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Abstrakt

Cirkadianni systém ovliviiuje témér vsechny buriky v téle savcl. Mezi tyto buriky patfi i astrocyty, které
spolu s mikrogliemi a oligodendrocyty pfedstavuji hlavni typy gliovych bunék nachdzejicich se v mozku.
Prvni kapitola této prace predstavuje shrnuti charakteristik cirkadianniho systému a zaméruje se
predevsim na molekuldrni podstatu jeho fungovani. Druhd kapitola je vénovana astrocytlim,
astrocytarni vapnikové signalizaci a procesu gliotransmise. Treti a posledni kapitola obé vyse uvedena
témata spojuje a pojednava o cirkadidannim systému v astrocytech. Uvadi dikazy existence
astrocytarnich cirkadiannich oscilaci a fyziologické disledky jejich plsobeni. Velkd pozornost je
vénovana cirkadiannim rytm0m v gliotransmisi, a to se zamérenim na gliotransmitery ATP a glutamat.
Jako nejplsobivéjsi vystup cirkadianniho systému v astrocytech je uvedena ucast na udrZovani
rytmické aktivity hlavniho cirkadidnniho oscilatoru lokalizovaného v suprachiasmatickém jadre

hypothalamu.
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Abstract

The circadian system affects almost all cells in the mammalian body. These cells include astrocytes,
which together with microglia and oligodendrocytes represent the main types of glial cells found
in the brain. The first chapter of this thesis presents a summary of circadian system characteristics
and focuses mainly on the molecular mechanism underlying its functioning. The second chapter is
devoted to astrocytes, astrocyte calcium signaling, and the process of gliotransmission. The third and
last chapter connects both topics and discusses the circadian system in astrocytes. It presents evidence
of astrocytic circadian oscillations existence and physiological consequences of its action. Great
attention is paid to circadian rhythms in gliotransmission, with a focus on gliotransmitters ATP
and glutamate. As the most impressive output of the circadian system of astrocytes is presented
the participation in maintaining the rhythmic activity of the main circadian oscillator located

in the suprachiasmatic nucleus of the hypothalamus.
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Seznam pouzitych zkratek

ADP - adenosine diphosphate

AMP - adenosine monophosphate

AMPA - a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid
ATP - adenosine triphosphate

AVP - arginine vasopressin

BAPTA - 1,2-bis(o-aminophenoxy)ethane-N,N,N',N'-tetraacetic acid
bHLH - basic helix-loop—helix

BMAL1 - brain and muscle ARNT-like protein-1
CCGs - clock-controlled genes

CK1 - casein kinase 1

CLOCK - circadian locomotor output cycles kaput
CNS - central nervous system

CREB - cAMP response element-binding protein
CRY - cryptochrome

DAG - diacylglycerol

DBP - D-box binding protein

DD - dark-dark (constant darkness conditions)
DNA - deoxyribonucleic acid

EAAT - excitatory amino acid transporter

ER - endoplasmatic reticulum

E4BP4 - adenovirus E4 promoter binfing protein 4
FBXL - F-box and leucine-rich repeat protein
GABA - gamma aminobutyric acid

GFAP - glial fibrillary acidic protein

GFP - green fluorescent protein

GLAST - glutamate aspartate transporter

GLT1 - glutamate transporter 1

Glu - glutamate

GRP - gastrin-releasing peptide

GS - glutamine synthetase

ICW - intercellular calcium waves

ipRGCs - intrinsically photosensitive retinal ganglion cells
IP3 - inositol-1,4,5-triphosphate

IPsR - inositol-1,4,5-triphosphate receptor



LD - light-dark

Luc - luciferase

miRNA - micro RNA

mRNA - messenger RNA

MSO - methionine sulfoximine

NCX - sodium/calcium exchanger

NFIL3 - nuclear factor interleukin 3-regulated

NLCX - sodium/lithium/calcium exchanger

NMDA - N-methyl-D-aspartate

NPAS2 - neuronal PAS domain protein 2

Nridil - nuclear receptor subfamily 1 group D member 1
Nrld2 - nuclear receptor subfamily 1 group D member 2
PACAP - pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide
PER - period

PLC - phospholipase C

RNA - ribonucleic acid

ROR - retinoic acid-related orphan receptor

ROREs - retinoic acid-related orphan receptor response elements
RTH - retinohypothalamic tract

SCN - suprachiasmatic nucleus

SERCA - sarco/endoplasmic reticulum calcium ATPase
SNAP-23 - synaptosomal-associated protein of 23 kDa
SNARE - soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor
SOCE - store-operated calcium entry

SOCs - store-operated calcium channels

TNFa - tumor necrosis factor a

TRP - transient receptor potential

VGLUTs - vesicular glutamate transporters

VIP - vasoactive intestinal polypeptide

VNUT - vesicular nucleotide transporter

WT - wild type
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1 Uvod

Cirkadianni systém umoznuje organismim synchronizovat bunécné, fyziologické i behavioralni
procesy s cyklickymi zménami ve vnéjSim prostredi. Plsobeni cirkadianniho systému je zajisténo
cirkadidannimi hodinami, jez se u savcl skladaji z hlavniho oscilatoru, ktery je lokalizovan
v suprachiasmatickém jadre hypothalamu, a perifernich oscilator(, které Ize najit v organech a tkanich
celého téla. Molekularni podstatu cirkadianniho systému tvofi hodinové geny a jejich vzajemné
transkripéné-translacni zpétnovazebné smycky, které vbunkdch generuji rytmy s pfiblizné
24-hodinovou periodou. Timto molekularnim mechanismem disponuji témér vSechny bunécné typy

véetné astrocytd.

Astrocyty patii mezi gliové buriky mozku. Diky vysoké mife heterogenity, kterou vykazuji ve své
morfologii i fyziologii, vykonavaji fadu rtznych funkci. Mezi tyto funkce se fadi i regulace synaptické

transmise a neuronalni aktivity procesem zvanym gliotransmise.

Cilem této préace je popsat cirkadianni systém v astrocytech. Prostor bude vénovan dikazim
cirkadianni podstaty astrocytarnich bunék a rytmickym fyziologickym procestim, které z ni plynou. Dale
bude pojednavano o vystupech astrocytarnich rytm( a jejich dlleZitosti v rdmci fungovani organismu.
Pozornost bych chtéla zaméfit pfedevsim na charakter gliotransmise a komunikace mezi astrocyty
a neurony. Do popredi zajmu budou umistény zejména astrocyty suprachiasmatického jadra, a to kvali

vysadnimu postaveni, které tato mozkova oblast v rdmci cirkadianniho systému zaujima.



2 Cirkadianni systém

Cirkadianni systém predstavuje evoluéni adaptaci organismd na cyklické zmény
environmentdlnich faktor(, které nastavaji v disledku rotace Zemé kolem zemské osy. Z pohledu
(Harmer et al., 2001). Jeho definujicimi charakteristikami jsou (i) vnitfni rytmicita, ktera pretrvava
i ve stalych podminkach bez cyklickych stimul( z vnéjsiho prostredi (Li et al., 2020); (ii) schopnost
synchronizace podle vnéjsich podminek (Czeisler et al., 1981); a (iii) teplotni kompenzace, diky které

se rychlost vnitfnich rytma nezvysuje s rostouci teplotou (Tsuchiya et al., 2003).

Obecné fungovani cirkadianniho systému je zaloZzeno na tfech zakladnich prvcich. Vstupni
prvek, jehoz prikladem mohou byt svételné stimuly, zajistuje synchronizaci hlavniho cirkadianniho
oscilatoru s ménicimi se faktory vnéjsiho prostredi (zejména s cyklem svétla a tmy). Druhym prvkem je
samotny hlavni oscildtor, ktery generuje cirkadianni rytmy dlouhé pfiblizné 24 hodin. Posledni vystupni
prvek, ktery je reprezentovan fadou vystupnich drah hlavniho oscilatoru, umoZznuje vyuZit ¢asovou

informaci k regulaci cirkadidnnich rytmd v ramci celého téla (Lowrey & Takahashi, 2004).

U savcl ma cirkadianni systém hierarchické usporadani a vysadni pozici hlavniho oscilatoru
v ném zaujima suprachiasmatické jadro (Obr. 1). Jednd se o hypothalamickou mozkovou oblast
udrzujici a synchronizujici rytmy v perifernich oscilatorech, které se nachazi v organech a tkanich napfic
celym organismem (Yamazaki et al., 2000; Yoo et al., 2004). Témér kazdd burika totiz disponuje

rytmickou podstatou, kterou predstavuji hodinové geny a jimi fizené zpétnovazebné smycky (viz dale).

Obr. 1: Hierarchické uspofadani cirkadianniho systému u savcu. Cirkadidnni systém savcl je slozen
z centralniho generatoru cirkadiannich rytm0 a jemu podfizenych perifernich oscilatord. Centralni
generator, jinak zvany téz hlavni cirkadidanni oscilator, se nachazi v mozku a pfijima svételné signaly
z vnéjsiho prostredi. Periferni oscilatory jsou lokalizovany v periferii a mizeme je najit témér ve vsech

burikach téla. (Prevzato a upraveno dle Korf & von Gall, 2016)
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2.1  Molekularni mechanismus fungovani cirkadianniho systému

Molekularni mechanismus cirkadidnnich hodin je zaloZen na existenci tzv. transkripéné-
translacnich zpétnovazebnych smycéek hodinovych gend a jejich proteind (Obr. 2). Mezi zékladni
hodinové geny, které se u savcll podili na molekularnich zpétnovazebnych smyckach, patfi geny Bmall
(brain and muscle ARNT-like protein-1), Per (period), Cry (cryptochrome) a Clock (circadian locomotor
output cycles kaput) nebo jeho paralog Npas2 (neuronal PAS domain protein 2) (Landgraf et al., 2016).
Proteinové produkty téchto genl funguji jako transkripéni faktory a obsahuji DNA-vazebné motivy,
které jim umoZiuji vazbu na tfi hlavni DNA regulacni elementy v promotorech ¢i enhancerech
hodinovych a hodinami fizenych gen(: E-box, D-box a RORE (Ueda et al., 2005). Interakce
transkripcnich faktord s témito elementy muzZe pozitivné ¢i negativné regulovat expresi danych gend,

¢imz dochazi ke generovani cirkadiannich rytma.

Ackoliv jsou hodinami fizené geny (CCGs zangl. clock-controlled genes) regulovany
molekuldrnimi pochody hodinového systému, samy se do néj nezapojuji. Namisto toho predstavuji
vystup cirkadidnniho systému a reguluji metabolické ¢i jiné fyziologické procesy v organismu. Mezi
CCGs patti Siroka skala gent véetné gen(l asociovanych se signalizaci, bunéénym pohybovym aparatem,
proteinovym obratem, rdznymi biochemickymi drahami ¢i bunéénym cyklem (Duffield et al., 2002;

Grundschober et al., 2001; Panda et al., 2002).

2.1.1 Transkripné-translacni zpétnovazebné smycky

Zaklad prvni zpétnovazebné smycky tvofi transkripéni faktory CLOCK a BMAL1. Jedna
se o transkripcni aktivatory obsahujici DNA-vazebné motivy bHLH (basic helix-loop—helix) a PAS
domény, které zajistuji proteinové interakce (Huang et al., 2012). CLOCK a BMAL1 spole¢né tvofi
heterodimerni komplex CLOCK/BMAL1, ktery se vaze na E-box regulacnich elementl hodinovych gen(
Per (Perl, Per2, Per3) a Cry (Cryl, Cry2) a spousti jejich transkripci (Gekakis et al., 1998; Kume et al.,
1999). Vzniklé represorové proteiny PER a CRY spolu interaguji a poté se premisti do jadra, kde vazbou
na CLOCK/BMAL1 komplex potlacuji svou vlastni genovou expresi (Rosensweig et al., 2018; Sato et al.,
2006). Nasleduje pokles hladin proteind PER a CRY v dlsledku této negativni zpétné vazby a ¢innosti
regulacnich enzymu, mezi které patti kasein kinazy 1 (CK1) (Akashi et al., 2002) nebo E3 ubiquitin ligdzy
FBXL3 a FBXL21 (F-box and leucine-rich repeat protein 3/21) (Yoo et al., 2013) podilejici se na degradaci
danych proteinld v proteasomech. Diky snizené hladiné represorovych protein(l vjadie dojde
k obnoveni plsobeni CLOCK/BMAL1 komplexu, ¢imz za€ina novy cyklus transkripce gen( Per a Cry. Cely

cyklus této zpétnovazebné smycky trva priblizné 24 hodin.

Komplex CLOCK/BMALL figuruje i ve druhé zpétnovazebné smycce, v rdmci které aktivuje expresi

genl Nr1d1 a Nrid2 (nuclear receptor subfamily 1 group D member 1/2) kddujicich jaderné receptory



REV-ERBa a REV-ERBB. Tyto receptory kompetuji s RORa, RORP a RORy (retinoic acid-related orphan
receptors) o vazbu na ROR-vazebné elementy (ROREs) v promotoru genu Bmall. Vysledkem kompetice
je bud inhibice Bmall transkripce v pfipadé vazby REV-ERB nebo aktivace genové exprese Bmall

zprostredkovana vazbou ROR (Guillaumond et al., 2005; Preitner et al., 2002).

Treti zpétnovazebna smycka je zaloZena na puUsobeni transkripénich faktorl DBP (D-box binding
protein) a NFIL3 (nuclear factor interleukin 3-regulated) znamého téZ jako E4BP4 (adenovirus E4
promoter binfing protein 4). Exprese DBP je regulovana komplexem CLOCK/BMAL1 (Ripperger &
Schibler, 2006) a cirkadianni oscilace proteinovych hladin DBP jsou témér antifazické k oscilacim hladin
NFIL3 (Mitsui et al., 2001). Oba faktory se vazZi na stejné vazebné misto — D-box v regulacni oblasti
hodinovych genl — pricemZ DBP aktivuje transkripci cilovych genli a NFIL3 ji naopak potlacuje
(Yamajuku et al., 2011). Mezi hodinové geny, které obsahuji D-box a jsou ovliviiovany touto smyckou,

patfi Per geny a geny pro ROR a REV-ERB receptory (Ueda et al., 2005).
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Obr. 2: Zakladni komponenty molekularnich cirkadiannich hodin savcl. V nakresu jsou vyobrazeny
tfi transkripéné-translaéni zpétnovazebné smycky. Prvni smycku reprezentuji transkripéni aktivatory
CLOCK & BMAL1 a transkripéni represory PER & CRY, které interakci s CLOCK/BMAL1 komplexem

potladuji svou vlastni transkripci. Druhd smycka zahrnuje CLOCK/BMALI1-zprostfedkovanou aktivaci

4



exprese jadernych receptorl REV-ERB, jez kompetuji s ROR receptory a reguluji transkripci Bmall.
Ve treti smycce pUlsobi proteiny DBP (regulované CLOCK/BMAL1) a NFIL3 (regulované ROR/REV-ERB),
které se vazi na D-box v promotorech mnoha hodinovych gen(l a poskytuji dal$i Uroven regulace jejich
exprese. CLOCK/BMAL1, ROR/REV-ERB a DBP/NFIL3 navic ovliviiuji transkripci velkého mnoZstvi

hodinami fizenych gen(. (Pfevzato a upraveno dle Cox & Takahashi, 2019)

Tyto transkripéné-translacni zpétnovazebné smycky tvofi zdklad molekuldarni podstaty
cirkadianniho systému. Na ustanoveni a udrZovani bunécnych hodin generujicich cirkadianni rytmy
se vSak podili i dal$i molekuldrni pochody, a to zejména post-transkripéni a post-translaéni regulaéni

mechanismy.

2.1.2 Role post-transkripénich & post-transla¢nich modifikaci

Cirkadianni regulace de novo transkripce je vysvétleni pro pouhych ~22 % z celkového poctu
rytmicky oscilujicich mRNA transkriptl, coz znadi vyznamnou roli post-transkripéni regulace
v molekularnich hodinach (Koike et al., 2012). Post-transkripcni mechanismy ovliviiujici cirkadianni
rytmy zahrnuji regulaci splicingu (McGlincy et al., 2012), polyadenylace (Kojima et al., 2012)
nebo plsobeni microRNA (miRNA).

miRNA je pfiblizné 21 nukleotidd dlouha jednovldknova RNA molekula, ktera je svou sekvenci
¢astecné komplementarni k molekule cilového mRNA transkriptu. Stimto transkriptem diky
komplementarité interaguje a inhibuje tim jeho translaci nebo zprostfedkuje mRNA degradaci
(Filipowicz et al., 2008). Prikladem miRNA ovliviujicich cirkadidanni systém jsou mozkové specifické
miR-219 a miR-132, jejichz hladiny vykazuji v suprachiasmatickém jadfe cirkadianni oscilace. miR-219
je diky E-boxu v promotorové oblasti fizena CLOCK/BMAL1 komplexem a funguje jako regulator délky
cirkadidnni periody. miR-132, jejiz aktivace je indukovand svételnymi stimuly, reguluje expresi
hodinového genu Per. Mezi predpoklddané funkce miR-132 patii negativni modulace svételné
synchronizace, tedy svétlem indukovaného fdzového posunu hodin, coZz muze slouZit jako

zpétnovazebna regulace citlivosti cirkadianniho systému na svételnou stimulaci (Cheng et al., 2007).

Vyzkum post-translac¢nich modifikaci, které v cirkadiannim systému rovnéz hraji dllezitou roli,
zapocal po objasnéni molekuldrni podstaty tau mutace. Tau mutace byla objevena u kieckl syrskych,
u kterych zplsobovala zkraceni periody cirkadiannich rytmi v lokomoci z obvyklych 24 h na 22 h
nebo 20 h v zavislosti na tom, zda se jednalo o zvife heterozygotni ¢i homozygotni pro danou mutaci
(Ralph & Menaker, 1988). Ukazalo se, Ze pricinou tohoto fenotypu je mutace v genu pro kasein kinazu
CK1g, v jejimzZ dUsledku enzym ztraci schopnost ucinné fosforylovat PER proteiny (Lowrey et al., 2000).
Dale bylo prokazano, Ze CK1e a ji zprostifedkovana fosforylace ovliviiuje bunécnou lokalizaci PER, jeho
schopnost blokovat CLOCK/BMAL1 komplex a také jeho proteasomalni degradaci (Eide et al., 2005;

Vielhaber et al., 2000). Tyto vysledky znaci, Ze enzymy CK1 tvofi nezbytnou soucdst savcich hodin,
5



kterd se fosforylaci represorového proteinu PER podili na regulaci délky cirkadianni periody. Rlzné
druhy kinaz byly od té doby identifikovany jako reguldtory cirkadidannich hodin (Kon et al., 2015)
a u mnoha hodinovych proteinl véetné CLOCK, BMAL1, CRY1, CRY2, PER1 a PER2 byla prokazana
modifikace fosforylaci (Brenna & Albrecht, 2020).

Mezi dalsi post-translaéni modifikace hodinovych proteinl patfi sumoylace (Cardone et al.,
2005), acetylace (Hirayama et al., 2007), ADP-ribosylace (Asher et al., 2010) nebo ubiquitinace.
Ubiquitin, 76 aminokyselin dlouhy polypeptid, se kovalentné vaze na lysinové zbytky cilovych protein,
na kterych mizZe tvofit polyubiquitinové fetézce. V zavislosti na pozici ubiquitinovaného lysinu a délce
fetézce plni tato post-translacni modifikace rizné funkce véetné regulace aktivity a stability cilového
proteinu, ovlivnéni jeho subceluldrni lokalizace, regulace meziproteinovych interakci nebo
zprostredkovani degradace proteinu v proteasomu (Mukhopadhyay & Riezman, 2007). Ubiquitinace
spojené s cirkadiannim systémem se Ucastni dva jiz zmifované enzymy — E3 ubiquitin ligazy FBXL3
a FBXL21. FBXL3 je lokalizovana exkluzivné v jadre, kde se ucastni ubiquitinace a nasledné degradace
hodinového proteinu CRY. FBXL21 ubiquitinuje CRY v cytoplazmé, ale zaroven plsobi antagonisticky
vUci FBXL3, coz ma na CRY proteiny v konec¢ném dusledku stabilizaéni efekt. V absenci FBXL21 tak
dochazi k rychlejSimu obratu CRY a zkraceni cirkadianni periody, pficemz ztrata funkce FBXL3 ma
Ucinek zcela opacny. Rovnovaha mezi degradaci a stabilizaci CRY protein( zajisténa kombinovanym
plGsobenim FBXL3 a FBXL21 je tudiZ nezbytna pro udrZeni 24-hodinovych oscilaci cirkadiannich hodin
(Hirano et al., 2013; Yoo et al., 2013).

2.2 Suprachiasmatické jadro jako hlavni oscilator cirkadianniho systému

Mezi klicové predpoklady pro spravné fungovani cirkadidnniho systému patfi vzajemna
synchronizace jednotlivych oscilator(i v téle a synchronizace jejich cirkadiannich rytmd s 24-hodinovym
solarnim dnem. Pravé tyto funkce zajistuje hlavni cirkadianni oscilator, kterym je u savcl
suprachiasmatické jadro (SCN). Uloha SCN jako hlavniho cirkadidnniho oscilatoru byla experimentalné
prokazana v sérii pokust zamérenych na transplantaci ¢i destrukci této mozkové oblasti. Elektrickou
|ézi SCN byla u zvifecich modell navozena ztrata rytmicity napf. v lokomoci ¢i v produkci hormon(
(Moore & Eichler, 1972; Stephan & Zucker, 1972). Transplantace fetalni tkané SCN obnovila cirkadianni
rytmy v lokomoci u plvodné arytmickych zvifat s poskozenym SCN (Lehman et al., 1987), pficemz
délka periody oscilaci byla urCena genotypem darce bez ohledu na plvodni genotyp pfijemce
(Ralph et al., 1990). SCN navic vykazuje cirkadianni rytmy v neuronalni aktivité i v pfipadé in vivo fyzické
izolace od ostatnich mozkovych oblasti, které v disledku preruseni kontaktu se SCN naopak rytmicitu

ztraci (Inouye & Kawamura, 1979).



SCN je pdrova neuronalni struktura predniho hypothalamu, kterd se nachazi pfimo nad
optickym chiasmatem. Sklada se z pfiblizné 20 000 neuron(, které mohou byt rozdéleny do dvou
subpopulaci tvoficich odlisSné anatomické oblasti (Obr. 3) — ventralni jadro (z angl. core) a dorsalni obal
(z angl. shell) (Abrahamson & Moore, 2001). Neurony jddrové oblasti exprimuji predevsim vasoaktivni
intestinalni polypeptid (VIP) nebo gastrin-uvolnujici peptid (GRP), ptijimaji signdly z retiny a podili se
na interni synchronizaci SCN (Yamaguchi et al., 2003). Neurony obalu, které jadro obklopuji, produkuji
arginin vasopresin (AVP), pfijimaji signdly z nevizualnich kortikalnich a subkortikalnich oblasti mozku

a ucastni se synchronizace perifernich oscilator(i (Evans et al., 2015; Moore et al., 2002).

H AvP
GRP

Obr. 3: Rez mysim suprachiasmatickym jadrem. Oblast ventralniho jadra (core) je znacena zelenym
fluorescencénim proteinem (GFP) exprimovanym v neuronech produkujicich GRP (zelend barva). Oblast
dorsalniho obalu (shell) je znacena imunofluorescencnim barvenim AVP (Cervena barva). Mezi levym
a pravym SCN je treti mozkova komora a ve spodni ¢asti se nachazi optické chiasma. (Pfevzato
a upraveno dle Welsh et al., 2009)

Ackoliv SCN neurony stejné jako ostatni télni bunky obsahuji autoregulac¢ni molekularni
hodiny, od ostatnich oscilator( se lisi v nékolika podstatnych ohledech. Prvnim z nich je vysoka mira
organizovaného propojeni SCN neuron( v neuronadlni sité. Toto interceluldrni spojeni zajistuje
neurondm vzajemnou interni synchronii, diky které SCN generuje robustni a stabilni cirkadianni rytmy
(Herzog et al., 2004). Jako hlavni interni synchronizaéni prvek slouzi neuropeptid VIP, jehoZ absence

u SCN neuron( vede ke ztraté schopnosti vzajemné synchronizace (Aton et al., 2005).

Dalsim charakteristickym rysem hlavniho oscildtoru je pfimé spojeni s retinou. Svétlo, které

je povazovano za hlavni externi synchronizacni faktor cirkadiannich hodin, diky nému dokaze ovlivnit
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fazi cirkadiannich oscilaci v procesu svételné synchronizace. Informace o svétle je vedena
retinohypothalamickym traktem (RTH), ktery predstavuje monosynaptickou dradhu mezi
fotosenzitivnimi retindlnimi gangliovymi bunikami (ipRGCs z angl. intrinsically photosensitive retinal
ganglion cells) a jddrovou oblasti SCN (Berson et al., 2002; Gller et al., 2008; Moore & Lenn, 1972).
V disledku aktivace gangliovych bunék dochazi v SCN k uvolfiovani neuropeptidld glutamatu
a PACAP (pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide) (Hannibal et al., 2000), jejichZ plsobeni
vede ke vtoku vapniku, aktivaci proteinkinaz a fosforylaci transkripéniho faktoru CREB (cAMP response
element-binding protein) (Meijer & Schwartz, 2003; Michel et al., 2006). CREB se nasledné vaze
na regulacni elementy hodinovych genl Perl a Per2 (Travnickova-Bendova et al., 2002) a pozitivné
ovliviiuje jejich expresi (Lee et al., 2010). Svételna indukce hodinovych genl Per predstavuje zpUsob
regulace zakladnich zpétnovazebnych smycek, v jejimZz dlsledku mohou byt cirkadianni hodiny

resetovany a pfizplsobeny svételnym rytmUim vnéjsiho prostredi (Shigeyoshi et al., 1997).

Treti duleZitou charakteristikou SCN je schopnost synchronizace cirkadidnnich rytmua
v ostatnich oblastech mozku a v perifernich organech, kterd umoznuje predat informace o vnéjsim
prostiedi dalSim bufkdam organismu. Tato systémova regulace je zprostfedkovana predevsim
hormondlnimi (Balsalobre et al., 2000) a autonomné-neuronalnimi (Vujovic et al., 2008) vystupy SCN,

ale také modulaci télesné teploty (Brown et al., 2002) nebo potravniho chovani (Stokkan et al., 2001).



3 Astrocyty

Mezi gliovymi burfikami centrdlni nervové soustavy (CNS) rozliSujeme tfi zakladni bunécné
typy — mikroglie, oligodendrocyty a astrocyty. Astrocyty (Obr. 4) jsou z neuroglii CNS nejpocetnéjsi
a vyskytuje se u nich zna€na rozmanitost ve fyziologickych vlastnostech a morfologii. Exprimuji Sirokou
Skalu receptort, kanall a transportért a disponuji mechanismy pro sekreci az 200 bioaktivnich molekul
véetné transmiter(, neuromoduldtord, ristovych faktor( a hormont (Verkhratsky & Nedergaard,

2018). Diky témto vlastnostem mohou astrocyty vykonavat fadu fyziologickych funkci.

B LCK-GEP

Obr. 4: Obrazek astrocytarni buriky s vysokym rozliSenim. (A) Imunohistochemické barveni GFAP (glial
fibrillary acidic protein) je zndzornéno modrou barvou. Jedna se o filamentarni protein, jehoz funkci
je zachovani strukturdlni integrity astrocytu a Ucast na transportu protein(. (B) Vizualizace astrocytarni
plazmatické membrany pomoci zeleného fluorescenéniho proteinu (GFP). Uprostied zardmované
oblasti se nachazi specificky tvar plazmatické membrany, ktera v danych mistech obklopuje synapticky
aparat. (C) Slouceny obrazek znazoriujici vztah mezi skeletdrnim GFAP a tvarem architektury

plazmatické membrany. Méfitko obrazkd (A-C) = 10 um. (Pfevzato a upraveno dle Scofield, 2018)

3.1 Funkce astrocytl

Diky své heterogenité mohou astrocyty vykonavat rlizné funkce, mezi které patti: (i) regulace
neurogeneze a synaptogeneze (Ashton et al., 2012; Tsai et al., 2012); (ii) strukturdlni funkce
napomahajici ustanovit mikroarchitekturu CNS (Halassa, Fellin, Takano, et al., 2007); (iii) tvorba
a regulace hematoencefalické bariery (Heithoff et al., 2021; Janzer & Raff, 1987); (iv) metabolicka
podpora neuronl (Choi et al., 2012); (v) homeostatické funkce tykajici se naptiklad regulace
extracelularniho pH ¢i neurotransmiterl (Rothstein et al., 1996; Theparambil et al., 2020); a (vi) funkce
signalizaéni zahrnujici mj. uvolfiovani transmiter( a regulaci synaptické transmise (Araque et al., 1998;

Pascual et al., 2005).



Ucast astrocytl na synaptické transmisi se dostala do popredi neurobiologickych vyzkumd
zejména od 90. let, kdy byl védecké vefejnosti predstaven koncept tripartitni synapse (Araque et al.,
1999). Ten na rozdil od dfive pfijimaného paradigmatu, Ze se mozkovych funkci Ucastni vyhradné

neurony, predikuje regulaci informacniho pfenosu koordinovanou aktivitou neurond a glii.

3.1.1 Tripartitni synapse

Koncept tripartitni synapse je zaloZen na existenci obousmérné komunikace mezi astrocyty
a neurony (Obr. 5). Popisuje, Ze astrocyty diky receptoridm pro neurotransmitery dokazi zaznamenat
neuronalni respektive synaptickou aktivitu a reagovat na ni zvySenim intracelularni koncentrace
vapniku. V disledku vapnikové signalizace za¢nou astrocyty produkovat tzv. gliotransmitery, které
zpétné ovliviuji neurony a synapticky pfenos (Araque et al., 1999; Perea et al., 2009). U&inky tohoto
procesu, zvaného gliotransmise, se rlzni v zavislosti na typu gliotransmiteru, neuronalnim prostredi
a druhu receptoru, na ktery se gliotransmiter vaze (Durkee & Araque, 2019). Tripartitni synapse je tedy
funkéné urcena tfemi prvky — presynaptickym neuronem, postsynaptickym neuronem a pfilehlym

astrocytem — jez spolecné zajistuji a reguluji informacni tok.

Astrocyte

Presynaptic
neuron

Postsynaptic
neuron

Obr. 5: Schéma tripartitni synapse. Grafické zndzornéni predstavujici prenos informace mezi
neuronalnimi prvky a astrocytem tripartitni synapse. Na neurotransmitery (Nt) uvolfiované béhem
synaptické aktivity astrocyty reaguji zvysenim véapniku (Ca?*) a zpétné reguluji neurondlni excitabilitu
a synapticky prenos prostrednictvim uvoliovani gliotransmiterd (Gt) zavislém na vapnikové signalizaci.

(Pfevzato a upraveno dle Perea et al., 2009)
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3.2 Vapnikova signalizace v astrocytech

Narozdil od neuronll nejsou astrocyty elektricky excitabilni, vykazuji vak excitabilitu zaloZenou

na zménach intraceluldrni koncentrace vapniku (Aguado et al., 2002; Pasti et al., 1997).

lonty vapniku (Ca?*) patfi mezi nejrozsifenéjsi a nejuniverzalné;si signalni molekuly, které pasobi
ve vét3iné bunéénych typl vEetné astrocytl. Bunéénd koncentrace vapniku ([Ca%]) se rGzni v zavislosti
na lokalizaci — v cytoplazmé je béhem klidového stavu [Ca%*] udrZovdna na nizké Grovni (~100 nM),
a to zejména v kontrastu s mnohondsobné vy33i extraceluldrni [Ca?*], kterd se pohybuje v Fadu mM
(Clapham, 2007). Vy33i [Ca?*] se nach&zi rovnéZ v nékterych buné&nych organeldch, mezi které patfi
mitochondrie a endoplazmatické retikulum (ER) (De la Fuente et al., 2013; Moreau et al., 2006). Velké
koncentraéni gradienty umozfiuji pohyb Ca** mezi témito organelami a cytoplazmou nebo mezi
cytoplazmou a extracelularnim prostredim. To vede k fluktuacim cytoplazmatického vapniku, pficemz

elevace [Ca?*] v burice plIni signalizagni funkce.

Zvyseni cytoplazmatické koncentrace Ca?* ([Ca®*]c) mUze byt indukovéano intraceluldrnimi posly,
extracelularnim stimulem nebo zménami membranového potencidlu (Bagur & Hajndéczky, 2017).
V astrocytech vapnikova signalizace nastava bud spontanné tj. bez vlivu neuronalni aktivity nebo
vznika jako odpovéd na neurondlni stimulaci (Hirase et al., 2004). Mezi dlsledky zvyseni astrocytarni
[Ca?*]. patfi uvolfiovéni signdlnich molekul, které plsobi na sousedni neurony a moduluji synapticky

prenos (viz 3.3.3).

3.2.1 Mechanismy vapnikové signalizace v astrocytech

Nejrozéifen&jsi mechanismus pro elevaci astrocytarni [Ca?*]. pFedstavuje wyliti Ca?
zintracelularnich zasobnikll téchto iontld. Ktomu dochazi po aktivaci receptorli spfazenych
s G-proteiny (tzv. metabotropnich receptoru), mezi které radime mij. i skupinu receptor( pro glutamat
(Biber et al., 1999). Aktivace receptoru vede ke stimulaci fosfolipazy C (PLC), ktera indukuje produkci
diacylglycerolu (DAG) a inositol-1,4,5-trifosfatu (IPs3). IPs se vaze na IPs; receptor (IPsR) a nasledné
dochazi k uvolfiovani Ca?* z ER do cytoplazmy (Agulhon et al., 2008). Zpétné vychytavani Ca®* do lumen

ER probihd pomoci Ca?* ATP4zové pumpy SERCA (sarco/endoplasmic reticulum Ca%* ATPase).

Pokles koncentrace Ca?* v ER spusti odlisny mechanismus vépnikové signalizace nazyvany SOCE
(store-operated Ca?* entry), pfi kterém dochdazi ke vtoku Ca?* z extraceluldrniho prostiedi do buriky.
Vtok iontll je zajistén otevienim plazmatickych kandld SOCs (store-operated Ca?* channels), které
zahrnuji napfiklad nékteré druhy TRP kanalll (Golovina, 2005). Mezi funkce SOCE patfi posileni
vapnikové signalizace (zvy$ovanim koncentrace cytoplazmatického Ca?*) a doplnéni zdsob Ca** v ER

(Okubo et al., 2020).
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Vépnikové signalizace v astrocytech se U&astni rovnéZ ionotropni Ca?* permeabilni receptory,
které jsou aktivovany plsobenim neurotransmiter(l (zejm. glutamatu a ATP). Jedna se o ionotropni
AMPA/NMDA glutamatové receptory a P2X purinoreceptory, jejichZ stimulace vede ke vstupu Ca?*
a Na* do cytoplazmy (Lalo et al., 2011). S gradientem Na* souvisi také aktivita NCX (sodium/calcium
exchanger), ktery mGZe indukovat zvy$ovéni i snizovani [Ca?*]. v zavislosti na intraceluldrni koncentraci
Na* a membrdnovém potencialu (Rose et al., 2020). V neposledni fadé se na zméndch astrocytarni
[Ca?*]. podili mitochondrie, které mohou (stejné jako ER) plnit funkci intraceluldrniho zdsobniku Ca?*

a uvolfiovat Ca?* mitochondridlnim exchangerem NLCX (Parnis et al., 2013).

Obecné shrnuto, transport Ca®* je uskuteéfiovan pomoci riznych membranovych Ca?* kanall
(plazmatickych i intracelularnich), transportérd a pump. Kazdy bunécny typ obsahuje specifickou
kombinaci téchto transportnich prvk(, coZz umozZnuje prizpisobeni vapnikové signalizace potifebam
danych bunék (Berridge et al., 2000). U astrocytd se diky tomu vyskytuji razné formy vapnikové
signalizace, kterd mlzZe byt omezena na jedinou bunku resp. jeji mikrodoménu nebo mizZe mit
interceluldrni dosah, kdy dochazi k Sifeni signdlu do okolnich bunék ve formé tzv. vapnikovych vin

(Di Castro et al., 2011; Kuga et al., 2011).

3.2.2 Vapnikové viny

Interceluldrni vapnikové viny (ICWs z angl. intercellular calcium waves) predstavuji proces siteni
elevaci [Ca%*]. v rdmci multiceluldrnich syncytii. Vyskytuji se u mnoha bunéénych typt a zahrnuji
uvolfiovéni Ca?* zintraceluldrnich zésob (Leybaert & Sanderson, 2012). Existuji dva mechanismy
transmise ICWs mezi astrocyty, pfiCemz prvni znich probihd skrz gap junctions a druhy je

zprostiedkovan extraceluldrnimi posly (Fujii et al., 2017).

Astrocytarni syncitia vykazuji vysokou miru bunécné konektivity, kterd je zajisténa tésnymi
bunécnymi spoji (tzv. gap junctions), jez se skladaji z bilkovinnych konexina. Tyto kanaly predstavuji
spojeni mezi cytoplazmami sousednich bunék a umoznuji rychlou mezibunéénou komunikaci ve formé
prosté difuze Siroké Skaly malych molekul véetné energetickych metabolit(i, iontd a druhych posld
(Pannasch & Rouach, 2013). Mezi tyto molekuly patfi i Ca®* a IPs, které se na zvyseni [Ca®*]c mohou

podilet bud’ pfimo nebo prostfednictvim stimulace IPsR.

Druhym zpUsobem Sifeni ICWs je parakrinni signalizace, v rdmci které je signalni molekula
uvolnéna do extraceluldrniho prostfedi a ndsledné vazbou na membrdnové receptory sousednich
bunék indukuje zvy3eni jejich [Ca?'].. Timto extraceluldrnim poslem je v astrocytech molekula ATP
(Guthrie et al., 1999), kterad se po svém uvolnéni vaze na metabotropni purinergni receptory, ¢imz

spusti uvolfiovani Ca%* z ER.
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Vapnikové viny u astrocytll slouZi jako prostfedek intercelularni komunikace (Nedergaard, 1994)
a spekuluje se také o jejich roli v modulaci synaptické aktivity (Fiacco & McCarthy, 2004). Diky svému
vyskytu v patologickych podminkach jsou ICWs rovnéz asociovdny s nékterymi nemocemi. Prikladem
mUzZe byt objev spontannich ICWs v blizkosti amyloidnich plakl u mysi s Alzheimerovou chorobou

(Kuchibhotla et al., 2009).

3.3 Gliotransmise

Gliotransmise je proces uvolnéni chemickych transmiterl (tzv. gliotransmiter() z astrocyt(,
ktery nastava v dlsledku vapnikové signalizace a podili se na intercelularni komunikaci (Halassa, Fellin
& Haydon, 2007). Aby mohla byt chemicka latka nazyvana gliotransmiterem, musi splfiovat soubor
specifickych podminek — musi byt syntetizovana nebo skladovana v gliovych burikach, jeji uvolnéni
musi byt regulovano fyziologickymi ¢i patologickymi stimuly a mélo by vést k rychlé odpovédi
v okolnich burikdch a nakonec, tato latka musi byt vyznamnou soucasti (pato)fyziologickych procest
(Parpura & Zorec, 2010). Vycet znamych gliotransmiterd zahrnuje rlizné druhy peptidd, nukleotidd

a aminokyselin. Mezi nejdllezitéjsi z nich fadime glutamat a ATP (Halassa, Fellin & Haydon, 2007).

3.3.1 Glutamat jako gliotransmiter

Glutamat slouZi jako jeden z hlavnich excitacnich neurotransmitert v mozku a funguje rovnéz
jako gliotransmiter. Astrocyty umi glutamat syntetizovat de novo a také absorbovat pomoci
glutamatovych transportérl, mezi které patii EAAT1 a EAAT2 nékdy nazyvané jako GLAST a GLT1. Dale
astrocyty glutamat metabolizuji na glutamin cinnosti glutaminové syntetazy (GS) nebo jej uvolnuji
do extracelularniho prostredi v ramci procesu gliotransmise (Harada et al., 2015; Hertz, 2006). Po svém
uvolnéni do extracelularniho prostoru plsobi glutamat na glutamatové receptory, mezi které patii

metabotropni receptory a ionotropni NMDA, AMPA a kainatové receptory (Kew & Kemp, 2005).

Nezbytnost Ca% pro glutamatovou gliotransmisi byla prokdzana v pokusech, v rdmci kterych
blokace zvy3eni [Ca?] v cytoplazmé astrocytd vedla k inhibici uvolfiovani glutamatu (Parpura et al.,
1994). Redukce uvolovaného glutamatu rovnéZ nastala v pFipadé vyuZiti Ca%* cheldtoru BAPTA, ktery
zvy3uje pufrovaci kapacitu pro cytoplazmaticky Ca?*, nebo pfi vyéerpani intraceluldrnich zdsobnikd Ca?*

plsobenim thapsigarginu (Innocenti et al., 2000).

Obecné pfijimanym mechanismem pro uvolfiovani glutamatu z astrocytd je Ca?* dependentni
exocytdza (Obr. 6). Aby byla burika schopna uvolnovat latky prostfednictvim exocytdzy, musi mit
k dispozici specificky bunécny aparat. Jeho dlleZitou soucasti je SNARE komplex, ktery zahrnuje
proteiny syntaxin, synaptobrevin a SNAP-23 (synaptosomal-associated protein of 23 kDa) (Montana et
al., 2006). Tento komplex zajistuje fuzi vackové a plazmatické membrany, kterad je pro exocytézu
nezbytnda. Dalsi dlleZitou soucast predstavuji proteiny Ucastnici se plnéni vacka — V-ATPazy, které
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vytvari protonovy gradient mezi lumen vacku a cytoplasmou, a vezikularni glutamatové transportéry
(VGLUTSs), které tento gradient vyuZivaji k transportu transmiterd do vacku (Montana et al., 2006).
Mnozstvi studii zkoumalo dUleZitost téchto procesll pro astrocytarni uvolfiovani glutamatu. Patfi mezi
né pokusy sinhibitory SNARE komplexu (rGzné druhy toxinl, napf. tetanotoxin ¢i botulotoxin),
inhibitory V-ATPazy (bafilomycin A) nebo alosterické modulatory VGLUT (Rose Bengal) plsobici inhibici
transportu glutamatu do vackud. Ve viech uvedenych ptipadech byl v rdmci experimentd zaznamenan

vyznamny pokles v uvolfiovani glutamatu (Araque et al., 2000; Montana et al., 2004).

H* Glutamate
VGLUTs
V-ATPase
gt
vesicle
—_— L. ‘/ Synaptobrevin 2
ryi‘\"'-._ Ar_::-" el
LRSS ee ;

plasma membrane

Obr. 6: Uvolfiovani glutamatu prostfednictvim Ca?* dependentni exocytdzy. Transport glutaméatu
z cytoplazmy do vacku probihd pomoci vezikularnich glutamatovych transportérd (VGLUTs), které
pro svou funkci vyuzivaji protonovy gradient generovany V-ATPazou. Glutamat akumulovany ve vacku
je uvolnén z astrocytu po fuzi vacku s plazmatickou membranou. Tento fuzni proces je zprostifedkovan
synaptotagminem 4 a SNARE proteiny: syntaxinem 1, synaptobrevinem 2 a SNAP-23. (Pfevzato

a upraveno dle Parpura & Zorec, 2010)

Glutamat mlze byt z astrocytll uvolfiovan i odliSnymi zpUsoby, mezi které patfi uvolnéni
ionotropnimi purinergnimi receptory, uvolnéni membranovymi transportéry nebo uvolnéni skrz gap
junctions (Harada et al., 2015). Detaily tykajici se rozsahu a specifity uzivani téchto mechanismu vsak

prozatim nejsou objasnény.

3.3.2 ATP jako gliotransmiter

ATP je kromé duleZitého energetického zdroje pro burky také signaini molekulou, ktera se
Ucastni intercelularni komunikace v mozku. Po svém uvolnéni do extraceluldrniho prostoru muze
pfimo plsobit na purinergni receptory, mezi které patfi ionotropni P2X a metabotropni P2Y receptory.
Jako signalni molekuly slouzi rovnéz jeho metabolické produkty — ADP, AMP a adenosin — vznikajici

hydrolyzou ATP, kterou zajistuji enzymy ektonukleotidazy (Abbracchio et al., 2009).
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Obecnym mechanismem ATP gliotransmise je stejné jako v pFipadé glutamatu Ca%
dependentni exocytdza (Pangrsic et al., 2007). Potvrzuje to pozorovani, zZe je astrocytdrni uvolfiovani
ATP redukovano bafilomycinem A a tetanotoxinem (Coco et al., 2003), a objev vezikularniho
nukleotidového transportéru (VNUT), ktery je zodpovédny za vackovou akumulaci ATP (Sawada et al.,
2008). Na astrocytarni exocytéze ATP se podili rovnéz lysozomy, které ATP uskladiuji a v zavislosti
na Ca? také uvolfiuji (Zhang et al., 2007). Dal3i mechanismy pro uvolfiovani ATP z astrocyt( zahrnuiji

napriklad gap junctions, P2X receptory nebo aniontové kanaly (llles et al., 2019).

3.3.3 Dusledky astrocytarni gliotransmise

Gliotransmitery uvolnéné do extracelularniho prostfedi aktivuji receptory neurond
a zprostredkuji astrocytarni regulaci neurondlni aktivity a synaptické transmise. Obecné shrnuti
konkrétnich G¢inkd jednotlivych gliotransmitert je velmi obtizné, neboft gliotransmisi zprostfedkovana
signalizace mezi astrocyty a neurony je znacné komplexni a zavisi na mnoha faktorech. Prvnim z nich
je diverzita v neurondlnim signdlu (napf. typu neurotransmiteru), ktery astrocyt prijima a specificky
na néj reaguje elevaci [Ca?*] a naslednou gliotransmisi. Konkrétni astrocyt navic mlZe uvolfiovat vice
typl gliotransmiter(, které maji rdzné funkcéni dlisledky na neurony a synaptickou fyziologii.
Zaroven se rUzni i ucinky jediného gliotransmiteru, a to v zavislosti na neurondlnim prostredi,
presynaptické ¢i postsynaptické lokalizaci jeho receptorli a konkrétnim typu aktivovaného receptoru

(Covelo & Araque, 2018; Durkee & Araque, 2019).

Glutamatova gliotransmise tak dokaze pUsobit excitacné a posilit synaptickou transmisi
aktivaci presynaptickych NMDA receptor( (Jourdain et al., 2007) nebo zvysit neuronalni excitabilitu
skrz extrasynaptické NMDA receptory (Fellin et al., 2004). Jeji plsobeni vSak mliZze mit také inhibicni
ucinky, prikladem pfi aktivaci presynaptickych kainatovych (Liu et al., 2004) nebo metabotropnich
glutamatovych receptort (Andersson et al., 2007). Podobné také gliotransmiter ATP (potazmo jeho

metabolity) miZe mit na synaptickou transmisi inhibicni i excitacni vliv (Martin-Fernandez et al., 2017).

V souvislosti s gliotransmisi je nutné zminit rovnéz kontroverzi s ni spojenou. Ackoliv existuje
velké mnoiZstvi studii, které model gliotransmise a astrocytarni modulace synaptického prenosu
podporuji, najdou se i odpurci téchto konceptl. Ti kritizuji zejména vyzkumné metody experimentd
(napf. uZivani neselektivnich [atek ovliviujicich astrocytarni i neurondlni bunky) a prohlasuji,
Ze uvolnovani transmiterl je za fyziologickych podminek specializaci neurond, nikoli astrocytl
(Fiacco & McCarthy, 2018). Zda jsou tyto postfehy validni a skuteéné vyvraceji funkéni roli

gliotransmise, vSak z(stava otazkou.
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4 Cirkadianni systém v astrocytech

Rytmické procesy fizené cirkadiannim systémem byly kromé jinych bunécénych typd pozorovany
také v astrocytech. Tato kapitola se zaméruje na dikazy, molekularni podstatu i fyziologické dlsledky

cirkadianniho chovani astrocytd.

4.1 Dukazy cirkadiannich rytmU v astrocytech

Rytmicka exprese hodinovych gen( byla prokazana v primarnich kulturach astrocytll za uZziti
reportérového genu luciferdzy (Luc), ktery slouZi jako nastroj pro detekci transkripéni aktivity DNA
v redlném case (Alam & Cook, 1990). Bioluminiscence indukovana pFepisem gen( Per1‘“c, Per2‘
a Bmal1'c umoznila zaznamenat rytmy v expresi danych gend a prokdzat cirkadidnni periodu jejich
oscilaci (Prolo et al., 2005; Yagita et al., 2010). Tyto vysledky dokazuji, Ze astrocyty disponuiji
molekularnim cirkadiannim mechanismem, jehoZ podstatou jsou vzajemné interakce hodinovych gen(

a jejich proteind.

V ramci zkoumani vlivu hodinovych geni na fyziologii astrocytt byly objeveny cirkadianni rytmy
v expresi a distribuci GFAP (glial fibrillary acidic protein), které pfetrvavaly i v podminkdach konstantni
tmy (Leone et al., 2006; Santos et al., 2005). GFAP je specificky strukturni protein astrocytl a lze jej
detekovat pomoci imunohistochemickych metod. Vysokou miru GFAP imunoreaktivity vykazuje SCN,
proto mohou byt cirkadidnni rytmy GFAP povaZovany za jeden z marker( rytmické aktivity

molekuldrnich hodin (Lavialle & Serviere, 1993).

Mezi dalSi projevy cirkadidnniho systému v astrocytech patfi rytmy vgenové expresi
a proteinovych hladinach glutamdtového transportéru GLAST, rytmy v aktivité glutaminové syntetdzy

nebo rytmy v uvolnovani gliotransmiterd (viz dale).

4.2 Cirkadianni rytmy spojené s gliotransmisi
4.2.1 Rytmy v uvolfiovani ATP

V kultufe mysich kortikdlnich astrocytd byly svyuzitim luciferdzové bioluminiscence
pozorovany rytmy v uvolfiovdni ATP do extraceluldarniho prostoru s periodou pfiblizné 24 h.
AZ 75 % astrocytarnich kultur vykazovalo tyto cirkadianni oscilace po dobu minimalné tfi dnu
(v zavislosti na prisnosti kritérii pro statistické potvrzeni periody a amplitudy oscilaci). Pro zjisténi,
zda rytmy uvolfiovani ATP zavisi na hodinovych genech, byla testovana koncentrace extracelularniho
ATP u astrocytl s mutacemi v genech Clock, Npas2, Perl, Per2, Cryl, Cry2 a Bmall. Experimenty
ukazaly, Ze rytmus v uvolfiovani ATP byl vyrazné ovlivnén v pripadé Clock, Perl a Per2 mutaci, které
indukovaly ztrdtu oscilaci ATP u vétSiny zkoumanych kultur. Nizké procento mutovanych kultur

vykazovalo narusené cirkadianni rytmy, pfiéemZ mnozstvi uvolriovaného ATP bylo oproti WT (wild
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type) kulturam az o polovinu nizsi. Z téchto vysledkd vyplyva, Ze astrocytarni uvolfiovani ATP je pod
kontrolou cirkadianniho systému a zavisi na funkénich hodinovych genech Clock, Perl a Per2

(Marpegan et al., 2011).

K obdobnym zavérim dosli i autofi studie Womac et al. (2009), ve které byly pozorovany
rytmické fluktuace hladin extraceluldrniho ATP nejen v kulturach kortikalnich astrocytli a bunék SCN,
ale také in vivo v SCN zvifrecich modelll (Womac et al., 2009). Cirkadianni oscilace v uvolfiovani ATP
a jeho akumulaci v extraceluldrnim prostfedi by tak mohly predstavovat jeden z pfirozenych

fyziologickych vystupt molekularnich hodin v astrocytech SCN i dalSich mozkovych oblasti.

Mechanismus rytmického uvolfovani ATP prozatim neni objasnén. DuUlezZitou roli v ném
prokazatelné hraje Ca®*, nebot naruseni IPs signalizace vede ke ztrdté rytmicity a ksnizeni
extraceluldarnich hladin ATP. Naopak mutace v proteinech SNARE komplexu a jimi inhibovana
schopnost exocytdézy nema na rytmicitu uvolfiovani ATP zadny vliv. Tyto vysledky znaci, Ze exocytdza
se bud cirkadidannich rytm( v ATP gliotransmisi nedcastni nebo muzZe byt v pfipadé potreby nahrazena

jinym mechanismem (Marpegan et al., 2011).

Mezi predpokladané funkce ATP patfi vyvolani transmise vapnikovych vin a zprostfedkovani
intercelularni signalizace mezi astrocyty a neurony (viz 3.2.2). Objev rytmické podstaty gliotransmise
dal vzniknout predpokladim, Ze by ATP mohl fungovat jako jeden z prvkl regulujicich aktivitu
a pripadné i synchronizaci bunék SCN (Womac et al.,, 2009). Pro synchronizaci astrocytarnich
cirkadidnnich rytmQ vsak tento predpoklad neplati, jak prokazal ve svém pokusu Marpegan et al.
(2011). V astrocytech s blokovanou IP3 signalizaci, ktera vede ke ztraté rytmu ATP gliotransmise, totiz
probihd normalini cirkadianni exprese hodinovych genl. Neni vsak vylouceno, Ze astrocyty
produkovany ATP nebo jeho metabolity mohou slouZit jako astrocytarni cirkadianni vystup a ovliviiovat
jiné typy bunék, nebot receptory pro ATP se hojné nachazi v neuronech i gliovych burikach v celém

objemu mozku (Burnstock & Knight, 2004).

4.2.2 Rytmy v absorpci a uvolfiovani glutamatu

Cirkadianni rytmus v absorpci glutamatu kortikalnimi astrocyty byl zkouman na kultivovanych
astrocytech z mysi s rliznymi cirkadiannimi genotypy. Bylo zjisténo, Ze absorpce glutamatu je vyrazné
redukovéna v pfipadé mutaci v hodinovych genech Clock a Per2. Absence funkénich genti Clock a Npas2
(ale jiz ne Per2) rovnéi negativné ovlivnila mnozZstvi mRNA i hladinu proteinli glutamatového
transportéru astrocytl GLAST, ktery se procesu absorpce Ucastni. Klicovym zjisténim téchto pokusi
a porovnani s WT modely bylo, Ze a¢ je glutamdatova absorpce v kortikdlnich astrocytech zavisla
na hodinovych genech, nevykazuje Zadné rytmické fluktuace v case. Tyto vysledky dokazuji

necirkadidnni charakter absorpce in vitro, zaroven ale nezavrhuji moznost, Ze by rytmické vzorce mohla
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vykazovat vin vivo podminkach. Prokazatelné je vSak modulovana hodinovymi geny a jejich
proteinovymi produkty, které s nejvétSi pravdépodobnosti ovliviiuji transkripci genl ¢i stabilitu

proteind zapojenych do astrocytarni absorpce glutamatu (Beaulé et al., 2009).

Studie autor( Leone et al. (2015) se zaméfila na astrocyty v kulturdch SCN. Hypotéza pro tuto
studii vychazela z predpokladu, Ze glutamatergni vedeni informace o svétle do SCN indukuje
v astrocytech SCN zvySenou miru absorpce glutamatu i jeho premény na glutamin a naopak tma
povede ke sniZeni téchto procesl. Pro ovéreni této hypotézy byla mérena mira astrocytarni absorpce
glutamatu v rlznych svételnych podminkach. VLD (light-dark) podminkach byla zaznamenana
vySsi absorpce glutamatu béhem svételné faze dne neZz ve tmé, v DD (dark-dark) podminkach
naopak nebyly zaznamenadny Zadné zmény v absorpci mezi subjektivni noci a dnem. Absorpce
glutamatu v SCN tedy vykazuje denni, ale nikoli cirkadianni rytmy (Leone et al., 2015). Dalsi pokus byl
zaméren na glutaminovou syntetazu, ktera katalyzuje konverzi glutamatu na glutamin a Ucastni se tak
intracelularniho metabolismu astrocytll. Byly pozorovany signifikantni rozdily v aktivité glutaminové
syntetdzy béhem dne a noci (s vyssi aktivitou béhem svételné faze) a to vLD i DD podminkach.
Glutaminova syntetaza tedy je regulovana cirkadidannim systémem a jeji aktivita je zvySena béhem
subjektivniho dne (Leone et al.,, 2015). Tyto vysledky potvrzuji denni i cirkadidanni regulaci
astrocytarniho glutamatového metabolismu a spolu se zavéry studie autorl Beaulé et al. (2009)
dokazuji, Ze absorpce glutamatu astrocyty z rliznych mozkovych oblasti obecné nepodléha cirkadianni

regulaci souvisejici s astrocytarnimi molekularnimi hodinami.

V ramci studie autor(l Brancaccio et al. (2017) byla v fezech SCN provadéna dlouhodoba
detekce hladin cytoplazmatického Ca®', ktera odhalila antifazické cirkadidnni rytmy ve fluktuaci
neuronalni a astrocytarni [Ca%"].. Oscilace [Ca%']. v astrocytech byly navic synchronizovany s rytmy
v hladinach extraceluldrniho glutamatu (Glu. ), ktery patfi mezi hlavni gliotransmitery. Pro potvrzeni,
Ze Glue pochazi z astrocytl a fluktuace v jeho hladinach jsou tim padem dlsledkem cirkadiannich rytm
v glutamatové gliotransmisi, byly zvoleny tfi strategie. Nejprve bylo dokazano, Ze Glu. osciluje v SCN
po neomezené dlouhou dobu i v médiu bez exogenniho zdroje Glu, coZ znadi jeho astrocytarni plivod,
nebot neurony glutamat syntetizovat de novo neumi (Cesar & Hamprecht, 1995; Gamberino et al.,
1997). Dale byla pomoci methionin sulfoximinu (MSO) narusena aktivita glutaminové syntetazy, ktera
je v mozku exprimovana zejména v astrocytech (Norenberg, 1979). Blokace GS nejprve zvysila hladinu
cytoplazmatického Glu v astrocytech a potazmo zvysila i miru jeho uvolfiovani do extracelularniho
prostiedi. Jesté zajimavéjsim zjisténim tohoto pokusu bylo, Ze zvysSeni hladiny Glu. bylo doprovazeno
tlumenim rytmd v Per2'“c expresi, co? znaéi, Ze astrocytarni regulace Glue je kliova pro zachovani
rytmicity v SCN. V ramci posledni strategie byly prostfednictvim selektivni apoptdzy v kulturach
odstranény astrocytarni ¢i neuronalni bunky. Pfi absenci astrocytd hladina Glue poklesla, pfi absenci
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neuronll naopak doslo kjejimu zvySeni. Tyto vysledky potvrdily astrocytarni plvod Glu. a také
poukazaly na moZnou dlleZitost absorpce Glu neurony. Glutamatova absorpce a jeji dopady byly
nasledné zkoumany v experimentech, ve kterych byly inhibovany glutamdtové transportéry u gliovych
bunék (EAAT1, EAAT2) a neuronid (EAAT3). V pfipadé inhibice gliovych EAAT nebyly zaznamenany
74dné zmény v rytmech Per2t“c exprese v SCN, inhibice neurondlnich EAAT v$ak vedla k dramatické
redukci Per2“c oscilaci. Oscilace Glue jsou tudiZ generovany pomoci rytma v glutamatové gliotransmisi
a neuronalni absorpci Glu, pricemZ blokace této absorpce zplsobi desynchronizaci bunécnych

oscilatord SCN a tim narusi jeho cirkadianni rytmy (Brancaccio et al., 2017).

Po prokazani ucasti astrocytd na udrZovani rytmicity SCN byl podroben zkoumani
mechanismus jejich plsobeni. Na zakladé vysledkd byl vytvofen model astrocyto-neuronalni regulace
cirkadidnniho systému (Obr. 7). BEhem cirkadianni noci SCN astrocyty vykazuji vysoké hladiny Ca%*
a do extracelularniho prostoru uvoliuji velké mnoZstvi glutamatu, ktery aktivuje NR2C podjednotky
NMDA receptorll presynaptickych zakonceni neuront. Aktivace NR2C nasledné umozZni uvolfiovani
inhibi¢niho neurotransmiteru GABA, ktery zprostfedkuje inhibici postsynaptickych neurond a tlumeni
neuronalni aktivity v pribéhu noci. Opacny scénar plati béhem cirkadianniho dne, kdy je hladina Glu

redukovana snizenou mirou astrocytarniho uvolfiovani Glu a jeho intenzivni absorpci neurony. Tim

je redukovana i GABAergni neurotransmise, coZ opét umozni aktivaci neuront (Brancaccio et al., 2017).

Astrocyty by tak mohly slouzit jako zdroj inhibi¢niho signalu potfebného pro vnitini
synchronizaci bunécnych oscilatord v mozku a ¢asova segregace astrocytarni a neuronalni aktivity jako
adaptace pro zvySovani presnosti cirkadidannich rytmu v obalové c¢asti SCN. Tento model demonstruje
Cisté cirkadianni roli astrocytl a dokazuje, Ze astrocyty spolecné s neurony vyznamné ovliviuji hlavni
oscilator savct lokalizovany v SCN a diky této funkci hraji nezastupitelnou roli v udrzovani cirkadiannich

rytm0 (Brancaccio et al., 2017).
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Obr. 7: Grafické zndzornéni navrhovaného modelu pro astrocyto-neuronalni regulaci cirkadianniho

systému. (Prevzato a upraveno dle Brancaccio et al., 2017)

4.3 Intracelularni faktory ovlivAiujici rytmicitu v astrocytech

Sohledem na komplexitu molekuldrnich pochodll sdruzenych sastrocyty je velmi
pravdépodobné, Ze budou astrocytarni rytmy in vivo ovliviiovany mnoha faktory. Ackoliv je toto téma
prozatim relativné neobjasnéné, mezi zndmé reguldtory rytm0 astrocytl patfi vasoaktivni intestindini

polypeptid (VIP) a tumor necrosis factor a (TNFay).

V primarnich kulturdch astrocytl bylo pozorovano spontanni tlumeni cirkadiannich rytma
genové exprese hodinovych gen(, které vedlo k vymizeni rytmicity pfiblizné do tydne od vyseti dané
kultury. MoZnou pfic¢inou tohoto vyvoje byla desynchronizace v rdmci populace osciladtord nebo ztrata
rytmicity jednotlivych bunék. Vymizeni rytm( bylo moZno zabranit kokultivaci s burikami SCN, pficemz
kokultivace s kortikalnimi burikami na astrocyty podobny efekt neméla (Prolo et al., 2005),

coz dokazuje dulezitost specifickych signalli z SCN pro synchronizaci a udrZovani rytmicity astrocytd.

Ukazuje se, Ze timto signalnim faktorem by mohl byt neuropeptid VIP. VIP je produkovany
neurony SCN (Abrahamson & Moore, 2001) a zdroven je prokazatelné nezbytny pro jejich synchronizaci
(Aton et al., 2005). V pokusech s kultivovanymi astrocyty z mysi s indukovanym bioluminiscen¢nim
reportérem hodinového genu Per2 (Per2'c) bylo pozorovano, Ze je VIP schopen obnovit rytmy
v spontanné utlumenych kulturach (Obr. 8) a jeho pravidelné podavani dokaze astrocyty in vitro
synchronizovat (Marpegan et al., 2009). Silny efekt VIP na cirkadidnni rytmy astrocytl mize

byt dasledkem zvySeni exprese hodinovych genll nebo resynchronizace asynchronnich astrocyt(,
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pfipadné kombinaci obojiho. Ve vsech pfipadech tyto vysledky naznacuji, Zze VIP je potencidlni
synchronizujici faktor astrocytl a velmi pravdépodobné zprostfedkovava neuro-gliovou komunikaci

in vivo (Marpegan et al., 2009).
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Obr. 8: Znazornéni ucinkli VIP na astrocytarni kultury. Graf zobrazuje normalizované amplitudy
bioluminiscencnich rytm0 v kulturdch astrocytll pred a po podani VIP. Zména charakteru oscilaci

indukovana plsobenim VIP je oznacena Sipkou. (Pfevzato a upraveno dle Marpegan et al., 2009).

Dalsi faktory, které mohou ovliviiovat cirkadianni rytmy astrocytd, jsou molekuly asociované
s imunitnim systémem. Mezi cirkadidnnim a imunitnim systémem probiha vzdjemna kooperace,
v ramci které cirkadianni systém reguluje imunitni funkce a naopak slozky imunitniho systému silné
ovliviuji cirkadianni rytmy (Cermakian et al., 2013). Odpovéd astrocytl na imunitni stimul, konkrétné
na prozanétlivy cytokin TNF-a, byla zkoumdéna na kultufe SCN astrocyt( z Per2"c mysi. V sérii pokus(
bylo prokazano, Zze TNF-a indukuje zmény v molekularnich hodinach SCN astrocytll modulaci exprese
hodinového genu Per2. Astrocyty vystavené pulsobeni TNF-a jsou nasledné schopné wvyvolat
zmény exprese hodinovych genl v jinych bunécnych typech a navodit fazové posuny v hlavnim
cirkadiannim oscilatoru (Duhart et al., 2013). Cytokin TNF-a se tak fadi mezi regulatory astrocytarnich
cirkadiannich rytmG a odkryvd moZnou roli SCN astrocytl jako prostfednikd v komunikaci

mezi imunitnim a cirkadidannim systémem.

4.4 Vyznam cirkadiannich hodin astrocytd

Jednou z nejzajimavéjsich funkci, ktera byla cirkadiannim rytmdm astrocytl pfisouzena, je pfima
Ucast na fungovani hlavniho cirkadidnniho oscilatoru. DileZitost gliovych bunék pro spravnou funkci
SCN je predpokladana jiz od 90. let, kdy studie autor( Prosser et al. (1994) zkoumala vliv glii na in vitro

cirkadianni rytmy neurondlni aktivity a in vivo behavioralni rytmy pokusnych zvitat. V ramci
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experimentl byly pouZity latky blokujici gap junctions a také latka fluorocitrat, ktera skrz blokaci
Krebsova cyklu inhibuje gliovy metabolismus (Swanson & Graham, 1994). Vysledky studie prokazaly,
Ze naruSeni fyziologickych procest v gliovych bunkich vede ke zménam cirkadidnniho vzorce

neuronalni aktivity a k behavioralni arytmicité zvifat (Prosser et al., 1994).

Skutecnou povahu ucasti glii na fungovani cirkadiannich hodin SCN odhalil jiz zmifiovany
Brancaccio et al. (2017), ktery predstavil SCN astrocyty jako rovnocenné partnery SCN neuron( a navrhl
model neuro-astrocytarni regulace cirkadiannich rytm0 (viz 4.2.2). Ve svém recentnéjSim vyzkumu
navic dokdzal, Ze v pfipadé absence neurondlnich hodin jsou astrocyty schopny autonomné fidit
molekularni oscilace v SCN a cirkadianni rytmy v chovani zvifecich modeld. V rdmci experiment( byl
vyuzit pristup bunécné specifického obnoveni exprese Cryl v SCN mysi s nefunkénimi Cry geny a tim
i nefunkénimi molekuldrnimi hodinami. Navozenim exprese Cry1 v astrocytech bylo mozno indukovat
cirkadidnni expresi Per2'“c vSCN a rytmické vzorce vlokomoci u plvodné arytmickych mysi.
Mechanismus stojici za plsobenim astrocytll jako generatorl cirkadiannich rytma spociva v obnoveni
rytmické exprese hodinovych genli neurontl prostfednictvim regulace cirkadiannich oscilaci neuronalni

[Ca?*]., pFicemZ dlleZitou roli opét zastdva glutamatova gliotransmise (Brancaccio et al., 2019).

Novéjsi studie dokazuji, Ze astrocytarni hodiny ovliviiuji i celou fadu dalSich procest. Jako pfiklad
mUze slouZit vliv na energeticky metabolismus a délku Zivotnosti, ktery se u mysich model( projevi
pfi astrocytarni deleci hodinového genu Bmall (Barca-Mayo et al., 2020). V disledku delece tohoto
hodinového genu dochazi k astrogliéze — bunéénym zménam nastavajicim v astrocytech v reakci
na poskozeni ¢i nemoc CNS (Sofroniew, 2014) — a apoptdze hypotalamickych astrocytl, coz ma
za nasledek zmény v hypotalamickych funkcich. Ty se mohou projevit zménami v metabolismu
a zvySené télesné hmotnosti, které byly spolu s kratsi Zivotnosti pozorovany u zkoumanych zvitecich
modell. Spolecné tyto vysledky naznacuji, Ze by delece Bmall v astrocytech mohla vést

k pfedcasnému starnuti (Barca-Mayo et al., 2020).
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5 Zaver

Primym ddkazem existence cirkadidnniho systému astrocytl je pozorovani rytmické exprese
hodinovych genl v astrocytarnich kulturach. Astrocyty tudiz disponuji molekuldrnim cirkadidannim
mechanismem, ktery se dale projevuje napfiklad rytmickou produkci a distribuci proteinu GFAP,

oscilacemi v proteinovych hladindch glutamatového transportéru GLAST nebo rytmickou aktivitou

glutaminové syntetazy.

Také proces gliotransmise, pri kterém dochazi k uvolfiovani gliotransmiter(i do extracelularniho
prostredi, podléha cirkadianni kontrole. Rytmické oscilace byly pozorovany ve vylevu ATP i glutamatu,
coz dokazuje cirkadianni charakter astrocyto-neuronalni komunikace. Pravé glutamatové gliotransmisi
byl v této souvislosti pfisouzen velmi zajimavy fyziologicky vyznam v podobé Ucasti na generovani

a udrzovani rytmu v hlavnim cirkadiannim osciladtoru a potazmo i v celém organismu.

Bylo zjisténo, Ze zapojeni astrocytll do ustanoveni cirkadianni rytmicity SCN probiha zejména
béhem cirkadianni noci. Tehdy astrocyty do extracelularniho prostfedi uvolfuji velké mnozstvi
glutamatu, ktery nasledné indukuje GABAergni neurotransmisi. V dusledku plsobeni tohoto
inhibiéniho neurotransmiteru dochazi k tlumeni aktivity SCN neurond. Béhem cirkadianniho dne
naopak mnoiZstvi extracelularniho glutamatu vlivem snizené miry gliotransmise a zvySené miry
neuronalni absorpce znac¢né klesa a aktivita neuron( se zvysuje. Tato forma nocni inhibi¢ni signalizace
hraje roli vinterni synchronizaci jednotlivych bunéénych oscilatord v SCN, kterda je nezbytnym
predpokladem spravné funkce SCN. Astrocyty tak vyznamné reguluji hlavni cirkadidnni oscilator a jeho
chod navic dokdzi zachovat i v nepfitomnosti neuronalnich hodin. Diky témto vlastnostem predstavuji

astrocyty kli¢ové prvky pro fungovani cirkadianniho systému.

Vliv astrocytarnich hodin je vsak patrny i v fadé jinych fyziologickych procesl, mezi které patfi
regulace energetického metabolismu nebo délky Zivotnosti. Astrocyty a jejich cirkadianni hodiny,
které byly dfive vnimany spiSe jako nepfiliS podstatnd soucdst naseho cirkadidanniho systému,

tak bezpochyby vykondvaji mnohem dlezitéjsi a zajimavéjsi funkce, nez by se plivodné mohlo zdat.

23



6 Seznam literatury

*Abbracchio, M. P., Burnstock, G., Verkhratsky, A., & Zimmermann, H. (2009). Purinergic signalling
in the nervous system: an overview. Trends in Neurosciences, 32(1), 19-29.
https://doi.org/10.1016/j.tins.2008.10.001

Abrahamson, E. E., & Moore, R. Y. (2001). Suprachiasmatic nucleus in the mouse: retinal innervation,
intrinsic organization and efferent projections. Brain Research, 916(1-2), 172—-191.
https://doi.org/10.1016/s0006-8993(01)02890-6

Aguado, F., Espinosa-Parrilla, J. F., Carmona, M. A,, & Soriano, E. (2002). Neuronal activity regulates
correlated network properties of spontaneous calcium transients in astrocytes in situ. Journal of
Neuroscience, 22(21), 9430-9444. https://doi.org/10.1523/jneurosci.22-21-09430.2002

*Agulhon, C., Petravicz, J., McMullen, A. B., Sweger, E. J., Minton, S. K., Taves, S. R., Casper, K. B.,
Fiacco, T. A., & McCarthy, K. D. (2008). What Is the Role of Astrocyte Calcium
in Neurophysiology? Neuron, 59(6), 932—946. https://doi.org/10.1016/j.neuron.2008.09.004

Akashi, M., Tsuchiya, Y., Yoshino, T., & Nishida, E. (2002). Control of Intracellular Dynamics of
Mammalian Period Proteins by Casein Kinase | € (CKlg) and CKI16 in Cultured Cells. Molecular and
Cellular Biology, 22(6), 1693—1703. https://doi.org/10.1128/mcb.22.6.1693-1703.2002

*Alam, J., & Cook, J. L. (1990). Reporter genes: Application to the study of mammalian gene
transcription. Analytical Biochemistry, 188(2), 245—254. https://doi.org/10.1016/0003-
2697(90)90601-5

Andersson, M., Blomstrand, F., & Hanse, E. (2007). Astrocytes play a critical role in transient
heterosynaptic depression in the rat hippocampal CA1 region. Journal of Physiology, 585(3),
843—852. https://doi.org/10.1113/jphysiol.2007.142737

Araque, A, Li, N., Doyle, R. T., & Haydon, P. G. (2000). SNARE protein-dependent glutamate release
from astrocytes. Journal of Neuroscience, 20(2), 666—673. https://doi.org/10.1523/jneurosci.20-
02-00666.2000

Araque, A., Parpura, V., Sanzgiri, R. P., & Haydon, P. G. (1998). Glutamate-dependent astrocyte
modulation of synaptic transmission between cultured hippocampal neurons. European Journal
of Neuroscience, 10(6), 2129-2142. https://doi.org/10.1046/j.1460-9568.1998.00221.x

*Araque, A., Parpura, V., Sanzgiri, R. P., & Haydon, P. G. (1999). Tripartite synapses: Glia, the
unacknowledged partner. Trends in Neurosciences, 22(5), 208-215.
https://doi.org/10.1016/50166-2236(98)01349-6

Asher, G., Reinke, H., Altmeyer, M., Gutierrez-Arcelus, M., Hottiger, M. O., & Schibler, U. (2010).
Poly(ADP-Ribose) Polymerase 1 Participates in the Phase Entrainment of Circadian Clocks to
Feeding. Cell, 142(6), 943-953. https://doi.org/10.1016/j.cell.2010.08.016

Ashton, R. S., Conway, A., Pangarkar, C., Bergen, J., Lim, K.-I., Shah, P., Bissell, M., & Schaffer, D. V.
(2012). Astrocytes regulate adult hippocampal neurogenesis through ephrin-B signaling. Nature
Neuroscience, 15(10), 1399-1406. https://doi.org/10.1038/nn.3212

Aton, S. J., Colwell, C. S., Harmar, A. J., Waschek, J., & Herzog, E. D. (2005). Vasoactive intestinal
polypeptide mediates circadian rhythmicity and synchrony in mammalian clock neurons. Nature
Neuroscience, 8(4), 476-483. https://doi.org/10.1038/nn1419

24



*Bagur, R., & Hajndczky, G. (2017). Intracellular Ca2+ Sensing: Its Role in Calcium Homeostasis and
Signaling. Molecular Cell, 66(6), 780—788. https://doi.org/10.1016/j.molcel.2017.05.028

Balsalobre, A., Brown, S. A., Marcacci, L., Tronche, F., Kellendonk, C., Reichardt, H. M., Schutz, G., &
Schibler, U. (2000). Resetting of circadian time in peripheral tissues by glucocorticoid signaling.
Science, 289(5488), 2344—2347. https://doi.org/10.1126/science.289.5488.2344

Barca-Mayo, O., Boender, A. J., Armirotti, A., & De Pietri Tonelli, D. (2020). Deletion of astrocytic
BMAL1 results in metabolic imbalance and shorter lifespan in mice. Glia, 68(6), 1131-1147.
https://doi.org/10.1002/glia.23764

Beaulé, C., Swanstrom, A, Leone, M. J., & Herzog, E. D. (2009). Circadian modulation of gene
expression, but not glutamate uptake, in mouse and rat cortical astrocytes. PLoS ONE, 4(10).
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0007476

*Berridge, M. J., Lipp, P., & Bootman, M. D. (2000). The versatility and universality of calcium
signalling. Nature Reviews Molecular Cell Biology, 1(1), 11-21.
https://doi.org/10.1038/35036035

Berson, D. M., Dunn, F. A, & Takao, M. (2002). Phototransduction by retinal ganglion cells that set
the circadian clock. Science, 295(5557), 1070-1073. https://doi.org/10.1126/science.1067262

Biber, K., Laurie, D. J., Berthele, A., Sommer, B., Tolle, T. R., Gebicke-Harter, P. J., Van Calker, D., &
Boddeke, H. W. G. M. (1999). Expression and signaling of group | metabotropic glutamate
receptors in astrocytes and microglia. Journal of Neurochemistry, 72(4), 1671-1680.
https://doi.org/10.1046/j.1471-4159.1999.721671.x

Brancaccio, M., Edwards, M. D., Patton, A. P., Smyllie, N. J., Chesham, J. E., Maywood, E. S., &
Hastings, M. H. (2019). Cell-autonomous clock of astrocytes drives circadian behavior in
mammals. Science, 363(6423), 187-192. https://doi.org/10.1126/science.aat4104

Brancaccio, M., Patton, A. P., Chesham, J. E., Maywood, E. S., & Hastings, M. H. (2017). Astrocytes
Control Circadian Timekeeping in the Suprachiasmatic Nucleus via Glutamatergic Signaling.
Neuron, 93(6), 1420-1435.e5. https://doi.org/10.1016/j.neuron.2017.02.030

*Brenna, A., & Albrecht, U. (2020). Phosphorylation and Circadian Molecular Timing. Frontiers in
Physiology, 11(November), 1-19. https://doi.org/10.3389/fphys.2020.612510

Brown, S. A., Zumbrunn, G., Fleury-Olela, F., Preitner, N., & Schibler, U. (2002). Rhythms of
mammalian body temperature can sustain peripheral circadian clocks. Current Biology, 12(18),
1574-1583. https://doi.org/10.1016/50960-9822(02)01145-4

*Burnstock, G., & Knight, G. E. (2004). Cellular distribution and functions of P2 receptor subtypes in
different systems. International Review of Cytology, 240, 31-304.
https://doi.org/10.1016/5S0074-7696(04)40002-3

Cardone, L., Hirayama, J., Giordano, F., Tamaru, T., Palvimo, J. J., & Sassone-Corsi, P. (2005). Cell
biology: Circadian clock control by SUMOylation of BMAL1L. Science, 309(5739), 1390-1394.
https://doi.org/10.1126/science.1110689

*Cermakian, N., Lange, T., Golombek, D., Sarkar, D., Nakao, A., Shibata, S., & Mazzoccoli, G. (2013).
Crosstalk between the circadian clock circuitry and the immune system. Chronobiology
International, 30(7), 870—888. https://doi.org/10.3109/07420528.2013.782315

25



Cesar, M., & Hamprecht, B. (1995). Immunocytochemical Examination of Neural Rat and Mouse
Primary Cultures Using Monoclonal Antibodies Raised Against Pyruvate Carboxylase. Journal of
Neurochemistry, 64(5), 2312-2318. https://doi.org/10.1046/j.1471-4159.1995.64052312.x

Cheng, H.-Y. M., Papp, J. W., Varlamova, O., Dziema, H., Russell, B., Curfman, J. P., Nakazawa, T.,
Shimizu, K., Okamura, H., Impey, S., & Obrietan, K. (2007). microRNA modulation of circadian-
clock period and entrainment. Neuron, 54(5), 813—-829.
https://doi.org/10.1016/j.neuron.2007.05.017

Choi, H. B., Gordon, G. R. J., Zhou, N, Tai, C., Rungta, R. L., Martinez, J., Milner, T. A., Ryu, J. K,,
MclLarnon, J. G., Tresguerres, M., Levin, L. R., Buck, J., & MacVicar, B. A. (2012). Metabolic
Communication between Astrocytes and Neurons via Bicarbonate-Responsive Soluble Adenylyl
Cyclase. Neuron, 75(6), 1094—1104. https://doi.org/10.1016/j.neuron.2012.08.032

*Clapham, D. E. (2007). Calcium Signaling. Cell, 131(6), 1047-1058.
https://doi.org/10.1016/j.cell.2007.11.028

Coco, S., Calegari, F., Pravettoni, E., Pozzi, D., Taverna, E., Rosa, P., Matteoli, M., & Verderio, C.
(2003). Storage and release of ATP from astrocytes in culture. Journal of Biological Chemistry,
278(2), 1354-1362. https://doi.org/10.1074/jbc.M209454200

Covelo, A., & Araque, A. (2018). Neuronal activity determines distinct gliotransmitter release from a
single astrocyte. ELife, 7, 1-19. https://doi.org/10.7554/elLife.32237

*Cox, K. H., & Takahashi, J. S. (2019). Circadian clock genes and the transcriptional architecture of the
clock mechanism. Journal of Molecular Endocrinology, 63(4), R93—R102.
https://doi.org/10.1530/JME-19-0153

Czeisler, C. A., Richardson, G. S., Zimmerman, J. C., Moore-Ede, M. C., & Weitzman, E. D. (1981).
Entrainment of human circadian rhythms by light-dark cycles: a reassessment. Photochemistry
and Photobiology, 34(2), 239-247. https://doi.org/10.1111/j.1751-1097.1981.tb08993.x

De la Fuente, S., Fonteriz, R. |, Montero, M., & Alvarez, J. (2013). Ca2+ homeostasis in the
endoplasmic reticulum measured with a new low-Ca2+-affinity targeted aequorin. Cell Calcium,
54(1), 37-45. https://doi.org/10.1016/j.ceca.2013.04.001

Di Castro, M. A., Chuquet, J., Liaudet, N., Bhaukaurally, K., Santello, M., Bouvier, D., Tiret, P., &
Volterra, A. (2011). Local Ca2+ detection and modulation of synaptic release by astrocytes.
Nature Neuroscience, 14(10), 1276-1284. https://doi.org/10.1038/nn.2929

Duffield, G. E., Best, J. D., Meurers, B. H., Bittner, A., Loros, J. J., & Dunlap, J. C. (2002). Circadian
programs of transcriptional activation, signaling, and protein turnover revealed by microarray
analysis of mammalian cells. Current Biology, 12(7), 551-557. https://doi.org/10.1016/S0960-
9822(02)00765-0

Duhart, J. M., Leone, M. J., Paladino, N., Evans, J. A., Castanon-Cervantes, O., Davidson, A. J., &
Golombek, D. A. (2013). Suprachiasmatic Astrocytes Modulate the Circadian Clock in Response
to TNF-a. The Journal of Immunology, 191(9), 4656—4664.
https://doi.org/10.4049/jimmunol.1300450

*Durkee, C. A., & Araque, A. (2019). Diversity and Specificity of Astrocyte—neuron Communication.
Neuroscience, 396, 73—78. https://doi.org/10.1016/j.neuroscience.2018.11.010

Eide, E. J., Woolf, M. F., Kang, H., Woolf, P., Hurst, W., Camacho, F., Vielhaber, E. L., Giovanni, A., &
Virshup, D. M. (2005). Control of Mammalian Circadian Rhythm by CKle-Regulated Proteasome-

26


https://doi.org/10.1111/j.1751-1097.1981.tb08993.x

Mediated PER2 Degradation. Molecular and Cellular Biology, 25(7), 2795-2807.
https://doi.org/10.1128/mcb.25.7.2795-2807.2005

Evans, J. A., Suen, T. C,, Callif, B. L., Mitchell, A. S., Castanon-Cervantes, O., Baker, K. M., Kloehn, .,
Baba, K., Teubner, B. J. W., Ehlen, J. C,, Paul, K. N., Bartness, T. J., Tosini, G., Leise, T., &
Davidson, A. J. (2015). Shell neurons of the master circadian clock coordinate the phase of
tissue clocks throughout the brain and body. BMC Biology, 13(1), 1-15.
https://doi.org/10.1186/s12915-015-0157-x

Fellin, T., Pascual, O., Gobbo, S., Pozzan, T., Haydon, P. G., & Carmignoto, G. (2004). Neuronal
synchrony mediated by astrocytic glutamate through activation of extrasynaptic NMDA
receptors. Neuron, 43(5), 729-743. https://doi.org/10.1016/j.neuron.2004.08.011

Fiacco, T. A., & McCarthy, K. D. (2004). Intracellular Astrocyte Calcium Waves In Situ Increase the
Frequency of Spontaneous AMPA Receptor Currents in CA1 Pyramidal Neurons. Journal of
Neuroscience, 24(3), 722—732. https://doi.org/10.1523/INEUROSCI.2859-03.2004

Fiacco, T. A., & McCarthy, K. D. (2018). Multiple Lines of Evidence Indicate That Gliotransmission
Does Not Occur under Physiological Conditions. The Journal of Neuroscience : The Official
Journal of the Society for Neuroscience, 38(1), 3—13. https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.0016-
17.2017

*Filipowicz, W., Bhattacharyya, S. N., & Sonenberg, N. (2008). Mechanisms of post-transcriptional
regulation by microRNAs: Are the answers in sight? Nature Reviews Genetics, 9(2), 102-114.
https://doi.org/10.1038/nrg2290

Fujii, Y., Maekawa, S., & Morita, M. (2017). Astrocyte calcium waves propagate proximally by gap
junction and distally by extracellular diffusion of ATP released from volume-regulated anion
channels. Scientific Reports, 7(1), 1-15. https://doi.org/10.1038/s41598-017-13243-0

Gamberino, W. C., Berkich, D. A,, Lynch, C. J., Xu, B., & LaNoue, K. F. (1997). Role of pyruvate
carboxylase in facilitation of synthesis of glutamate and glutamine in cultured astrocytes.
Journal of Neurochemistry, 69(6), 2312—2325. https://doi.org/10.1046/j.1471-
4159.1997.69062312.x

Gekakis, N., Staknis, D., Nguyen, H. B., Davis, F. C., Wilsbacner, L. D., King, D. P., Takahashi, J. S., &
Weitz, C. J. (1998). Role of the CLOCK protein in the mammalian circadian mechanism. Science,
280(5369), 1564—1569. https://doi.org/10.1126/science.280.5369.1564

Golovina, V. A. (2005). Visualization of localized store-operated calcium entry in mouse astrocytes.
Close proximity to the endoplasmic reticulum. Journal of Physiology, 564(3), 737-749.
https://doi.org/10.1113/jphysiol.2005.085035

Grundschober, C., Delaunay, F., Piihlhofer, A., Triqueneaux, G., Laudet, V., Bartfai, T., & Nef, P.
(2001). Circadian Regulation of Diverse Gene Products Revealed by mRNA Expression Profiling
of Synchronized Fibroblasts. Journal of Biological Chemistry, 276(50), 46751-46758.
https://doi.org/10.1074/jbc.M107499200

Guillaumond, F., Dardente, H., Giguére, V., & Cermakian, N. (2005). Differential control of Bmall
circadian transcription by REV-ERB and ROR nuclear receptors. Journal of Biological Rhythms,
20(5), 391-403. https://doi.org/10.1177/0748730405277232

Guler, A. D., Ecker, J. L., Lall, G. S., Haq, S., Altimus, C. M., Liao, H. W., Barnard, A. R., Cahill, H., Badea,
T. C., Zhao, H., Hankins, M. W., Berson, D. M., Lucas, R. J., Yau, K. W., & Hattar, S. (2008).

27



Melanopsin cells are the principal conduits for rod-cone input to non-image-forming vision.
Nature, 453(7191), 102—-105. https://doi.org/10.1038/nature06829

Guthrie, P. B., Knappenberger, J., Segal, M., Bennett, M. V. L., Charles, A. C., & Kater, S. B. (1999). ATP
released from astrocytes mediates glial calcium waves. Journal of Neuroscience, 19(2), 520-528.
https://doi.org/10.1523/jneurosci.19-02-00520.1999

*Halassa, M. M., Fellin, T., & Haydon, P. G. (2007). The tripartite synapse: roles for gliotransmission in
health and disease. Trends in Molecular Medicine, 13(2), 54—63.
https://doi.org/10.1016/j.molmed.2006.12.005

Halassa, M. M., Fellin, T., Takano, H., Dong, J. H., & Haydon, P. G. (2007). Synaptic islands defined by
the territory of a single astrocyte. Journal of Neuroscience, 27(24), 6473-6477.
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.1419-07.2007

Hannibal, J., Mgller, M., Ottersen, O. P., & Fahrenkrug, J. (2000). PACAP and glutamate are co-stored
in the retinohypothalamic tract. Journal of Comparative Neurology, 418(2), 147-155.
https://doi.org/10.1002/(sici)1096-9861(20000306)418:2<147::aid-cne2>3.0.c0;2-%23

*Harada, K., Kamiya, T., & Tsuboi, T. (2015). Gliotransmitter Release from Astrocytes: Functional,
Developmental, and Pathological Implications in the Brain. Frontiers in Neuroscience, 9, 499.
https://doi.org/10.3389/fnins.2015.00499

*Harmer, S. L., Panda, S., & Kay, S. A. (2001). Molecular bases of circadian rhythms. Annual Review of
Cell and Developmental Biology, 17(May), 215-253.
https://doi.org/10.1146/annurev.cellbio.17.1.215

Heithoff, B. P., George, K. K., Phares, A. N., Zuidhoek, I. A., Munoz-Ballester, C., & Robel, S. (2021).
Astrocytes are necessary for blood—brain barrier maintenance in the adult mouse brain. Glia,
69(2), 436—-472. https://doi.org/10.1002/glia.23908

*Hertz, L. (2006). Glutamate, a neurotransmitter-And so much more. A synopsis of Wierzba Ill.
Neurochemistry International, 48(6—7), 416—425. https://doi.org/10.1016/j.neuint.2005.12.021

Herzog, E. D., Aton, S. J., Numano, R., Sakaki, Y., & Tei, H. (2004). Temporal Precision in the
Mammalian Circadian System: A Reliable Clock from Less Reliable Neurons. Journal of Biological
Rhythms, 19(1), 35-46. https://doi.org/10.1177/0748730403260776

Hirano, A., Yumimoto, K., Tsunematsu, R., Matsumoto, M., Oyama, M., Kozuka-Hata, H., Nakagawa,
T., Lanjakornsiripan, D., Nakayama, K. I., & Fukada, Y. (2013). FBXL21 regulates oscillation of the
circadian clock through ubiquitination and stabilization of cryptochromes. Cell, 152(5), 1106—
1118. https://doi.org/10.1016/j.cell.2013.01.054

Hirase, H., Qian, L., Barthdg, P., & Buzsaki, G. (2004). Calcium dynamics of cortical astrocytic networks
in vivo. PLoS Biology, 2(4), 494—499. https://doi.org/10.1371/journal.pbio.0020096

Hirayama, J., Sahar, S., Grimaldi, B., Tamaru, T., Takamatsu, K., Nakahata, Y., & Sassone-Corsi, P.
(2007). CLOCK-mediated acetylation of BMAL1 controls circadian function. Nature, 450(7172),
1086-1090. https://doi.org/10.1038/nature06394

Huang, N., Chelliah, Y., Shan, Y., Taylor, C. A., Yoo, S. H., Partch, C., Green, C. B., Zhang, H., &
Takahashi, J. S. (2012). Crystal structure of the heterodimeric CLOCK:BMALI1 transcriptional
activator complex. Science, 337(6091), 189-194. https://doi.org/10.1126/science.1222804

28



*llles, P., Burnstock, G., & Tang, Y. (2019). Astroglia-Derived ATP Modulates CNS Neuronal Circuits.
Trends in Neurosciences, 42(12), 885—-898. https://doi.org/10.1016/j.tins.2019.09.006

Innocenti, B., Parpura, V., & Haydon, P. G. (2000). Imaging extracellular waves of glutamate during
calcium signaling in cultured astrocytes. Journal of Neuroscience, 20(5), 1800-1808.
https://doi.org/10.1523/jneurosci.20-05-01800.2000

Inouye, S. T., & Kawamura, H. (1979). Persistence of circadian rhythmicity in a mammalian
hypothalamic “island” containing the suprachiasmatic nucleus. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 76(11), 5962—-5966.
https://doi.org/10.1073/pnas.76.11.5962

Janzer, R. C., & Raff, M. C. (1987). Astrocytes induce blood-brain barrier properties in endothelial
cells. Nature, 325(6101), 253-257. https://doi.org/10.1038/325253a0

Jourdain, P., Bergersen, L. H., Bhaukaurally, K., Bezzi, P., Santello, M., Domercqg, M., Matute, C.,
Tonello, F., Gundersen, V., & Volterra, A. (2007). Glutamate exocytosis from astrocytes controls
synaptic strength. Nature Neuroscience, 10(3), 331-339. https://doi.org/10.1038/nn1849

*Kew, J. N. C., & Kemp, J. A. (2005). lonotropic and metabotropic glutamate receptor structure and
pharmacology. Psychopharmacology, 179(1), 4-29. https://doi.org/10.1007/s00213-005-2200-z

Koike, N., Yoo, S. H., Huang, H. C., Kumar, V., Lee, C., Kim, T. K., & Takahashi, J. S. (2012).
Transcriptional architecture and chromatin landscape of the core circadian clock in mammals.
Science, 338(6105), 349—-354. https://doi.org/10.1126/science.1226339

Kojima, S., Sher-Chen, E. L., & Green, C. B. (2012). Circadian control of mRNA polyadenylation
dynamics regulates rhythmic protein expression. Genes and Development, 26(24), 2724-2736.
https://doi.org/10.1101/gad.208306.112

Kon, N., Sugiyama, Y., Yoshitane, H., Kameshita, |., & Fukada, Y. (2015). Cell-based inhibitor screening
identifies multiple protein kinases important for circadian clock oscillations. Communicative and
Integrative Biology, 8(4), 1-4. https://doi.org/10.4161/19420889.2014.982405

*Korf, H.-W., & von Gall, C. (2016). Circadian Physiology. In D. W. Pfaff & N. D. Volkow (Eds.),
Neuroscience in the 21st Century: From Basic to Clinical (pp. 2203—2239). Springer New York.
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-3474-4_65

Kuchibhotla, K. V, Lattarulo, C. R., Hyman, B. T., & Bacskai, B. J. (2009). Synchronous Hyperactivity
and Intercellular Calcium Waves in Astrocytes in Alzheimer Mice. Science, 323(5918), 1211
1215. https://doi.org/10.1126/science.1169096

Kuga, N., Sasaki, T., Takahara, Y., Matsuki, N., & lkegaya, Y. (2011). Large-scale calcium waves
traveling through astrocytic networks in vivo. Journal of Neuroscience, 31(7), 2607—-2614.
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.5319-10.2011

Kume, K., Zylka, M. J., Sriram, S., Shearman, L. P., Weaver, D. R, Jin, X., Maywood, E. S., Hastings, M.
H., & Reppert, S. M. (1999). mCRY1 and mCRY2 are essential components of the negative limb
of the circadian clock feedback loop. Cell, 98(2), 193-205. https://doi.org/10.1016/S0092-
8674(00)81014-4

*Lalo, U., Pankratov, Y., Parpura, V., & Verkhratsky, A. (2011). lonotropic receptors in neuronal-
astroglial signalling: What is the role of “excitable” molecules in non-excitable cells. Biochimica
et Biophysica Acta - Molecular Cell Research, 1813(5), 992—-1002.
https://doi.org/10.1016/j.bbamcr.2010.09.007

29



Landgraf, D., Wang, L. L., Diemer, T., & Welsh, D. K. (2016). NPAS2 Compensates for Loss of CLOCK in
Peripheral Circadian Oscillators. PLoS Genetics, 12(2), 1-16.
https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1005882

Lavialle, M., & Serviere, J. (1993). Circadian fluctuations in GFAP distribution in the Syrian hamster
suprachiasmatic nucleus. Neuroreport, 4(11), 1243-1246. https://doi.org/10.1097/00001756-
199309000-00008

Lee, B., Aiging Li, Hansen, K. F., Ruifeng Cao, Jae Hwa Yoon, & Obrietan, K. (2010). CREB influences
timing and entrainment of the SCN circadian clock. Journal of Biological Rhythms, 25(6), 410—
420. https://doi.org/10.1177/0748730410381229

Lehman, M. N,, Silver, R., Gladstone, W. R., Kahn, R. M., Gibson, M., & Bittman, E. L. (1987). Circadian
rhythmicity restored by neural transplant. Immunocytochemical characterization of the graft
and its integration with the host brain. Journal of Neuroscience, 7(6), 1626—1638.
https://doi.org/10.1523/jneurosci.07-06-01626.1987

Leone, M. J., Beaule, C., Marpegan, L., Simon, T., Herzog, E. D., & Golombek, D. A. (2015). Glial and
light-dependent glutamate metabolism in the suprachiasmatic nuclei. Chronobiology
International, 32(4), 573-578. https://doi.org/10.3109/07420528.2015.1006328

Leone, M. J., Marpegan, L., Bekinschtein, T. A., Costas, M. A., & Golombek, D. A. (2006).
Suprachiasmatic astrocytes as an interface for immune-circadian signalling. Journal of
Neuroscience Research, 84(7), 1521-1527. https://doi.org/10.1002/jnr.21042

*Leybaert, L., & Sanderson, M. J. (2012). Intercellular Ca2+ waves: Mechanisms and function.
Physiological Reviews, 92(3), 1359-1392. https://doi.org/10.1152/physrev.00029.2011

Li, H., Zhang, S., Zhang, W., Chen, S., Rabearivony, A., Shi, Y., Liu, J., Corton, C. J., & Liu, C. (2020).
Endogenous circadian time genes expressions in the liver of mice under constant darkness. BMC
Genomics, 21(1), 1-12. https://doi.org/10.1186/s12864-020-6639-4

Liu, Q. S., Xu, Q., Arcuino, G., Kang, J., & Nedergaard, M. (2004). Astrocyte-mediated activation of
neuronal kainate receptors. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, 101(9), 3172-3177. https://doi.org/10.1073/pnas.0306731101

Lowrey, P. L., Shimomura, K., Antoch, M. P., Yamazaki, S., Zemenides, P. D., Ralph, M. R., Menaker,
M., & Takahashi, J. S. (2000). Positional syntenic cloning and functional characterization of the
mammalian circadian mutation tau. Science, 288(5465), 483—-491.
https://doi.org/10.1126/science.288.5465.483

*Lowrey, P. L., & Takahashi, J. S. (2004). Mammalian circadian biology: Elucidating genome-wide
levels of temporal organization. Annual Review of Genomics and Human Genetics, 5(47), 407-
441. https://doi.org/10.1146/annurev.genom.5.061903.175925

Marpegan, L., Krall, T. J., & Herzog, E. D. (2009). Vasoactive intestinal polypeptide entrains circadian
rhythms in astrocytes. Journal of Biological Rhythms, 24(2), 135—-143.
https://doi.org/10.1177/0748730409332042

Marpegan, L., Swanstrom, A. E., Chung, K., Simon, T., Haydon, P. G., Khan, S. K,, Liu, A. C., Herzog, E.
D., & Beaulé, C. (2011). Circadian regulation of ATP release in astrocytes. Journal of
Neuroscience, 31(23), 8342—8350. https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.6537-10.2011

Martin-Fernandez, M., Jamison, S., Robin, L. M., Zhao, Z., Martin, E. D., Aguilar, J., Benneyworth, M.
A., Marsicano, G., & Araque, A. (2017). Synapse-specific astrocyte gating of amygdala-related

30



behavior. Nature Neuroscience, 20(11), 1540-1548. https://doi.org/10.1038/nn.4649

McGlincy, N. J., Valomon, A., Chesham, J. E., Maywood, E. S., Hastings, M. H., & Ule, J. (2012).
Regulation of alternative splicing by the circadian clock and food related cues. Genome Biology,
13(6), R54. https://doi.org/10.1186/gb-2012-13-6-r54

*Meijer, J. H., & Schwartz, W. J. (2003). In search of the pathways for light-induced pacemaker
resetting in the suprachiasmatic nucleus. Journal of Biological Rhythms, 18(3), 235-249.
https://doi.org/10.1177/0748730403018003006

Michel, S., Itri, J., Han, J. H., Gniotczynski, K., & Colwell, C. S. (2006). Regulation of glutamatergic
signalling by PACAP in the mammalian suprachiasmatic nucleus. BMC Neuroscience, 7, 1-11.
https://doi.org/10.1186/1471-2202-7-15

Mitsui, S., Yamaguchi, S., Matsuo, T., Ishida, Y., & Okamura, H. (2001). Antagonistic role of E4BP4 and
PAR proteins in the circadian oscillatory mechanism. Genes and Development, 15(8), 995—-1006.
https://doi.org/10.1101/gad.873501

*Montana, V., Malarkey, E. B., Verderio, C., Matteoli, M., & Parpura, V. (2006). Vesicular transmitter
release from astrocytes. Glia, 54(7), 700-715.
https://doi.org/https://doi.org/10.1002/glia.20367

Montana, V., Ni, Y., Sunjara, V., Hua, X., & Parpura, V. (2004). Vesicular Glutamate Transporter-
Dependent Glutamate Release from Astrocytes. Journal of Neuroscience, 24(11), 2633—2642.
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.3770-03.2004

Moore, R. Y., & Eichler, V. B. (1972). Loss of a circadian adrenal corticosterone rhythm following
suprachiasmatic lesions in the rat. Brain Research, 42(1), 201-206.
https://doi.org/10.1016/0006-8993(72)90054-6

Moore, R. Y., & Lenn, N. J. (1972). A retinohypothalamic projection in the rat. Journal of Comparative
Neurology, 146(1), 1-14. https://doi.org/10.1002/cne.901460102

*Moore, R. Y., Speh, J. C., & Leak, R. K. (2002). Suprachiasmatic nucleus organization. Cell and Tissue
Research, 309(1), 89-98. https://doi.org/10.1007/s00441-002-0575-2

Moreau, B., Nelson, C., & Parekh, A. B. (2006). Biphasic Regulation of Mitochondrial Ca2+ Uptake by
Cytosolic Ca2+ Concentration. Current Biology, 16(16), 1672-1677.
https://doi.org/10.1016/j.cub.2006.06.059

*Mukhopadhyay, D., & Riezman, H. (2007). Proteasome-independent functions of ubiquitin in
endocytosis and signaling. Science, 315(5809), 201-205.
https://doi.org/10.1126/science.1127085

Nedergaard, M. (1994). Direct signaling from astrocytes to neurons in cultures of mammalian brain
cells. Science, 263(5154), 1768—1771. https://doi.org/10.1126/science.8134839

Norenberg, M. D. (1979). Distribution of glutamine synthetase in the rat central nervous system. The
Journal of Histochemistry and Cytochemistry : Official Journal of the Histochemistry Society,
27(3), 756-762. https://doi.org/10.1177/27.3.39099

Okubo, Y., lino, M., & Hirose, K. (2020). Store-operated Ca2+ entry-dependent Ca2+ refilling in the
endoplasmic reticulum in astrocytes. Biochemical and Biophysical Research Communications,
522(4), 1003-1008. https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2019.12.006

31



Panda, S., Antoch, M. P., Miller, B. H., Su, A. I., Schook, A. B., Straume, M., Schultz, P. G., Kay, S. A,,
Takahashi, J. S., & Hogenesch, J. B. (2002). Coordinated transcription of key pathways in the
mouse by the circadian clock. Cell, 109(3), 307-320. https://doi.org/10.1016/S0092-
8674(02)00722-5

Pangrsic, T., Potokar, M., Stenovec, M., Kreft, M., Fabbretti, E., Nistri, A., Pryazhnikov, E., Khiroug, L.,
Giniatullin, R., & Zorec, R. (2007). Exocytotic release of ATP from cultured astrocytes. Journal of
Biological Chemistry, 282(39), 28749-28758. https://doi.org/10.1074/jbc.M700290200

*Pannasch, U., & Rouach, N. (2013). Emerging role for astroglial networks in information processing:
From synapse to behavior. Trends in Neurosciences, 36(7), 405-417.
https://doi.org/10.1016/j.tins.2013.04.004

Parnis, J., Montana, V., Delgado-Martinez, |., Matyash, V., Parpura, V., Kettenmann, H., Sekler, I., &
Nolte, C. (2013). Mitochondrial exchanger NCLX plays a major role in the intracellular Ca2+
signaling, gliotransmission, and proliferation of astrocytes. Journal of Neuroscience, 33(17),
7206-7219. https://doi.org/10.1523/INEUROSCI.5721-12.2013

Parpura, V., Basarsky, T. A., Liu, F., Jeftinija, K., Jeftinija, S., & Haydon, P. G. (1994). Glutamate-
mediated astrocyte-neuron signalling. Nature, 369(6483), 744-747.
https://doi.org/10.1038/369744a0

*Parpura, V., & Zorec, R. (2010). Gliotransmission: Exocytotic release from astrocytes. Brain Research
Reviews, 63(1-2), 83—92. https://doi.org/10.1016/].brainresrev.2009.11.008

Pascual, O., Casper, K. B., Kubera, C., Zhang, J., Revilla-Sanchez, R., Sul, J.-Y., Takano, H., Moss, S. J.,
McCarthy, K., & Haydon, P. G. (2005). Astrocytic purinergic signaling coordinates synaptic
networks. Science, 310(5745), 113-116. https://doi.org/10.1126/science.1116916

Pasti, L., Volterra, A., Pozzan, T., & Carmignoto, G. (1997). Intracellular calcium oscillations in
astrocytes: A highly plastic, bidirectional form of communication between neurons and
astrocytes in situ. Journal of Neuroscience, 17(20), 7817-7830.
https://doi.org/10.1523/jneurosci.17-20-07817.1997

*Perea, G., Navarrete, M., & Araque, A. (2009). Tripartite synapses: astrocytes process and control
synaptic information. Trends in Neurosciences, 32(8), 421-431.
https://doi.org/10.1016/j.tins.2009.05.001

Preitner, N., Damiola, F., Lopez-Molina, L., Zakany, J., Duboule, D., Albrecht, U., & Schibler, U. (2002).
The orphan nuclear receptor REV-ERBalpha controls circadian transcription within the positive
limb of the mammalian circadian oscillator. Cell, 110(2), 251-260.
https://doi.org/10.1016/s0092-8674(02)00825-5

Prolo, L. M., Takahashi, J. S., & Herzog, E. D. (2005). Circadian rhythm generation and entrainment in
astrocytes. Journal of Neuroscience, 25(2), 404—408. https://doi.org/10.1523/INEUROSCI.4133-
04.2005

Prosser, R. A., Edgar, D. M., Craig Heller, H., & Miller, J. D. (1994). A possible glial role in the
mammialian circadian clock. Brain Research, 643(1-2), 296—301. https://doi.org/10.1016/0006-
8993(94)90036-1

Ralph, M. R,, Foster, R. G., Davis, F. C., & Menaker, M. (1990). Transplanted suprachiasmatic nucleus
determines circadian period. Science, 247(4945), 975-978.
https://doi.org/10.1126/science.2305266

32



Ralph, M. R., & Menaker, M. (1988). A mutation of the circadian system in golden hamsters. Science,
241(4870), 1225-1227. https://doi.org/10.1126/science.3413487

Ripperger, J. A., & Schibler, U. (2006). Rhythmic CLOCK-BMAL1 binding to multiple E-box motifs
drives circadian Dbp transcription and chromatin transitions. Nature Genetics, 38(3), 369-374.
https://doi.org/10.1038/ng1738

*Rose, C. R., Ziemens, D., & Verkhratsky, A. (2020). On the special role of NCX in astrocytes:
Translating Na+-transients into intracellular Ca2+ signals. Cell calcium, 86, 102154.
https://doi.org/10.1016/j.ceca.2019.102154

Rosensweig, C., Reynolds, K. A., Gao, P., Laothamatas, I., Shan, Y., Ranganathan, R., Takahashi, J. S., &
Green, C. B. (2018). An evolutionary hotspot defines functional differences between
CRYPTOCHROMIES. Nature Communications, 9(1). https://doi.org/10.1038/s41467-018-03503-6

Rothstein, J. D., Dykes-Hoberg, M., Pardo, C. A,, Bristol, L. A,, Jin, L., Kuncl, R. W., Kanai, Y., Hediger,
M. A., Wang, Y., Schielke, J. P., & Welty, D. F. (1996). Knockout of glutamate transporters
reveals a major role for astroglial transport in excitotoxicity and clearance of glutamate.
Neuron, 16(3), 675—686. https://doi.org/10.1016/5S0896-6273(00)80086-0

Santos, J. W. Q., Aradjo, J. F., Cunha, M. J. B, Costa, S. O., Barbosa, A. L. C., Mesquita, J. B., & Costa,
M. S. M. O. (2005). Circadian variation in GFAP immunoreactivity in the mouse suprachiasmatic
nucleus. Biological Rhythm Research, 36(1-2), 141-150.
https://doi.org/10.1080/09291010400028906

Sato, T. K., Yamada, R. G., Ukai, H., Baggs, J. E., Miraglia, L. J., Kobayashi, T. J., Welsh, D. K., Kay, S. A,,
Ueda, H. R., & Hogenesch, J. B. (2006). Feedback repression is required for mammalian
circadian clock function. Nature Genetics, 38(3), 312-319. https://doi.org/10.1038/ng1745

Sawada, K., Echigo, N., Juge, N., Miyaji, T., Otsuka, M., Omote, H., Yamamoto, A., & Moriyama, Y.
(2008). Identification of a vesicular nucleotide transporter. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 105(15), 5683—-5686.
https://doi.org/10.1073/pnas.0800141105

*Scofield, M. D. (2018). Exploring the Role of Astroglial Glutamate Release and Association With
Synapses in Neuronal Function and Behavior. Biological Psychiatry, 84(11), 778-786.
https://doi.org/10.1016/j.biopsych.2017.10.029

Shigeyoshi, Y., Taguchi, K., Yamamoto, S., Takekida, S., Yan, L., Tei, H., Moriya, T., Shibata, S., Loros, J.
J., Dunlap, J. C., & Okamura, H. (1997). Light-induced resetting of a mammalian circadian clock is
associated with rapid induction of the mPer1 transcript. Cell, 91(7), 1043-1053.
https://doi.org/10.1016/50092-8674(00)80494-8

*Sofroniew, M. V. (2014). Astrogliosis. Cold Spring Harbor Perspectives in Biology, 7(2), a020420-
a020420. https://doi.org/10.1101/cshperspect.a020420

Stephan, F. K., & Zucker, 1. (1972). Circadian rhythms in drinking behavior and locomotor activity of
rats are eliminated by hypothalamic lesions. Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America, 69(6), 1583—1586. https://doi.org/10.1073/pnas.69.6.1583

Stokkan, K. A., Yamazaki, S., Tei, H., Sakaki, Y., & Menaker, M. (2001). Entrainment of the circadian
clock in the liver by feeding. Science, 291(5503), 490-493.
https://doi.org/10.1126/science.291.5503.490

33



Swanson, R. A., & Graham, S. H. (1994). Fluorocitrate and fluoroacetate effects on astrocyte
metabolism in vitro. Brain Research, 664(1-2), 94-100. https://doi.org/10.1016/0006-
8993(94)91958-5

Theparambil, S. M., Hosford, P. S., Ruminot, |., Kopach, O., Reynolds, J. R., Sandoval, P. Y., Rusakov, D.
A., Barros, L. F., & Gourine, A. V. (2020). Astrocytes regulate brain extracellular pH via a
neuronal activity-dependent bicarbonate shuttle. Nature Communications, 11(1), 1-15.
https://doi.org/10.1038/s41467-020-18756-3

Travnickova-Bendova, Z., Cermakian, N., Reppert, S. M., & Sassone-Corsi, P. (2002). Bimodal
regulation of mPeriod promoters by CREB-dependent signaling and CLOCK/BMAL1 activity.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 99(11), 7728—
7733. https://doi.org/10.1073/pnas.102075599

Tsai, H. H,, Li, H., Fuentealba, L. C., Molofsky, A. V., Taveira-Marques, R., Zhuang, H., Tenney, A.,
Murnen, A. T., Fancy, S. P. J., Merkle, F., Kessaris, N., Alvarez-Buylla, A., Richardson, W. D., &
Rowitch, D. H. (2012). Regional astrocyte allocation regulates CNS synaptogenesis and repair.
Science, 337(6092), 358—-362. https://doi.org/10.1126/science.1222381

Tsuchiya, Y., Akashi, M., & Nishida, E. (2003). Temperature compensation and temperature resetting
of circadian rhythms in mammalian cultured fibroblasts. Genes to Cells, 8(8), 713-720.
https://doi.org/10.1046/j.1365-2443.2003.00669.x

Ueda, H. R., Hayashi, S., Chen, W., Sano, M., Machida, M., Shigeyoshi, Y., lino, M., & Hashimoto, S.
(2005). System-level identification of transcriptional circuits underlying mammalian circadian
clocks. Nature Genetics, 37(2), 187-192. https://doi.org/10.1038/ng1504

*Verkhratsky, A., & Nedergaard, M. (2018). Physiology of astroglia. Physiological Reviews, 98(1), 239—
389. https://doi.org/10.1152/physrev.00042.2016

Vielhaber, E., Eide, E., Rivers, A., Gao, Z.-H., & Virshup, D. M. (2000). Nuclear Entry of the Circadian
Regulator mPER1 Is Controlled by Mammalian Casein Kinase | €. Molecular and Cellular Biology,
20(13), 4888-4899. https://doi.org/10.1128/mcb.20.13.4888-4899.2000

Vujovi¢, N., Davidson, A. J., & Menaker, M. (2008). Sympathetic input modulates, but does not
determine, phase of peripheral circadian oscillators. American Journal of Physiology -
Regulatory Integrative and Comparative Physiology, 295(1), 355—360.
https://doi.org/10.1152/ajpregu.00498.2007

*Welsh, D. K., Takahashi, J. S., & Kay, S. A. (2009). Suprachiasmatic nucleus: Cell autonomy and
network properties. Annual Review of Physiology, 72, 551-577.
https://doi.org/10.1146/annurev-physiol-021909-135919

Womac, A. D., Burkeen, J. F., Neuendorff, N., Earnest, D. J., & Zoran, M. J. (2009). Circadian rhythms
of extracellular ATP accumulation in suprachiasmatic nucleus cells and cultured astrocytes.
European Journal of Neuroscience, 30(5), 869-876. https://doi.org/10.1111/j.1460-
9568.2009.06874.x

Yagita, K., Yamanaka, I., Emoto, N., Kawakami, K., & Shimada, S. (2010). Real-time monitoring of
circadian clock oscillations in primary cultures of mammalian cells using Tol2 transposon-
mediated gene transfer strategy. BMC biotechnology, 10, 3. https://doi.org/10.1186/1472-
6750-10-3

34



Yamaguchi, S., Isejima, H., Matsuo, T., Okura, R., Yagita, K., Kobayashi, M., & Okamura, H. (2003).
Synchronization of Cellular Clocks in the Suprachiasmatic Nucleus. Science, 302(5649), 1408—
1412. https://doi.org/10.1126/science.1089287

Yamajuku, D., Shibata, Y., Kitazawa, M., Katakura, T., Urata, H., Kojima, T., Takayasu, S., Nakata, O., &
Hashimoto, S. (2011). Cellular DBP and E4BP4 proteins are critical for determining the period
length of the circadian oscillator. FEBS Letters, 585(14), 2217-2222.
https://doi.org/10.1016/j.febslet.2011.05.038

Yamazaki, S., Numano, R., Abe, M., Hida, A., Takahashi, R. ., Ueda, M., Block, G. D., Sakaki, Y.,
Menaker, M., & Tei, H. (2000). Resetting central and peripheral circadian oscillators in
transgenic rats. Science, 288(5466), 682—685. https://doi.org/10.1126/science.288.5466.682

Yoo, S. H., Mohawk, J. A,, Siepka, S. M., Shan, Y., Huh, S. K., Hong, H. K., Kornblum, I., Kumar, V.,
Koike, N., Xu, M., Nussbaum, J., Liu, X., Chen, Z., Chen, Z. )., Green, C. B., & Takahashi, J. S.
(2013). Competing E3 ubiquitin ligases govern circadian periodicity by degradation of CRY in
nucleus and cytoplasm. Cell, 152(5), 1091-1105. https://doi.org/10.1016/j.cell.2013.01.055

Yoo, S. H., Yamazaki, S., Lowrey, P. L., Shimomura, K., Ko, C. H., Buhr, E. D., Siepka, S. M., Hong, H. K.,
Oh, W. J., Yoo, 0. J., Menaker, M., & Takahashi, J. S. (2004). PERIOD2::LUCIFERASE real-time
reporting of circadian dynamics reveals persistent circadian oscillations in mouse peripheral
tissues. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America,
101(15), 5339-5346. https://doi.org/10.1073/pnas.0308709101

Zhang, Z., Chen, G., Zhou, W., Song, A,, Xu, T., Luo, Q., Wang, W., Gu, X. S., & Duan, S. (2007).
Regulated ATP release from astrocytes through lysosome exocytosis. Nature Cell Biology, 9(8),
945-953. https://doi.org/10.1038/ncb1620

35



