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Souhrn

Cirkadianni systém hraje vyznamnou roli ve fyziologii i patofyziologii
Cloveka. Tento systém je fizen ze suprachiamatickych jader nachazejici
se v hypotalamu.

Naruseni tohoto systému u clovéka je ¢asto spojovano s rozvojem
afektivnich poruch ¢i neurodegenerativnich onemocnénti.

V prvni casti prace jsem se pokusila identifikovat zmény
cirkadianniho systtmu  Clovéka  vpriabéhu  ranych  stadif
neurodegenerativnich onemocnéni. Prvni studie sledovala pacienty
s Alzheimerovou nemoci, u nichz jsme zjistili Ubytek no¢ni produkce
melatoninu. V druhé studii jsme sledovali pacienty s poruchou chovani
vREM fazi spanku, kterd je spojovana s pozdéjSim rozvojem
Parkinsonovy nemoci.

V dalsi c¢asti prace jsem sledovala schopnost cirkadidnniho systému
¢lovéka vyrovnat se s podminkami polarniho dne, tedy v podminkach bez
ptirozeného stfidani svétla a tmy. Tato studie ukazala, Ze vlivem
polarniho dne doslo k fazovému zpozdéni rytmické tvorby melatoninu a
pohyboveé aktivity. Exprese hodinovych genti nebyla témito podminkami
vyznamné ovlivnéna.

Ve tieti ¢asti prace jsem se zabyvala studiem cirkadidnnich rytmt
pacientli s bipolarni poruchou v bunéénych kulturach transformovanych
lymfocytli a post mortem cirkadiannich oscilaci v pfednim cingulu u
pacientti s unipolarni depresi. Zvoleny model in vitro se pro studium
cirkadiannich oscilaci ukazal jako nevhodny.

Celotranskriptomova cirkadianni analyza tkané pfedniho cingula
ziskand post-mortem od pacientli s unipoldrni depresi v porovnani se
zdravymi subjekty odhalila ztratu rytmickych oscilaci kliovych
hodinovych genii v této strukture.



Summary

The circadian system plays an important role in human physiology and
pathophysiology. This system is controlled by suprachiasmaticus nukleus
located in the hypothalamus.

Disruption of this system in humans is often associated with the
development of affective disorders or neurodegenerative diseases..

The first study was focused at patients with Alzheimer's disease, in
whom we found a decrease in nocturnal melatonin production. In the
second study, we studied patients with a REM behavioral disorder, which
is associated with development of Parkinson's disease

In the second part of the thesis, I studied the ability of the human
circadian system to cope with the conditions of the polar day. Our
subjects were exposed to a day cycle lacking the natural alternation
between a light and dark period. The study showed that the polar day
affected melatonin onset, its production was rhythmic but significantly
delayed in the same fashion as with physical activity. The clock genes
expression in peripheral clocks remained unaffected.

The last part of the thesis was focused on the circadian rhythms in
patients with bipolar disorder studied in vitro in transformed lymphocytes
and post-mortem circadian oscillations in the anterior cingulate in
patients with unipolar depression. Unfortunately, we found that
transformed lymphocytes are not suitable for studying the circadian
oscillations.

The results from the whole-transcriptom circadian analysis in anterior
cingulate from unipolar patients revealed a loss of rhythmic oscillations
of the core clock genes compared to healthy controls.



1. UVOD

Cirkadidnni systém

Cirkadianni rytmy jsou obecné charakterizovany jako endogenni
biologické cykly opakujici se s ptiblizné 24h periodou. Mechanismus
cirkadiannich rytmil je endogenni, to znamend, Ze b&zi i nezavisle na
vnéjSich podminkach, tedy naptiklad v podminkach konstantni tmy.
Endogenni rytmus je charakterizovan vlastni periodou tau (t), ktera se
mirné 1i8i od pfesné 24hodinové periody soldrniho cyklu na Zemi. Cely
cirkadianni mechanismus je citlivy na synchronizaci s vnéjS$im ¢asem, ktera
je pro jeho funkci zcela zasadni. Nesynchronizované vnitini hodiny by
mély neustalou tendenci se pfedbihat nebo zpozd'ovat v zavislosti na tom,
zda je jejich vnitini perioda krat$i ¢i del$i nez 24h délka dne. Silny
synchronizacni potencial méd predevSim svétlo, pifijem potravy, fyzicka
aktivita nebo socialni interakce.

Centralni hodinovy oscilator

Centrum cirkadiannich hodin se nachazi v suprachiasmatickych jadrech
(SCN) odkud jsou tizeny veskeré rytmy s denni periodou. Mezi tyto rytmy
patii naptiklad rytmus spanku a bdéni, rytmus télesné teploty, sekrece
nekterych hormont nebo i exprese fady gent (Hastings, Maywood and
Brancaccio, 2018). SCN jsou parovou strukturou tvofenou dvéma
bunéénymi subpopulacemi tzv. ,.core a ,shell“. Do ,,core” jsou vedené
ptedevS§im vstupni drahy synchronizujici vnitini hodiny s vné&jSimi
podminkami. Z ,shell“ pfedevs§im vychazeji drahy do dal$i mozkovych
oblasti. Neurony SCN vytvateji hustou komunikaéni sit’, ve které dtlezitou
ulohu hraji kromé neurotransmiterti i neuropeptidy a vystupem této site je
jednotny robustni rytmus (Welsh et al., 1995; Leak, Card and Moore,
1999).

Hodinovy molekularni mechanismus

Na molekularni Grovni jsou vnitini hodiny fizené vzajemnou interakci
zpétnovazebnych transkripéné translacnich smycek tzv. hodinovych gent a
jejich proteinovych produkti. Jedna se o samoudrzujici se mechanismus
aktivaci a represi jednotlivych komponent. Mezi kli¢ové hodinové geny
patii Period 1, 2, 3 geny, dale Cryptochrom 1 a 2, hodinovy gen Clock,
Bmall, Kasein kinase 1 epsilon, transkripcni faktor Rev-erba (nazyvana



téz Nrldl) a jaderny receptor Rora (Hastings, Maywood and Brancaccio,
2019).

Hodiny v perifernich strukturach

SCN neni jedinou strukturou generujici cirkadianni rytmy, dalsi
cirkadianni oscildtory se nachdzeji jak v mnoha strukturdch CNS, tak i ve
vétSiné perifernich orgdnd (srdce, plice, stfevo, jatra, ledviny, kosterni sval,
ktze, periferni jaderné krevni bunky aj.). Cirkadianni rytmy nejsou tedy
vystupem jedné struktury, ale jsou vysledkem kooperace celého
multioscilatorového systému. SCN jsou vtéto hierarchii ostatnim
oscilatorim funkéné nadfazeny a funguji jako centralni pacemaker,
zajiStujici  predev§im  svételnou synchronizaci systému. Vnitini
synchronizace SCN s perifernimi osciladtory je zajiStovana neuro-
humoralnimi signaly (Hastings, Reddy and Maywood, 2003).

Synchronizace cirkadianniho systému

Svételna synchronizace
Vysadou centralniho oscilatoru je jeho unikatni schopnost synchronizace s
vnéj§imi svételnymi podminkami. Stfidani svétla a tmy béhem dne a noci
je vniméano neurondlni siti SCN, kterd nasledné informuje periferni
oscilatory a indukuje kompresi ¢i dekompresi cirkadidnnich rytmi tak, aby
odpovidaly ménicimu se poméru délky svétlé a tmavé Casti dne v prubéhu
roku. Cely synchronizacni mechanismus je na svétlo citlivy pouze v
omezenych casovych tusecich, kterymi je doba stmivani (rand faze
subjektivni noci) a doba rozednivani (pozdni faze subjektivni noci).
Efektivita svételné synchronizace soucasné zavisi i na délce svételné
stimulace, na spektralnim slozeni a na jeji intenzité (Lucas et al., 2014).

Nesvételné synchronizace
Mechanismy synchronizace vnitinich hodin nesvételnymi
synchroniza¢nimi podnéty jsou pomeérne rozsahle popsany u fady druhii
laboratornich zvitat. Pfes to, Ze nesvételnd synchronizace hraje vedle
svételné spise druhotfadou roli, neni jeji vyznam zanedbatelny. Mezi
vyznamné nesvételné synchronizatory patii predev§sim pravidelné
podavana potrava, pravidelna pohybova aktivita nebo socialni interakce.

Desynchronizace hodin a jeji dopad na dusevni zdravi

Desynchronizace s vné&j$im prostfedim nebo desynchronizace jednotlivych
vnitinich hodin mezi sebou vede k rozvratu celkové vnitini homeostazy a
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cely hodinovy komplex tvofeny centralnimi hodinami a fadou perifernich
hodin pfestava plnit svoji funkci.

Desynchronizace miize probihat na 3 zdkladnich trovnich.

1)  Centralni hodiny nedostdvaji dostatecné silné synchronizacni
signaly, které by umoznily udrzet hodiny synchronizované s vnéj$im
prosttedim. Chod hodin je nasledné oslabovan a synchronizace systému
slabne.

2)  Vlivem konfliktnich synchroniza¢nich signali dochazi k odklonu
synchronizace perifernich hodin od hodin centralnich. Nejextrémné;jsi
ptipad takové desynchronizace je prace v rotanim sménném provozu, kde
je synchronizac¢ni svételny signal pfitomen v neadekvatni Casti dne.
Soucasné tento rezim byva doprovazen piijmem potravy v mnocnich
hodinach. Tyto konfliktni synchronizac¢ni signdly vedou k rozpojeni
synchronizace centrdlnich a perifernich hodin, destabilizaci systému
vnitinich hodin a velmi pravdépodobné jsou pfi¢inou fady zdravotnich
komplikaci. Prokazatelné napiiklad zvySuji incidenci kardiovaskulérnich,
obezitologickych a onkologickych onemocnéni(Davis and Mirick, 2006;
Antunes et al., 2010; Hermansson et al., 2019)

3) Dochéazi k zeslabenému pienosu synchronizacnich signali z
centrdlnich hodin k hodinam v perifernich strukturach. Chod perifernich
hodin se pod vlivem slabych synchroniza¢nich signalti a snizujici se
amplitudy cirkadiannich oscilaci z centralnich hodin zacne vzajemné
fazove rozchazet.

Desynchroniza¢ni udalost, jako je naptiklad ptelet vice ¢asovych pasem,
prace v noci, (Inder, Crowe and Porter, 2016), spankova deprivace nebo
Casté naruSovani chodu hodin nepravidelnym zivotnim rezimem, miZe
pusobit jako spoustéci signal afektivnich onemocnéni (Katz ef al., 2002).
Cela tada studii poukazuje na to, ze CS hraje roli v patofyziologii
nékterych neuropsychiatrickych, neurodegenerativnich a spankovych
onemocnéni. U téchto onemocnéni jsou typicky popisovany zmény v rytmu
spanku a bdéni, v télesné teploté, rytmu nékterych hormonti, jako napft. v
hladin€ kortizolu nebo melatoninu, ale i zmé€ny na Grovni samotného
regulacniho mechanismu vnitinich biologickych hodin.

Desynchronizace a afektivni poruchy

SCN je centralni a hierarchicky nadfazeny oscilator, ktery udrzuje
cirkadianni systém hodin synchronizovany s vné€j§imi podminkami. Vlivem
ubytku synchroniza¢nich stimultt ¢i napiiklad vlivem genetickych
predispozic, které mohou citlivost systému k synchroniza¢nim stimultim
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snizovat, muze dochazet k oslabeni synchronizace mezi centralnim
oscilatorem a oscilatory perifernimi. Desynchronizace, snizeni amplitudy
nebo fazové posunuti rytmickych oscilaci bylo sledovano napft. u pacienti
s unipolarni depresi (UD), a to i na urovni genové exprese v nekolika
mozkovych strukturach (Li et al., 2013). S cirkadiannim systémem uzce
interaguje také fada 1€kt uzivanych k lécbé afektivnich poruch a uspésnost
1é€by casto souvisi se zlepSenim cirkadidnnich rytmii pacienta. Na
zdravotni stav pacienta ma soucasn¢ pfiznivé ucinky striktni denni rezim,
tzv. ,social rhythm therapy“, kdy pacient pravidelné vstava i uléha ve
stejnou hodinu (Leibenluft and Suppes, 1999; Wehr, 2018)

Desynchronizace a neurodegenerativni onemocnéni

Naruseni 24h cirkadidnniho rytmu je béZznym jevem, ke kterému v prubehu
starnuti dochazi. Ukazuje se ovSem, ze tyto projevy jsou mnohem
Alzheimerova nemoc, mirna kognitivni porucha nebo Parkinsonova
nemoc. Nejcastéji se projevuji nepravidelnosti spankového rytmu, snizenou
denni pohybovou aktivitou vedouci k oslabeni pravidelnosti rytmu spanku
a bdéni, snizenim amplitudy rytmické produkce melatoninu a tendenci k
fazovému predbéhnuti spankového rytmu, rytmu vnitini télesné teploty
nebo produkce melatoninu (Naismith et al., 2014; Ortiz-Tudela et al.,
2014; Hooghiemstra et al., 2015; Weissova et al., 2016). Ukazuje se, Ze
pravé naruSené cirkadidnni rytmy mohou byt detekovany jesté pied
propuknutim téchto onemocnéni, a mohly by tak slouzit jako prvni signaly
rozvijejiciho se neurodegenerativniho onemocnéni (Musiek et al., 2018).
Neurodegenerativni procesy naruSuji drahy vedouci ze SCN i integritu
samotnych SCN. Vysledkem téchto procesii je oslabovani amplitudy
cirkadiannich rytmt a oslabovani celkové synchronizace centralnich a
perifernich hodin. Vysledkem narusené integrity cirkadidnniho systému je
destabilizovana vnitini homeostaza, coz dale vede ke zhorSovani projevil
neurodegenerativnich onemocnéni. Naopak plati, Ze méné robustni
cirkadianni rytmus a fragmentovangj$i pohybova aktivita vlivem jinych
okolnosti, napt. nedostatecnou synchronizaci, jsou rizikovym faktorem pro
rozvoj mirné kognitivni poruchy ¢i demence (Tranah et al., 2011).



2. CILE PRACE

1. Identifikace ¢asnych zmén cirkadiannich rytma v ranych fazich
neurodegenerativnich onemocnéni (Projekt 1, Projekt 2)

V této Casti jsme se vénovali dvéma nejrozsifenéjsim neurodegenerativnim
onemocnénim, Alzheimerové nemoci a poruse chovani v REM spanku, u
které se ukazuje, Ze byva ¢asnym projevem PN.

2. Synchronizace cirkadianniho systému ¢lovéka v podminkach stalého
svétla (Projekt 3)

V této terénni studii jsme vyuzili moznosti sledovat Ceské polarni
vyzkumniky pobyvajici v letnim obdobi na vyzkumné stanici na Svalbardu
(Spicberky), tedy v podminkéch polarniho dne. Cilem prace bylo uréit, zda
nesvételné synchronizacni podnéty (pravidelny denni rezim: spolecenské
interakce, pravidelny pfijem potravy, fyzicka aktivita) budou slouzit jako
dostateny synchroniza¢ni signal vnitfnich hodin.

3. Oscilace hodinovych gent pied aplikaci lithia a po ni v bunécné
kultufe transformovanych lymfocytii ziskanych od Li-R a Li-NR BAP
pacientu (Projekt 4)

Cilem tohoto projektu bylo otestovat moznost vyuziti transformovanych
lymfocytli v cirkadiannim experimentu a nasledné otestovat vliv lithia na
molekularni hodinovy mechanismus u Li-R a Li-NR BAP pacientt.

4. Cirkadianni oscilace transkriptomu v piednim cingulu pacienti s
unipolarni depresi (Projekt 5)

V této praci jsme sledovali cirkadianni rytmy celého transkriptomu ve
vzorku ptfedniho cingula (BA24), odebraného post mortem od pacientl s
UD, a porovnavala ho s transkriptomem zdravych subjektd. Nasim cilem
bylo zjistit, zda u pacienti doSlo ke ztrat€ rytmickych oscilaci
transkriptomu, a to pfedevs§im v kli¢ovych genech zodpovédnych za funkci
molekularnich hodin.
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3. PROTOKOL EXPERIMENTU A
METODIKA

Projekt 1:

Studie cirkadianniho systému v rané fazi Alzheimerovy nemoci
Participanti a protokol studie

Do studie bylo zapojeno 13 zdravych kontrolnich subjektd (6 Zen a 7
muzl) a 13 pacientli s AN (7 Zen a 6 muzi). Pacienti s AN vykazovali
zhorsené vysledky v MMSE v porovnani s kontrolami.

Pacienti a kontroly si samostatné v doméaci prostiedi odebirali vzorky slin a
bukalnich stérti. Odbéry provadéli kazdé 2—4 h od prvniho odbéru v 7:00
az do nasledujiciho dne stejného casu.

Projekt 2:

Studie cirkadianniho systému pacienti s poruchou chovani v REM fazi
spanku

Participanti a protokol studie

Do studie bylo zatazeno 10 muza s diagnostikovanou poruchou chovani v
REM (76 + 3.4 let) a 9 vekoveé i genderové srovnatelnych kontrolnich
subjektl (73 & 4,2 let).

Experiment byl provadén v kontrolovanych podminkach spankové
laboratote NUDZ podle protokolu tzv. semikonstantni rutiny. Subjektim
byly odebirdny  krevni vzorky do odbérovych zkumavek EDTA
(VACUETTE® 4 ml K3 EDTA) po dobu 24 hodin v ¢asech 10 h, 13 h, 16
h,19h,22h, 1 h,4h, 7 ha 10 h. Ze vzorku byla separovana krevni plazma
pro stanoveni melatoninu a krevni periferni jednojaderné buiiky (PBMCs),
ze kterych byla izolovana RNA.

Projekt 3:

Synchronizace cirkadianniho systému ¢lovéka v podminkach stalého
svétla

Tato ¢ast prace byla zaméfena na vliv stalého svétla na cirkadianni systém
¢lovéka v prirozenych podminkach. Pro prubéh této studie byla zvolena
lokalita za polarnim kruhem na souostrovi Svalbard (Spicberky), kde v
letnich mésicich panuje polarni den.

Participanti a protokol studie

Studie probihala ve dvou fazich, v kazdé fazi vyuzivala stejny protokol.
Prvni faze prob&hla v Ceské republice 14 dni pfed odjezdem na Svalbard.
Druha faze probihala od pfijezdu na Svalbard a trvala také 14 dni. Do
studie bylo zapojeno 5 muzi a 5 Zen. Rytmus spanku a bdéni byl nahravan
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pomoci naramkového aktigrafu typu MotionWatch 8 (Cambridge,
Neurotechnology Ldt, UK) a zaznam byl doplnén o zapisy do spankového
kalendare. Sledovéani spanku a pohybové aktivity probihalo 10—14 dni pfed
odjezdem na Svalbard. Ugastnici studie v priibéhu experimentu dodrzovali
svij bézny denni rytmus. Odbéry vzorki slin a bukalnich stérii provedly
subjekty samostatné podle ptfesnych instrukci, probéhly 1-3 dny pied
odjezdem na Svalbard. Odbéry vzorkd zacaly v 7 h rdno, dalsi odbéry
nasledovaly vzdy ve 4h intervalu po 24 h. Méfeni pohybové aktivity
pokra¢ovala po nasledujici dobu 14denniho pobytu na Svalbardu. Po
14dnech probéhlo opétovné odebrani vzorkl slin a bukalnich stérti podle
stejného protokolu jako v Ceské republice.

Projekt 4:

Oscilace hodinovych genti pred aplikaci lithia a po ni v bunééné kultufe
transformovanych lymfocyti ziskanych od Li-R a Li-NR BAP pacienti
Participanti a protokol studie

Sbirku lymfoblastoidnich linii od pacienti Li-R, Li-NR a kontrol jsme
obdrzeli z bunééné banky (Guy Rouleau Cell bank, University of McGill,
Canada). Do pilotniho experimentu byly zatfazeny tfi lymfoblastoidni linie od
tii pacientd Li-R s BAP, tfi od pacienti Li-NR a lymfoblastoidni linie od
jednoho kontrolniho subjektu. Bunééné kultury od jednotlivych subjektt byly
rozpéstovany do dvanacti kultivacnich lahvi T25. V jednom casovém bodé
byly vSechny kultiva¢ni ldhve synchronizovany pomoci sérového Soku. Kazdé
4 hodiny od synchronizace byly jednotlivé kultiva¢ni lahve s buiikami
pravideln¢ sklizeny, a to v 48h Casovém profilu (CT4, CT8, CT12, CT16,
CT20, CT24, CT28, CT32, CT36, CT40, CT44 a CT48 ). Z kazdého ¢asového
bodu bylo nasledné izolovano RNA.

Projekt 5:

Cirkadianni oscilace transkriptomu v pfednim cingulu pacienti s
unipolarni depresi

Participanti a protokol studie

Do analyzy byly zahrnuty posmrtn€¢ ziskané vzorky ptfedniho cingula
(Brodmanova oblast 24) od 26 pacienti s unipolarni depresi a 22
kontrolnich jedincli. Post mortem vzorky byly ziskany z Douglas-Bell
Canada Brain Bank (douglasbrainbank.ca). Jako ¢asovy bod slouzici k
urceni denni faze transkriptomu byla vzdy pouzita doba umrti subjektu.
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Metody

Radioimunologické méreni melatoninu v krevni plazmé a ve sliné

Hladina melatoninu v  krevni plazmé byla stanovena pomoci
radioimunologického méfeni. K jejimu stanoveni byl pouzit komercné
dostupny RIA melatonin kit od firmy Demeditec Diagnostic GmbH
(Némecko), ve sliné se k jeho ureni pouzival kit od firmy Biihlmann
Laboratories, Allschwil (Svycarsko). Pii méfeni jsme postupovali podle
firmou sestaveného standardniho protokolu. Veskeré vzorky byly méteny
duplicitné. Hladina melatoninu byla vyjadfena v pg/ml. Méfeni bylo
provadéno na counteru Beckmann.

Izolace RNA

K izolaci RNA se v zavislosti na tkani pouzivaly 4 rizné izolacni kity.
Bukalni stéry: Dynabeads mRNA Direct Micro Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA a Direct-zol™ RNA MikroPrep (Zymo Research Corporation)

PBMCs : Direct-zol RNA MiniPrep Plus kit (Zymo Research Corporation).
Bunééné kultury: Direct-zol™ RNA MiniPrep (Zymo Research Corporation)
Post mortem mozkova tkaii: RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen,
Valencia, CA, USA. Izolace byly provedeny dle instrukci vyrobce kitu.

RT-qPCR

Izolované RNA bylo nasledné pomoci reverzni transkripce piepsano na cDNA
a cilovy gen byl kvantifikovan pomoci kvantitativni PCR. V qPCR jsme u
vSech méfeni vyuzivali technologii Tagman préb a vysledky byly vzdy
normalizovany k houskeepingovému genu vhodné zvolenému ke kazdému
typu tkané zvlast’ pomoci algorytmu NormFinder. VSechny reakce qPCR byly
provadény v triplikdtech a méfeny na LightCycler® 480 Instrument (Roche
Life Science, Indianapolis, IN, USA). Relativni exprese byla kvantifikovana
pomoci metody AACt (Kenneth J. Livak ; Schmittgenb and Thomas, 2001).

Sekvenace transkriptomu

Sekvenace transkriptomu byla provedena technologii Ilumina (HiSeq 2000).
Pted sekvenaci byla provedena deplece rRNA pomoci kit Ribo-Zero Gold
rRNA Removal (Illumina, MRZG12324, USA) a kit TruSeq Stranded Total
RNA Library Prep pro ptipravu sekvenacni knihovny (Illumina, RS-122-2201,
USA). Nasledné byla provedena kontrola kvality vzorki, jednotlivé fragmenty
byly fragmenty porovnany s lidskym referenénim genomem hgl9 pomoci
TopHat v2.1.0. (http://tophat.cbcb.umd.edu/) a byly identifikovany jednotlivé
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transkripty. Subjekty ucastnici se studie byly nejprve setazeny podle casu
umrti; tento Cas predstavoval jeden ¢asovy bod v analyze. Nasledné byla data
ziskand z RNA sekvence podrobena celotranskriptomové cirkadidnni analyze
vyuzivajici kosinorovy model.

Statistika

Casové profily melatoninu, pohybové aktivity, genové exprese mezi
skupinami byly porovnany dvoucestnou analyzou variance (ANOVA) pro
opakované méfeni s Bonferroniho korekci. Zmény amplitudy, akrofaze a
spankovych parametrti byly srovndvany Studentovym t-testem.

Kosinorova analyza byla pouzita kureni rytmického charakteru dennich
variaci sledované proménné. Data byla fitovdna na dva alternativni regresni
modely: bud’ na horizontalni ¢aru (nulova hypotéza) nebo na jednoduchou
kosinorovou kiivku (alternativni hypotéza) definovanou rovnici: Y = mesor +
[amplitude*cos (2*m*(X-acrophase)/period)] s konstantni délkou periody
odpovidajici 24 h.

4. VYSLEDKY

Projekt 1:

Studie cirkadianniho systému v rané fazi Alzheimerovy nemoci

Denni produkce melatoninu ve sliné u pacientii a jejich partnerii

Primérny denni profil melatoninu u skupiny pacienti s AN a u kontrolni
skupiny je znazornén v grafu. Dvojnd ANOVA s opakovanim odhalila
signifikantni efekt casu (F = 18,470; P < 0,0001), nicmén¢ rozdil mezi
skupinami neodhalila (F = 0,026; P = 0,874). Srovnani individualnich dennich
profilti melatoninu odhalilo vysokou variabilitu v rdmci obou skupin.

Exprese hodinovych genii v bukalnich stérech

Signifikantni rytmus exprese hodinového genu Perl a Bmall v dennim profilu
ziskaného z bukalnich stérd byl identifikovan jak u kontrolni skupiny, tak u
pacientd s AN. Porovnani exprese mezi skupinami dvoucestnou ANOVA s
opakovanim odhalilo signifikantni efekt ¢asu na expresi gent (Perl: F =
9,435; P < 0,0001; Bmall: F = 4,637, P < 0,0003), nicmén¢ rozdil mezi
skupinami nebyl statisticky vyznamny (Per!: F = 0,537; P = 0,471; Bmall: F
=1,655;P=0,211)
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Projekt 2:

Studie cirkadidnniho systému pacienti s poruchou chovani v REM
spanku

Denni produkce melatoninu v krevni plazmé u kontrol a pacientii
Jednocestna ANOVA odhalila signifikantni efekt ¢asu (kontrolni skupina: F =
2,761; P = 0,0136; RBD: F = 4,437; P = 0,0002). Dvoucestna ANOVA s
opakovanim neprokazala signifikantni rozdil mezi skupinami (P = 0,3479).
Srovnani primérné hodnoty akrofazi neparovym Studentovym t-testem mezi
kontrolni skupinou a skupinou RBD prokazal statisticky vyznamny rozdil (P =
0,0337). Akrofaze melatoninu byla u RBD pftiblizné¢ o hodinu zpozdéna ve
srovnani se zdravymi kontrolami.

Exprese hodinovych genit v PBMCs pacientii a kontrol

U kontrolni skupiny byla pomoci jednocestné ANOVA potvrzena zména
exprese vsech hodinovych genl v zavislosti na Case (Perl: P = 0,0076; Per2:
P<0,0001; Per3: P =0,0454; Bmall: P = 0,0148; NriDI: P< 0,0001). OvSsem
u skupiny pacientti s RBD byla zména v Case popsana pouze u hodinového
genu Per3 (P =0,0497). U hodinového genu Perl, Per2, Bmall a NriDI byla
zména v Case nesignifikantni. Vysledky kosinorové analyzy prokazaly vysoce
signifikantni denni rytmické oscilace u vsech hodinovych gend u kontrolni
skupiny (Perl: P < 0,0001; Per2: P< 0,0001; Per3: P < 0,0001; Bmall: P =
0,0207; NriDI: P< 0,0001). U pacientti byla rytmicka exprese identifikovana
u hodinového genu Perl a Per3 (Perl: P = 0,0024 a Per3: P = 0,0009). U
hodinovych gent Per2, Bmall a Nridl byl vysledek kosinorové analyzy
nesignifikantni (Per2: P =0,0991; Bmall: P =0,2308 a Nridl: P =0,2183).

Projekt 3:

Synchronizace cirkadidnniho systému ¢lovéka v podminkach stalého
svétla

Analyzy rytmu pohybové aktivity

Dvoucestna ANOVA s opakovanim s Bonferroniho korekei odhalila
signifikantni efekt ¢asu na pohybovou aktivitu u obou skupin (F = 18,25; P <
0,0001), a potvrdila tak pfitomnost denni variability u obou skupin. Nicméné
signifikantni rozdil mezi skupinami zjistén nebyl (F = 0,9007; P = 0,6902).
Kosinorova analyza aplikovana na individualni pribehy pohybové aktivity
jedinct a nasledné srovnani akrofaze parovym Studentovym t-testem odhalily
signifikantni rozdil mezi skupinami. Aktivita na Svalbardu byla 0 0,97 +£ 0,1 h
zpozdéna (P = 0,0021).
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Spdnkovd analyza

T-test odhalil signifikantné zpozdény &as usinani na Svalbardu (Cesk
republika, primér: 23,79 + 0,98 h; Svalbard, pramér: 24,8 + 1,03 h; P <
0,0005). Doslo k signifikantné zpozdénému probouzeni (Ceska republika,
pramér: 7,51 + 1,4 h; Svalbard, praimér: 8,51 + 0,97 h, P = 0,0056). V celkové
délce spanku nedoslo k zadnému signifikantnimu rozdilu mezi métenimi
(Ceské republika, primér: 6,36 + 0,67 h; Svalbard, pramér: 6,65 + 0,65 h).
Denni hladina melatoninu ve sliné

Dvoucestna  ANOVA s opakovanim s Bonferroniho korekci odhalila
signifikantni efekt casu (F = 12,5; P < 0,0001), a potvrdila tak denni variace
tvorby melatoninu u obou skupin. Nebyl zjistén signifikantni rozdil mezi
méfenim provadénym v Ceské republice a na Svalbardu (F = 1,617; P =
0,0654). Mnohonasobny srovnavaci test odhalil signifikantn€ vyssi primérnou
hladinu melatoninu ve 3 h rano (P = 0,0355) u méfeni v Ceské republice.
Provedeni kosinorové analyzy u jednotlivych subjektd a jejich srovnani mezi
méfenim v Ceské republice a na Svalbardu ukézalo pomoci péarového
Studentova t-testu signifikantni rozdil v akrofazi mezi métenimi (P = 0,0030).
No¢ni maximum melatoninu bylo na Svalbardu o cca 1,666 = 1,14 h
zpozdeéno.

Exprese hodinovych genii v bukalnich stérech

Dvoucestna ANOVA s opakovanim s Bonferroniho korekénim
mnohanasobnym testem odhalila signifikantni efekt ¢asu (Perl: F =12,5; P <
0,0001; NriDI: F = 11,08; P < 0,0001), potvrzujici denni variace v genové
expresi v obou meétenich. Nicméné rozdil mezi skupinami prokdzan nebyl
(Perl: F = 0,966; P = 0,4527; NriDI: F = 1,050; P = 0,3989). Porovnani
amplitudy pomoci parového Studentova testu odhalilo signifikantni zménu u
hodinového genu Perl i NriD1. Oviem parovym Studentovym t-testem nebyl
zjistén signifikantni rozdil v akrofazi (Perl; P = 0,042; NriDI: P = 0,0244),
nicméné rozptyl mezi jednotlivymi hodnotami byl na Svalbardu mensi nez u
méfeni provadéného v Ceské republice (Perl — CZE: SD + 3,13; SVB: SD +
1,82; NriD1 — CZE: SD + 4,36; SVB: SD + 2,03; Bmall — CZE: SD =+ 6,89;
SVB: SD =+ 6,26).

Projekt 4:

Oscilace hodinovych genu pi‘ed aplikaci lithia a po ni v bunécné kultuie
transformovanych lymfocyti ziskanych od Li-R a Li-NR BAP pacientii
Identifikace rytmickych oscilaci hodinovych genii v kultuie in vitro po
synchronizaci sérovym Sokem ve 48hodinovém intervalu
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Vysledky kosinorové analyzy prokdzaly rytmickou oscilaci pouze u
hodinového genu Per3 ve skupiné BAP Li-R. U zadného dalsiho méfeni se
rytmické oscilace nepotvrdily. K ovéfeni spravnosti navrhovaného protokolu
studie jsme experiment ve stejném nastaveni provedli na jiném bun&¢ném
typu, konkrétné¢ na buiikach lidskych fibroblasti. Vysledky kosinorové
analyzy prokéazaly vyrazné rytmické oscilace vSech sledovanych hodinovych
genl v tomto bunéném typu.

Projekt 5:

Cirkadianni oscilace transkriptomu v pifednim cingulu pacientii s
unipolarni depresi

U kontrolni skupiny bylo identifikovano 2 272 rytmicky oscilujicich gent v
ACC, u pacienti s UD bylo identifikovano pouze 992 rytmicky oscilujicich
genl. Srovnanim dat rytmicky oscilujicich genti u kontrol a pacientd s UD
jsme identifikovali pouze 92 gend, které byly rytmicky exprimované jak u
kontrol, tak u skupiny UD.

Vysledky genové ontologické analyzy vyuzivajici Kjotskou encyklopedii genti
a genomu (KEGG) prokazaly, ze mezi rytmicky exprimovanymi geny u
kontrolni skupiny se vyskytuje nékolik kliCovych genii zodpovidajicich za
funkci molekularnich hodin. V ACC tak byla identifikovana exprese
hodinovych genti Arntll (Bmall), Arntl2 (Bmal2), Perl a Npas. U kontrolni
skupiny také bylo identifikovano 19 rytmicky oscilujicich genti souvisejicich
se synchronizaci cirkadianniho systému. U pacient s UD byly identifikovany
rytmické oscilace v molekularni draze cirkadidnnich rytmfi pouze u
hodinového genu Perl, ov§em denni maximum jeho exprese (akrofaze) bylo
ve 2,96 h, coz je ve srovnani s kontrolni skupinou o 7,27 h dfive. U pacientt s
UD byly pomoci KEGG jako rytmicky oscilujici geny ucastnici se
synchronizace cirkadianniho systému identifikovany pouze 2 geny.

S. DISKUZE

V prvni ¢asti prace jsme se ve dvou studiich zabyvali cirkadiannim systémem
u ranych fazi neurodegenerativnich onemocnéni. Cilem této ¢asti prace bylo
popsat zmény cirkadiannich rytmd a jejich souvislost s rozvojem
neurodegenerativnich onemocnéni, konkrétné u mirné formy AN a spankové
poruchy RBD, ktera je nové povazovana za ¢asny prodromalni projev PN.

V prvni studii jsme se zabyvali cirkadiannim systémem pacientli s mirnou
formou AN, které jsme srovnavali s veékové srovnatelnymi zdravymi
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kontrolnimi subjekty, které zily ve stejné domacnosti jako pacienti, a byly
tudiz vystavovany stejnym vlivim vné&jSiho prostiedi a sdilely spolecny
zivotni rytmus. Ve vSech pfipadech se jednalo o zivotni partnery. NaSe
vysledky ukazuji, ze v pfirozenych Zivotnich podminkach jsou cirkadidnni
regulace chovani, hladiny melatoninu a exprese hodinovych geni v
perifernich hodinach u pacientti s AN ve srovnani s kontrolni skupinou mirné
pozménény.

Primémé hladiny melatoninu v dennim profilu vykazovaly cirkadianni rytmus
jak u kontrol, tak u pacientt s AN. Pokles celkové amplitudy nebyl
signifikantni, ovSem analyza jednotlivych profili u pacientdi s AN oproti
kontrolnim subjektiim poukézala na Castéjsi vyskyt cirkadiannich zmén, napf.
absenci rytmu nebo netypicky fazovy posun rytmu. Nizsi hladiny melatoninu
byly u pacientt s rozvinutou formou AN prokazany uz v ptedchozich studiich,
a to v cerebrospindlni tekutiné ziskané posmrtné (Ferrari et al., 2000; Zhou et
al., 2003). Ve vzorcich bukalni sliznice jsme identifikovali robustni rytmickou
expresi hodinovych genl. Periferni bunéény hodinovy mechanismus
sledovany v bukalnich stérech nevykazoval u pacientd s AN vyrazné zmény,
ani v jeho pozitivnich komponentech prezentovanych rytmickou oscilaci
hodinového genu Bmall, ani v expresi hodinového genu Perl, ktery je
soucasti tzv. negativni zp€tnovazebné smycky molekularnich hodin.

Jak ukazuji dalsi studie, zda se, Ze u mirné formy AN dochézi nejprve k
naru$eni rytmu pohybové aktivity, pfi¢emz homeostatické funkce fizené z
hypotalamickych jader zlstavaji v tomto stadiu nemoci intaktni (Hatfield et
al., 2004). V ngkterych studiich by ovSem sledované naruseni pohybové
aktivity mohlo spiSe souviset s vyskytem vyraznych neurodegenerativnich
zmén v locus coeruleus sledovanych v rané fazi AN, které se vyznamné podili
na fizeni pfechodu ze spanku do bdélého stavu (Paul et al., 2015). Zajimavou
informaci o naruSeni hypotalamickych struktur by mohlo pfinést sledovani
rytmu télesné teploty, ktery je fizeny z SCN a zaroven se jeho centrum
nachdzi pravé v hypotalamickych jadrech. NaruSeni cirkadianniho rytmu
télesné teploty by tak mohlo Iépe reflektovat, zda Casné neurodegenerativni
zmény zasahuji i tuto oblast a zda zmény sledované ve vystupnich rytmech
souvisi s poSkozenou funkeci cirkadidanniho systému.

Ve studii pacientli s RBD jsme prokazali zmény v expresi hodinovych gend,
které byly ve shodé s nalezy dvou piedchozich studii sledujicich expresi
hodinovych genti u pacientti v ranych stadiich PN. Podobné jako naSe studie i
pfedchozi prace identifikovaly zménu rytmické exprese hodinového genu
Bmall, Per2 a Nridl, nikoliv vSak Perl (Cai et al., 2010; David P. Breen et
al.,2014).
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Vysledky nasi prace dale prokazuji fazové zpozdéni akrofaze rytmu
melatoninu o vice nez 2 h oproti kontrolni skupin€, nikoliv vSak pokles
amplitudy, ktery je prezentovan u pacienti s PN (David P Breen et al., 2014).
Jak doklada tada studii, u témef 90 % pacienti s RBD dochézi v pozdé&jsim
veéku k rozvoji PN, pro kterou je typicky ubytek dopaminergnich neuronti
(Galbiati et al., 2019). Domnivame se, ze sledované zmény cirkadidnnich
hodin u pacienti s RBD mohou byt ¢asnym signalem pocinajiciho ubytku
dopaminergnich neuronti a dopaminergni neurotransmise v mozku vcetné
sitnice oka. Zpozdény nardst melatoninu muze byt totiz ovlivnén zménou
citlivosti ipRGCs, které prevadeji synchronizacni svételny signal do SCN.
Bunky ipRGCs exprimuji melanopsin, jehoz tvorba je regulovana prave
dopaminem (Sakamoto et al., 2005). Také samotna tvorba dopaminu ma
cirkadianni rytmus (Castafieda et al., 2004). Biosyntéza dopaminu zavisi na
expresi tyrozin hydroxylazy (TH), kterd je zodpovédna za konverzi tyrozinu
na prekurzor dopaminu L-DOPA. Jeji exprese je pozitivné regulovana
heterodimerem BMAL/CLOCK (Logan and McClung, 2019) a negativné
regulovana REV-ERBa (Chung et al., 2014). Nizké hladiny dopaminu a TH
byly zjistény v buiikach lymfocytd v periferni krvi pacientti s PN (Caronti et
al., 1999). Naruseni cirkadiannich oscilaci klicovych komponent
molekularnich hodin (Bmall, Nridl, Per2) u pacienti s RBD tak muze
signalizovat i po¢inajici zmény jejich dopaminergniho systému.

V druhé ¢asti prace jsme se zabyvali vlivem stalého svétla na cirkadianni
systém cCloveka. Jako ptirozené prostiedi, kde je ¢love€k po 24 h vystaven
svétlu, bylo zvoleno souostrovi Svalbard, kde v pribéhu letnich mésicti panuje
polarni den. Vysledky jsme srovnavali s méfenim u tychz subjektd, které
probéhlo v Ceské republice pied odjezdem na Svalbard.

Vysledky hodnoceni rytmu pohybové aktivity a spanku ukazaly, Ze nastup
spanku a nasledné i probuzeni byly na Svalbardu az o 2 h zpozdény. Tyto
zaveéry potvrdily i vysledky spankové analyzy, ktera prokdzala zpozdénou
dobu usinani i zpozdénou dobu probouzeni. Zpozdénou akrofazi jsme zjistili i
v rytmu tvorby melatoninu, kde doslo soucasné i ke snizeni no¢ni maximalni
hodnoty. U obou parametri tedy doslo ke zpozdéni, ale cirkadianni rytmus byl
pravidelny jak u aktivity, tak v produkci melatoninu. Tyto vysledky jsou v
souladu s predeslymi pracemi (Stokkan and Reiter, 1994; Bhatt, Podder and
Chokroverty, 2005; Paul et al., 2015; Yoneyama, Hashimoto and Honma,
2017). Vlivem vysoké svételné intenzity ve veCernich i no¢nich hodinach
(vice nez 100krat vys§i nez v Ceské republice) doslo k posunu rytmu
pohybové aktivity a k posunu a snizeni no¢niho nariistu melatoninu. Nicméné
vysledky rytmickych oscilaci hodinovych gent v perifernich hodinach bukalni
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sliznice vyrazné zmény oproti méfenim provadénym v Ceské republice
nevykazovaly. Vsechny sledované hodinové geny vykazovaly rytmické
oscilace.

Synchronizaci v podminkach stdlého svétla lze nahradit i nesvételnymi
synchronizacnimi signaly, kterymi mutze byt napiiklad pravidelny pfijem
potravy, pravidelnd pohybova aktivita nebo i pravidelné socidlni interakce
(Aschoff et al., 1971; Stephan, 2002; Mistlberger and Skene, 2005).
Zmensené rozptyly akrofazi u sledovanych hodinovych gend na Svalbardu
poukazuji na to, ze subjekty byly mezi sebou navzajem 1épe synchronizovany
nez pred odletem v Ceské republice. U obdobné studie provadéné za polarnim
kruhem, pii niz byly subjekty Zadany o dodrzovani vlastniho vnitiniho rezimu
— nedodrzovaly tedy zadny pravidelny denni rezim a fungovaly nezavisle na
zbytku skupiny — doslo k rozpadu rytmu pohybové aktivity i rytmické tvorby
melatoninu (Kennaway and Van Dorp, 2017). Zda se tedy, ze dodrzovani
pravidelného denniho rezimu vede i v podminkach stalého svétla k zachovani
rytmické funkce vnitinich hodin.

Ve treti ¢asti prace jsme se zaméfili na moznosti vyuziti in vitro modelu
transformovanych lymfocyti pacienti s BAP, u kterych byla definovana jejich
odpovéd’ na lithium. Motivaci k této studii byla snaha o vyuziti téchto
bunéénych linii v cirkadidlnim experimentu a sledovani molekularniho
hodinového mechanismu in vitro v interakci s podavanim lithia. Experiment
byl soucasné¢ provadén na dalSim bunécném typu, na bunkach lidskych
fibroblastti, na nichz byl podobny experimentalni pfistup jiz pouzit v fadé
ptedchozich cirkadiannich studii in vitro (Brown et al., 2005; McCarthy and
Welsh, 2012; Landgraf et al., 2016). V bunkach lidskych fibroblastd se nam
podatilo prokazat robustni cirkadianni oscilace hodinovych gent, v buiikach
transformovanych lymfocyti se nam tyto oscilace prokazat nepodaftilo.
Zasadni rozdil mezi témito dvéma bunéCnymi typy je ve zpusobu jejich
kultivace. Zatimco fibroblasty jsou buniky rostouci ve vysoké hustoté prisedle
na dné kultiva¢ni nadoby, transformované lymfocyty rostou volné v bunécném
médiu (suspenzni bunécny typ). Synchronizacni signal aplikovany na zacatku
experimentu ma za cil synchronizovat molekuldrni hodinovy mechanismus
jednotlivych bunék. Vzajemnou synchronizaci si fibroblasty dokazou udrzet
dlouho dobu po synchronizacnim signalu (Brown et al., 2005). Vysledky
naSeho experimentu ukazaly, ze bunky rostouci v suspenzi pravdépodobné
nejsou schopné po aplikaci synchronizacniho signalu vzajemnou
synchronizaci udrzet. Dulezitym faktorem dlouhodobého udrzeni
synchronizace cirkadiannich oscilaci v bunécné kultufe je tedy zjevné husta
sit’ mezibunéénych interakci. Vyznam mezibunéénych interakci pro udrzeni
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vzajemné mezibunécné synchronizace je velmi dobie popsan v neuronech
SCN. Jednotlivé neurony SCN v disperzni bunécéné kultufe po sérové
synchronizaci ztradci jednotné rytmické oscilace vyrazné rychleji nez
kompaktni organotypické kultury SCN (Welsh ef al., 1995; Liu et al., 2007).
K studiu cirkadiannich rytmii in vitro jsou vhodngj$i bunky koznich
fibroblasti, které rostou ve vysoce konfluentnich bunéénych kulturach,
vykazuji robustni cirkadianni amplitudy v expresi hodinovych gent a dokazi
si rytmické oscilace po sérové synchronizaci dlouhodobé udrzet. Ovsem
sbirku fibroblastli od pacientii s BAP odpovidajicich a neodpovidajicich na
1é¢bu lithiem jsme neméli k dispozici. V soucasné dobé¢ jiz byly vysledky
podobn¢ navrzené studie vyuzivajici fibroblasty publikovany (Mccarthy et al.,
2011).

Ve cCtvrté, posledni cCasti price jsme se veénovali analyze
celotranskriptomovych cirkadiannich oscilaci v pfednim cingulu, odebraného
post mortem od pacientd s UD. Casovy profil pozadovany pro cirkadianni
analyzu byl sestaven na zakladé¢ doby umrti subjektu. Vysledky byly
srovnavany se stejné ziskanymi daty od kontrolnich subjektii bez diagnozy
UD.

Jsme si védomi toho, Ze nami pouzity pristup, pracujici s ¢asem umrti jako
jednim casovym bodem pro cirkadidnni analyzu, ma zna¢né limity.
Uvédomujeme si, ze kazdy subjekt ma jiné genetické pozadi, nezndmou
svételnou historii pfed imrtim i synchronizaci a ze vSechny tyto skutecnosti
mohou nasledn€ ovlivnit analyzu. I pfes tyto limity nam cirkadianni analyza
celého transkriptomu u kontrolni skupiny prokazatelné potvrdila rytmus u
témét 3 000 gent a u klicovych hodinovych gent (Perl, Bmall, Bmal2,
Npas), coz poukazuje na validitu naSeho pfistupu. Kromé té€chto hodinovych
gent se prokazal cirkadianni rytmus u 18 dalSich geni souvisejicich s regulaci
a synchronizaci hodinového mechanismu, jako je napiiklad GSK3p nebo
nekteré podjednotky glutamatovych receptort (GRIN1, GRIA1). Na rozdil od
kontrolni skupiny byl u pacientii s UD cirkadidnni rytmus potvrzen pouze u
992 genti a z hodinovych gend byl jako rytmicky exprimovany potvrzen pouze
hodinovy gen Perl. OvSem i tento gen byl exprimovan ve zcela jiné fazi
(akrofaze = 2,96 h), nez byl exprimovan u kontrolni skupiny (akrofaze = 10,22
h). Mezi rytmicky oscilujicimi geny byly u pacientd s UD identifikovany
pouze dva dalsi geny, které jsou podle KEGG zapojené v synchroniza¢nich
drahach cirkadianniho systému.

Denni oscilace nalady jsou fizeny cirkadidnnimi hodinami a ptedni cingularni
kortex je funkén€ spjat s regulaci nalady. Snizené mmnoZzstvi rytmicky
oscilujicich transkriptl, a pfedev§im absence rytmicky oscilujiciho setu
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hodinovych geni v této struktufe muize u pacienti s UD poukazovat na
zhorSenou funkci vnitinich hodin nebo na vzijemnou desynchronizaci
cirkadianniho systému.
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