Univerzita Karlova v Praze

Prirodovédecka fakulta

Vé

Vg

o
<

KON
HABILITACNI PRACE

Katedra fyziologie

Cirkadianni regulace fyziologickych funkci ve zdravi a nemoci

PharmDr. Alena Sumova, CSc., DSc.

e

Fyziologicky ustav AVCR

Praha, 2016



Podékovani

Rdda bych zde na prvnim misté podékovala Prof. RNDr. Helené Ilinerové, DrSc. za to, Ze jsem
s ni vZdy mohla sdilet nadSeni z kaZzdého nového, byt jen dilciho, poznatku. Velky dik patfi
mym kolegum v tymu, pfedevsim Martinovi Slddkovi, PhD, ktery je spoluautorem vsech
predloZenych praci a bez jehoZ expertizy v molekuldrné biologickych technikdch by tato
prdce nevznikla. Také dékuji Marté Novdkové, PhD a Lence Polidarové, PhD., které
podstatné prispély k radé vysledki a byly Ci jsou vyznamnou oporou v tymu. Pro ¢dst této
habilitacni prace byla zcela zdsadni spoluprdce s Prof. RNDr. Jifim Pdchou, DrSc., kolegou a
pritelem, ktery se nechal nadchnout pro chronobiologii, a z této nasi spoluprdce vzesly
zajimavé vysledky o ¢asové requlaci ve strevé. Také jsem velmi vdécna za to, Ze jsem byla
vZdy obklopena celou Fadou nadsenych studentu bakaldrského, magisterského i
postgradudliniho studia, ktefi svym eldnem a zaujetim pro experimentdlni prdci prispéli
nemalou mirou k vysledkim, prezentovanym v této habilitacni prdci.

Alena Sumovd



Lo UVO...iiieeetetet ettt ettt ettt ettt et et ettt a et et ettt e e e e s st et et et etenene 4
2. Prehled sou€asného Stavu POZNANI......ccccuiiieiiiiiiiei e e e e e raaeee e 4
D B 014 & o [ =T oL o TR A] =] .o U RR 4
2.1.2. Centralni NOdINY.......ueiieieee ettt e e e e 6
2.1.2. Periferni NOINY.......ooo it aaae e 7
2.2. Cirkadidnni systém a zdravi CIOVEKA.........ccuuiiiiiiiiiie ettt 8
TR 1SR 9
Y=Y oo LY U U 9
4.1. Pfehled pouzitych modelll @ POSTUPU......ccceeiiiiieieiiie ettt eeree e 9
4.1.1. ANIMAINTMOAEIY..ccceeieiieee et et 9
4.1.2. U€astnici humannich StUGif.........cccveveverieveeeeieieeet e seeeeeeaas 10
4.2. Metody pouZité v animalnich studiiCh...........ccociiiiiiiiiii e 10
4.2.1. Sledovani lokomocni aktivity a prijmu potravy......ccccceeecieeeeeccieeeeecciviee e, 10
4.2.2. IMUNONISEOCNEMIE. ..ottt et sbae s 10
4.2.3. Laserovad MikrodiSEKCe.......ccuviiirriiii ittt sttt et e s sire e sre e srae e sbreenas 11
4.2.4. Odbér vzorkl perifernich tkani.........ccccveeeiiiiiiii e 11
4.2.5. 1zolace RNA and real-time RT gPCR......cccouiiiiiieee et 11
4.2.6. In SitU hybridiZaCe......ccoociieie e 11
4.2.7. Ptiprava explant( tkani a monitorovani bioluminiscence..........ccccccvveeneeenee. 11
4.2.8. Chirurgické Metody.......cccccciiiiiiiiiiiie et et rae e e e 12
4.2.9. Experimentalni navozeni kolorektalnich nddor..........ccccceeveeeiieecceecciieene. 12
4.3. Metody pouZité v humannich studiich.............cooiiiiiiiiii e 12
4.3.1. Stanoveni hladin melatoninu ve slindch...........cccoeiiiiiice e, 12
4.3.2. Stanoveni exprese hodinovych genl pomoci gRT PCR..........cccovveeeccieeeeennneen. 12
4.3.3. Sledovani rezimu aktivity a spanku pomoci Actiwatch.........cccccoeveeeicnieenennns 13
4.4, STAtiStICKE METOAY..ccii it e et e e e e e bee e e e e earee e e e eareeas 13
5. VYSIEAKY @ dISKUZE..... vttt e e e e e e e etreeeeeebaeeeenes 14
5.1. Cirkadianni hodiny v gastrointestinalnim traktu, jejich funkce a regulace .................... 14
5.2. Funkéni stav cirkadianniho systému u animalniho modelu kardiovaskularniho a
metabolické onemocnéni — spontanné hypertenzniho potkana (SHR).................... 19
5.3. Funkéni stav cirkadianniho systému u ¢lovéka ve zdravi a pfi rlznych
neuropsychiatrickych onemocn@nich..........cccccciiiiiiii e, 21
6. SNINULTE @ ZAVET ..eiiiiiiiit et ettt e sttt e s be e s be e s e beeesabbeesabaeenabaeenaseenans 27
AT - TR T oo | VY 2SRRI 28
8. 58ZNAM ZKIAtEK.ceouvviiiieeiiieecee e st st e s sareesans 35
8. Seznam vybranych publikaci autorky s IF (s vyznacenim publikaci tvoricich
SOUCASE NADIlIEACNT PIACE).....eeeeeeeieeeecee ettt e e e et e e e e e e e e 36
L Y=Y 40 =1 0o T o T 1] o TSR 41
O TR o 1 o Y7 PR UPURRN 43



1. Uvod

Fyziologické funkce jsou regulovany komplexné na mnoha Urovnich a cilem vSech téchto
regulaci je udrZeni homeostazy v organismu. Poznatky védeckého badani v posledni dobé
stéle vice odhaluji vyznam obecného regulaéniho mechanismu, ktery zajistuje optimalni
prabéh fyziologickych funkci v ménicim se prostredi, ve kterém se Zivé organismy od
pocatku své existence nachdzeji. Vznik tohoto tzv. casového regulacniho systému (angl.
Jtemporal time-keeping system“) je spojovan jiz s pocatkem Zivota na Zemi, jelikozZ
predstavoval vyznamnou evoluéni vyhodu pro preziti vtéchto podminkach. Jiz u
nejjednodussich jednobunécénych organismid umozZnoval predvidat pravidelné zmény
v prostiedi a prizplsobit jim prabéh vnitfnich proces(. Prostfednictvim velmi obecnych
regulacnich mechanismi je zapojen do fizeni zakladnich bunécnych procestd na urovni
energetického metabolismu, déleni a proliferace. U mnohobunéénych organism( pak
dosahl vysokého stupné komplexnosti a hierarchického usporadani, umoznujiciho regulaci
témér viech funkci v téle. Clovék, ktery je na vrcholu evoluéniho fetézce, je vybaven timto
systémem stejné jako ostatni ZivoCichové. Na rozdil od nich vsak jako jediny svym chovanim
pUsobi proti jeho prirozené funkci. Moderni styl Zivota si Zada zvySovani vykonu na ukor
pfirozenych potieb a vede Casto ke zméné Zivotniho stylu, na kterou neni lidsky organismus
prizpGsoben. Tyto zmény predevsim souviseji s pfesunem pracovnich aktivit a jinych
¢innosti do no¢ni doby a tim stale vyraznéjsim odpoutdvanim vnitiniho ¢asového programu
od pfirozenych svételnych podminek. Obor, ktery se casovym regulacnim systémem zabyva,
chronobiologie, nyni zaZzivd obrovsky boom, protoZe se ukazuje, Ze pravé tato situace
pfispiva k rozvoji fady chorob, které nazyvame civiliza¢nimi. Rada chorob té? negativné
zpétné ovliviiuje funkci tohoto systému. Vzhledem ke stupni rozvoje lidské spolecnosti
nelze u moderniho clovéka predpokladat ndavrat k plvodnim pfirozenym Zivotnim
podminkam. Je proto nutné zkoumat mechanismy, jakymi je ¢asovy systém propojen
s Zivotnimi procesy a jak tyto procesy casové fidi, abychom mohli pomoci preventivnich a
terapeutickych (tzv. chronoterapeutickych) postupl alespori zmirnit dopady moderniho
Zivotniho stylu na nase zdravi.

2. Pfehled soucasného stavu poznani

2.1. Cirkadianni systém

Cirkadianni systém (angl. circadian, z latin. circa diem) je zakladni regulaéni systém Zivych
organismQ, zajistujici optimalizaci prdbéhu funkci v téle vzhledem k proménnym
podminkam vnéjsiho prostredi, které souviseji se stfidanim dne a noci, pripadné rocni doby.
Systém se sklada z bunécnych oscildtorli (hodin), tj. bunék vybavenych geneticky k tomu,
aby autonomné generovaly cirkadianni signdl. Endogenni perioda cirkadianniho signalu je v
rozsahu cca 22 az 28 h a je geneticky podminéna. Autonomni molekuldrni mechanismus
zodpovédny za generovani rytmického cirkadianniho signadlu je zaloZen na obecném
mechanismu zpétnovazebné regulace exprese sady tzv. hodinovych geni prostifednictvim
transkripné-translacnich zpétnovazebnych smycek (Reppert, 2000). Obecnym zakladem
tohoto molekularniho mechanismu hodin je smycka, ve které je exprese genl aktivovana
plUsobenim pozitivnich elementld a inhibovana prostfednictvim negativnich elementd,
pricemz tyto negativni elementy jsou proteinové produkty pravé téchto aktivovanych genu.
Tato zdkladni smycka je podporovdna dalsimi pridavnymi smyckami, které zajistuji
nacasovani hladin pozitivnich element(i na spravnou denni dobu a soucasné také umoznuiji
percepci bunécnych signall, které mohou chod hodin ovliviiovat (Lowrey a Takahashi,
2011). Popis soucasného modelu molekularniho mechanismu cirkadidannich hodin a
interakce jeho jednotlivych komponent (hodinovych gent) je shrnut na Obr. 1.

Cirkadianni signal generovany hodinovym mechanismem je pfenasen na procesy v burce
pomoci rytmického spinani hodinami kontrolovanych gend, tj. gen(, které jsou soucasti
obecnych (napft. transkripcni faktory) nebo specifickych (receptory, kanaly, neuroprenasece,
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enzymy, apod.) signalnich a regulacnich drah. To je umoZnéno diky pfitomnosti regulacnich
mist ("response element") v promotorech téchto hodinami kontrolovanych gen(;
pritomnost E-boxu umozZnuje aktivaci a pritomnost RORE inhibici exprese téchto genl
hodinovymi proteiny dostupnymi rytmicky béhem urcité ¢asti dne. Timto zplsobem je
rytmicky regulovano v rdznych tkanich asi 5-10% transkriptomu (Akhtar a spol., 2002;
Panda a spol., 2002; Storch a spol., 2002) a az 20% proteomu Reddy a spol., 2006. Ackoliv
vysledky zkoumdni molekularniho mechanismu chodu cirkadiannich hodin doznaly v
poslednich letech znaéného pokroku, neni dosud detailné prozkouman. Stéle vice se také
ukazuje, Ze tento mechanismus je tésné propojen s ostatnimi procesy nezbytnymi pro Zivot
bunky, jako je energeticky metabolismus a bunécny cyklus (Eckel-Mahan a Sassone-Corsi,
2009; Sahar a Sassone-Corsi, 2009). Nejen Ze rytmicky reguluje pribéh téchto bunécnych
procesll v Case, ale také na zménu jejich stavu reaguje a je jimi pfimo sefizovan (Asher a
Schibler, 2011).

F'er :
CLOCK JBMALT

E-v erb
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Obr. 1: Schéma molekuldrniho mechanismu cirkadidnnich hodin v burice (prevzato z Asher a Sassone-
Corsi, 2015). Behem dne pozitivni elementy zpétnovazebného mechanismu, tj., transkripcni faktory
CLOCK a BMAL1, spolu dimerizuji a vaZi se na E-box na promotorech hodinovych genda (Per, Cry, Rev-
erba) a hodinami kontrolovanych gent (CCGs z angl. clock controled genes). Hladiny negativnich
elementd, tj. proteint PER a CRY, stoupaji v cytoplasmé v odpolednich hodindch, na zacdatku noci
spolu dimerizuji a vstupuji do jadra buriky, kde potlacuji transkripci aktivovanou CLOCK:BMAL1
heterodimerem. Proteiny PER a CRY prochdzeji post-translacnimi modifikacemi, které vedou k jejich
degradaci (PER-Ub, CRY-Ub). Pokles jejich hladin je predpokladem pro zahdjeni nového cirkadidnniho
cyklu. Pridavna zpétnovazebnd smycka je tvorena transkripcnim faktorem REV-ERBa, tj. proteinem
jehoZ hladiny stoupaji behem dne, vdzi se na specifickd mista (RRE) na promotorech gen( a inhibuji
jejich transkripci. Timto mechanismem je inhibovdna transkripce Bmall, kterd je tak umoZnéna
béhem noci, kdy je hladina proteinu REV-ERBa nizkad.

V téle savch dosahl cirkadianni systém evoluéné nejvyssiho stupné hierarchického
uporadani jednotlivych slozek (bunécnych a tkanovych oscilatord) (Obr. 2). Na rozdil od
nizsich obratlovcl ma pouze jedny tzv. centralni hodiny, které pfijimaji signaly o vnéjsich
svételnych podminkach prostrednictvim spoje z retiny, prizpGsobuji svij chod podle téchto
podminek a vysilaji takto sefizeny rytmicky signdl k ostatnim, tzv. perifernim, oscilatordm.
Periferni oscilatory jsou uloZeny jak v nervové tkani, tak v ostatnich burikach téla, kde fidi
tkanoveé specificky program. Pokud jsou centralni hodiny spravné setizeny s denni dobou,
dochazi ke stavu vnitfni synchronizace cirkadianniho systému, kdy hodiny v kazdé tkani ci
organu nastavuji fazi rytmickych procest tak, aby byly v optimalnim stavu v ocekavani



nadchdazejici zmény denni doby. Napftiklad, cirkadianni systém takto Fidi rytmickou produkci
hormonU glukokortikoid(i v nadledviné (Moore a Eichler, 1972) a ¢asuje dobu jejich vylevu
do krevniho obéhu na obdobi pfed probuzenim a zacatkem pohybové aktivity, tj. tésné
predtim nez je zapottebi jejich vysoka hladina.

~ . Obr. 2. Schéma cirkadidnniho
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2.1.1. Centrdlni hodiny nezdvisle na SCN.

Centralni hodiny se u savcl nachazeji v mozku, v pfednim hypothalamu, pfimo nad k¥izenim
optickych nervi v bilateralné uspofadanych jadrech po obou stranach 3. mozkové komory,
tzv. suprachiasmatickych jadrech (SCN) (Moore a Eichler, 1972; Moore a spol., 2002; Ralph
a spol., 1990; Stephan a Zucker, 1972). Tato jadra jsou sloZzena z bunécnych oscilatord, které
vSak na rozdil od ostatnich v téle vykazuji vysoky stupen vnitini integrity a organizace, dany
predevsim jejich vzajemnym propojenim siti synapsi a funkéni specializaci bunécnych sub-
populaci. Tato komplexnost zajistuje specifické vlastnosti SCN, které jsou nutné pro jejich
funkci jakoZto centralnich hodin v téle. Tyto vlastnosti zahrnuji schopnost generovat
robustni a relativné stabilni cirkadianni signal (Welsh a spol., 2010), pfijimat informaci o
svételnych podminkach ve vnéjsim prostredi a sefizovat generovany rytmicky signal podle
zmény téchto podminek (Abrahamson a Moore, 2001; Meijer a Schwartz, 2003). Pfi absenci
svétla (ve stalé tmé) je cirkadidanni cyklus rozdélen na dobu zvanou subjektivni den (kdy
jsou denni Zivocichové aktivni a nocni neaktivni) a subjektivni noc (kdy jsou denni
zZivocCichové neaktivni a no¢ni naopak aktivni).

Svétlo je nejsilnéjsim synchronizatorem cirkadiannich hodin v SCN. Sefizovani hodin (angl.
termin "entrainment") v SCN s denni dobou vyZaduje Upravu faze a vnitini periody hodin,
ktera je pouze priblizné 24 h, podle solarniho dne (tj. pfesné 24 h). Sefizovani je umoZnéno
diky tomu, Ze svétlo posouva fazi hodin ve smyslu zpoZdéni v pfipadé prodlouZeni jeho
pUsobeni zvecera (béhem prvni Casti subjektivni noci) a naopak ve smyslu predbéhnuti v
pripadé jeho drivéjsiho plsobeni zrana (béhem druhé casti subjektivni noci) (llinerova a
spol., 1998; Pittendrigh, 1981). Vecerni svétlo tak zpomaluje hodiny, které maji tendenci se
predbihat (maji periodu kratsi nez 24 h) a ranni svétlo naopak urychluje hodiny, které maji
tendenci se zpomalovat (maji periodu delsi nez 24 h). Vysledkem je dosazZeni stavu, kdy je
chod cirkadiannich hodin v SCN zcela v souladu s denni dobou. Mechanismus zodpovédny
za sefizovani hodin v SCN svétlem je shrnut v praci Golombek a Rosenstein (2010). Hodiny v
SCN se mohou také prizpisobovat zméné délky dne, ke které dochazi v dasledku zmény
ro¢ni doby (Sumova a spol., 1995). Hodiny v SCN tak vykazuji pomérné velkou plasticitu a
schopnost postupné se pfizplisobovat takovym ménicim se svételnym podminkam, které se
v prirodé prirozené vyskytuji. Pokud vsak svétlo plsobi na hodiny zplsobem, ktery je v
pfirodé nepravdépodobny a jeho plsobeni pfesahuje limit pro jejich sefizovani (napf. svétlo
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a tma se stfida v nepravidelnych intervalech a/nebo jsou tyto intervaly nepfirozené kratké
nebo dlouhé), hodiny prestanou byt synchronizovdny s denni dobou a bézi podle svého
geneticky nastaveného programu. Pokud jsou hodiny v SCN vystaveny pUsobeni stalého
svétla, jednotlivé bunécné oscilatory ztraci vzajemnou koordinaci a synchronizaci a SCN jako
celek nejsou schopna tvorby robustniho vystupniho rytmického signalu (Ohta a spol., 2005).
Lze tedy shrnout, Ze zatimco pfi absenci svétla cirkadianni hodiny béZi podle svého
vnitfniho programu (tzv. "volny béh v case"), absence tmy se jevi jako zdvainy faktor
ohrozujici funkci SCN.

Pfenos signdlu z SCN se uskutecnuje predevsim pomoci neuronalnich a humoralnich drah
(shrnuto v praci Dibner a spol., 2010). Na neurondlnim pienosu se podili hlavné dvé
hypothalamicka jadra, ke kterym axony neuront SCN pfimo mifi, tj. paraventrikularni jadro
(PVN) a dorsomedidlni jadro (DMH). PVN je prepojovaci stanici pro cirkadianni regulaci
autonomniho nervového systému a DMH je prevodni stanici pro regulaci a integraci
spankového rezimu a rytmu v pfijmu potravy (Dibner a spol., 2010), ktery je vyznamnym
synchroniza¢nim signdlem pro nékteré periferni hodiny souvisejici s metabolismem
(Damiola a spol., 2000). PVN se podili téZ na humoralnim prenosu cirkadianniho signalu z
SCN, a to prostrednictvim spojli s hypofyzou a regulaci uvolfiovani jejich hormon0 (napf.
ACTH), a také prostfednictvim spojl s autonomnim nervstvem, ktery kromé inervace
vhitfnich organl reguluje téZ uvolfiovani hormonu melatoninu z epifyzy (llinerova, 1999).
Dalsim mechanismem, ktery se podili na pfenosu cirkadianniho signdlu k perifernim
oscilatordm, je cyklus télesné teploty (Morf a Schibler, 2013), ktery je fizen z SCN pomoci
spojli do medialni preoptické oblasti hypothalamu. Kromé téchto drah a mechanism( SCN
také produkuje faktory, které difunduji do rliznych ¢asti mozku, kde se vazi na receptory a
reguluji rytmicky rlizné funkce, napf. spanek a pohybovou aktivitu. Mezi tyto faktory patii
TGF (Kramer a spol., 2001), prokineticin-2 (Cheng a spol., 2002) a CLC (Kraves a Weitz,
2006). Dalsi faktory, signalni proteiny, jsou rytmicky pfitomny v krvi (séru) a také se podileji
na synchronizaci perifernich oscilator( (Schibler a spol., 2015).

2.1.2. Periferni hodiny

Periferni hodiny se nachazeji prakticky ve vSech burikach téla, lisi se vSak stupném své
nezavislosti na centralnich hodinach, od autonomnich, schopnych udrZet rytmicky signal
zcela nezavisle na SCN, pres semi-autonomni az po podfizené, u kterych je zavislost na SCN
CasteCna ¢i naprosta. Poznani téchto vztahll ma velky vyznam pro pochopeni disledki
naruseni rytmické signalizace z SCN, ke které miZe dochazet v pfipadé, Ze je Clovék
vystaven situaci konfrontujici stav vnitfni synchronizace cirkadidnniho systému (viz 2.2.). K
sefizovani perifernich oscilatord dochazi pomoci vyse popsanych signalG z SCN, které jsou
oznacovany jako systémové, ale také pomoci signalt lokalnich, specifickych pro danou
bunku. Ve stavu vnitfni synchronizace jsou systémové a lokalni signdly v souladu a vzajemné
se podporuji. V perifernich organech a tkanich aktivuji synchronizacni signaly rlizné signalni
drahy, které vedou k regulaci exprese k nim sensitivnich hodinovych gend, coz ma nakonec
za nasledek sefizeni molekulového mechanismu hodin. Jako hodinové geny, které
odpovidaji na systémové signaly v perifernich hodinach, byly oznaceny napt. geny Per2 a
Nridl (oznacovan téZz synonymem Rev-erba) (Hughes a spol.,, 2012; Kornmann a spol.,
2007).

Mechanismus synchronizace perifernich oscilatori je predmétem intenzivniho vyzkumu.
Bylo napfriklad prokazano, Ze synchronizace perifernich oscilatori systémovymi signaly
proteinové povahy oscilujicimi v krvi je zfejmé zprostredkovana aktivaci IETFs (z angl.
immediate early transcription factors), jako je napf. SRF (z angl. serum response factor)
(Gerber a spol., 2013). Synchronizace teplotnimi cykly zahrnuje aktivaci HSF1 (z angl. heat
shock factor 1), ktery je exprimovan rytmicky (Reinke a spol., 2008) a vaZe se na HSE (z ang.
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heat shock element) promotorl rliznych gen(, véetné hodinového genu Per2 (Tamaru a
spol., 2011). Synchronizace pfijmem potravy pravdépodobné souvisi s citlivosti hodinového
mechanismu ke zméné energetického stavu buriky. Pfi zméné poméru NAD(P)"a NAD(P)H (z
angl. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) je aktivovan enzym Sirtuinl, ktery
kromé jiného deacetyluje také komplex hodinovych proteini CLOCK a BMAL1 (pozitivni
element zpétnovazebné smycky), ¢imzZz ovliviiuje jeho schopnost aktivovat transkripci
hodinovych genl (Nakahata a spol., 2008), a také deacetyluje pfimo hodinovy protein PER2,
¢imZ podporuje jeho degradaci (Asher a spol., 2008). Dalsim prikladem ovlivnéni hodin
zménou metabolického stavu je jejich citlivost ke zméné poméru ATP a AMP v burice,
prostfednictvim AMPK (z angl. AMP-dependent protein kinase). AMPK je hlavnim
senzorem tohoto poméru a zvysené hladiny AMP stimuluji jeji aktivitu. Aktivace AMPK pak
ovliviiuje negativni elementy zpétnovazebného mechanismu hodin, bud pfimo jejich
fosforylaci (CRY1) nebo nepfimo (PER2), cozZ vede k jejich degradaci (Lamia a spol., 2009;
Um a spol., 2007). Zména reZimu v pfijmu potravy je dominantnim synchronizatorem pro
nékteré periferni hodiny (napf. v jatrech) (Obr. 2), které jsou touto zménou sefizovany i
pokud je zvite stale vystaveno sttidani svétla a tmy. V téchto podminkach jsou centrdlni
hodiny v SCN ke zméné v prijmu potravy rezistentni a zlstavaji ve fazi s vnéjsim svételnym
rezimem, ktery je pro né dominantnim synchronizatorem (Damiola a spol., 2000).
Vysledkem muZe byt vzajemna desynchronizace centrédlnich a perifernich oscilatord, tzv.
vnitfni desynchronizace. Synchronizace hormonalnimi signdly je podminéna pfitomnosti
receptorll v dané tkani. Vysadni postaveni pri synchronizaci perifernich oscilatord maji
glukokortikoidni hormony, jejichz receptory (GR) jsou pfitomny ve vsech perifernich tkdnich
a v mozku s vyjimkou SCN (Rosenfeld a spol., 1988). Aktivované GR pUsobi jako transkripcni
faktory ovliviiujici genovou expresi v cilovych tkanich a aplikace glukokortikoidll fazové
posouva hodiny v jatrech (Balsalobre a spol., 2000).

Uvedené priklady mechanism( ukazuji, Ze signalni drahy zapojené do synchronizace
perifernich oscilatorl jsou velmi komplexni. Tato komplexnost je nezbytnd pro udrZeni
jednotného fazového vztahu mezi vSemi bunécnymi oscilatory v urcitém organu tak, aby
mohl vykonavat rytmicky pfislusnou funkci, a aby tento byl rytmus sefizen do spravné faze s
rytmem oscilatord v ostatnich organech ci tkanich v téle.

2.2. Cirkadianni systém a zdravi ¢lovéka

Pouzivani umélého svétla v novodobé historii (v soucasnosti az 75% svétové populace je
vystavovdana umélému svétlu v noci), spolu se zvysujicim se socio-ekonomickym tlakem na
vykonnost, vede ke stdle ¢astéjSimu presunu aktivit ¢lovéka do nocni doby, coZ ma zcela
zasadni vliv na funkcnost cirkadianniho systému (Bennie a spol., 2014; Falchi a spol., 2011).
Z hlediska existence ¢lovéka na Zemi pUsobi tento vyznamny faktor pouze béhem pomérné
kratkého obdobi a cirkadianni systém se mu tak nemohl ptizpUsobit. Je nezvratnym faktem,
Ze pro zajisténi chodu moderni spole¢nosti je nezbytny sménny provoz v mnoha profesich,
kterému je ve vyspélych zemich nyni vystaveno 20 - 40% pracujicich lidi. Opakované a
nepravidelné vystavovdni umélému intenzivnimu svétlu v noci, spojené s pracovni ¢i jinou
aktivitou a pfijmem potravy, vyznamné konfrontuje nds cirkadianni systém. Tato
konfrontace vede k naruSeni vnitfni synchronizace cirkadianniho systému a tim jeho
schopnosti optimalizovat fyziologické procesy vzhledem k denni dobé. Teprve poznatky
poslednich desetileti ukazaly na souvislost mezi timto narusenim a vyskytem chorob, které
jsou typické pro moderni spolecnost, a které proto nazyvame civiliza¢nimi. Epidemiologické
studie u pracovnikll ve sménném provozu odhalily zvysené riziko nékterych onemocnéni,
napf. metabolického syndromu (Pietroiusti a spol., 2010), kardiovaskularnich onemocnéni
(Obayashi a spol., 2014a) a nadorového onemocnéni prsu (Stevens a spol., 2014). Lidé, kteri
jsou nadmérné vystavovani svétlu v noci, také Castéji trpi poruchami spanku (Obayashi a
spol., 2014b). Ackoliv tyto studie ukazuji na vzajemnou korelaci mezi zménou chovani a
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vyskytem choroby, nemohou jednoznacné prokazat jejich pfi¢innou souvislost. Jednim z
velkych témat chronobiologie je hledani spojeni mezi poruchou ¢asové regulace a rozvojem
neuropsychiatrickych onemocnéni. Toto spojeni je zvaZovano predevsim proto, Ze vétsina
téchto onemocnéni je doprovazena také poruchou cirkadiannich rytmd, at uz se projevuje
poruchami spanku ¢i poruchou regulace hladin hormon( (Barnard a Nolan, 2008). Je také
velmi dobfe znamo, Ze naruseni cirkadianni regulace, napf. v disledku sménného provozu
nebo nasledkem presunu mezi vice ¢asovymi pasmy (,jet lag“), ma za nasledek docasné
zhorseni spanku a vyznamné zhorseni kognitivnich funkci a psychického stavu (Bedrosian a
spol., 2011; Bedrosian a Nelson, 2013; Cho, 2001). Podobné jako v pfipadé jinych chorob,
také u neuropsychiatrickych onemocnéni je otazka "vejce a slepice" intenzivné diskutovana
(Bedrosian a Nelson, 2012; Moghekar a O'Brien, 2012) a soucasné znalosti zdaleka
neumoznuji definitivni zavéry (Karatsoreos, 2014). Z tohoto dlivodu je tfeba dalsiho
intenzivniho vyzkumu, ktery pfispéje k odhaleni téchto souvislosti.

3. Cile
I. Popsat cirkadianni hodiny v gastrointestindlnim traktu, poznat jejich funkci a odhalit
centralni a periferni mechanismy jejich regulace

Il. Popsat funkéni stav cirkadidanniho systému u animdlniho modelu kardiovaskularniho a
metabolické onemocnéni — spontdnné hypertenzniho potkana (SHR)

. Zjistit funkéni stav cirkadidanniho systému u clovéka ve zdravi a pfi rlznych
neuropsychiatrickych onemocnénich

4. Metody

4.1. Pfehled pouzitych modelll a postupl

4.1.1. Animdini modely

V experimentech byli pouziti potkani kmene Wistar a SHR (zdroj, stafi a pohlavi je uvedeno
v prislusnych publikacich). Dale byly v pokusech pouzity mysi kmene CD-1 (Charles River,
Sultfeld, Némecko), C57BI6/) (Fyziologicky Ustav AVCR) a transgenni mysi mPer2" (kmen
B6.129S6-Per2™!/J, JAX, USA)(Yoo a spol., 2004). Zvitata byla chovdna ve
standardnich podminkach, tj. pfi konstantni teploté cca 21 + 2 °C a vlhkosti. Svételny rezim
byl monitorovan, a pokud neni uvedeno jinak, byl nastaven na 12 h svétla a 12 h tmy
(LD12:12). Svétlo bylo zajisténo zarivkami, které poskytovaly svétlo o intenzité pfiblizné 150
lux v Urovni chovné nadoby. Pokud neni uvedeno jinak, méla zvitata volny pfistup k potravé
a piti (prijem potravy ad libitum).

V pripadé odbéru vzork( tkané béhem 24 h pro uréeni dennich profill exprese geni byla
zvitata v den odbér( tzv. ,vypusténa do stalé tmy“ (DD, z angl. dark:dark), coz znamena, zZe
se rano svétlo nerozsvitilo a tma byla prodlouzena na celou dobu nasledujicich 24 h. Tento
postup zajistil zabranéni primého vlivu svétla na sledované ukazatele.

V urcitych experimentech byla zvifata vystavena dlouhodobé pobytu ve stdlém svétle (LL,
z angl. light:light), tj. svétlo mélo intenzitu, kterd odpovidala dennimu osvétleni pfi rezimu
LD12:12. Tento postup vedl k postupné desynchronizaci centralnich hodin vSCN a tim
odstranéni rytmickych signald, které vysilaji k perifernim hodinam. V téchto experimentech
byl odbér vzorkl provadén dle vyse zminéného postupu, avsak zvifata nebyla vystavena DD,
ale byla ponechdna v den odbéru ve stalém svétle.

V experimentech sledujicich vliv zmény rezimu v pfijmu potravy byla potrava podavana
zvifatim pouze béhem omezené doby, kdy zvifata potravu témér nepfijimaji, tedy po dobu



6 h béhem svétlé faze dne (v dobé mezi 3 h a 9 h po rozsviceni). Tento postup se oznacuje
terminem z angl. ,restricted feeding (RF)“.

Pro odbér vzork(i tkani byla nejprve zvifata uvedena do hluboké narkézy aplikaci
thiopentalu (50 mg/kg, i.p.) a nasledné usmrcena dekapitaci, po které nasledovalo rychlé
odebrani vzork( sledovanych tkani.

VSechny experimentalni postupy byly schvaleny odbornou komisi Fyziologického Ustavu a
pfislusnou rezortni komisi a odpovidaly "European Community Council directives
86/609/EEC".

4.1.2. U&astnici humdnnich studii

V experimentech byli sledovani zdravi jedinci, ktefi se dobrovolné do studii ptihlasili a
pacienti, ktefi byli vybrani na zakladé diagndzy provedené specialisty na pfislusnych
klinikach (podrobny popis v pfilozenych publikacich, tvoficich souc¢ast habilitacni prace).
Vsichni participujici jedinci podepsali informovany souhlas a postupy byly schvdleny
etickymi komisemi Fyziologického Ustavu AVCR a pfisludnych klinickych pracovist a v
souhlase s "Declaration of Helsinki".

Protokol odbéru vzorkd slin a bukalni sliznice se lisil v jednotlivych studiich a je detailné
popsan v prislusnych publikacich. Vzorky byly odebiradny za kontrolovanych podminek bud'v
klinickych zafizenich, nebo v domacim prostredi. Ve vSech experimentech byly kontrolovany
predevsim svételné podminky, které by mohly pfimo ovlivnit hladinu melatoninu (intenzita
svétla v noci méné nez 20 lux). Vzorky byly odebirany kazdé 2 - 4 h béhem 24 h, obvykle
odbéry zaéinaly a konéily v 07:00. Uéastnici studie byli pozadani, aby nepili a nejedli alespor
1 h pred odbérem, béhem odbérového dne si necistili zuby, nepili ndpoje obsahujici kofein
a alkohol a nekonzumovali banany. Vzorky slin byly poskytnuty bud pfimo do zkumavek
nebo pomoci zZvykani bavinénych tampdnd (Bihiman saliva collection device, Bihimann
Laboratories, Allschwil, Switzerland). Vzorky slin pak byly uchovany pfi teploté -20 °C.
Okamzité po poskytnuti vzorku slin byly odebrany vzorky bukalni sliznice pomoci stéra Ustni
sliznice cytologickym kartackem. Vzorky byly uchovavany v RNAlater reagent (Sigma,
Taufkirchen, Germany) pti -20°C. VSichni Ucastnici studie snaseli odbéry bez jakychkoliv
obtizi.

4.2. Metody pouZité v animalnich studiich

4.2.1. Sledovdni lokomocni aktivity a prijmu potravy

Pohybova aktivita byla sledovana pomoci postupu dfive podrobné popsaném v praci
(Polidarova a spol., 2011). K monitorovani byly pouzity IC pohybové detektory umisténé na
viku chovnych nadob a pohyb byl zaznamendvan pomoci cirkadidnniho monitorovaciho
systému (Dr. H. M. Cooper, INSERM, France), ktery méfil aktivitu v 1-min intervalech. Data
byla analyzovdna pomoci ClockLab toolbox (Actimetrics, Wilmette, IL, USA). Pohybova
aktivita byla vyjadrena pomoci dvojité plotovanych aktogrami a tzv. "chi-squared"
periodograml pro vypocet periody a amplitudy rytmu.

Pfijem potravy byl sledovan pomoci IC videokamer umisténych nad chovnymi nadobami.
Videozaznam byl analyzovan a doba, kterou zvife stravilo pfijmem potravy, byla
zaznamendna v 1 h intervalech.

4.2.2. Imunohistochemie

Vzorky tkané byly nakrajeny na mrazicim mikrotomu (tloustka fezd 12 um), umistény na
podlozni sklicka a fixovany ve 4 % paraformaldehydu ve fosfatovém pufru (PBS).
Imunohistochemickd analyza byla provedena standardni avidin-biotinovou metodou s
pouzitim diaminobenzidinu jako chromogenu (Vector Laboratories, Peterborough, UK).
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Pouzité primarni protilatky jsou specifikovany v jednotlivych publikacich. Detailni popis
metody je poskytnut v praci (Sumova a spol., 2002).

4.2.3. Laserovd mikrodisekce

Pro selektivni izolace oblasti mozku byla pouzita metoda laserové mikrodisekce s naslednou
detekci hladin mRNA pomoci RT PCR. Mozky byly nakrajeny na mrazicim mikrotomu
(tloustka Fezd 20 um) a obarveny kresylovou violeti (Sigma Aldrich, St. Louis, USA). Oblast
zajmu byla poté presné separovana pomoci mikrodisektoru (LMD6000, Leica) a vzorky byly
sbirany do mikrozkumavek obsahujicich pufr (RNeasy Micro kit, Qiagen, Valencia, USA), ve
kterém byly uchovavany do izolace RNA.

4.2.4. Odbér vzorki perifernich tkani

Vzorky perifernich tkani byly odebirdany do stabilizacniho reagens RNAlater (Qiagen,
Valencia, CA, USA). V pripadé vzork( tlustého stfeva byl odebiran stievni epitel tak, Ze
stfevo bylo nejprve propldchnuto PBS pufrem, podélné rozfiznuto a epitelovad vrstva
seSkrabnuta do RNAlater, ve kterém byly vzorky uchovavany pfi -20 °C do izolace RNA.

4.2.5. Izolace RNA a real-time RT qPCR

Vzorky tkani byly homogenizovany ultrazvukovym sonikdtorem a RNA byla purifikovana
pomoci RNeasy Mini kit (Qiagen) podle instrukci vyrobce. Koncentrace RNA byly uréeny
pomoci Nanodrop (ThermoFisher, Waltham, MA, USA) spectrophotometru pfi 260 nm a
kvalita RNA byla posouzena dle elektroforézy na 1,5 % agarézovém gelu. Kromé toho byla
ve vybranych vzorcich testovana integrita RNA s pouZitim 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA). Pro detekci hladin mRNA byla pouZita metoda real-
time RT qPCR dle postupu popsaného drive (Sladek a spol., 2007). Ve zkratce, RNA byla
reverzné transkribovana s pouZzitim High Capacity cDNA RT kit (ThermoFisher). Nafedéna
cDNA byla nasledné amplifikovana na LightCycler480 (Roche, Basel, Switzerland) s pouzitim
SYBR Select gqPCR Master Mix (ThermoFisher) a odpovidajicich primerd. Relativni
kvantifikace bylo dosazeno s pouzitim standardni kfivky a naslednou normalizaci mérené
exprese genu k pramérné relativni expresi tzv. "house-keeping" genl pro 82-microglobulin
(B2M), Gapdh nebo Thp. Tyto referencni geny byly pouzity proto, Ze jejich exprese je
stabilni béhem 24 hodin. Sekvence pouzZitych primer( jsou specifikovany v pfislusnych
publikacich, tvoficich soucast habilitacni prace. Ve vsech experimentech byly vzorky z
experimentalni a kontrolni skupiny vidy stanoveny ve stejné RT qPCR eseji.

4.2.6. In situ hybridizace

Pro in situ hybridizaci byly jako templaty pro in vitro transkripci cRNA préob pouzity cDNA
fragmenty hodinovych genl (specifikace uvedena v jednotlivych publikacich). Préby byly
znaceny *>S-UTP a in situ hybridizace byla provedena dle d¥ive popsaného postupu (Sumova
a spol., 2003). Nejprve byly tkanové fezy hybridizovany se specifickymi prébami pfi 60 °C po
dobu 20 h. Nasledovalo odmyti hybridiza¢niho pufru, dehydratace v etanolu a ususeni
podloZnich skel s tkanovymi fezy. Nakonec byl na skla pfiloZzen film BIOMAX MR (Kodak,
Rochester, NY, USA) a po 10 - 14 dnech byly exponované filmy vyvolany s pouzitim vyvojky
(Adefo-Chemie, Dietzenbach, Germany) v pfistroji pro automatické wvyvijeni filmu.
Autoradiografické filmy pak byly vyhodnoceny s pouZitim systému pro analyzu
mikroskopického obrazu (Image Pro, Olympus, Tokyo, Japan), ktery detekoval relativni
optickou denzitu hybridizacniho signalu ve specifickych oblastech sledovanych tkani.

4.2.7. Priprava explantii tkani a monitorovdni bioluminiscence

Per2" mysi byly usmrceny rychlou dekapitaci v isofluranové narkéze a sledované tkané
(napf. tlusté stfevo) byly odebrany do HBSS pufru. Specifické podminky pro kultivaci
explant( a sloZeni kultivacnich pufrd jsou popsany v prislusné publikaci. Tkanové explanty
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byly umistény na inserty (Merck, Darmstadt, Germany) uloZené v Petriho miskach, které
byly zakryty krycimi sklicky a umistény do zafizeni Lumicycle (Actimetrics, Wilmette, IL, USA)
pro dlouhodobé snimani bioluminiscence. Zaznam bioluminiscence byl analyzovdn pomoci
programu Lumicycle Analysis (Actimetrics) pro vypocet periody a amplitudy rytmu.

4.2.8. Chirurgické metody

Chirurgické zakroky byly provadény v hluboké narkdze navozené bud kombinaci ketaminu
85 mg/kg, xylazinu 10 mg/kg a atropinu 0,1 mg/kg nebo isofluranovymi parami).

Pro odstranéni epifyzy byl zubni vrtackou vytvoren v lebce otvor v pozici lambda, kterym
byla pomoci jemné pinzety vyjmuta epifyza. Nasledné byl otvor uzavien pomoci fragmentu
lebky, zafixovan zubnim tmelem a fez klze byl sesit chirurgickym hedvabim. Zviratiim byla
poskytnuta pooperacni péée a podano analgetikum. Svy byly odstranény po dvou tydnech
od operace a zvirata byla pouZita v experimentu aZ poté co byla rana zcela zhojena (cca za 1
mésic). U&innost operace byla kontrolovana pomoci radioimunologického stanoveni hladin
hormonu melatoninu v krvi (Houdek a Sumova, 2014) a téZ post mortem pomoci kontroly
absence epifyzy. Kontrolni zvifata byla vystavena tzv. "sham" operaci, kterd probihala dle
popisu vysSe, avsak epifyza byla ponechdana intaktni.

Pro odstranéni nadledvin byl na zadech proveden oboustranny fez klZze a svaloviny a
pinzetou byly vyjmuty nadledviny. Rez byl nasledné zasit a rana byla o%etfena antibiotiky.
»Sham” operace byla provedena stejnym zplsobem, ale nadledviny byly ponechany
intaktni. Zvitata, jimZ byly odstranény nadledviny, dostavala v pitné vodé roztok 0,9 % NaCl.
U¢innost operace byla kontrolovana radioimunologickym stanovenim hladin kortikosteronu
dle postupu popsaného v préci (Sotak a spol., 2016).

4.2.9. Experimentdlini navozeni kolorektdlnich nddort

Ve véku 20 mésich byly CD-1 mysi vystaveny protokolu pro indukci nadord v kolonu.
Nejprve byl zvifatim jednorazové injekéné (i.p.) aplikovan azoxymetan (AOM) v davce 10
mg/kg a za tyden po aplikaci AOM dostavala zvirata v pitné vodé rozpustény 2% dextran
sulfat sodny (DSS) po dobu 7 dn(, nasledovany pitim destilované vody po dobu 14 dnd.
Cyklus aplikace DSS a destilované vody byl opakovan celkem 6krat. 3 mésice po posledni
aplikaci DSS byla zvifata usmrcena. V dobé usmrceni byly mysi staré 52 tydnd (metoda
pfevzata z Tanaka a spol., 2003).

4.3. Metody pouZité v humannich studiich

4.3.1. Stanoveni hladin melatoninu ve slindch

Pro stanoveni hladin melatoninu ve slindch byla pouZita metoda "direct double-antibody
radioimmunoassay". Kit (Bihlmann Laboratories, Allschwil, Switzerland) byl pouzit dle
navodu vyrobce. Analytickd citlivost metody byla 0,2 pg/ml. Detailni popis metody je
uveden v pfislusnych publikacich, tvoficich soucast habilita¢ni prace.

4.3.2. Stanoveni exprese hodinovych genii pomoci gqRT PCR

Vzorky stér( Ustni sliznice byly pouZity pro izolaci mMRNA pomoci Dynabeads mRNA Direct
Micro Kit (Invitrogen, Carlsbad, California, USA) a vzorek mRNA byl reverzné transkribovan
na cDNA pomoci SuperScript® VILO™ cDNA Synthesis Kit (Invitrogen, Carlsbad, California,
USA). cDNA byla pouZita pro PCR reakci, kterd probihala ve sklenénych kapilarach
obsahujicich SYBR green PCR Mix (Sigma, Taufkirchen, Germany) a specifické primery pro
hodinové a referencni geny. Sekvence primer( jsou specifikovany v jednotlivych
publikacich, tvoficich soucdst habilitacni prace. PCR reakce byla amplifikovana v LightCycler
2.0 (Roche, Basel, Switzerland). Standardni kfivky byly vytvofeny pro kazdou PCR esej ze
sériové fredéné cDNA primarnich linii lidskych fibroblast(. Prahové cykly byly kvantifikovany
s poutzitim LightCycler Analysis software 3.5 (Roche, Basel, Switzerland) pomoci "second
derivative maximum method". Relativni hladiny exprese hodinovych genl byly

12



normalizovany k expresi referencnich genli (GAPDH a B2M) a identita PCR produktl byla
ovérena sekvenovanim.

4.3.3. Sledovdni reZimu aktivity a spdnku pomoci Actiwatch

Pacienti a zdravi jednici byli po dobu experimentu vyzvani k vedeni spankového kalendare,
do kterého zaznamenadvali Cas, ktery stravili v bdélém stavu i ve spanku. Tyto kalendare
slouzily jako doplnék k zaznamuim aktivity ziskanym pomoci zafizeni Actiwatch (AW4 model;
Cambridge Neurotechnology Ltd, UK), které Ucastnici studie nosili pfipevnéné jako naramek
na zapésti nedominantni ruky po dobu 21 dn(. Zafizeni zaznamenavalo v 1-min intervalech
vykonany pohyb a tato data byla zpracovana pomoci programu Actiwatch Activity & Sleep
Analysis V5.42 software (Cambridge Neurotechnology Ltd, UK). Zaznamy aktivity
(aktigramy) byly dvojité plotovany a v kombinaci se zaznamy spankovych kalendard byla
uréena doba usnuti a probuzeni. Pro vytvoreni profil celkové 24 h aktivity byly aktivity
zaznamenané programem v 1-min intervalech spojeny do 30-min interval( a data pak byla
kumulovéana pro 21 dni zaznamu a vyjadrena jako primérnd aktivita £ S.E.M. pro kazdy z
30-min interval(.

Program umoznoval ddle analyzovat spankové parametry, jako i) prfedpokladana délka
spanku, ii) pocet a trvani no¢nich probuzeni, iii) procento skute¢ného spanku, iv) spankova
ucinnost, v) fragmentacni index. Pro analyzu denniho zdfimnuti byl software nastaven tak,
Ze jako zdfimnuti byla povaZovana doba necinnosti delSi nez 15 min. Tyto Udaje byly opét
porovnavany s Udaji ve spankovém kalendafti pro odliseni pasivni bdélosti a spanku. Detailni
popis parametr( a nastaveni je uveden v praci (Weissova a spol., 2016).

4.4, Statistické metody
VSechny statistické vypoCty byly provadény a pouzitim programu Prism 6 software
(GraphPad, La Jolla, CA, USA).

Pro analyzu dennich profil(i stanovenych veli¢in (hladin hormon, exprese gen( apod.) byla
pouzita jednoducha analyza variance (one-way ANOVA) pro testovani efektu casu. Pro
testovani pritomnosti ¢i nepfitomnosti denniho rytmu byla pouZita kosinova analyza
pomoci fitovani dat ke dvéma alternativnim regresnim modelim, tj. bud' horizontdlni rovna
¢ara (pro nulovou hypotézu) a jednoducha sinusova kfivka (pro alternativni hypotézu).
Pfitomnost cirkadianniho rytmu byla zvaZovana v pfipadé, ze profil splnoval dvé kritéria, tj.,
i) signifikantni efekt ¢asu pomoci ANOVA a ii) signifikantni vysledek kosinové analyzy.
Kosinova metoda byla vyuZita pro vypocet parametr( krivky, jako je amplituda (rozdil mezi
nejvyssi a nejnizsi stfedni hodnotou kosinové kfivky), akrofdze (fazovy uhel maxima
sinusové kivky), koeficient uréeni R® (pfesnost fitovani kivky). Pro porovnani téchto
parametrd byl pouZit "extra sum-of-squares F-test" s limitem P < 0,05 poZzadovanym pro
statistickou vyznamnost rozdilu.

Pro porovnani 24-h profild mezi experimentalnimi skupinami byla pouZita dvojna analyza
variance (two-way ANOVA); pro signifikantni rozdil bylo poZzadovdno P < 0,05. Post hoc
analyza byla provedena s pouzitim "Sidak's multiple comparisons test". Pro porovnani
akrofazi ¢i amplitudy mezi experimentalnimi skupinami byl pouZit bud "multiple t tests s
Holm-Sidak metodou (pro dvé skupiny) nebo one-way ANOVA s Tukey metodou (tfi
skupiny); pro signifikantni vysledek bylo pozadovano P < 0,05 ("multiplicity-adjusted").

Pro zpracovani zaznamU bioluminiscencnich profild byla data normalizovana pomoci 24-h
praméra (running average) a fitovana k sinusoidni ktivce s klesajici amplitudou ("dampened
sine wave"). Vypoctené fazové posuny a amplitudy byla porovnavany neparovym t testem
(P <0,05).

13



5. Vysledky a diskuze
("publikace tvofici soucdst habilitacni prdce jsou v textu zvyraznény modie a tuéné)

5.1. Cirkadidnni hodiny v gastrointestindlnim traktu, jejich funkce a regulace
Gastrointestinalni systém (GIT) je Zivotné dlleZitym Ustrojim, zajistujicim energetickou
rovnovahu organismu. Tento systém se musi vyrovndvat s dennimi zménami v pfijmu
potravy v navaznosti na cyklus spanku a bdéni a na tyto zmény reagovat. V dfivéjsich
studiich byla popsana pfitomnost cirkadiannich hodin v riznych c¢astech GIT a hodiny v
jatrech jsou povazovany za "modelovy" periferni oscilator (Balsalobre, 2002). Obecné se
predpoklada, Ze cirkadianni hodiny v GIT umoznuji anticipaci denni doby, kdy dojde k ptijmu
potravy a bude zapotrebi zahajeni procesu k jejimu zpracovani a vyuziti pro ziskani energie.
Ve spolupraci s Oddélenim Funkce epitelu Fyziologického ustavu AVCR jsme se proto
zaméfili na detailni charakterizaci cirkadiannich hodin v rlznych castech GIT. Zvlastni
pozornost byla vénovana hodindm ve stfevu, a jejich vyznamu pti regulaci fyziologickych
funkci stfeva.

Nejprve jsme prokazali (Sladek a spol., 2007), Ze epitelidini buriky tlustého stfeva (kolonu)
laboratorniho potkana kmene Wistar exprimuji rytmicky hodinové geny Perl, Per2, Cryl,
Bmall, Clock a Rev-erba a jejich vzajemnd faze odpovidd funkénimu oscildtoru. Kromé
hladin transkriptl jsme v epitelidlnich bunkach kolonu prokazali i rytmickou pfitomnost
hodinovych proteini PER1 a BMAL1 (Obr. 3).
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Obr.3: (Sladek a spol., 2007) Exprese hodinovych geni v epitelidlnich burikdch kolonu laboratorniho
potkana. (A) Reprezentativni autoradiografy fezi kolonu, ukazujici pozitivni signdl z in situ
hybridizace (ISH) pro expresi Perl, Per2, Cryl a Bmall a jejich histologické podbarveni metylénovou
modri (Histo). Hybridizacni signdl ziskany v IHS odpovidd oblasti epitelidini vrstvy v Histo. (B) Denni
profil exprese hodinového genu Bmall v epitelu kolonu detekovany pomoci ISH. CT = cirkadidnni ¢as
(CTO je doba rozsviceni a CT12 je doba zhasnuti na plvodnim LD12:12). (C) Imunohistochemické
barveni rez(i kolonu pro hodinové proteiny PER1 a BMALI1 v epitelidlnich burikdch krypt kolonu.
Intenzita barveni je vyssi béhem dne (a,c) neZ v noci (b,d).
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Hodiny v kolonu byly pfiblizné ve stejné fazi jako hodiny v jatrech a byly fazové opozdéné za
hodinami v SCN. Soucasné s nasi studii byla exprese hodinovych gentd popsana také u mysiv
jejunu (Froy a Chapnik, 2007) a kolonu (Hoogerwerf a spol., 2007). Kromé kolonu jsme u
potkana sledovali rytmickou expresi hodinovych gent také v epitelidlnich burnkach jinych
Casti streva, tj. duodena, jejuna a ilea, a to predevsim s cilem porovnat vzajemné jejich fazi
(Polidarova a spol., 2009). Detailni analyza doby, kdy exprese jednotlivych hodinovych gend
zaCinad narustat Ci klesat (pomoci sledovani této exprese v 1 h intervalech béhem svétlé
Casti dne) ukazala, Ze hodiny v jednotlivych Castech stfeva jsou vzajemné fazové posunuty
(Obr. 4). Zjistili jsme, Ze v distalni ¢asti stfeva (kolon) jsou hodiny fazové opoZdény za
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hodinami v proximalni ¢asti stfeva (duodenum). Vysledek tak poprvé ukazal, Ze jednotlivé
segmenty travici trubice maji hodiny nac¢asovany vzajemné tak, jak odpovida sméru pasaze
trdveniny stfrevem béhem dne. Tento poznatek podporuje hypotézu, Ze cirkadianni hodiny
ve stfevu slouZi k anticipaci doby pfijmu potravy. Pokud jsme dobu pfijmu potravy posunuli
do doby, kdy potkani potravu pfijimaji jen velmi omezené (tj. svétla ¢ast dne), a to tak zZe
zvifata jsou vystavena RF (tzv. "restricted feeding"), hodiny v kolonu byly sefizeny podle
této zmény (Sladek a spol., 2007).
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Obr. 4: (Polidarova a spol., 2009) Relativni exprese hodinovych gent Perl, Per2, Rev-erba, Bmall,
mérend v 1 h intervalech béhem svétlé cdsti LD12:12 v epitelidlnich bunkdch duodena (DUO), jejuna
(JEJ), ilea (ILE) a kolonu (COL). Hvézdicka oznacuje hodnoty, které jsou signifikantné zvyseny proti
basdlni hodnoté. Doba signifikantniho ndristu exprese Perl a Per2 nastdavd v duodenu v CT8, avSak v
kolonu aZ v CT12. Podobné, doba signifikantniho poklesu exprese Bmall nastdvad v duodenu v CT4 a v
kolonu aZ v dobé CT10. Fdze rytmické exprese hodinovych geni je tak v kolonu vyznamné opoZdéna
za duodenem. CT= cirkadidnni ¢as (CTO je doba rozsviceni a CT12 je doba zhasnuti na puvodnim
LD12:12)

Funkéni vyznam cirkadidnnich hodin Ize prokdzat na pfikladu jejich zapojeni do regulace
spinani genl kodujicich proteiny, které maiji fyziologicky vyznam v dané tkani. V distalnim
kolonu byla pomoci metody ,microarray” zjisténa rytmicka exprese u 3,7% sledovanych
genl (Hoogerwerf a spol., 2008). V naSich studiich jsme prokazali, Ze hodiny v kolonu maji
vyznam pro regulaci transportu iontd prfes membranu kolonocytu. V kolonu je rytmicky
spinana exprese genu Nhe3, ktery kdduje elektroneutralni pfenaseé Na* a H" iontu (Sladek a
spol., 2007). Pfitom po vystaveni potkana RF byla faze rytmické exprese Nhe3 sefizena
stejné jako faze hodin v kolonu (Sladek a spol., 2007). V ndsledné praci jsme pak popsali, Ze
kromé Nhe3 je i fada dalsich transportéri iontl a kanalli zapojenych do regulace rovnovahy
Na" a ClI regulovana cirkadiannimi hodinami a jejich exprese vykazuje cirkadianni rytmus
(Sotak a spol., 2011).

Dale jsme prokazali, Ze kromé transportu molekul pres membranu maji hodiny ve stfevnim
epitelu jesté dalsi funkce, napf. se ucastni casovani pribéhu bunécného cyklu pomoci
regulace exprese genu Weel, ktery koduje kinadzu inhibujici vstup kolonocytu do mitdzy.
Faze dennich profili exprese Weel odpovidala fazi hodin v jednotlivych uUsecich stfeva v
kranio-kaudalni ose (Polidarova a spol., 2009) (Obr. 5).
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Duo =
s " //l/*\ }\ Obr. 5: (Polidarova a spol., 2009) Denni profil relativni
£ .l exprese genu Weel v epitelu duodena (DUO) a kolonu
;E v (COL). Sedd oblast odpovidd dobé subjektivni noci.
iT /l\ Cervend Sipka oznacuje fdzi rytmu, kterd je v duodenu
= predbéhnuta pred rytmem v kolonu.

Vyznam cirkadianni kontroly bunécného cyklu kolonocytu neni jasny, nicméné se zda, zZe
naruseni tohoto regulacniho mechanismu muiZe souviset s rozvojem nadorového
onemocnéni u ¢lovéka (Mazzoccoli a spol., 2011). Bylo totiz prokazano, ze experimentalni
naruseni cirkadianni regulace vede k urychleni ristu nadora tlustého streva (Filipski a spol.,
2002). Zjistili jsme (Sotak a spol., 2013), Ze u CD-1 mysi, kterym jsme experimentdlné
navodili kolorektalni nadory podle dfive popsaného postupu (Tanaka a spol., 2003), byly
rytmy v expresi hodinovych gen( Perl, Per2, Rev-erba a Bmall a hodinami kontrolovaného
genu Dbp vyznamné potlaceny v nddoru vzhledem k okolni zdravé tkani, a také ve srovnani
s rytmy v kolonu u zdravych kontrolnich mysi. Zajimavé bylo, Ze procedura pro vyvolani
kolorektalnich nadord méla vliv i na hodiny v nenadorové tkani, tj. jatrech, které byly fazové
pfedbéhnuty ve srovnani s kontrolnimi zvifaty. Tento nas vysledek pfispiva k hypotéze, Ze
naruseni cirkadianni regulace mlze byt predisponujicim faktorem pro rozvoj kolorektalniho
karcinomu. NaSe vysledky odpovidaly zjisténi na zakladé metody , microarray”, Ze az 7%
(64/906) z rytmicky exprimovanych gend v distdlnim kolonu je asociovano s tvorbou
kolorektdlniho karcinomu (Hoogerwerf a spol., 2008). NaSe vysledky tykajici se
fyziologického vyznamu cirkadiannich hodin pro funkci stfeva byly shrnuty a diskutovany ve
vztahu k sou¢asnému stavu poznani v piehlednych ¢lancich (Pacha a Sumova, 2013; Sotak a
spol., 2014).

Ackoliv je v soucasné dobé funkci cirkadiannich hodin v GIT vénovana velkd pozornost,
znalosti o tom, jak jsou tyto hodiny sefizovany centralnimi hodinami v SCN jsou zatim velmi
limitované. V nasich studiich jsme se proto pokusili ptispét k poznani téchto mechanismu.
Drive jsme podrobné popsali, jak zména délky svétlé ¢asti dne, tj. fotoperioda, moduluje
funkci centralnich hodin v SCN (Sumova a llinerova, 1998; Sumova a spol., 1995). Zajimalo
nas tedy, zda a jak fotoperiodou modulované signaly z SCN sefidi chod perifernich hodin v
GIT a zda se na tomto sefizeni podili zména v intervalu pfijmu potravy (Parkanova a spol.,
2012; Sosniyenko a spol., 2010). Mysi kmene C57BI6/) jsme nejprve vystavili zméné z
dlouhé fotoperiody (LD18:6) na kratkou fotoperiodu (LD6:18). Nasledné jsme za 3, 5, a 13
dnl po této zméné detekovali denni profily exprese hodinovych gent v SCN (Perl, Per2 a
Rev-erba) a jatrech (Per2 a Rev-erba) a porovnavali dynamiku jejich re-synchronizace mezi
centralnimi a perifernimi hodinami. Zjistili jsme, Ze v SCN dochazelo postupné ke zméné
faze hodin v rostrdlni, medialni a kaudalni ¢asti SCN a to tak, Ze dlouhou fotoperiodou
desynchronizované hodiny v téchto 3 ¢astech SCN se po zméné na kratkou fotoperiodu
postupné synchronizovaly do jednotného fazového vztahu. K jejich synchronizaci doslo
predevsim pomoci fazového predbihani doby, kdy exprese vsech sledovanych gent klesala.
Zjistili jsme, Ze fotoperioda v jatrech moduluje rytmy v expresi sledovanych gent rozdilnym
zpUsobem nez v SCN. Na rozdil od SCN se v jatrech rytmy v expresi genll Per2 a Rev-erba
prizpGsobovaly zméné fotoperiody odlisné; zatimco profil exprese Per2 se pfizplsoboval
posunem doby poklesu exprese (tj., podobné jako v SCN), profil exprese Rev-erba se
prizpGsoboval pomoci posunu doby jejiho narlstu. Zjistili jsme, Ze synchronizace rytmu Rev-
erba se zménou fotoperiody odpovidala synchronizaci rytmu v lokomocni aktivité téchto
zvitat, ktera se prizplsobovala dobou svého vecerniho nastupu (Sosniyenko a spol., 2010).
Tento vysledek naznacuje dualni mechanismus, jakym SCN sefizuje hodiny v jatrech.
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Fotoperiodou modulované signaly z SCN pravdépodobné pfimo nastavuji v jatrech fazi
rytmické exprese genu Per2 tim, Ze reguluji dobu ukonceni jeho exprese. Soucasnég,
fotoperiodou indukovana zména aktivity pfispiva k nastavovani jaternich hodiny pomoci
regulace doby, kdy je zahajena exprese genu Rev-erba (schematické znazornéni hypotézy je
na Obr. 6). Tato hypotéza je podporena vysledky studii, které urcily geny Per2 a Rev-erbo v
perifernich oscilatorech jako geny citlivé na signaly z centralnich hodin (Hughes a spol.,
2012; Kornmann a spol., 2007).

Na dlouhych
dnechjev

LD I-I Na dlouhych
dnechjev

jétrech exprese W | jatrech exprese
Rev-erba Syslemic I I Per2 ,vypnuta"
LZapnuta“ cues pozdéji nez na

pozdéji nez na kratkych dnech

kratkych dnech, ... podobné jako
spolu se v SCN
zalatkem
aktivity/prijmem
potravy

Obr. 6: Schématické zndzornéni nasi hypotézy plynouci z vysledki publikovanych v (Sosniyenko a
spol., 2010 a Parkanova a spol., 2012). Z vysledki vyplyvd, Ze pri zméné z dlouhé fotoperiody
(LD18:6) na krdtkou fotoperiodu (LD6:18) jsou periferni hodiny v jdtrech serizovdny systémovymi a
lokdlnimi signdly pomoci casovdni ukonceni exprese genu Per2 a zahdjeni exprese genu Rev-erba.

Nasledné (Parkanova a spol., 2012) jsme feSili otazku, zda a do jaké miry hraje v
mechanismu fotoperiodické modulace perifernich hodin dlohu zména délky doby ptijmu
potravy, kterd je pfimo Umérna zméné doby, kdy je zvife aktivni. Jak jiz bylo zminéno,
pfijem potravy je nejsilnéjSim synchronizatorem cirkadiannich hodin v jatrech (Damiola a
spol., 2000). V této studii byly mysi vystaveny opacné zmeéné fotoperiody, tj. z kratké
(LD6:18) na dlouhou (LD18:6), a opét byla sledovana exprese hodinovych genll v SCN a
jatrech. Dynamika prizpUsobeni se této zméné v centralnich a perifernich hodinach pak byla
srovnavana se situaci, kdy zvirata byla ponechana na LD6:18, ale byla jim zménéna doba
dostupnosti potravy pouze na 6 hod., tak jak to odpovida délce jejich aktivity na LD18:6.
Zjistili jsme, Ze zatimco zména dostupnosti potravy neméla vliv na hodiny v SCN (jak jsme
predpokladali na zakladé dfivéjsich studii - Damiola a spol., 2000), hodiny v jatrech byly
vyznamné ovlivnény, avSak toto ovlivnéni nebylo zcela stejné jako v pripadé zmény
fotoperiody z LD6:18 na LD18:6. Vysledky naznacily, Ze fotoperiodicka modulace perifernich
hodin v jatrech neni zprostfedkovana pouze pomoci zmény v pfijmu potravy, ale jednd se o
komplexni proces, zahrnujici i jiné signdly z SCN. V nasledujici studii jsme resili otdzku, zda
se periferni hodiny v rlznych ¢astech GIT lisi v citlivosti k centralnim signdlm z SCN
(Polidarova a spol., 2011). Potkani byli vystaveni LL (stalému svétlu), které po urcité dobé
pusobeni zplsobi desynchronizaci oscilatort v SCN a naslednou ztratu vystupnich rytm(. Po
30 denni expozici zvirat LL byly v jatrech, duodenu a kolonu sledovény denni profily exprese
hodinovych genl Perl, Per2 a Rev-erba a Bmall a hodinami kontrolovanych gend Weel a
Dbp. Vystaveni LL vedlo u vSech zvifat ke kompletni ztraté rytmu v lokomocni aktivité a
pfijmu potravy, avsak rytmy v expresi genll v GIT byly ovlivnény v zavislosti na sledované
tkani. Nejméné ovlivnény byly rytmy v duodenu, coz naznacduje vétsi autonomnost téchto
hodin a jejich vétsi nezavislost na signdlech z SCN. U skupiny zvirat, které byly vystaveny LL
a soucasné jim byl umozZnén pfistup k potravé jen na 6 h béhem dne, byly rytmy v expresi
vSech sledovanych gen( obnoveny v duodenu a jatrech, avsak nikoliv v kolonu, kde zUstala
predevsim arytmicka exprese genu Per2. Tento vysledek podpofil nasi dfive formulovanou
hypotézu o Uloze genu Per2 pfi synchronizaci perifernich hodin v kolonu rytmickymi, a na
potravé nezavislymi, signaly z SCN (viz vyse). Kromé toho, tento vysledek podporuje nasi
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hypotézu, Ze naruseni signdld z SCN mUze narusovat chod hodin nejvice v kolonu, a vysvétlit
tak proc pravé kolon vykazuje nejcastéji patologii souvisejici s cirkadidnni desynchronizaci.

Poté, co jsme prokazali, Ze signaly z SCN ptimo ovliviiuji chod cirkadiannich hodin v GIT,
jsme se dale vénovali mechanismim, které tuto signalizaci zprostfedkovavaji. Dosud byla
publikovana pouze jedna prace, ktera se zabyvala regulaci hodin v kolonu prostfednictvim
autonomniho nervového systému (Malloy a spol., 2012). V nasich studiich jsme se vénovali
zapojeni hormonalnich signdll, a to predevsim téch, které jsou jakoZto vystupni signaly
centralnich hodin v SCN regulovany rytmicky, tj. melatonin a glukokortikoidy. Oba hormony
vykazuji cirkadidanni rytmy v hladinach a maji receptory uloZzené v perifernich tkanich (citace
v piislu$nych publikacich). Uloha melatoninu pfi synchronizaci perifernich hodin je obecné
predpokladana (Pevet, 2014), avsak experimentalni dlikazy pro tento jeho uGcinek jsou velmi
omezené. Ukazali jsme, Ze dlouhodoba absence melatoninu (cca 1 rok) v dusledku
chirurgického odstranéni epifyzy vede u potkana ke sniZzeni amplitudy rytmické exprese
hodinovych gen( v jatrech a duodenu, pficemz amplituda exprese hodinovych gent v SCN
se neméni. Tento vysledek naznacil, Ze melatonin mize byt redundantnim synchroniza¢nim
signdlem pro oscildtory v nékterych castech GIT (Houdek a spol., 2016). Tkanova
specificnost tohoto efektu byla ukazana v nasledujici studii, kdy jsme zjistili, Ze na rozdil od
duodena a jater, melatonin pravdépodobné nepUsobi jako synchronizaéni signal pro hodiny
v kolonu (Polidarova a spol., v tisku), jelikoZ dlouhodoba absence melatoninu zde na rozdil
od jater a duodena neovlivnila profily exprese hodinovych gend. Aplikace melatoninu in
vivo zvifatlm vystavenym pUlsobeni LL neméla vliv na geny tvoftici zakladni molekularni
smycku hodinového mechanismu (Perl, Per2, Bmall), ale mirné ovlivnila expresi genu
Nridi, ktery tvofi pfidavnou smycku v tomto mechanismu a soucasné je zapojen do
regulace dalSich genl nezdvisle na hodinach. Absenci vlivu melatoninu na hodiny v kolonu
jsme pak potvrdili experimenty in vitro, kdy aplikace melatoninu na organotypické explanty
kolonu transgennich mPer2"* mysi neovlivnila rytmus v bioluminiscenci sledovany po dobu
3 dnl po aplikaci. Zda se tedy, Ze melatonin v kolonu nema uUlohu pfi synchronizaci hodin,
ale muze pravdépodobné svij vliv uplatfiovat nezavisle na hodinach napf. prostfednictvim
genu Nridl1. Glukokortikoidy byly oznaceny jako hormony, které maji vyznamny vliv pfi
synchronizaci perifernich hodin (Balsalobre a spol., 2000) a jejich ucinek je podobné jako v
pfipadé melatoninu také tkanové specificky. Odstranéni glukokortikoidli pomoci ablace
nadledvin méla po 7 dnech po operaci dopad na periferni hodiny v jatrech, jejunu, kolonu,
kare ledvin, sleziné a tukové tkani a zpUsobila tkanové specifické ovlivnéni exprese rliznych
hodinovych (Bmall, Perl1-3, Cryl, Rev-erba, Roraa) a hodinami kontrolovanych (Dbp,
E4bp4) genl (Sotak a spol., 2016, Polidarova a spol., v tisku). Spoleénym efektem
adrenalektomie bylo signifikantni snizeni amplitudy denniho profilu exprese hodinového
genu Perl ve vSech sledovanych tkdnich. Opakovana i.p. aplikace dexametazonu, t;j.
syntetického analogu glukokortikoid, obnovila v kolonu potkan s odebranymi
nadledvinami amplitudu rytmické exprese Perl (Polidarova a spol., v tisku), pficemz
neméla vliv na expresi Per2. Navic aplikace dexametazonu in vitro na organotypické
explanty kolonu transgennich mPer2™ mysi fazové posouvala rytmus v bioluminiscenci a
tento efekt byl fazové specificky (Polidarova a spol., v tisku) (Obr. 7). Tyto vysledky
potvrdily, Ze hodiny v kolonu mohou byt sefizovany pomoci denniho rytmu v hladinach
glukokortikoid(l a Ze tento synchronizacni efekt je zprostfedkovan pomoci indukce exprese
hodinového genu Perl. Vliv glukokortikoidli na expresi tohoto hodinového genu je
umoznén diky vazebnému mistu, tzv. "glucocorticoid response element" (GRE), v
promotoru Perl, ktery reguluje jeho expresi (So a spol., 2009).
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Obr. 7: (Polidarova a spol., v tisku) Vliv aplikace dexametazonu (DEX) a vehikula (VEH) na rytmus v
bioluminiscenci, snimany z organotypického explantu kolonu mPer2"“ mysi in vitro. A) Aplikace v
dobé minima hladiny PER2 nezplsobi fdzovy posun rytmu, B) Aplikace v dobé maximdlni hladiny PER2

zpusobi vyznamné fazové zpoZdéni rytmu. Osa x oznacuje dny, po které byl signdl sniman.

Vysledky z nasich studii tedy ukazuji, Ze dloha hormon( melatoninu a glukokortikoidl pfi
synchronizaci perifernich cirkadidannich hodin v GIT je tkanové specificka a pro synchronizaci
hodin v kolonu ma vétsi roli rytmus v hladinach glukokortikoid nez melatoninu (Obr. 8).

/\/ Glucocorticoids

Obr. 8: Schematické zndzornéni vysledki prdce
Polidarova a spol., v tisku. Cirkadidnni
oscilatory v kolonu jsou citlivé k rytmické
zméné hladin glukokortikoidd, které mohou
sefizovat jejich fdzi pomoci zvyseni exprese
hodinového genu Perl. Naproti tomu, rytmické
zmény v hladindch melatoninu nemaji primy
vliv. na hodinovy mechanismus téchto
oscildtorl, mohou vsak pravdépodobné
ovliviiovat procesy v kolonu prostrednictvim

drah, které jsou "downstream" (napf. pomoci
/\/ Melatonin genu Nr1D1, synonymum Rev-erba).

5.2. Funkéni stav cirkadidnniho systému u animdiniho modelu kardiovaskuldrniho a
metabolické onemocnéni — spontdnné hypertenzniho potkana (SHR)

Pro zkoumani pfi¢inného vztahu mezi poruchou cirkadiannich regulaci a vznikem rdznych
chorob jsou Casto pouzivany animalni modely s deleci nékterého z hodinovych gend, které
vyznamné ovliviuji funkci cirkadiannich hodin. Tento pfistup umoZiuje usuzovat na
souvislost mezi poruchou cirkadianni regulace a danou chorobou. Nevyhodou tohoto
experimentalniho pfistupu vsak je, Ze z funkce vyrazené hodinové geny mohou mit ucinky
presahuijici jejich funkci v hodinovém mechanismu, a také Ze pfi genetické deleci mize
dochazet k zapojeni kompenzacnich mechanismd, které mohou maskovat efekt této delece.
Dalsi nevyhodou je, Ze tento pfistup je v pfevaziné mife omezen pouze na mysi modely. V
nasi praci jsme zvolili jiny pfistup a pokusili jsme se charakterizovat cirkadianni systém u
dobre popsaného animalniho modelu, u kterého dochazi k rozvoji choroby spontanné
béhem Zivota, tzv. spontanné hypertenzniho potkana (SHR). Tento potkan byl vyslechtén
selekci z kmene Wistar (Wistar-Kyoto) jakoZzto kmen, u kterého se béhem Zivota vyviji
hypertenze a metabolicky syndrom (Okamoto and Aoki, 1963; Pravenec a spol., 2004). Jako
prvni jsme u tohoto modelu provedli velmi detailni a komplexni analyzu cirkadidanniho
systému (Sladek a spol., 2012). Funkéni vlastnosti centralnich hodin v SCN jsme zkoumali
pomoci vystupniho rytmu v pohybové aktivité a rytmQ v expresi hodinovych gen
v centralnich a perifernich hodinach. Pomoci obou parametrd jsme zjistili, Ze v podminkach
LD12:12 jsou centrdlni hodiny v SCN u SHR fazové predbéhnuty ve srovnani s kontrolnimi
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zvitaty kmene Wistar a také vzhledem k zac¢atku tmavé faze dne (Obr. 9). Z tohoto pohledu
pfipomind stav cirkadidnniho systému SHR tzv. "¢asny chronotyp" s pozitivnim fazovym
Uhlem synchronizace. Amplituda rytmu v pohybové aktivité byla u SHR snizena. V
konstantnich podminkach (DD) bézely hodiny v SCN u SHR s kratSi periodou nez u potkana
Wistar (Obr. 9).
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Obr. 9. (Sladek a spol., 2012) Srovndni dennich rytmi v pohybové aktivité u potkana kmene Wistar a
spontdnné hypertenzniho potkana (SHR). A) Kumulované profily aktivity ("activity profiles") ukazuji,
Ze zatimco potkan kmene Wistar zacind byt aktivni presné v dobé zacdtku tmy (18:00), aktivita SHR
zacing drive (viz obdélnik ohranicujici interval 3 h pred zacdtkem tmy). B) Ukdzky aktogrami zvirat
chovanych na reZimu 12 h svétla 12 h tmy (LD) a ve stdlé tmé (DD). Vysledky ukdzaly, Ze v DD je
perioda rytmu u SHR vyznamné kratsi ne? u Wistar. Cervend ¢dra oznacuje dobu ukonceni pohybové
aktivity v DD, sklon odpovidd periodé rytmu.

Chod a funkce perifernich hodin u SHR byly ve srovnani s potkany Wistar ovlivnény tkanové
specifickym zplsobem. Denni profily exprese hodinovych gen( byly vyznamné potlaceny a
fazové predbéhnuty v kolonu, avsak v jatrech ovlivnény nebyly. Tento vysledek opét
podporuje nasi hypotézu, Ze hodiny v kolonu jsou vice zavislé na hodinach v SCN nez hodiny
v ostatnich ¢astech GIT (viz 5.1.). Podobné jako hodinové geny, byla v kolonu ovlivnéna i
fada gend, které maji vztah k hodinam (napt. Dbp, Weel, E4bp4, Nampt, PparY, Pgcla,
Hdac3, Hifl, Ppp1). Vysledkem tkarové specifického ovlivnéni perifernich hodin dochazi u
SHR ke zméné vnitfni synchronizace mezi hodinami v SCN, jatrech a kolonu, coZz mize
potenciadlné pfispivat k patologickym projeviim. Na zakladé nasich vysledkl vsak nemlzeme
vyloucit ani mozZnost, Ze zjisténa desynchronizace je disledkem této patologie. Nicméné, u
SHR byly zjistény zmény rytm0 v expresi hodinovych gen( také v kosternim svalstvu
(Miyazaki a spol., 2011), srdci (Naito a spol.,, 2003), jatrech, tuku a mediobazalnim
hypothalamu (Cui a spol., 2011). ZhorSena vzajemna synchronizace perifernich oscilator( u
SHR by mohla byt ¢astecné zplsobena mirné zvySenou rezistenci téchto hodin vici
teplotnim cyklim, jak bylo prokazano na fazové odpovédi hodin ve fibroblastech SHR in
vitro, i kdyzZ rozdil v této odpovédi byl ve srovnani s fibroblasty potkana Wistar jen velmi
maly (Sladek a Sumova, 2013). Je tedy zfejmé, Ze deficit v synchronizaci perifernich hodin u
SHR neni dan sniZenou citlivosti pouze k jednomu z mozZnych synchronizacnich signald, tj.
teplotnim cykllim, ale je zpGsoben komplexnimi mechanismy.

Kromé vyse popsanych rozdili ve funkénim stavu cirkadianniho sytému u SHR chovaného ve
standardnich podminkach (svételny reZzim LD12:12, potrava ad libitum) jsme u tohoto
kmene zjistili vyznamné zvyseni citlivosti cirkadianniho systému na situaci, kdy je zménén
rezim v pfijmu potravy (Polidarova a spol., 2013). Po vystaveni RF na reZzimu LD12:12
(pfistup k potravé byl omezen na 6 hod. béhem svétlé ¢asti dne) vykazovali SHR dfive nez
potkani Wistar anticipacni chovani, které predchazi podani potravy (tzv. FAA z angl. "food
anticipatory activity") a tato aktivita byla také signifikantné vyraznéjsi. Navic doslo u SHR na
rozdil od potkand Wistar v disledku RF k presunu celkové aktivity do dfivéjsich hodin,
odpovidajicich dobé pfijmu potravy (Obr. 10).
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Obr. 10: (Polidarova a spol., 2013) Ukdzky aktogramu (zdznami pohybové aktivity) potkand Wistar a
SHR chovanych na LD12:12 a krmenych nejprve ad libitum (ad lib) a poté vystavenych reZimu s
omezenou dostupnosti potravy (restricted feeding, RF), kdy potrava byla poddvdna pouze v dobé
oznacené obdélnikem. Zatimco aktivita potkana Wistar byla i na RF serizena pomoci SCN
(synchronizovdna s LD12:12), u SHR doslo k synchronizaci aktivity s dobou dostupnosti potravy.

Tato zvySend odpovéd na behaviordlni drovni korelovala s vétsSimi posuny a vétsi
amplitudou dennich rytmd v expresi hodinovych genl v jatrech. Kromé profild exprese
hodinovych gent byly v disledku RF zménény v jatrech SHR profily v expresi gend majicich
vztah k hodindm a/nebo metabolismu (Weel, Dbp, Nampt, Ppara, Pgcla, Prkab2). V kolonu
se efekt RF u obou kmenU potkana neliSil. Dale nase vysledky naznacily, Ze za zvySenou
reakci jaternich hodin na RF u SHR mUzZe stat vyssi citlivost genu Bmal2 (paralogu genu
Bmall) ke zméné metabolického stavu, jelikoZ na rozdil od potkana Wistar byl rytmus v
expresi tohoto genu fazové posunut spolec¢né s genem Bmall (Obr. 11). Poprvé jsme tak
poukazali na korelaci mezi intenzitou FAA, fazovymi posuny hodin v perifernich tkanich

(jatrech) a jejich regulaci metabolickych drah.
liver

0. Obr.11: (Polidarova a spol., 2013) Srovndni dennich
0. =

profili exprese hodinovych genli Bmall a Bmal2 v
Bmal1 0.

\ jdatrech potkant Wistar (plnd ¢dra) a SHR (¢erchovand
0.0 Cdra) vystavenych reZimu s omezenou dostupnosti
potravy ("restricted feeding", RF). Zatimco u potkana
Wistar byl vlivem RF sefizen pouze hodinovy gen Bmall

8
(Bmall byl po vystaveni RF ve stejné fdzi u obou kmenu

Bmal2 4z potkana), u SHR byl vlivem RF sefizen kromé Bmall také
2 hodinovy gen Bmal2 (Bmal2 je ve stejné fazi jako Bmall

e T e pouze u SHR, nikoliv u potkana Wistar).
Souhrnné nase vysledky ukazuji na komplexitu cirkadianniho fenotypu u SHR, projevuijici se
nejen zménou funkcéniho stavu cirkadianniho systému ve standardnich podminkach, ale

také ve vyssi citlivosti ke zménam téchto vnéjsich podminek, a to konkrétné téch, které
souvisi se zménou pfijmu potravy.

5.3. Funkcni stav cirkadignniho systému u Cclovéka ve zdravi a pri riznych
neuropsychiatrickych onemocnénich

Pro uréeni funkéniho stavu cirkadianniho systému ¢lovéka je k dispozici fada metod, které
poskytuji informaci o funkci centrdlnich a perifernich hodin (pro prehled Novakova and
Sumova, 2014). Stav centrdlnich hodin v SCN Ize v soucasnosti zkoumat u ¢lovéka pouze
nepfimo, pomoci tzv. vystupnich rytmu, které tyto hodiny fidi, jako je napf. rytmus v
aktivité a spanku ¢i hladinach nékterych hormond (melatoninu, kortizolu). V pfipadé
perifernich hodin Ize sledovat jejich funkci pfimo na drovni molekuldrniho mechanismu. V
nasi studii jsme zavedli novou metodu pro urceni stavu perifernich hodin v bunkach udstni
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sliznice clovéka (Novakova a spol., 2012; Novakova a spol.,, 2013) a ovéfili jeji
reprodukovatelnost a vhodnost pro vyuZiti v klinice. Hlavni vyhodou nami zavedené metody
je mozZnost stanoveni exprese hodinovych genl ve vzorcich, které jsou ¢lovéku odebirany
zcela neinvazivné, coz je dileZity predpoklad pro provadéni studii u lidi exponovanych
faktordm realného Zivota ("field studies").

Lidé se znacné lisi v preferenci doby, ktera je pro né optimalni k vykonu urcitych aktivit ¢i k
ukladani se ke spanku. Obecné tuto preferenci oznacujeme jako chronotyp. Vétsinu lidi Ize
oznalit jako stredni chronotyp, existuji vSak i znacné odchylky. Lidé stzv. Casnym
chronotypem se mohou probouzet v dobé, ktera je pro lidi s tzv. pozdnim chronotypem
optimalni pro usinani. Tento velky casovy rozdil v preferencich mlze nepfiznivé ovlivnit
nejen souZiti parQ tvorenych z extrémné rozdilnych chronotypl, ale predevSim muize
pUsobit velké potiZe pfi nutnosti podavani pracovniho vykonu v dobé urcované majoritni
spolec¢nosti. Naptiklad, ¢lovék s extrémné pozdnim chronotypem ma tézkosti se zacatkem
pracovni ¢innosti kolem 6. a 7. hod rano, jelikoz pro mnohé z nich tato doba odpovida dobé
optimalni pro spanek (maji v tuto dobu tzv. subjektivni noc). Otazkou tedy bylo, zda je
chronotyp nastaven vnitfnimi mechanismy tak, Ze skutec¢né odrazi odliSné nacasovani
subjektivni noci mimo noc¢ni hodiny a to na Urovni jak centralnich tak i perifernich hodin.
Odpovéd na tuto otdzku jsme hledali pomoci nami nové zavedené metody pro uréeni faze
cirkadidnnich hodin v perifernich hodinach ¢lovéka, umoznujici porovnani faze téchto hodin
s hodinami centralnimi.

V nasi studii (Novakova a spol., 2013) jsme zkoumali skupinu zdravych dobrovolnikd, ktefi
byli na zakladé dotazniku MCTQ ("Munich chronotype questionnaire") pro urceni
chronotypu (Roenneberg a spol., 2003) vybrani jako lidé s extrémné casnym (vék 44,8 +
13,0; n =7) a extrémné pozdnim (vék 24,7 + 2,4; n =7) chronotypem. Dotaznik umoznuje
urcit tzv. stredni dobu spanku (MSFs, z angl. ,,mid-sleep phase”, prepocitanou s korekci na
spankovy dluh nahromadény béhem pracovnich dni), kterd je pouZivana pro rozliseni
chronotypu. V nasi studii byly hodnoty MSFsc u lidi s ¢asnym chronotypem 02:18 £ 0:19 a s
pozdnim chronotypem 06:54 + 0:35. Tyto hodnoty pro ¢asny a pozdni chronotyp byly v
souladu s hodnotami zjisténymi ve dfivéjsich studiich provadénych v populaci lidi Zijicich v
Némecku, Svycarsku, Holandsku a Rakousku (Roenneberg a spol., 2007). Dfive bylo
popsano, Zze u lidi sextrémnim chronotypem je ovlivnéna faze rytmu v hladinach
melatoninu (Duffy a spol., 1999; Duffy a spol., 2001). Proto jsme pro ovéreni subjektivniho
ukazatele chronotypu, ziskaného z dotaznik(, stanovili u vSech jedincli také denni profily
hladin melatoninu ve vzorcich slin a vypocitali jejich akrofaze (pomoci kosinové analyzy).
Zjistili jsme, Ze u Gcastnikd nasi studie spolu akrofaze rytmu v hladinach melatoninu a
hodnoty MSFs: vyznamné koreluji, ¢imz jsme potvrdili spravnost urceni jejich chronotypu.
Nasledné stanoveni dennich profilG v expresi hodinovych genl Perl, Per2 a Rev-erba ve
vzorcich Ustni sliznice prokazalo, Ze akrofaze téchto rytm0 je vyznamné predbéhnuta u
skupiny lidi s ¢asnym chronotypem ve srovnani s lidmi s pozdnim chronotypem (P < 0,001),
a ze vyznamné koreluje s hodnotou MSFs.. Navic, akrofdze rytmu v expresi jednoho z
hodinovych genll (Perl) vyznamné korelovala nejen s MSFs., ale i s akrofazi rytmu v
hladinach melatoninu (P < 0,05) (Obr. 12).

Tyto vysledky jako prvni ukazaly, Ze chronotyp ¢lovéka neni uréen pouze fazi centralnich

hodin v SCN (které Fidi rytmus v hladindch melatoninu), ale Ze v zavislosti na chronotypu
¢lovéka je nastaven a modulovan také chod lidskych perifernich hodin. Navic, tento vliv Ize
prokazat i pfi vystaveni podminkam redlného Zivota. Tento vysledek zaujal redaktory New
York Times natolik, Ze jej citovali 20. fijna 2013 ve svém ¢lanku "Everyday Jet Lag"
(http://well.blogs.nytimes.com/2013/10/17/everyday-jet-lag/?_r=0).
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Obr. 12: (Novakova a spol., 2013) Korelace faze (méreno pomoci akrofdze, tj. doby piku)
individudlniho denniho profilu exprese hodinového genu Perl v bukdlni sliznici ¢lovéka s A) fazi jeho
spdnkového rytmu (MSFs) a B) s fdzi jeho rytmu v hladindch melatoninu ve sliné. Viysledek ukazuje,
Ze lidé s pozdnim chronotypem (pozdéjsi MSFsc a akrofdze melatoninu) maji také fdzové zpoZdény
rytmus v expresi hodinovych gen v perifernich oscildtorech.

Soucasné s tim nase studie jako prvni prokazala, Ze exprese hodinovych gen(i v bukalni
sliznici mUZe slouZit jako hodnotny a reprodukovatelny ukazatel aktudlniho stavu
cirkadianniho systému u ¢lovéka (viz dalsi data v publikaci Novakova a spol., 2013).

Spravna synchronizace mezi fazi vnitfniho ¢asového systému s denni dobou je nezbytna pro
zdravi ¢lovéka (pro prehled viz Takahashi a spol., 2008) a nesoulad mezi vnitfnim a vnéjsim
¢asem u jedincd s extrémnim chronotypem, pokud jsou nuceni se pfizplsobit svym dennim
rezimem majoritni spoleénosti, miZe vést ke zdravotnim komplikacim. Napfiklad, extrémné
pozdni chronotyp byl oznacen za nespecificky rizikovy faktor, ktery muzZe zvySovat
nachylnost k dusevnim porucham (Kitamura a spol., 2010). V naSich dalSich studiich jsme se
proto zaméfili na sledovani funkéniho stavu cirkadidnniho systému u pacientd trpicich
rdznymi neuro-psychiatrickymi chorobami.

Porucha pozornosti spojend s hyperaktivitou (ADHD; attention-deficit/hyperactivity
disorder) je pomérné ¢astym onemocnénim u déti (cca 5%), které se projevuje predevsim
poruchami jejich chovani (Polanczyk a Rohde, 2007). Na mechanismu této choroby se podili
porucha neurotransmiterové signalizace (Banaschewski a spol.,, 2010). V nasi studii
(Novakova a spol., 2011) jsme ve spolupraci s klinickym pracovistém (Psychiatricka klinika,
1. LF UK Praha) zkoumali funkéni stav cirkadianniho systému u déti s kombinovanou formou
ADHD s pomoci sledovani dennich profild melatoninu jako ukazatele funkce centralnich
hodin v SCN. Porovnavali jsme denni profily hladin melatoninu u 34 pacientl a 43 zdravych
kontrol ve véku 6 - 12 let. Zjistili jsme, Ze jiz u déti v tomto véku existuje znacna inter-
individualni variabilita v maximdlnich hladindach melatoninu, kterd byla dfive opakované
popsana u dospélych jedincl. Dale jsme zjistili, Ze se denni profily hladin melatoninu
vyznamné neliSily mezi chlapci a divkami, a proto jsme pro srovnani mezi pacienty a
zdravymi kontrolami pouzili data od obou pohlavi. Pfi srovnani mezi skupinou zdravych
kontrol a pacientl jsme zjistili, Ze zatimco se denni profily nelisily pro vékovou skupinu 6 -
12 let, vyznamné rozdily byly pfitomny pfi srovnani mezi pacienty a kontrolami v kategorii
mladsich déti (6 - 7 let) a starSich déti (10 - 12 let). U starSich déti, na rozdil od mladsich, byl
melatoninovy signal u pacientl signifikantné kratsi nez u kontrol. Tento efekt byl zptsoben
tim, Ze zatimco u zdravych déti ve véku mezi 6. a 12. rokem se doba vecerniho nardstu i
ranniho poklesu melatoninu postupné zpoZdovala a déti se tak stavaji pozdéjsimi
chronotypy, u ADHD pacientl se s vékem opoZzdovala pouze doba vecerniho naristu, avsak
doba ranniho poklesu zlstala stejna (Obr. 13).
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Obr. 13: (Novakova a spol., 2011) Denni profily hladin
melatoninu ve slindch u zdravych kontrolnich déti (A) a
deti s ADHD (B). Vysledky ukdzaly, Ze u kontrol je doba
vecerniho ndristu i ranniho poklesu hladin melatoninu u
10-12 letych déti (Cerchovand cdra) fdzové opoZdéna
oproti 6-7 letym détem (pInd cdra). U 10-12 letych déti s
ADHD je vsak opoZdén pouze vecerni ndrist a nikoliv ranni
pokles. Ndsledkem toho je u déti s ADHD subjektivni noc s
vékem postupné zkracovdna. Cervené Sipky ukazuji smér
posunu ndrdstu a poklesu hladin melatoninu.
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Vysledky ukdazaly na rozdilny vyvoj regulace dennich profild hladin melatoninu v obdobi
pred nastupem puberty u pacientl s ADHD a naznacily, Ze zkracena délka melatoninového
signalu mlze odrazet zkraceni subjektivni noci u téchto pacientll, coz miZe vést ke zhorseni
kvality spanku a v dlsledku muize prispivat k nékterym symptomim této nemoci, jako je
zhorseni pozornosti a hyperaktivita.

V dalsi studii jsme se dale zabyvali otdzkou stavu cirkadidnniho systému u velmi vzacného
genetického onemocnéni zvaného Smith-Magenis syndrom (SMS) (Novakova a spol.,
2012). Onemocnéni je zplsobeno deleci na chromozomu 17p11.2 (Greenberg a spol., 1991)
a pacienti trpi zadvaznymi poruchami, véetné poruchy v rezimu stfidani spanku a bdéni. Ve
spolupraci s klinickym pracovistém (Neurologicka klinika, 1. LF UK) jsme zkoumali denni
profily hladin melatoninu ve slinach a exprese hodinovych genl v burikidch Ustni sliznice
celkem u 5 pacientd (vék 3 - 17 let), tj. u viech, ktefi byli v té dobé& v Ceské Republice
diagnostikovani na SMS, a u 5 vékové odpovidajicich kontrol. Jiz dfive bylo prokazano, ze
pacienti s SMS maji vyznamné narusenu regulaci rytmické produkce melatoninu a tyto
prace popisovaly, Ze denni profil je u SMS pacientll prevraceny, tj., s vysokymi hladinami
melatoninu béhem dne a nizkymi hladinami v noci (Potocki a spol., 2000, De Leersnyder a
spol., 2001). Nase vysledky ukazaly, Ze inverze rytmu v hladindch melatoninu neni
specifickym znakem této choroby, jelikoZ u nasich pacientli jsme pozorovali rdzny stupen
poruchy regulace rytm( a pouze u 1 z 5 pacientd byl rytmus skutecné invertovan (Obr. 14).
Sledovani rytmu v expresi hodinovych gen( (Perl, Per2 a Rev-erba) v bunkach Ustni sliznice
u téchto pacientl prispélo k objasnéni otazky, jakym mechanismem k naruseni rytmické
produkce melatoninu dochazi. Dfive byly zvazovany jak mechanismy souvisejici s poruchou
¢asového mechanismu fidiciho tento rytmus, tak poruchy produkce na urovni epifyzy.
Zjistili jsme, Ze na rozdil od zdravych kontrol, je u pacientl s SMS exprese hodinovych genu
vyznamné desynchronizovana (Obr. 14).

24



80
60

40

A

20 \ ’ﬁ -- _'-:l
2 / Eo
7 15 9

o

- l‘r AR EXpresssan

melatonin pg/ml

60

B
&

40

20

1" 1 23 03 07
time (h)

0 T i
s 1 E R L |

i (R

Obr. 14: (Novakova a spol., 2012) Denni profily hladin melatoninu ve slindch A) kontrolnich subjektt
a B) pacientii se Smith-Magenis syndromem (SMS). Profily u kontrol a pacienti odpovidajiciho véku a
pohlavi jsou vA a B zndzornény stejnou barvou. Zatimco u kontrolnich subjekti jsou hladiny
melatoninu vysoké v noci a nizké ve dne, u SMS pacienti jsou tyto denni rytmy vyrazné narusené. C)
Denni profily exprese hodinovych genti Perl (plnd ¢dra) a Per2 (¢erchovand ¢dra) v bukdlnich stérech
u kontrol (C1, C3, C4, C5) a SMS pacienti (SMS1, SMS2, SMS3 SMS4). Zatimco u kontrolnich subjektt
jsou rytmy v expresi obou hodinovych genl ve stejné fazi, u pacientl jsou tyto rytmy vzdjemné
desynchronizované.

Vysledky naznadily, Ze chod cirkadiannich hodin v perifernich burikdch SMS pacient( je
narusen, coZz muiZe souviset se zhorSenou signalizaci centralnich hodin v SCN k perifernim
hodindm. Porucha signalizace z centralnich hodin by tak velmi pravdépodobné mohla byt
pri¢inou narusené cirkadianni regulace uvolfiovani melatoninu z epifyzy. Nase vysledky jako
prvni prispély k objasnéni mechanismu poruchy cirkadianniho systému u pacientd s SMS.

Bipoldrni porucha (BP) je pomérné casté psychiatrické onemocnéni projevujici se zménami
nalad se stfidajicimi se epizodami, kdy je pacient v depresi a v manii (Boland a Alloy, 2013).
BP pacienti maji naruseny spanek, béhem epizody manie maji potifebu spanku snizenou a
béhem deprese trpi bud” insomnii nebo hypersomnii (Kripke a spol., 1978). V nasi praci
(Novakova a spol., 2015) jsme ve spolupraci s klinickym pracovistém (Psychiatricka klinika,
FN Olomouc) sledovali stav cirkadianniho systému u BP pacientli s cilem porovnat jej
béhem epizody manie (16 pacientll) a deprese (22 pacientl) mezi sebou navzijem a se
zdravymi kontrolnimi subjekty (19 kontrol). V drivéjSich studiich nebyl dosud cirkadianni
systém selektivné v jednotlivych epizodach u BP pacientl zkouman. Zjistili jsme, Ze béhem
epizody manie jsou denni profily v hladinach melatoninu u BP pacientl vyznamné odlisné
od profil( u zdravych kontrol, a to predevsim diky zvysenym hladindm melatoninu béhem
dne. Na rozdil od toho u pacientll, ktefi proZivali epizodu deprese, se denni profily od
kontrol nelisily (Obr. 15). Podobné jako melatonin, také denni profily exprese hodinovych
genl (Perl a Nrldl = synonymum Rev-erba) v burikdch Ustni sliznice byly u pacient(
signifikantné odliSné v epizodé manie (fazové predbéhnuté a s vyssi amplitudou), avsak
béhem deprese se od kontrol nelisily.

Nase vysledky poprvé odhalily rozdily ve funkénim stavu cirkadianniho systému u pacientl s
BD v zavislosti na tom, zda se nachdzeji v epizodé manie Ci deprese.
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Neurodegenerativni onemocnéni Alzheimerova choroba (AD, z angl. Alzheimer's disease),
ktera se projevuje predevsim kognitivnim deficitem, je v centru zajmu cirkadianniho
vyzkumu jiz delsi dobu, jelikoZz rlzné studie jiz dfive naznacily moZnou souvislost mezi
poruchou cirkadianni regulace a rozvojem AD (shrnuto v préci Bedrosian a Nelson, 2012).
Cilem nasi studie (Weissova a spol., 2016) bylo zjistit, zda je cirkadidnni systém ovlivnén jiz
u pacientd s mirnou formou AD, tj. téch ktefi nemusi byt hospitalizovani. Studii jsme
provedli ve spolupraci s klinickym pracovistém (3. LF UK Praha a NUDZ Klecany). Sledovali
jsme pacienty v jejich domacim prostfedi a jako kontroly jsme vyuZili partnery téchto
pacientd, ktefi s nimi sdileli domov a soucasné o né pecovali (13 parQ pacient/pecovatel,
pramérny vék 78 - 80 let). Zjistili jsme, Ze ve srovnani s kontrolami vykazovali AD pacienti
odlisny profil v aktivité, predevsim byli béhem 24 hod déle ve stavu klidu a méli
signifikantné vétsi pocet zdfimnuti (angl. naps) béhem dne (Obr. 16). Analyza spankovych
parametrd neodhalila statisticky vyznamné rozdily, i kdyZ jsme zaznamenali naznak zhorseni
kvality spanku u AD pacientl (Castéjsi probouzeni trvajici delsi dobu, kratsi skute¢nou délku
spanku, vyssi index fragmentace spanku apod.) ve srovnani se zdravymi kontrolami.
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Obr 16: (Weissova a spol., 2016) Pohybovd aktivita mérend pomoci Aktiwatch u zdravych subjekti a
pacientt s Alzheimerovou chorobou (AD). Ukdzka aktogrami A) u kontroly a B) AD pacienta, kteri
spolu sdileli domdcnost a byli tak vystaveni stejnym vnéjsim svételnym podminkam. Modre je
oznacena doba nocniho spdnku a oranZové doba denniho zdifimnuti. C) Kumulovany denni profil
aktivity pro skupinu kontrol (¢erné) a AD pacientii (Cervené). Zlutd oblast oznacuje den a modrd
oblast noc. Z vysledkii je patrné, Ze AD pacienti zacinaji byt rdno aktivni pozdéji neZ kontroly.
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Denni profily hladin melatoninu nebyly signifikantné odlisné mezi skupinami pacientl a
kontrol, ale bylo naznaceno snizeni amplitudy rytmu u AD pacientd (Obr. 17). Analyza
individudlnich profilG hladin melatoninu ukazala, Ze AD pacienti méli ¢astéji nez kontroly
tyto rytmy narusené, bud s nizkou amplitudou, atypickym pribéhem, nebo byly zcela
arytmické. AD pacienti méli téZ naznaceny fazovy posun dennich profill exprese
hodinovych gen(l ve smyslu zpozdéni (Obr. 17), které odpovidalo pozdéjsSimu zacatku jejich
ranni aktivity.
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Obr. 17: (Weissova a spol., 2016) Denni profily hladin melatoninu ve slindch (A) a exprese
hodinového genu Bmall v burikdch ustni sliznice (B) u kontrolnich subjektt (¢erné) a AD pacienti
(Cervené). Zlutd oblast oznacuje den a modrd oblast noc. Vysledky naznacily nizsi amplitudu rytmu v

hladindch melatoninu a fdzovy posun exprese Bmall u AD pacientt vzhledem ke zdravym kontrolnim
subjektum.

Nase vysledky prokazaly, Ze v podminkach realného Zivota vykazuje cirkadianni systém
pacientld s mirnou formou AD pouze malé odlisnosti ve srovnani s kontrolami vystavenymi
shodnym podminkam vnéjsiho prostredi.

6. Shrnuti a zavér

6.1. Popsali jsme detailné cirkadidnni hodiny v GIT, se zamérfenim na hodiny v epitelu
kolonu. Prokazali jsme, Ze hodiny v rlznych castech stfeva jsou presné nacasovany na
ur¢itou denni dobu a toto nacasovani odpovida sméru pohybu traveniny travicim traktem.
Ukdzali jsme, Ze tyto hodiny se ucastni regulace fyziologickych funkci stfeva, napf.
transportu molekul pfes membranu epitelu nebo regulace bunééného cyklu kolonocytu.
Prispéli jsme k poznani hormonalnich a molekularnich mechanismU synchronizace hodin v
GIT pomoci signalG vysilanych z centralnich hodin v SCN a signall zprostfedkovanych
rezimem v pfijmu potravy. Vysledky naznacily, Ze na zmény signalizace z SCN jsou vyznamné
citlivé predevsim cirkadianni hodiny v kolonu. Tento vysledek miiZe souviset se skute¢nosti,
Ze u lidi s dlouhodobé narusenou cirkadianni regulaci (napt. v disledku prace na smény) je z
GIT nejcastéji pozorovana patologie pravé v kolonu. Poznani zapojeni poruchy casovych
regulacnich mechanismua pfi vzniku téchto onemocnéni mlze v budoucnu vyznamné pfispét
k jejich cilené terapii. Stejné tak i naopak, nas poznatek o vyznamném vlivu glukokortikoid(
na hodiny v kolonu muiZe vnést novy pohled na jejich terapeutické plsobeni, jelikoz
glukokortikoidy jsou v soucasnosti pozivany pfi Iécbé nékterych onemocnéni GIT a pfitom
jejich mozny vliv na cirkadianni hodiny v kolonu nebyl dosud zvaZovan.

6.2. Jako prvni jsme komplexné popsali funkéni stav cirkadidnniho systému u SHR, tj.,
animalniho modelu, u kterého se spontanné rozviji hypertenze a metabolické poruchy. Na
rozdil od Siroce pouzivanych genetickych animalnich model( s cilenou deleci jednoho nebo
vice zndmych genll se jednd o multi-genové ovlivnéni vedouci ke spontannimu rozvoji
choroby, tedy situaci vice podobnou u ¢lovéka. Vyznam téchto studii ma experimentalni
rozmeér, jelikoZ zavadi novy model pro zkoumani cirkadianniho systému a jeho souvislosti s
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patofyziologickymi procesy. Poznatek, ze SHR je kmen, ktery vykazuje zvySenou citlivost k
RF by mohl pomoci k odhaleni mechanism(, jakymi pracuji domnélé oscilatory, které fidi
FAA. Jesté vétsSi vyznam ma vSak vyzkum tohoto animalniho modelu pro zkoumani
souvislosti mezi cirkadidanni poruchou, kterd ma podklad ve vnitfni desynchronizaci mezi
jednotlivymi sloZzkami cirkadianniho systému, a rozvojem civiliza¢nich nemoci u ¢lovéka.

6.3. Zavedli jsme a ovéfili v experimentech novou metodu pro posouzeni funkéniho stavu
cirkadiannich hodin na molekularni Urovni u ¢lovéka. Nase studie ukazala, Ze zdravi jedinci s
extrémnim chronotypem maji odliSné nastavenou fazi nejen centralnich, ale i perifernich
hodin. V nasich studiich jsme ve spolupraci s klinickymi pracovisti prispéli k odhaleni
mechanismu poruchy funkéniho stavu cirkadidnniho systému u pacientd s rlznymi
neuropsychiatrickymi chorobami, tj. ADHD, SMS, BD a AD. Zjistili jsme, Ze zména funkcniho
stavu je pro kazdé onemocnéni specifickd. Poznani téchto mechanismd muze v budoucnu
pomoci k cilené chronoterapii téchto chorob, nebo alespon nékterych jejich zavaznych
symptomd.
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Seznam zkratek

ACTH
AOM
B2M
Bmal
ccg
CLC
Clock
Cry
CcT
DBP

DD
DEX
DMH

Edbp4
FAA
FEO

Gapdh
GIT

GR

IC

GRE
IETFs

LD

LL
NAD(P)"
NAD(P)H
Nhe3
Nrid1
PCR

Per

PVN

Rev-erba
RF

RORE, RRE
RT

SCN

SHR

SRF

Tbp

TGF

Weel

-adrenokotrikotropni hormon

-azoxymetan

- B8-2-mikroglobulin

-hodinovy gen Bmal

-z angl. clock controlled gene, hodinami kontrolovany gen

-z angl. cardiotrophin-like cytokine

-hodinovy gen Clock

-hodinovy gen Cryptochrome

-cirkadianni ¢as (z angl. circadian time).

-albumin D-element vazajici protein (z angl. aloumin D-element binding
protein)

-svételny rezim stala tma (z angl. dark-dark)

-dexametazon

-dorsomedialni jddro hypothalamu (z angl. dorsomedial hypothalamic
nucleus)

-transkripéni faktor, hodinami kontrolovany gen E4bp4

-z angl. food anticipatory activity

- oscildtor synchronizovatelny ptijmem potravy ( z angl. food-entrainable
oscillator

-z angl., glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
-gastrointestinalni trakt

-glukokortikoidni receptor

- infracerveny

-z angl. glucocorticoid responsive element

- z angl. immediate early transcription factors

-svételny rezim svétlo-tma (z angl. light-dark)

-svételny rezim stalé svétlo (z angl. light-light)

-oxidované formy nikotinamid adenin dinukleotidt

-redukované formy nikotinamid adenin dinukleotid(

-gen ktery koduje elektroneutralni pfenase¢ Na" a H* iontd

- oznaceni hodinového genu, ekvivalent Rev-erba

-z angl. polymerase chain reaction

- hodinovy gen Period

-paraventrikuldrni jddro hypothalamu (z angl. paraventricular nucleus of the
hypothalamus)

- hodinovy gen, ekvivalent Nrid1

-z angl. restricted feeding

-z angl. Rev/ROR response element

-reverzni transkriptaza

-suprachiasmaticka jadra ( z angl. suprachiasmatic nucleus)

-z angl. spontaneously hypertensive rat

-z angl. serum response factor

-transkripcni faktor, z angl. TATA-binding protein

-z angl. transforming growth factor

- gen kédujici jadernou kindzu Ucastnici se inhibice vstupu do mitdzy
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