
Univerzita Karlova 

Přírodovědecká fakulta 

Studijní program: Speciální chemicko-biologické obory 

Studijní obor: Molekulární biologie a biochemie organismů 

 

 

 
 

Kristýna Ľalíková 

 
 

Cirkadiánní systém v astrocytech 

Circadian system in astrocytes 

 

 
Bakalářská práce 

 

Školitelka: Doc. RNDr. Zdeňka Bendová, Ph.D. 

Praha, 2021 



Poděkování:  

Ráda bych poděkovala své školitelce doc. RNDr. Zdeňce Bendové, Ph.D., za cenné rady, příjemnou 

spolupráci, velkou ochotu a také za všechen čas, který mi během psaní této bakalářské práce věnovala. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Prohlášení: 

Prohlašuji, že jsem závěrečnou práci zpracovala samostatně a že jsem uvedla všechny použité 

informační zdroje a literaturu. Tato práce ani její podstatná část nebyla předložena k získání jiného 

nebo stejného akademického titulu. 

 

 V Praze, 6. 5. 2021 

         Podpis: .............................. 



Abstrakt 

Cirkadiánní systém ovlivňuje téměř všechny buňky v těle savců. Mezi tyto buňky patří i astrocyty, které 

spolu s mikrogliemi a oligodendrocyty představují hlavní typy gliových buněk nacházejících se v mozku. 

První kapitola této práce představuje shrnutí charakteristik cirkadiánního systému a zaměřuje se 

především na molekulární podstatu jeho fungování. Druhá kapitola je věnována astrocytům, 

astrocytární vápníkové signalizaci a procesu gliotransmise. Třetí a poslední kapitola obě výše uvedená 

témata spojuje a pojednává o cirkadiánním systému v astrocytech. Uvádí důkazy existence 

astrocytárních cirkadiánních oscilací a fyziologické důsledky jejich působení. Velká pozornost je 

věnována cirkadiánním rytmům v gliotransmisi, a to se zaměřením na gliotransmitery ATP a glutamát. 

Jako nejpůsobivější výstup cirkadiánního systému v astrocytech je uvedena účast na udržování 

rytmické aktivity hlavního cirkadiánního oscilátoru lokalizovaného v suprachiasmatickém jádře 

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 použitých zkratek  

ADP  – adenosine diphosphate 

AMP  – adenosine monophosphate 

AMPA  – α-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 

IP3R  – 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 

Nr1d1  – nuclear receptor subfamily 1 group D member 1 

Nr1d2  – 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 

TNFα  – tumor necrosis factor α 

TRP  – transient receptor potential 

VGLUTs  – vesicular glutamate transporters 

VIP  – vasoactive intestinal polypeptide 

VNUT  – vesicular nucleotide transporter 

WT  – wild type 
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1 Úvod 

Cirkadiánní systém umožňuje organismům synchronizovat buněčné, fyziologické i behaviorální 

procesy s cyklickými změnami ve vnějším prostředí. Působení cirkadiánního systému je zajištěno 

cirkadiánními hodinami, jež se u savců skládají z hlavního oscilátoru, který je lokalizován 

v suprachiasmatickém jádře hypothalamu, a periferních oscilátorů, které lze najít v orgánech a tkáních 

celého těla. Molekulární podstatu cirkadiánního systému tvoří hodinové geny a jejich vzájemné 

transkripčně-translační zpětnovazebné smyčky, které v buňkách generují rytmy s přibližně  

24-hodinovou periodou. Tímto molekulárním mechanismem disponují téměř všechny buněčné typy 

včetně astrocytů. 

Astrocyty patří mezi gliové buňky mozku. Díky vysoké míře heterogenity, kterou vykazují ve své 

morfologii i fyziologii, vykonávají řadu různých funkcí. Mezi tyto funkce se řadí i regulace synaptické 

transmise a neuronální aktivity procesem zvaným gliotransmise. 

Cílem této práce je popsat cirkadiánní systém v astrocytech. Prostor bude věnován důkazům 

cirkadiánní podstaty astrocytárních buněk a rytmickým fyziologickým procesům, které z ní plynou. Dále 

bude pojednáváno o výstupech astrocytárních rytmů a jejich důležitosti v rámci fungování organismu. 

Pozornost bych chtěla zaměřit především na charakter gliotransmise a komunikace mezi astrocyty  

a neurony. Do popředí zájmu budou umístěny zejména astrocyty suprachiasmatického jádra, a to kvůli 

výsadnímu postavení, které tato mozková oblast v rámci cirkadiánního systému zaujímá.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2 
 

2 Cirkadiánní systém 

Cirkadiánní systém představuje evoluční adaptaci organismů na cyklické změny 

environmentálních faktorů, které nastávají v důsledku rotace Země kolem zemské osy. Z pohledu 

taxonomie je tento systém vyvinutý napříč říšemi a nacházíme jej u bakterií, hub, rostlin i živočichů 

(Harmer et al., 2001). Jeho definujícími charakteristikami jsou (i) vnitřní rytmicita, která přetrvává  

i ve stálých podmínkách bez cyklických stimulů z vnějšího prostředí (Li et al., 2020); (ii) schopnost 

synchronizace podle vnějších podmínek (Czeisler et al., 1981); a (iii) teplotní kompenzace, díky které 

se rychlost vnitřních rytmů nezvyšuje s rostoucí teplotou (Tsuchiya et al., 2003).                  

Obecné fungování cirkadiánního systému je založeno na třech základních prvcích. Vstupní 

prvek, jehož příkladem mohou být světelné stimuly, zajišťuje synchronizaci hlavního cirkadiánního 

oscilátoru s měnícími se faktory vnějšího prostředí (zejména s cyklem světla a tmy). Druhým prvkem je 

samotný hlavní oscilátor, který generuje cirkadiánní rytmy dlouhé přibližně 24 hodin. Poslední výstupní 

prvek, který je reprezentován řadou výstupních drah hlavního oscilátoru, umožňuje využít časovou 

informaci k regulaci cirkadiánních rytmů v rámci celého těla (Lowrey & Takahashi, 2004). 

U savců má cirkadiánní systém hierarchické uspořádání a výsadní pozici hlavního oscilátoru 

v něm zaujímá suprachiasmatické jádro (Obr. 1). Jedná se o hypothalamickou mozkovou oblast 

udržující a synchronizující rytmy v periferních oscilátorech, které se nachází v orgánech a tkáních napříč 

celým organismem (Yamazaki et al., 2000; Yoo et al., 2004). Téměř každá buňka totiž disponuje 

rytmickou podstatou, kterou představují hodinové geny a jimi řízené zpětnovazebné smyčky (viz dále). 

 

Obr. 1: Hierarchické uspořádání cirkadiánního systému u savců. Cirkadiánní systém savců je složen 

z centrálního generátoru cirkadiánních rytmů a jemu podřízených periferních oscilátorů. Centrální 

generátor, jinak zvaný též hlavní cirkadiánní oscilátor, se nachází v mozku a přijímá světelné signály 

z vnějšího prostředí. Periferní oscilátory jsou lokalizovány v periferii a můžeme je najít téměř ve všech 

buňkách těla. (Převzato a upraveno dle Korf & von Gall, 2016) 
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2.1 Molekulární mechanismus fungování cirkadiánního systému 

Molekulární mechanismus cirkadiánních hodin je založen na existenci tzv. transkripčně-

translačních zpětnovazebných smyček hodinových genů a jejich proteinů (Obr. 2). Mezi základní 

hodinové geny, které se u savců podílí na molekulárních zpětnovazebných smyčkách, patří geny Bmal1 

(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 těchto genů fungují jako transkripční faktory a obsahují DNA-vazebné motivy, 

které jim umožňují vazbu na tři hlavní DNA regulační elementy v promotorech či enhancerech 

hodinových a hodinami řízených genů: E-box, D-box a RORE (Ueda et al., 2005). Interakce 

transkripčních faktorů s těmito elementy může pozitivně či negativně regulovat expresi daných genů, 

čímž dochází ke generování cirkadiánních rytmů.  

Ačkoliv jsou hodinami řízené geny (CCGs z angl. clock-controlled genes) regulovány 

molekulárními pochody hodinového systému, samy se do něj nezapojují. Namísto toho představují 

výstup cirkadiánního systému a regulují metabolické či jiné fyziologické procesy v organismu. Mezi 

CCGs patří široká škála genů včetně genů asociovaných se signalizací, buněčným pohybovým aparátem, 

proteinovým obratem, různými biochemickými drahami či buněčným cyklem (Duffield et al., 2002; 

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

2.1.1 Transkripčně-translační zpětnovazebné smyčky 

Základ první zpětnovazebné smyčky tvoří transkripční faktory CLOCK a BMAL1. Jedná  

se o transkripční aktivátory obsahující DNA-vazebné motivy bHLH (basic helix–loop–helix) a PAS 

domény, které zajišťují proteinové interakce (Huang et al., 2012). CLOCK a BMAL1 společně tvoří 

heterodimerní komplex CLOCK/BMAL1, který se váže na E-box regulačních elementů hodinových genů 

Per (Per1, Per2, Per3) a Cry (Cry1, Cry2) a spouští jejich transkripci (Gekakis et al., 1998; Kume et al., 

1999). Vzniklé represorové proteiny PER a CRY spolu interagují a poté se přemístí do jádra, kde vazbou  

na CLOCK/BMAL1 komplex potlačují svou vlastní genovou expresi (Rosensweig et al., 2018; Sato et al., 

2006). Následuje pokles hladin proteinů PER a CRY v důsledku této negativní zpětné vazby a činnosti 

regulačních enzymů, mezi které patří kasein kinázy 1 (CK1) (Akashi et al., 2002) nebo E3 ubiquitin ligázy 

FBXL3 a FBXL21 (F-box and leucine-rich repeat protein 3/21) (Yoo et al., 2013) podílející se na degradaci 

daných proteinů v proteasomech. Díky snížené hladině represorových proteinů v jádře dojde 

k obnovení působení CLOCK/BMAL1 komplexu, čímž začíná nový cyklus transkripce genů Per a Cry. Celý 

cyklus této zpětnovazebné smyčky trvá přibližně 24 hodin. 

Komplex CLOCK/BMAL1 figuruje i ve druhé zpětnovazebné smyčce, v rámci které aktivuje expresi 

genů Nr1d1 a Nr1d2 (nuclear receptor subfamily 1 group D member 1/2) kódujících jaderné receptory 
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REV-ERBα a REV-ERBβ. Tyto receptory kompetují s RORα, RORβ a RORγ (retinoic acid-related orphan 

receptors) o vazbu na ROR-vazebné elementy (ROREs) v promotoru genu Bmal1. Výsledkem kompetice 

je buď inhibice Bmal1 transkripce v případě vazby REV-ERB nebo aktivace genové exprese Bmal1 

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

Třetí zpětnovazebná smyčka je založena na působení transkripčních faktorů DBP (D-box binding 

protein) a NFIL3 (nuclear factor interleukin 3-regulated) známého též jako E4BP4 (adenovirus E4 

promoter binfing protein 4). Exprese DBP je regulována komplexem CLOCK/BMAL1 (Ripperger & 

Schibler, 2006) a cirkadiánní oscilace proteinových hladin DBP jsou téměř antifázické k oscilacím hladin 

NFIL3 (Mitsui et al., 2001). Oba faktory se váží na stejné vazebné místo – D-box v regulační oblasti 

hodinových genů – přičemž DBP aktivuje transkripci cílových genů a NFIL3 ji naopak potlačuje 

(Yamajuku et al., 2011). Mezi hodinové geny, které obsahují D-box a jsou ovlivňovány touto smyčkou, 

patří Per geny a geny pro ROR a REV-ERB receptory (Ueda et al., 2005).  

 

Obr. 2: Základní komponenty molekulárních cirkadiánních hodin savců. V nákresu jsou vyobrazeny 

tři transkripčně-translační zpětnovazebné smyčky. První smyčku reprezentují transkripční aktivátory 

CLOCK & BMAL1 a transkripční represory PER & CRY, které interakcí s CLOCK/BMAL1 komplexem 

potlačují svou vlastní transkripci. Druhá smyčka zahrnuje CLOCK/BMAL1-zprostředkovanou aktivaci 
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exprese jaderných receptorů REV-ERB, jež kompetují s ROR receptory a regulují transkripci Bmal1.  

Ve třetí smyčce působí proteiny DBP (regulované CLOCK/BMAL1) a NFIL3 (regulované ROR/REV-ERB), 

které se váží na D-box v promotorech mnoha hodinových genů a poskytují další úroveň regulace jejich 

exprese. CLOCK/BMAL1, ROR/REV-ERB a DBP/NFIL3 navíc ovlivňují transkripci velkého množství 

hodinami řízených genů. (Převzato a upraveno dle Cox & Takahashi, 2019) 

Tyto transkripčně-translační zpětnovazebné smyčky tvoří základ molekulární podstaty 

cirkadiánního systému. Na ustanovení a udržování buněčných hodin generujících cirkadiánní rytmy  

se však podílí i další molekulární pochody, a to zejména post-transkripční a post-translační regulační 

mechanismy.  

2.1.2 Role post-transkripčních & post-translačních modifikací 

Cirkadiánní regulace de novo transkripce je vysvětlení pro pouhých ~22 % z celkového počtu 

rytmicky oscilujících mRNA transkriptů, což značí významnou roli post-transkripční regulace 

v molekulárních hodinách (Koike et al., 2012). Post-transkripční mechanismy ovlivňující cirkadiánní 

rytmy zahrnují regulaci splicingu (McGlincy et al., 2012), polyadenylace (Kojima et al., 2012)  

nebo působení microRNA (miRNA).  

miRNA je přibližně 21 nukleotidů dlouhá jednovláknová RNA molekula, která je svou sekvencí 

částečně komplementární k molekule cílového mRNA transkriptu. S tímto transkriptem díky 

komplementaritě interaguje a inhibuje tím jeho translaci nebo zprostředkuje mRNA degradaci 

(Filipowicz et al., 2008). Příkladem miRNA ovlivňujících cirkadiánní systém jsou mozkově specifické 

miR-219 a miR-132, jejichž hladiny vykazují v suprachiasmatickém jádře cirkadiánní oscilace. miR-219 

je díky E-boxu v promotorové oblasti řízena CLOCK/BMAL1 komplexem a funguje jako regulátor délky 

cirkadiánní periody. miR-132, jejíž aktivace je indukovaná světelnými stimuly, reguluje expresi 

hodinového genu Per. Mezi předpokládané funkce miR-132 patří negativní modulace světelné 

synchronizace, tedy světlem indukovaného fázového posunu hodin, což může sloužit jako 

zpětnovazebná regulace citlivosti cirkadiánního systému na světelnou stimulaci (Cheng et al., 2007). 

Výzkum post-translačních modifikací, které v cirkadiánním systému rovněž hrají důležitou roli, 

započal po objasnění molekulární podstaty tau mutace. Tau mutace byla objevena u křečků syrských, 

u kterých způsobovala zkrácení periody cirkadiánních rytmů v lokomoci z obvyklých 24 h na 22 h  

nebo 20 h v závislosti na tom, zda se jednalo o zvíře heterozygotní či homozygotní pro danou mutaci 

(Ralph & Menaker, 1988). Ukázalo se, že příčinou tohoto fenotypu je mutace v genu pro kasein kinázu 

CK1ε, v jejímž důsledku enzym ztrácí schopnost účinně fosforylovat PER proteiny (Lowrey et al., 2000). 

Dále bylo prokázáno, že CK1ε a jí zprostředkovaná fosforylace ovlivňuje buněčnou lokalizaci PER, jeho 

schopnost blokovat CLOCK/BMAL1 komplex a také jeho proteasomální degradaci (Eide et al., 2005; 

Vielhaber et al., 2000). Tyto výsledky značí, že enzymy CK1 tvoří nezbytnou součást savčích hodin,  
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která se fosforylací represorového proteinu PER podílí na regulaci délky cirkadiánní periody. Různé 

druhy kináz byly od té doby identifikovány jako regulátory cirkadiánních hodin (Kon et al., 2015)  

a u mnoha hodinových proteinů včetně CLOCK, BMAL1, CRY1, CRY2, PER1 a PER2 byla prokázána 

modifikace fosforylací (Brenna & Albrecht, 2020). 

Mezi další post-translační modifikace hodinových proteinů patří sumoylace (Cardone et al., 

2005), acetylace (Hirayama et al., 2007), ADP-ribosylace (Asher et al., 2010) nebo ubiquitinace. 

Ubiquitin, 76 aminokyselin dlouhý polypeptid, se kovalentně váže na lysinové zbytky cílových proteinů, 

na kterých může tvořit polyubiquitinové řetězce. V závislosti na pozici ubiquitinovaného lysinu a délce 

řetězce plní tato post-translační modifikace různé funkce včetně regulace aktivity a stability cílového 

proteinu, ovlivnění jeho subcelulární lokalizace, regulace meziproteinových interakcí nebo 

zprostředkování degradace proteinu v proteasomu (Mukhopadhyay & Riezman, 2007). Ubiquitinace 

spojené s cirkadiánním systémem se účastní dva již zmiňované enzymy – E3 ubiquitin ligázy FBXL3  

a FBXL21. FBXL3 je lokalizována exkluzivně v jádře, kde se účastní ubiquitinace a následné degradace 

hodinového proteinu CRY. FBXL21 ubiquitinuje CRY v cytoplazmě, ale zároveň působí antagonisticky 

vůči FBXL3, což má na CRY proteiny v konečném důsledku stabilizační efekt. V absenci FBXL21 tak 

dochází k rychlejšímu obratu CRY a zkrácení cirkadiánní periody, přičemž ztráta funkce FBXL3 má 

účinek zcela opačný. Rovnováha mezi degradací a stabilizací CRY proteinů zajištěná kombinovaným 

působením FBXL3 a FBXL21 je tudíž nezbytná pro udržení 24-hodinových oscilací cirkadiánních hodin 

(Hirano et al., 2013; Yoo et al., 2013). 

2.2 Suprachiasmatické jádro jako hlavní oscilátor cirkadiánního systému 

Mezi klíčové předpoklady pro správné fungování cirkadiánního systému patří vzájemná 

synchronizace jednotlivých oscilátorů v těle a synchronizace jejich cirkadiánních rytmů s 24-hodinovým 

solárním dnem. Právě tyto funkce zajišťuje hlavní cirkadiánní oscilátor, kterým je u savců 

suprachiasmatické jádro (SCN). Úloha SCN jako hlavního cirkadiánního oscilátoru byla experimentálně 

prokázána v sérii pokusů zaměřených na transplantaci či destrukci této mozkové oblasti. Elektrickou 

lézí SCN byla u zvířecích modelů navozena ztráta rytmicity např. v lokomoci či v produkci hormonů 

(Moore & Eichler, 1972; Stephan & Zucker, 1972). Transplantace fetální tkáně SCN obnovila cirkadiánní 

rytmy v lokomoci u původně arytmických zvířat s poškozeným SCN (Lehman et al., 1987), přičemž  

délka periody oscilací byla určena genotypem dárce bez ohledu na původní genotyp příjemce  

(Ralph et al., 1990). SCN navíc vykazuje cirkadiánní rytmy v neuronální aktivitě i v případě in vivo fyzické 

izolace od ostatních mozkových oblastí, které v důsledku přerušení kontaktu se SCN naopak rytmicitu 

ztrácí (Inouye & Kawamura, 1979).  
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SCN je párová neuronální struktura předního hypothalamu, která se nachází přímo nad 

optickým chiasmatem. Skládá se z přibližně 20 000 neuronů, které mohou být rozděleny do dvou 

subpopulací tvořících odlišné anatomické oblasti (Obr. 3) – ventrální jádro (z angl. core) a dorsální obal 

(z angl. shell) (Abrahamson & Moore, 2001). Neurony jádrové oblasti exprimují především vasoaktivní 

intestinální polypeptid (VIP) nebo gastrin-uvolňující peptid (GRP), přijímají signály z retiny a podílí se 

na interní synchronizaci SCN (Yamaguchi et al., 2003). Neurony obalu, které jádro obklopují, produkují 

arginin vasopresin (AVP), přijímají signály z nevizuálních kortikálních a subkortikálních oblastí mozku  

a účastní se synchronizace periferních oscilátorů (Evans et al., 2015; Moore et al., 2002). 

 
Obr. 3: Řez myším suprachiasmatickým jádrem. Oblast ventrálního jádra (core) je značena zeleným 

fluorescenčním proteinem (GFP) exprimovaným v neuronech produkujících GRP (zelená barva). Oblast 

dorsálního obalu (shell) je značena imunofluorescenčním barvením AVP (červená barva). Mezi levým  

a pravým SCN je třetí mozková komora a ve spodní části se nachází optické chiasma. (Převzato  

a upraveno dle Welsh et al., 2009) 

Ačkoliv SCN neurony stejně jako ostatní tělní buňky obsahují autoregulační molekulární 

hodiny, od ostatních oscilátorů se liší v několika podstatných ohledech. Prvním z nich je vysoká míra 

organizovaného propojení SCN neuronů v neuronální sítě. Toto intercelulární spojení zajišťuje 

neuronům vzájemnou interní synchronii, díky které SCN generuje robustní a stabilní cirkadiánní rytmy 

(Herzog et al., 2004). Jako hlavní interní synchronizační prvek slouží neuropeptid VIP, jehož absence  

u SCN neuronů vede ke ztrátě schopnosti vzájemné synchronizace (Aton et al., 2005). 

Dalším charakteristickým rysem hlavního oscilátoru je přímé spojení s retinou. Světlo, které  

je považováno za hlavní externí synchronizační faktor cirkadiánních hodin, díky němu dokáže ovlivnit 
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fázi cirkadiánních oscilací v procesu světelné synchronizace. Informace o světle je vedena 

retinohypothalamickým traktem (RTH), který představuje monosynaptickou dráhu mezi 

fotosenzitivními retinálními gangliovými buňkami (ipRGCs z angl. intrinsically photosensitive retinal 

ganglion cells) a jádrovou oblastí SCN (Berson et al., 2002; Güler et al., 2008; Moore & Lenn, 1972). 

V důsledku aktivace gangliových buněk dochází v SCN k uvolňování neuropeptidů glutamátu 

a PACAP (pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide) (Hannibal et al., 2000), jejichž působení 

vede ke vtoku vápníku, aktivaci proteinkináz a fosforylaci transkripčního faktoru CREB (cAMP response 

element-binding protein) (Meijer & Schwartz, 2003; Michel et al., 2006). CREB se následně váže  

na regulační elementy hodinových genů Per1 a Per2 (Travnickova-Bendova et al., 2002) a pozitivně 

ovlivňuje jejich expresi (Lee et al., 2010). Světelná indukce hodinových genů Per představuje způsob 

regulace základních zpětnovazebných smyček, v jejímž důsledku mohou být cirkadiánní hodiny 

resetovány a přizpůsobeny světelným rytmům vnějšího prostředí (Shigeyoshi et al., 1997).  

Třetí důležitou charakteristikou SCN je schopnost synchronizace cirkadiánních rytmů  

v ostatních oblastech mozku a v periferních orgánech, která umožňuje předat informace o vnějším 

prostředí dalším buňkám organismu. Tato systémová regulace je zprostředkována především 

hormonálními (Balsalobre et al., 2000) a autonomně-neuronálními (Vujović et al., 2008) výstupy SCN, 

ale také modulací tělesné teploty (Brown et al., 2002) nebo potravního chování (Stokkan et al., 2001).  
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3 Astrocyty 

Mezi gliovými buňkami centrální nervové soustavy (CNS) rozlišujeme tři základní buněčné  

typy – mikroglie, oligodendrocyty a astrocyty. Astrocyty (Obr. 4) jsou z neuroglií CNS nejpočetnější  

a vyskytuje se u nich značná rozmanitost ve fyziologických vlastnostech a morfologii. Exprimují širokou 

škálu receptorů, kanálů a transportérů a disponují mechanismy pro sekreci až 200 bioaktivních molekul 

včetně transmiterů, neuromodulátorů, růstových faktorů a hormonů (Verkhratsky & Nedergaard, 

2018). Díky těmto vlastnostem mohou astrocyty vykonávat řadu fyziologických funkcí. 

 

 

Obr. 4: Obrázek astrocytární buňky s vysokým rozlišením. (A) Imunohistochemické barvení GFAP (glial 

fibrillary acidic protein) je znázorněno modrou barvou. Jedná se o filamentární protein, jehož funkcí  

je zachování strukturální integrity astrocytu a účast na transportu proteinů. (B) Vizualizace astrocytární 

plazmatické membrány pomocí zeleného fluorescenčního proteinu (GFP). Uprostřed zarámované 

oblasti se nachází specifický tvar plazmatické membrány, která v daných místech obklopuje synaptický 

aparát. (C) Sloučený obrázek znázorňující vztah mezi skeletárním GFAP a tvarem architektury 

plazmatické membrány. Měřítko obrázků (A-C) = 10 μm. (Převzato a upraveno dle Scofield, 2018) 

 

3.1 Funkce astrocytů 

Díky své heterogenitě mohou astrocyty vykonávat různé funkce, mezi které patří: (i) regulace 

neurogeneze a synaptogeneze (Ashton et al., 2012; Tsai et al., 2012); (ii) strukturální funkce 

napomáhající ustanovit mikroarchitekturu CNS (Halassa, Fellin, Takano, et al., 2007); (iii) tvorba  

a regulace hematoencefalické bariery (Heithoff et al., 2021; Janzer & Raff, 1987); (iv) metabolická 

podpora neuronů (Choi et al., 2012); (v) homeostatické funkce týkající se například regulace 

extracelulárního pH či neurotransmiterů (Rothstein et al., 1996; Theparambil et al., 2020); a (vi) funkce 

signalizační zahrnující mj. uvolňování transmiterů a regulaci synaptické transmise (Araque et al., 1998;  

Pascual et al., 2005).  
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Účast astrocytů na synaptické transmisi se dostala do popředí neurobiologických výzkumů 

zejména od 90. let, kdy byl vědecké veřejnosti představen koncept tripartitní synapse (Araque et al., 

1999). Ten na rozdíl od dříve přijímaného paradigmatu, že se mozkových funkcí účastní výhradně 

neurony, predikuje regulaci informačního přenosu koordinovanou aktivitou neuronů a glií. 

3.1.1 Tripartitní synapse 

Koncept tripartitní synapse je založen na existenci obousměrné komunikace mezi astrocyty  

a neurony (Obr. 5). Popisuje, že astrocyty díky receptorům pro neurotransmitery dokáží zaznamenat 

neuronální respektive synaptickou aktivitu a reagovat na ni zvýšením intracelulární koncentrace 

vápníku. V důsledku vápníkové signalizace začnou astrocyty produkovat tzv. gliotransmitery, které 

zpětně ovlivňují neurony a synaptický přenos (Araque et al., 1999; Perea et al., 2009). Účinky tohoto 

procesu, zvaného gliotransmise, se různí v závislosti na typu gliotransmiteru, neuronálním prostředí  

a druhu receptoru, na který se gliotransmiter váže (Durkee & Araque, 2019). Tripartitní synapse je tedy 

funkčně určena třemi prvky – presynaptickým neuronem, postsynaptickým neuronem a přilehlým 

astrocytem – jež společně zajišťují a regulují informační tok. 

 
Obr. 5: Schéma tripartitní synapse. Grafické znázornění představující přenos informace mezi 

neuronálními prvky a astrocytem tripartitní synapse. Na neurotransmitery (Nt) uvolňované během 

synaptické aktivity astrocyty reagují zvýšením vápníku (Ca2+) a zpětně regulují neuronální excitabilitu  

a synaptický přenos prostřednictvím uvolňování gliotransmiterů (Gt) závislém na vápníkové signalizaci. 

(Převzato a upraveno dle Perea et al., 2009)  
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3.2 Vápníková signalizace v astrocytech 

Narozdíl od neuronů nejsou astrocyty elektricky excitabilní, vykazují však excitabilitu založenou 

na změnách intracelulární koncentrace vápníku (Aguado et al., 2002; Pasti et al., 1997).  

Ionty vápníku (Ca2+) patří mezi nejrozšířenější a nejuniverzálnější signální molekuly, které působí 

ve většině buněčných typů včetně astrocytů. Buněčná koncentrace vápníku ([Ca2+]) se různí v závislosti 

na lokalizaci – v cytoplazmě je během klidového stavu [Ca2+] udržována na nízké úrovni (~100 nM),  

a to zejména v kontrastu s mnohonásobně vyšší extracelulární [Ca2+], která se pohybuje v řádu mM 

(Clapham, 2007). Vyšší [Ca2+] se nachází rovněž v některých buněčných organelách, mezi které patří 

mitochondrie a endoplazmatické retikulum (ER) (De la Fuente et al., 2013; Moreau et al., 2006). Velké 

koncentrační gradienty umožňují pohyb Ca2+ mezi těmito organelami a cytoplazmou nebo mezi 

cytoplazmou a extracelulárním prostředím. To vede k fluktuacím cytoplazmatického vápníku, přičemž 

elevace [Ca2+] v buňce plní signalizační funkce.  

Zvýšení cytoplazmatické koncentrace Ca2+ ([Ca2+]c) může být indukováno intracelulárními posly, 

extracelulárním stimulem nebo změnami membránového potenciálu (Bagur & Hajnóczky, 2017). 

V astrocytech vápníková signalizace nastává buď spontánně tj. bez vlivu neuronální aktivity nebo 

vzniká jako odpověď na neuronální stimulaci (Hirase et al., 2004). Mezi důsledky zvýšení astrocytární 

[Ca2+]c patří uvolňování signálních molekul, které působí na sousední neurony a modulují synaptický 

přenos (viz 3.3.3). 

3.2.1 Mechanismy vápníkové signalizace v astrocytech 

Nejrozšířenější mechanismus pro elevaci astrocytární [Ca2+]c představuje vylití Ca2+ 

z intracelulárních zásobníků těchto iontů. K tomu dochází po aktivaci receptorů spřažených  

s G-proteiny (tzv. metabotropních receptorů), mezi které řadíme mj. i skupinu receptorů pro glutamát 

(Biber et al., 1999). Aktivace receptoru vede ke stimulaci fosfolipázy C (PLC), která indukuje produkci 

diacylglycerolu (DAG) a inositol-1,4,5-trifosfátu (IP3). IP3 se váže na IP3 receptor (IP3R) a následně 

dochází k uvolňování Ca2+ z ER do cytoplazmy (Agulhon et al., 2008). Zpětné vychytávání Ca2+ do lumen 

ER probíhá pomocí Ca2+ ATPázové pumpy SERCA (sarco/endoplasmic reticulum Ca2+ ATPase).  

Pokles koncentrace Ca2+ v ER spustí odlišný mechanismus vápníkové signalizace nazývaný SOCE 

(store-operated Ca2+ entry), při kterém dochází ke vtoku Ca2+ z extracelulárního prostředí do buňky. 

Vtok iontů je zajištěn otevřením plazmatických kanálů SOCs (store-operated Ca2+ channels), které 

zahrnují například některé druhy TRP kanálů (Golovina, 2005). Mezi funkce SOCE patří posílení 

vápníkové signalizace (zvyšováním koncentrace cytoplazmatického Ca2+) a doplnění zásob Ca2+ v ER 

(Okubo et al., 2020). 
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Vápníkové signalizace v astrocytech se účastní rovněž ionotropní Ca2+ permeabilní receptory, 

které jsou aktivovány působením neurotransmiterů (zejm. glutamátu a ATP). Jedná se o ionotropní 

AMPA/NMDA glutamátové receptory a P2X purinoreceptory, jejichž stimulace vede ke vstupu Ca2+  

a Na+ do cytoplazmy (Lalo et al., 2011). S gradientem Na+ souvisí také aktivita NCX (sodium/calcium 

exchanger), který může indukovat zvyšování i snižování [Ca2+]c v závislosti na intracelulární koncentraci 

Na+ a membránovém potenciálu (Rose et al., 2020). V neposlední řadě se na změnách astrocytární 

[Ca2+]c podílí mitochondrie, které mohou (stejně jako ER) plnit funkci intracelulárního zásobníku Ca2+  

a uvolňovat Ca2+ mitochondriálním exchangerem NLCX (Parnis et al., 2013). 

Obecně shrnuto, transport Ca2+ je uskutečňován pomocí různých membránových Ca2+ kanálů 

(plazmatických i intracelulárních), transportérů a pump. Každý buněčný typ obsahuje specifickou 

kombinaci těchto transportních prvků, což umožňuje přizpůsobení vápníkové signalizace potřebám 

daných buněk (Berridge et al., 2000). U astrocytů se díky tomu vyskytují různé formy vápníkové 

signalizace, která může být omezena na jedinou buňku resp. její mikrodoménu nebo může mít 

intercelulární dosah, kdy dochází k šíření signálu do okolních buněk ve formě tzv. vápníkových vln  

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

3.2.2 Vápníkové vlny 

Intercelulární vápníkové vlny (ICWs z angl. intercellular calcium waves) představují proces šíření 

elevací [Ca2+]c v rámci multicelulárních syncytií. Vyskytují se u mnoha buněčných typů a zahrnují 

uvolňování Ca2+ z intracelulárních zásob (Leybaert & Sanderson, 2012). Existují dva mechanismy 

transmise ICWs mezi astrocyty, přičemž první z nich probíhá skrz gap junctions a druhý je 

zprostředkován extracelulárními posly (Fujii et al., 2017).   

Astrocytární syncitia vykazují vysokou míru buněčné konektivity, která je zajištěna těsnými 

buněčnými spoji (tzv. gap junctions), jež se skládají z bílkovinných konexinů. Tyto kanály představují 

spojení mezi cytoplazmami sousedních buněk a umožňují rychlou mezibuněčnou komunikaci ve formě 

prosté difúze široké škály malých molekul včetně energetických metabolitů, iontů a druhých poslů 

(Pannasch & Rouach, 2013). Mezi tyto molekuly patří i Ca2+ a IP3, které se na zvýšení [Ca2+]c mohou 

podílet buď přímo nebo prostřednictvím stimulace IP3R. 

Druhým způsobem šíření ICWs je parakrinní signalizace, v rámci které je signální molekula 

uvolněna do extracelulárního prostředí a následně vazbou na membránové receptory sousedních 

buněk indukuje zvýšení jejich [Ca2+]c. Tímto extracelulárním poslem je v astrocytech molekula ATP 

(Guthrie et al., 1999), která se po svém uvolnění váže na metabotropní purinergní receptory, čímž 

spustí uvolňování Ca2+ z ER.  
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Vápníkové vlny u astrocytů slouží jako prostředek intercelulární komunikace (Nedergaard, 1994) 

a spekuluje se také o jejich roli v modulaci synaptické aktivity (Fiacco & McCarthy, 2004). Díky svému 

výskytu v patologických podmínkách jsou ICWs rovněž asociovány s některými nemocemi. Příkladem 

může být objev spontánních ICWs v blízkosti amyloidních plaků u myší s Alzheimerovou chorobou 

(Kuchibhotla et al., 2009). 

3.3 Gliotransmise 

Gliotransmise je proces uvolnění chemických transmiterů (tzv. gliotransmiterů) z astrocytů, 

který nastává v důsledku vápníkové signalizace a podílí se na intercelulární komunikaci (Halassa, Fellin 

& Haydon, 2007). Aby mohla být chemická látka nazývána gliotransmiterem, musí splňovat soubor 

specifických podmínek – musí být syntetizována nebo skladována v gliových buňkách, její uvolnění 

musí být regulováno fyziologickými či patologickými stimuly a mělo by vést k rychlé odpovědi 

v okolních buňkách a nakonec, tato látka musí být významnou součástí (pato)fyziologických procesů 

(Parpura & Zorec, 2010). Výčet známých gliotransmiterů zahrnuje různé druhy peptidů, nukleotidů  

a aminokyselin. Mezi nejdůležitější z nich řadíme glutamát a ATP (Halassa, Fellin & Haydon, 2007). 

3.3.1 Glutamát jako gliotransmiter 

Glutamát slouží jako jeden z hlavních excitačních neurotransmiterů v mozku a funguje rovněž 

jako gliotransmiter. Astrocyty umí glutamát syntetizovat de novo a také absorbovat pomocí 

glutamátových transportérů, mezi které patří EAAT1 a EAAT2 někdy nazývané jako GLAST a GLT1. Dále 

astrocyty glutamát metabolizují na glutamin činností glutaminové syntetázy (GS) nebo jej uvolňují  

do extracelulárního prostředí v rámci procesu gliotransmise (Harada et al., 2015; Hertz, 2006). Po svém 

uvolnění do extracelulárního prostoru působí glutamát na glutamátové receptory, mezi které patří 

metabotropní receptory a ionotropní NMDA, AMPA a kainátové receptory (Kew & Kemp, 2005).  

Nezbytnost Ca2+ pro glutamátovou gliotransmisi byla prokázána v pokusech, v rámci kterých 

blokace zvýšení [Ca2+] v cytoplazmě astrocytů vedla k inhibici uvolňování glutamátu (Parpura et al., 

1994). Redukce uvolňovaného glutamátu rovněž nastala v případě využití Ca2+ chelátoru BAPTA, který 

zvyšuje pufrovací kapacitu pro cytoplazmatický Ca2+, nebo při vyčerpání intracelulárních zásobníků Ca2+ 

působením thapsigarginu (Innocenti et al., 2000). 

Obecně přijímaným mechanismem pro uvolňování glutamátu z astrocytů je Ca2+ dependentní 

exocytóza (Obr. 6). Aby byla buňka schopná uvolňovat látky prostřednictvím exocytózy, musí mít  

k dispozici specifický buněčný aparát. Jeho důležitou součástí je SNARE komplex, který zahrnuje 

proteiny syntaxin, synaptobrevin a SNAP-23 (synaptosomal-associated protein of 23 kDa) (Montana et 

al., 2006). Tento komplex zajišťuje fúzi váčkové a plazmatické membrány, která je pro exocytózu 

nezbytná. Další důležitou součást představují proteiny účastnící se plnění váčků – V-ATPázy, které 
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vytváří protonový gradient mezi lumen váčku a cytoplasmou, a vezikulární glutamátové transportéry 

(VGLUTs), které tento gradient využívají k transportu transmiterů do váčku (Montana et al., 2006). 

Množství studií zkoumalo důležitost těchto procesů pro astrocytární uvolňování glutamátu. Patří mezi 

ně pokusy s inhibitory SNARE komplexu (různé druhy toxinů, např. tetanotoxin či botulotoxin), 

inhibitory V-ATPázy (bafilomycin A) nebo alosterické modulátory VGLUT (Rose Bengal) působící inhibici 

transportu glutamátu do váčků. Ve všech uvedených případech byl v rámci experimentů zaznamenán 

významný pokles v uvolňování glutamátu (Araque et al., 2000; Montana et al., 2004). 

 

Obr. 6: Uvolňování glutamátu prostřednictvím Ca2+ dependentní exocytózy. Transport glutamátu 

z cytoplazmy do váčku probíhá pomocí vezikulárních glutamátových transportérů (VGLUTs), které  

pro svou funkci využívají protonový gradient generovaný V-ATPázou. Glutamát akumulovaný ve váčku 

je uvolněn z astrocytu po fúzi váčku s plazmatickou membránou. Tento fúzní proces je zprostředkován 

synaptotagminem 4 a SNARE proteiny: syntaxinem 1, synaptobrevinem 2 a SNAP-23. (Převzato  

a upraveno dle Parpura & Zorec, 2010) 

Glutamát může být z astrocytů uvolňován i odlišnými způsoby, mezi které patří uvolnění 

ionotropními purinergními receptory, uvolnění membránovými transportéry nebo uvolnění skrz gap 

junctions (Harada et al., 2015). Detaily týkající se rozsahu a specifity užívání těchto mechanismů však 

prozatím nejsou objasněny. 

3.3.2 ATP jako gliotransmiter 

ATP je kromě důležitého energetického zdroje pro buňky také signální molekulou, která se 

účastní intercelulární komunikace v mozku. Po svém uvolnění do extracelulárního prostoru může 

přímo působit na purinergní receptory, mezi které patří ionotropní P2X a metabotropní P2Y receptory. 

Jako signální molekuly slouží rovněž jeho metabolické produkty – ADP, AMP a adenosin – vznikající 

hydrolýzou ATP, kterou zajišťují enzymy ektonukleotidázy (Abbracchio et al., 2009). 
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 Obecným mechanismem ATP gliotransmise je stejně jako v případě glutamátu Ca2+ 

dependentní exocytóza (Pangršič et al., 2007). Potvrzuje to pozorování, že je astrocytární uvolňování 

ATP redukováno bafilomycinem A a tetanotoxinem (Coco et al., 2003), a objev vezikulárního 

nukleotidového transportéru (VNUT), který je zodpovědný za váčkovou akumulaci ATP (Sawada et al., 

2008). Na astrocytární exocytóze ATP se podílí rovněž lysozomy, které ATP uskladňují a v závislosti  

na Ca2+ také uvolňují (Zhang et al., 2007). Další mechanismy pro uvolňování ATP z astrocytů zahrnují 

například gap junctions, P2X receptory nebo aniontové kanály (Illes et al., 2019). 

3.3.3 Důsledky astrocytární gliotransmise 

Gliotransmitery uvolněné do extracelulárního prostředí aktivují receptory neuronů  

a zprostředkují astrocytární regulaci neuronální aktivity a synaptické transmise. Obecné shrnutí 

konkrétních účinků jednotlivých gliotransmiterů je velmi obtížné, neboť gliotransmisí zprostředkovaná 

signalizace mezi astrocyty a neurony je značně komplexní a závisí na mnoha faktorech. Prvním z nich 

je diverzita v neuronálním signálu (např. typu neurotransmiteru), který astrocyt přijímá a specificky  

na něj reaguje elevací [Ca2+]c a následnou gliotransmisí. Konkrétní astrocyt navíc může uvolňovat více 

typů gliotransmiterů, které mají různé funkční důsledky na neurony a synaptickou fyziologii.  

Zároveň se různí i účinky jediného gliotransmiteru, a to v závislosti na neuronálním prostředí, 

presynaptické či postsynaptické lokalizaci jeho receptorů a konkrétním typu aktivovaného receptoru 

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

Glutamátová gliotransmise tak dokáže působit excitačně a posílit synaptickou transmisi 

aktivací presynaptických NMDA receptorů (Jourdain et al., 2007) nebo zvýšit neuronální excitabilitu 

skrz extrasynaptické NMDA receptory (Fellin et al., 2004). Její působení však může mít také inhibiční 

účinky, příkladem při aktivaci presynaptických kainátových (Liu et al., 2004) nebo metabotropních 

glutamátových receptorů (Andersson et al., 2007). Podobně také gliotransmiter ATP (potažmo jeho 

metabolity) může mít na synaptickou transmisi inhibiční i excitační vliv (Martin-Fernandez et al., 2017). 

V souvislosti s gliotransmisí je nutné zmínit rovněž kontroverzi s ní spojenou. Ačkoliv existuje 

velké množství studií, které model gliotransmise a astrocytární modulace synaptického přenosu 

podporují, najdou se i odpůrci těchto konceptů. Ti kritizují zejména výzkumné metody experimentů 

(např. užívání neselektivních látek ovlivňujících astrocytární i neuronální buňky) a prohlašují,  

že uvolňování transmiterů je za fyziologických podmínek specializací neuronů, nikoli astrocytů  

(Fiacco & McCarthy, 2018). Zda jsou tyto postřehy validní a skutečně vyvracejí funkční roli 

gliotransmise, však zůstává otázkou. 
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4 Cirkadiánní systém v astrocytech 

Rytmické procesy řízené cirkadiánním systémem byly kromě jiných buněčných typů pozorovány 

také v astrocytech. Tato kapitola se zaměřuje na důkazy, molekulární podstatu i fyziologické důsledky 

cirkadiánního chování astrocytů.  

4.1 Důkazy cirkadiánních rytmů v astrocytech 

Rytmická exprese hodinových genů byla prokázána v primárních kulturách astrocytů za užití 

reportérového genu luciferázy (Luc), který slouží jako nástroj pro detekci transkripční aktivity DNA 

v reálném čase (Alam & Cook, 1990). Bioluminiscence indukovaná přepisem genů Per1Luc, Per2Luc  

a Bmal1Luc umožnila zaznamenat rytmy v expresi daných genů a prokázat cirkadiánní periodu jejich 

oscilací (Prolo et al., 2005; Yagita et al., 2010). Tyto výsledky dokazují, že astrocyty disponují 

molekulárním cirkadiánním mechanismem, jehož podstatou jsou vzájemné interakce hodinových genů 

a jejich proteinů.  

V rámci zkoumání vlivu hodinových genů na fyziologii astrocytů byly objeveny cirkadiánní rytmy 

v expresi a distribuci GFAP (glial fibrillary acidic protein), které přetrvávaly i v podmínkách konstantní 

tmy (Leone et al., 2006; Santos et al., 2005). GFAP je specifický strukturní protein astrocytů a lze jej 

detekovat pomocí imunohistochemických metod. Vysokou míru GFAP imunoreaktivity vykazuje SCN, 

proto mohou být cirkadiánní rytmy GFAP považovány za jeden z markerů rytmické aktivity 

molekulárních hodin (Lavialle & Servière, 1993).  

Mezi další projevy cirkadiánního systému v astrocytech patří rytmy v genové expresi  

a proteinových hladinách glutamátového transportéru GLAST, rytmy v aktivitě glutaminové syntetázy 

nebo rytmy v uvolňování gliotransmiterů (viz dále).  

4.2 Cirkadiánní rytmy spojené s gliotransmisí 

4.2.1 Rytmy v uvolňování ATP 

V kultuře myších kortikálních astrocytů byly s využitím luciferázové bioluminiscence 

pozorovány rytmy v uvolňování ATP do extracelulárního prostoru s periodou přibližně 24 h.  

Až 75 % astrocytárních kultur vykazovalo tyto cirkadiánní oscilace po dobu minimálně tří dnů  

(v závislosti na přísnosti kritérií pro statistické potvrzení periody a amplitudy oscilací). Pro zjištění,  

zda rytmy uvolňování ATP závisí na hodinových genech, byla testována koncentrace extracelulárního 

ATP u astrocytů s mutacemi v genech Clock, Npas2, Per1, Per2, Cry1, Cry2 a Bmal1. Experimenty 

ukázaly, že rytmus v uvolňování ATP byl výrazně ovlivněn v případě Clock, Per1 a Per2 mutací, které 

indukovaly ztrátu oscilací ATP u většiny zkoumaných kultur. Nízké procento mutovaných kultur 

vykazovalo narušené cirkadiánní rytmy, přičemž množství uvolňovaného ATP bylo oproti WT (wild 
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type) kulturám až o polovinu nižší. Z těchto výsledků vyplývá, že astrocytární uvolňování ATP je pod 

kontrolou cirkadiánního systému a závisí na funkčních hodinových genech Clock, Per1 a Per2 

(Marpegan et al., 2011). 

K obdobným závěrům došli i autoři studie Womac et al. (2009), ve které byly pozorovány 

rytmické fluktuace hladin extracelulárního ATP nejen v kulturách kortikálních astrocytů a buněk SCN, 

ale také in vivo v SCN zvířecích modelů (Womac et al., 2009). Cirkadiánní oscilace v uvolňování ATP  

a jeho akumulaci v extracelulárním prostředí by tak mohly představovat jeden z přirozených 

fyziologických výstupů molekulárních hodin v astrocytech SCN i dalších mozkových oblastí. 

Mechanismus rytmického uvolňování ATP prozatím není objasněn. Důležitou roli v něm 

prokazatelně hraje Ca2+, neboť narušení IP3 signalizace vede ke ztrátě rytmicity a k snížení 

extracelulárních hladin ATP. Naopak mutace v proteinech SNARE komplexu a jimi inhibovaná 

schopnost exocytózy nemá na rytmicitu uvolňování ATP žádný vliv. Tyto výsledky značí, že exocytóza 

se buď cirkadiánních rytmů v ATP gliotransmisi neúčastní nebo může být v případě potřeby nahrazena 

jiným mechanismem (Marpegan et al., 2011). 

Mezi předpokládané funkce ATP patří vyvolání transmise vápníkových vln a zprostředkování 

intercelulární signalizace mezi astrocyty a neurony (viz 3.2.2). Objev rytmické podstaty gliotransmise 

dal vzniknout předpokladům, že by ATP mohl fungovat jako jeden z prvků regulujících aktivitu  

a případně i synchronizaci buněk SCN (Womac et al., 2009). Pro synchronizaci astrocytárních 

cirkadiánních rytmů však tento předpoklad neplatí, jak prokázal ve svém pokusu Marpegan et al. 

(2011). V astrocytech s blokovanou IP3 signalizací, která vede ke ztrátě rytmů ATP gliotransmise, totiž 

probíhá normální cirkadiánní exprese hodinových genů. Není však vyloučeno, že astrocyty 

produkovaný ATP nebo jeho metabolity mohou sloužit jako astrocytární cirkadiánní výstup a ovlivňovat 

jiné typy buněk, neboť receptory pro ATP se hojně nachází v neuronech i gliových buňkách v celém 

objemu mozku (Burnstock & Knight, 2004).  

4.2.2 Rytmy v absorpci a uvolňování glutamátu 

Cirkadiánní rytmus v absorpci glutamátu kortikálními astrocyty byl zkoumán na kultivovaných 

astrocytech z myší s různými cirkadiánními genotypy. Bylo zjištěno, že absorpce glutamátu je výrazně 

redukována v případě mutací v hodinových genech Clock a Per2. Absence funkčních genů Clock a Npas2 

(ale již ne Per2) rovněž negativně ovlivnila množství mRNA i hladinu proteinů glutamátového 

transportéru astrocytů GLAST, který se procesu absorpce účastní. Klíčovým zjištěním těchto pokusů  

a porovnání s WT modely bylo, že ač je glutamátová absorpce v kortikálních astrocytech závislá  

na hodinových genech, nevykazuje žádné rytmické fluktuace v čase. Tyto výsledky dokazují 

necirkadiánní charakter absorpce in vitro, zároveň ale nezavrhují možnost, že by rytmické vzorce mohla 
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vykazovat v in vivo podmínkách. Prokazatelně je však modulována hodinovými geny a jejich 

proteinovými produkty, které s největší pravděpodobností ovlivňují transkripci genů či stabilitu 

proteinů zapojených do astrocytární absorpce glutamátu (Beaulé et al., 2009).  

 Studie autorů Leone et al. (2015) se zaměřila na astrocyty v kulturách SCN. Hypotéza pro tuto 

studii vycházela z předpokladu, že glutamátergní vedení informace o světle do SCN indukuje 

v astrocytech SCN zvýšenou míru absorpce glutamátu i jeho přeměny na glutamin a naopak tma 

povede ke snížení těchto procesů. Pro ověření této hypotézy byla měřena míra astrocytární absorpce 

glutamátu v různých světelných podmínkách. V LD (light-dark) podmínkách byla zaznamenána  

vyšší absorpce glutamátu během světelné fáze dne než ve tmě, v DD (dark-dark) podmínkách  

naopak nebyly zaznamenány žádné změny v absorpci mezi subjektivní nocí a dnem. Absorpce 

glutamátu v SCN tedy vykazuje denní, ale nikoli cirkadiánní rytmy (Leone et al., 2015). Další pokus byl 

zaměřen na glutaminovou syntetázu, která katalyzuje konverzi glutamátu na glutamin a účastní se tak 

intracelulárního metabolismu astrocytů. Byly pozorovány signifikantní rozdíly v aktivitě glutaminové 

syntetázy během dne a noci (s vyšší aktivitou během světelné fáze) a to v LD i DD podmínkách. 

Glutaminová syntetáza tedy je regulována cirkadiánním systémem a její aktivita je zvýšená během 

subjektivního dne (Leone et al., 2015). Tyto výsledky potvrzují denní i cirkadiánní regulaci 

astrocytárního glutamátového metabolismu a spolu se závěry studie autorů Beaulé et al. (2009) 

dokazují, že absorpce glutamátu astrocyty z různých mozkových oblastí obecně nepodléhá cirkadiánní 

regulaci související s astrocytárními molekulárními hodinami. 

V rámci studie autorů Brancaccio et al. (2017) byla v řezech SCN prováděna dlouhodobá 

detekce hladin cytoplazmatického Ca2+, která odhalila antifázické cirkadiánní rytmy ve fluktuaci 

neuronální a astrocytární [Ca2+]c. Oscilace [Ca2+]c v astrocytech byly navíc synchronizovány s rytmy 

v hladinách extracelulárního glutamátu (Glue ), který patří mezi hlavní gliotransmitery. Pro potvrzení, 

že Glue pochází z astrocytů a fluktuace v jeho hladinách jsou tím pádem důsledkem cirkadiánních rytmů 

v glutamátové gliotransmisi, byly zvoleny tři strategie. Nejprve bylo dokázáno, že Glue osciluje v SCN 

po neomezeně dlouhou dobu i v médiu bez exogenního zdroje Glu, což značí jeho astrocytární původ, 

neboť neurony glutamát syntetizovat de novo neumí (Cesar & Hamprecht, 1995; Gamberino et al., 

1997). Dále byla pomocí methionin sulfoximinu (MSO) narušena aktivita glutaminové syntetázy, která 

je v mozku exprimována zejména v astrocytech (Norenberg, 1979). Blokace GS nejprve zvýšila hladinu 

cytoplazmatického Glu v astrocytech a potažmo zvýšila i míru jeho uvolňování do extracelulárního 

prostředí. Ještě zajímavějším zjištěním tohoto pokusu bylo, že zvýšení hladiny Glue bylo doprovázeno 

tlumením rytmů v Per2Luc expresi, což značí, že astrocytární regulace Glue je klíčová pro zachování 

rytmicity v SCN. V rámci poslední strategie byly prostřednictvím selektivní apoptózy v kulturách 

odstraněny astrocytární či neuronální buňky. Při absenci astrocytů hladina Glue poklesla, při absenci 
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neuronů naopak došlo k jejímu zvýšení. Tyto výsledky potvrdily astrocytární původ Glue a také 

poukázaly na možnou důležitost absorpce Glu neurony. Glutamátová absorpce a její dopady byly 

následně zkoumány v experimentech, ve kterých byly inhibovány glutamátové transportéry u gliových 

buněk (EAAT1, EAAT2) a neuronů (EAAT3). V případě inhibice gliových EAAT nebyly zaznamenány 

žádné změny v rytmech Per2Luc exprese v SCN, inhibice neuronálních EAAT však vedla k dramatické 

redukci Per2Luc oscilací. Oscilace Glue jsou tudíž generovány pomocí rytmů v glutamátové gliotransmisi  

a neuronální absorpci Glu, přičemž blokace této absorpce způsobí desynchronizaci buněčných 

oscilátorů SCN a tím naruší jeho cirkadiánní rytmy (Brancaccio et al., 2017). 

Po prokázání účasti astrocytů na udržování rytmicity SCN byl podroben zkoumání 

mechanismus jejich působení. Na základě výsledků byl vytvořen model astrocyto-neuronální regulace 

cirkadiánního systému (Obr. 7). Během cirkadiánní noci SCN astrocyty vykazují vysoké hladiny Ca2+  

a do extracelulárního prostoru uvolňují velké množství glutamátu, který aktivuje NR2C podjednotky 

NMDA receptorů presynaptických zakončení neuronů. Aktivace NR2C následně umožní uvolňování 

inhibičního neurotransmiteru GABA, který zprostředkuje inhibici postsynaptických neuronů a tlumení 

neuronální aktivity v průběhu noci. Opačný scénář platí během cirkadiánního dne, kdy je hladina Glu 

redukována sníženou mírou astrocytárního uvolňování Glu a jeho intenzivní absorpcí neurony. Tím  

je redukována i GABAergní neurotransmise, což opět umožní aktivaci neuronů (Brancaccio et al., 2017). 

Astrocyty by tak mohly sloužit jako zdroj inhibičního signálu potřebného pro vnitřní 

synchronizaci buněčných oscilátorů v mozku a časová segregace astrocytární a neuronální aktivity jako 

adaptace pro zvyšování přesnosti cirkadiánních rytmů v obalové části SCN. Tento model demonstruje 

čistě cirkadiánní roli astrocytů a dokazuje, že astrocyty společně s neurony významně ovlivňují hlavní 

oscilátor savců lokalizovaný v SCN a díky této funkci hrají nezastupitelnou roli v udržování cirkadiánních 

rytmů (Brancaccio et al., 2017). 
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Obr. 7: Grafické znázornění navrhovaného modelu pro astrocyto-neuronální regulaci cirkadiánního 

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

4.3 Intracelulární faktory ovlivňující rytmicitu v astrocytech 

S ohledem na komplexitu molekulárních pochodů sdružených s astrocyty je velmi 

pravděpodobné, že budou astrocytární rytmy in vivo ovlivňovány mnoha faktory. Ačkoliv je toto téma 

prozatím relativně neobjasněné, mezi známé regulátory rytmů astrocytů patří vasoaktivní intestinální 

polypeptid (VIP) a tumor necrosis factor α (TNFα). 

V primárních kulturách astrocytů bylo pozorováno spontánní tlumení cirkadiánních rytmů 

genové exprese hodinových genů, které vedlo k vymizení rytmicity přibližně do týdne od vysetí dané 

kultury. Možnou příčinou tohoto vývoje byla desynchronizace v rámci populace oscilátorů nebo ztráta 

rytmicity jednotlivých buněk. Vymizení rytmů bylo možno zabránit kokultivací s buňkami SCN, přičemž 

kokultivace s kortikálními buňkami na astrocyty podobný efekt neměla (Prolo et al., 2005),  

což dokazuje důležitost specifických signálů z SCN pro synchronizaci a udržování rytmicity astrocytů. 

Ukazuje se, že tímto signálním faktorem by mohl být neuropeptid VIP. VIP je produkovaný 

neurony SCN (Abrahamson & Moore, 2001) a zároveň je prokazatelně nezbytný pro jejich synchronizaci 

(Aton et al., 2005). V pokusech s kultivovanými astrocyty z myší s indukovaným bioluminiscenčním 

reportérem hodinového genu Per2 (Per2Luc) bylo pozorováno, že je VIP schopen obnovit rytmy 

v spontánně utlumených kulturách (Obr. 8) a jeho pravidelné podávání dokáže astrocyty in vitro 

synchronizovat (Marpegan et al., 2009). Silný efekt VIP na cirkadiánní rytmy astrocytů může  

být důsledkem zvýšení exprese hodinových genů nebo resynchronizace asynchronních astrocytů, 
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případně kombinací obojího. Ve všech případech tyto výsledky naznačují, že VIP je potenciální 

synchronizující faktor astrocytů a velmi pravděpodobně zprostředkovává neuro-gliovou komunikaci  

in vivo (Marpegan et al., 2009). 

 

Obr. 8: Znázornění účinků VIP na astrocytární kultury. Graf zobrazuje normalizované amplitudy 

bioluminiscenčních rytmů v kulturách astrocytů před a po podání VIP. Změna charakteru oscilací 

indukovaná působením VIP je označena šipkou. (Převzato a upraveno dle Marpegan et al., 2009).  

Další faktory, které mohou ovlivňovat cirkadiánní rytmy astrocytů, jsou molekuly asociované 

s imunitním systémem. Mezi cirkadiánním a imunitním systémem probíhá vzájemná kooperace, 

v rámci které cirkadiánní systém reguluje imunitní funkce a naopak složky imunitního systému silně 

ovlivňují cirkadiánní rytmy (Cermakian et al., 2013). Odpověď astrocytů na imunitní stimul, konkrétně 

na prozánětlivý cytokin TNF-α, byla zkoumána na kultuře SCN astrocytů z Per2Luc myši. V sérii pokusů 

bylo prokázáno, že TNF-α indukuje změny v molekulárních hodinách SCN astrocytů modulací exprese 

hodinového genu Per2. Astrocyty vystavené působení TNF-α jsou následně schopné vyvolat 

změny exprese hodinových genů v jiných buněčných typech a navodit fázové posuny v hlavním 

cirkadiánním oscilátoru (Duhart et al., 2013). Cytokin TNF-α se tak řadí mezi regulátory astrocytárních 

cirkadiánních rytmů a odkrývá možnou roli SCN astrocytů jako prostředníků v komunikaci  

mezi imunitním a cirkadiánním systémem. 

4.4 Význam cirkadiánních hodin astrocytů 

Jednou z nejzajímavějších funkcí, která byla cirkadiánním rytmům astrocytů přisouzena, je přímá 

účast na fungování hlavního cirkadiánního oscilátoru. Důležitost gliových buněk pro správnou funkci 

SCN je předpokládána již od 90. let, kdy studie autorů Prosser et al. (1994) zkoumala vliv glií na in vitro 

cirkadiánní rytmy neuronální aktivity a in vivo behaviorální rytmy pokusných zvířat. V rámci 



22 
 

experimentů byly použity látky blokující gap junctions a také látka fluorocitrát, která skrz blokaci 

Krebsova cyklu inhibuje gliový metabolismus (Swanson & Graham, 1994). Výsledky studie prokázaly, 

že narušení fyziologických procesů v gliových buňkách vede ke změnám cirkadiánního vzorce 

neuronální aktivity a k behaviorální arytmicitě zvířat (Prosser et al., 1994).  

Skutečnou povahu účasti glií na fungování cirkadiánních hodin SCN odhalil již zmiňovaný 

Brancaccio et al. (2017), který představil SCN astrocyty jako rovnocenné partnery SCN neuronů a navrhl 

model neuro-astrocytární regulace cirkadiánních rytmů (viz 4.2.2). Ve svém recentnějším výzkumu 

navíc dokázal, že v případě absence neuronálních hodin jsou astrocyty schopny autonomně řídit 

molekulární oscilace v SCN a cirkadiánní rytmy v chování zvířecích modelů. V rámci experimentů byl 

využit přístup buněčně specifického obnovení exprese Cry1 v SCN myší s nefunkčními Cry geny a tím  

i nefunkčními molekulárními hodinami. Navozením exprese Cry1 v astrocytech bylo možno indukovat 

cirkadiánní expresi Per2Luc v SCN a rytmické vzorce v lokomoci u původně arytmických myší. 

Mechanismus stojící za působením astrocytů jako generátorů cirkadiánních rytmů spočívá v obnovení 

rytmické exprese hodinových genů neuronů prostřednictvím regulace cirkadiánních oscilací neuronální 

[Ca2+]c, přičemž důležitou roli opět zastává glutamátová gliotransmise (Brancaccio et al., 2019). 

Novější studie dokazují, že astrocytární hodiny ovlivňují i celou řadu dalších procesů. Jako příklad 

může sloužit vliv na energetický metabolismus a délku životnosti, který se u myších modelů projeví  

při astrocytární deleci hodinového genu Bmal1 (Barca-Mayo et al., 2020). V důsledku delece tohoto 

hodinového genu dochází k astroglióze – buněčným změnám nastávajícím v astrocytech v reakci  

na poškození či nemoc CNS (Sofroniew, 2014) – a apoptóze hypotalamických astrocytů, což má  

za následek změny v hypotalamických funkcích. Ty se mohou projevit změnami v metabolismu  

a zvýšené tělesné hmotnosti, které byly spolu s kratší životností pozorovány u zkoumaných zvířecích 

modelů. Společně tyto výsledky naznačují, že by delece Bmal1 v astrocytech mohla vést 

k předčasnému stárnutí (Barca-Mayo et al., 2020).  
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5 Závěr 

Přímým důkazem existence cirkadiánního systému astrocytů je pozorování rytmické exprese 

hodinových genů v astrocytárních kulturách. Astrocyty tudíž disponují molekulárním cirkadiánním 

mechanismem, který se dále projevuje například rytmickou produkcí a distribucí proteinu GFAP, 

oscilacemi v proteinových hladinách glutamátového transportéru GLAST nebo rytmickou aktivitou 

glutaminové syntetázy. 

Také proces gliotransmise, při kterém dochází k uvolňování gliotransmiterů do extracelulárního 

prostředí, podléhá cirkadiánní kontrole. Rytmické oscilace byly pozorovány ve výlevu ATP i glutamátu, 

což dokazuje cirkadiánní charakter astrocyto-neuronální komunikace. Právě glutamátové gliotransmisi 

byl v této souvislosti přisouzen velmi zajímavý fyziologický význam v podobě účasti na generování  

a udržování rytmů v hlavním cirkadiánním oscilátoru a potažmo i v celém organismu. 

Bylo zjištěno, že zapojení astrocytů do ustanovení cirkadiánní rytmicity SCN probíhá zejména 

během cirkadiánní noci. Tehdy astrocyty do extracelulárního prostředí uvolňují velké množství 

glutamátu, který následně indukuje GABAergní neurotransmisi. V důsledku působení tohoto 

inhibičního neurotransmiteru dochází k tlumení aktivity SCN neuronů. Během cirkadiánního dne 

naopak množství extracelulárního glutamátu vlivem snížené míry gliotransmise a zvýšené míry 

neuronální absorpce značně klesá a aktivita neuronů se zvyšuje. Tato forma noční inhibiční signalizace 

hraje roli v interní synchronizaci jednotlivých buněčných oscilátorů v SCN, která je nezbytným 

předpokladem správné funkce SCN. Astrocyty tak významně regulují hlavní cirkadiánní oscilátor a jeho 

chod navíc dokáží zachovat i v nepřítomnosti neuronálních hodin. Díky těmto vlastnostem představují 

astrocyty klíčové prvky pro fungování cirkadiánního systému.  

Vliv astrocytárních hodin je však patrný i v řadě jiných fyziologických procesů, mezi které patří 

regulace energetického metabolismu nebo délky životnosti. Astrocyty a jejich cirkadiánní hodiny,  

které byly dříve vnímány spíše jako nepříliš podstatná součást našeho cirkadiánního systému,  

tak bezpochyby vykonávají mnohem důležitější a zajímavější funkce, než by se původně mohlo zdát.   
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