).
PfestoZze se néktefi védci domivaji, Ze rytmickd aktivita GSK3 je nezbytnd pro zajisténi
robustnosti cirkadidnnich rytm( (Paul et al., 2012), pfesna uloha této kindzy neni zatim stdle
objasnéna. Predchozi vysledky nasi laboratofe ukdzaly cirkadidnni rytmus v mnoZstvi

exprimovaného proteinu pGSK3B. Hladina pGSK3B byla vysokd béhem noci a nizkd béhem
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dne. Hladiny pGSK3B u potkant s aplikovanym LPS byly v porovnani s kontrolami zvyseny
nepatrné, kromé aplikace v ¢ase ZT15. Dvé hodiny po podani LPS v ZT 15 doslo k signifikantni
upregulaci hladiny GSK3B, ktera se navrdtila k normalnim hodnotam zhruba po Sesti
hodinach. LPS tedy kratkodobé narusil rytmus v aktivité pGSK3[, coZz potvrzuje hypotézu, ze
pfi nasem pokusu doslo vlivem LPS k naruseni cirkadiannich rytm(. Dysregulace v tvorbé
rytm0 pGSK3 byla pozorovana také u mnoha psychickych poruch a u nemoci zplsobenych
starnutim, souvisejicich s narusenim cirkadiannich rytm( (Gomez-Sintez et al., 2011; Jope et
al., 2011). V CNS slouzi k produkci prozanétlivych molekul hlavné mikroglie a astrocyty. GSK3
v téchto burikdch podporuji produkci prozanétlivych cytokinl (116, TNFa), chemokint (IL8) a
NO, coz opét ukazuje propletenost obou systém( a dllezitost pGSK3 pro modulaci

cirkadiannich a imunitnich odpovédi.

Signalizaci skrze STAT3 vyuzivd mnoho cytokinl (Darnell et al., 1994). Transkripéni faktory
STAT jsou dulezitymi faktory v celé radé fyziologickych proces(, ale jejich vliv na cirkadianni
systém v SCN a epifyze dosud nebyla pfilis popsdn. Nase vysledky ukazujuji pritomnost
STAT3 a v SCN. Aplikace LPS zvysila hladinu pSTAT3 po dvou hodindch, hladina pSTAT3 byla v
obou ¢astech SCN po podani LPS prechodné zvySena oproti kontroldam. V mozku neni role
STAT 3 jako zdnétlivého faktoru zcela objasnéna, je vSak aktivovan béhem sepse a kooperaci
s GSK3 napomaha kontrolovat produkci IL-6, vyvolanou napf. LPS, da se tedy predpokladat,

Ze také STAT3 se ucastni modulace cirkadidanniho a imunitniho systému.
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7. Zaveér

Pfi zkoumdni vlivu LPS na cirkadidanni systém, ukazaly nase vysledky signifikantni zvyseni
hladin cytokinG TNFa a IL-6 u LPS potkand kratce po podani LPS, coZ potvrzuje pomérné
rychlou aktivaci imunitni odpovédi v reakci na LPS, typickou pro neadaptivni imunitni

odpovéd. U kontrol nedoslo k vyraznému zvyseni hladin téchto cytokin(.

Cilem této prace bylo také zjistit vliv akutné podaného LPS na hladiny exprese
fosforylovanych forem kinaz ERK1/2, GSK3B a transkri¢nich faktord STAT v SCN a epifyze
potkana. Imunohistochemické stanoveni v epifyze prokdzalo jednoznacny narust hladin
PERK1/2 i pGSK3pB a také prokazatelné zvyseni hladin pSTAT3(y). LPS slabé zvysil také hladinu
STAT3(s) a vysledky naznacduji, Ze epifyza silné reaguje na prozanétlivé faktory indukované
lipopolysacharidem. V SCN vysledky naznacuji spiSe drobné zmény v hladinach
fosforylovanych forem kindz ERK1/2 a GSK-3pB a transkripéniho faktoru STAT3. To naznacuje,
Ze vmozku brani HEB volnému plsobeni LPS a aktivace imunitniho systému
lipopolysacharidem ovliviiuje SCN  nepfimo  prostfednictvim  cytokind  ajinych
neuromedidtor(, ¢i aferentaci z jinych oblasti mozku. CoZz prokazuje interakce mezi

imunitnim a cirkadiannim systémem.
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