Univerzita Karlova

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Biologie

Studijni obor: Biologie

Egor Kuznetsov

Cirkadianni regulace glymfatického systému a jeji spojeni s rozvojem neurodegenerativnich
onemocnéni
Circadian regulation of the glymphatic system and its connection with the development of
neurodegenerative diseases

Bakalarska prace

Vedouci prace/Skolitel:
prof. PharmDr. Alena Sumova, CSc., DSc.

Praha, 2024

Charles University

Faculty of Science



Podékovani

Rad bych podekoval své skolitelce pani prof. PharmDr. Alené¢ Sumové za cenné rady, vstiicny
pfistup a trpelivost pii psani bakalarské prace.

Prohlaseni

ProhlaSuji, Ze jsem zavérecnou praci vypracoval samostatné a Ze jsem uvedl vSechny pouzité
informacni zdroje a pouzitou literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla pouzita k
ziskéani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze, 29.04.2024

Egor Kuznetsov



Abstrakt
Vzhledem k absenci aktivniho lymfatického systému mozku a odpovédného uzlinového systému

bylo dlouho nejasné, jak jsou eliminovany intersticidlni metabolické odpadni produkty, zejména
amyloid-f, tau-protein, a-synuklein a dalsi biomarkery spojené s vyvojem neurodegenerativnich
onemocnéni. Klicovou roli v tomto procesu sehrava glymfaticky systém, komplexni sit
tunelovitych perivaskularnich prostortt (PVSs), které diriguji tok mozkomisniho moku (CSF).
Tyto prostory jsou obklopeny astrocyty, zodpovédnymi za transport tekutin a odstranovani
metabolit. Studie naznacuji, Ze glymfaticky systém podléhd endogennim cirkadidannim hodinam,
a existuje zjisténa korelace mezi objemem perivaskularnich prostort a s tim rychlosti pratoku CSF
a spankem. Mezi faktory ovliviiujici funkci glymfatického systému patii pulsace cév, prostorova
orientace téla a funkCnost aquaporinu-4 (AQP4). Dysfunkce glymfatického systému hraje
klicovou roli pfi starnuti mozku a rozvoji riznych neurodegenerativnich onemocnéni. Cilem prace
je shrnout poznatky o regulaci glymfatického systému a jeho vlivu na rozvoj neurodegenerativnich
onemocnéni. Pochopeni mechanismu téchto procest je zdsadni pro vyvoj novych strategii v oblasti

prevence a 1écby Sirokého spektra onemocnéni a udrzeni zdravi mozku.

Klicova slova: Glymfaticky systém, cirkadianni hodiny, amyloid-f, AQP4, zdravi mozku,

Alzheimerova choroba.
Abstract

Due to the absence of an active lymphatic system of the brain and the responsible nodal system,
it has long been unclear how interstitial metabolic waste products, in particular amyloid-f, tau-
protein, a-synuclein and other biomarkers associated with the development of neurodegenerative
diseases, are eliminated. A key role in this process is played by the glymphatic system, a
complex network of tunnel-shaped perivascular spaces (PVSs) that conduct the flow of
cerebrospinal fluid. These spaces are surrounded by astrocytes, responsible for the transport of
fluids and the removal of metabolites. Studies suggest that the glymphatic system is subject to an
endogenous circadian clock, and there is an established correlation between the volume of
perivascular spaces and, with it, the rate of cerebrospinal fluid flow and sleep. Factors affecting
the function of the glymphatic system include pulsation of blood vessels, spatial orientation of
the body and functionality of aquaporin-4 (AQP4). Dysfunction of the glymphatic system plays a
key role in the aging of the brain and the development of various neurodegenerative diseases.
The aim of the work is to summarize the known knowledge about the regulation of the
glymphatic system and its influence on the development and prevention of neurodegenerative

diseases. Understanding the mechanisms of these processes is essential for developing new



strategies for the prevention and treatment of a wide range of diseases and maintaining brain

health.

Keywords: glymphatic system, circadian clock, amyloid-p, AQP4, brain health, Alzheimer's

disease
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Uvod
Lidsky mozek vazi primérné kolem 1300 gramu a tvofi tim mirné¢ méné nez 2% hmotnosti téla.

Bez ohledu na to, zda ¢lovek spi nebo je bdély, mozek spottebovava ptiblizné ctvrtinu veskeré
energie, kterou télo vyuziva. Tuto energii spotiebovava neustale, nékdy dokonce i vice béhem
urcitych noc¢nich obdobi nez ve dne. Tak intenzivni spotieba energie vyzaduje odpovidajici
metabolismus, coz vede k hromadéni obrovského mnozstvi metaboliti koncentrovanych do

pouhych 2% hmotnosti téla (Ho et al., 1980).

Dlouho byla moznost a mechanismus, jak se tyto metabolity z mozku eliminuji, pouze teoretickym
odhadem, dokud v roce 2012 Jeffrey Iliff a Maiken Nedergaard neprokazali existenci specifického
systému v mozku, kterému byl dén nazev ,glymfaticky systém*, vzhledem k jeho spojeni s
glidlnimi bunikami a funkcemi ¢isténi mozku (Iliff et al., 2012). Tento systém ob&hu CSF a
intersticidlni tekutiny (ISF) v normdlnim stavu zcela zajiStuje €isténi mozku od Skodlivych
produkti metabolismu. Oslabeni funkce glymfatického systému vede k dramatickému narGstu
koncentrace diive zminénych metaboliti v mozku, naptiklad beta-amyloidovych plaki, coz ma
nasledny vliv na patogenezi a vyvoj neurodegenerativnich onemocnéni. Mezi nejvyznamnéjsi a
nejvice specifické markery patii amyloidy — stabilni fibrilarni proteinové homopolymery,
porusujici proteostazi (Chuang et al., 2018). Agregace amyloidii a jejich biochemicka a
termodynamicka stabilita vede k akumulaci a vzniku rtiznych patologickych stavi. Z pohledu
neurodegenerativnich nemoci nas zajimaji nésledujici amyloidy: 1. beta-amyloid (AP), jehoz
akumulace je spojend s rozvojem Alzheimerovy choroby (AD) (Lucey & Bateman, 2014), 2. alfa-
synuklein (aSyn), ktery je markerem, spojenym s rozvojem Parkinsonovy choroby (PD) (Giasson

et al., 2002) (Breydo et al., 2012).

Vytvaii se tak zaCarovany kruh, kdy sniZzena funkénost glymfatického systému zhorSuje prabch
neurodegenerativnich procesti v dusledku zvysené akumulace metabolitt v PVSs. Ty pak jesté
vice potlacuji funkci glymfatického systému, coz vede k jesté vétsi akumulaci metabolit a thynu
neuronid. Vzhledem ke zhorSujici se situaci s roz$ifenim neurodegenerativnich nemoci, pozdnim
stadiu, kdy je nemoc diagnostikovana a absenci ucinné 1éCby je potfeba najit 1écbu proti

neurodegenerativnim onemocnénim velmi urgentni.

1.Struktura glymfatického systému.
Jak jiz bylo uvedeno, glymfaticky systém je zodpovédny za obéh CSF a ISF. Jeho funk¢énimi

slozkami jsou: Virchowovy-Robinovy prostory; pericyty a zakonceni astrocytil; systém AQP
astrocytil; struktury produkujici a resorbujici CSF; intersticidlni prostory; a cesty likvorové

cirkulace. Podle popisu struktury je zfejmé, Ze duleZitou roli ve fyziologicky spravném fungovani



systému hraje hematoencefalicka bariéra (BBB), a to bude rozebrano podrobné v samostatné

kapitole.

Cerebralni tepny piichazeji k mozku z oblasti zakladny lebky (Cihdk, Radomir 2004). Jsou
umistény v dutindch cisteren a kanalt, které¢ jsou naplnény mozkomi$nim mokem. Na hranici s
CSF jsou tepny pokryty arachnoidalnimi endotelidlnimi buiikami, které vytvareji pia mater. Jak se
tepny piiblizuji k povrchu mozku, pfechazeji v tepny mékkych mozkovych blan. Po vstupu do
mozku tepny vytvareji prinikové arterioly obklopené PVSs (Abbott, 2004). PVSs arterii a Zil jsou
obklopeny pia mater uvnitt a bazalni membranou zakonc¢eni astrocyti vné, ktera slouzi jako glidlni
mezibunéénd membrana (Mestre, Tithof, et al., 2018). Existence tésnych spojeni (TJ) v endotelu
kapilar mozku je jednim z faktord, ktery zpiisobuje oddé€leni intersticialniho a interkapilarniho
prostoru cév mozku (Nakada et al., 2017). Tok tekutiny do intersticidlniho prostoru z téchto kapilar
je zajistén hydrostatickym tlakem, ktery vytvari systolicka sila srdce, zatimco na kapilary mozku
tato sila nepisobi. V disledku toho jsou mechanismy cirkulace intersticidlni tekutiny v mozku a
perifernim lymfatickém systému odlisné. Piedpokladd se, ze pravé kanaly AQP4 zajist'uji
selektivni propustnost pro vodu a nékteré rozpusténé latky, coz pfispiva k vytvéareni gradientu
hustoty tekutiny a tim umoznuje jeji cirkulaci v PVSs mozku. Plivodné byly formulovany tfi po
sob¢ jdouci faze glymfatického ¢isténi: 1) CSF je produkovan v choroidnim plexu a nepfetrzité
transportovan z postrannich komor do subarachnoidalniho prostoru pokryvajiciho mozkové
hemisféry; z subarachnoidalniho prostoru vstupuje do PVSs v toku fizeném proudénim; 2) CSF je
pohanén z PVSs do parenchymu za pomoci vodnich kanédlit AQP na astrocytarnich zakoncenich,
coz umozinuje michani CSF s ISF a odstraiiovani odpadnich latek (viz. obr. 3); 3) SmiSené CSF a
ISF s odpadnimi latkami jsou nasledné transportovany smérem k perivendznimu kompartmentu
vétsich centralnich Zil, odkud nakonec vstupuji do lymfatickych cév a systémového ob¢hu (I1iff et

al., 2012).

1.1.Produkce CSF a transport do subarachnoidalnich komor
CSF je ¢ird tekutina s podobnou hustotou a viskozitou jako voda. Tradi¢né se predpokladalo, ze

CSF je produkovan ve vSech mozkovych komorach, nasledné obihd kolem mozku a michy a
vétSina z néj je absorbovéna do krevniho obéhu skrze arachnoidalni granulace (Thomas et al.,
1997). AvSak v soucCasnosti je uznavano, ze existuji dalsi cesty, kterymi CSF odtéka: rizné
perineuralni drahy (podél nervovych vlaken, naptiklad ¢ichovych nebo zrakovych nervi, a skrze
drenovou desku do sliznice nosu) (Ma et al. 2017). Krom¢ toho bylo prokazéno, Ze CSF je
produkovan a absorbovan vSemi povrchy CNS, s nimiz piichédzi do styku (Oreskovic & Klarica,

2010).



Podle nejnovéjSich udaji se 80 % mozkomiSniho moku (CSF) vytvaii choroinimi plexy
mozkovych komor, které jsou vysoce prokrvenou strukturou epitelovych bunék (Redzic et al.,
2005) (Milhorat, 1975) (viz. obr. 1). Proces tvorby CSF zahrnuje pasivni filtraci plazmy z kapilar
plexu do mezibunécného prostoru cévniho pletence diky tlakovému gradientu; nasledn¢ dochazi k
transportu filtratu z mezibunééného prostoru do dutiny mozkové komory prostfednictvim aktivace
karboanhydrézy a membranovych transportnich proteint (Nilsson et al., 1992). Karboanhydraza
katalyzuje tvorbu iontd vodiku (H+) a hydrogenuhli¢itani (HCO3-) z vody a oxidu uhli¢itého.
Transportni proteiny bazalni membrany cévniho pletence vyménuji H+, HCO3— za ionty sodiku
(Na+) a chloru (CI-). Prostfednictvim iontového Cerpadla v apikalni membrané se ionty sodiku
(Nat), drasliku (K+) a chloru (Cl-) dostavaji do dutiny mozkové komory. Vodni transport, ktery
je zprostfedkovan AQP1 v apikalni membrané, probiha diky osmotickému gradientu, ktery vytvari
iontové pumpy. Transportni protein NaK2Cl v apikalni membrané provadi transport iontli v obou

smérech a podili se na regulaci sekrece CSF a jejiho sloZeni (Hutton et al., 2022).

Zbyvajicich 20 % CSF se tvoii ISF, ktera je produkovana BBB (Redzic et al., 2005). Komunikace
obou tekutin probihd v PVSs obklopujicich cévy mozku, které zasobuji mozkovy parenchym.
Ptibliznd rychlost tvorby mozkomiSniho moku je 0,4 ml/min, coz piedstavuje denné
vyprodukovanych pfiblizn¢ 500-600 ml (Damkier et al., 2013). Transport CSF z mozkovych
komor, kde se vytvafi hlavni ¢ast CSF, do subarachnoiddlniho prostoru probiha skrze dutiny a
otvory, které tvofi cesty pro tok likvoru. Z laterdlnich mozkovych komor proudi CSF skrze
foramen interventriculare (Monro) do tfeti mozkové komory a dale skrze akvedukt mozku do
¢tvrté mozkové komory. Odtud pak CSF putuje skrze boc¢ni otvory (Luschka) a stfedovy otvor
(Magendie) do bazélnich cisteren mozku a nasledné pies velkou cisternu mozku do misniho

prostoru (Aoki et al., 2019).
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Obrazek 1 Schéma umisteni tekutin a bariér v mozku (Prevzato z Jessen et al. (2015).

Na obrazku je vidét objemové procentni rozdéleni riiznych tekutin v mozku a mozkové komory.
Krev je oddélena od CSF a ISF prostiednictvim BBB a krev-CSF bariéry. Jsou zobrazeny
endotelialni bunky a tésné spojeni mezi nimi, coz tvori BBB. Pomoci astrocytii a jejich exprese
vodnich kanalit AQP4 probiha transport tekutin mezi PVR a parenchymem. Krev-CSF bariér takeé
vytvoren tesnymi spojeni mezi bunitkami choroidniho plexu.

1.2. Funkce AQP4 v priiniku CSF do parenchymu mozku

Aktudlni poznatky naznacuji, ze AQP ptedstavuji rodinu integrovanych membranovych proteint,
které tvoii vodni kanaly a usnadnuji pohyb vody ptfes bunééné membrany podle osmotickych
gradientli. U ¢loveéka se deli na 13 typt (AQPO...AQP12), pti¢emz jejich aminokyselinové
sekvence jsou identické zhruba z 30-50 % (Verkman & Mitra, 2000). Primarni funkci AQP v CNS
je transport vody, avSak konformacni zmeény proteinu umoziuji plazmatické membrané
propustnost také pro glycerol, moCovinu a nékteré plyny. Z tohoto ditvodu jsou funkcéné
klasifikovany do 2 podtyptl: ty, které transportuji vodu (AQPO, 1, 2, 4, 5, 6 a 8), a ty, které
transportuji vodu a dalsi latky (akvaglyceroporiny), jako je glycerol, mocovina a n¢které plyny

(AQP3, 7,9, 10). (Matsuzaki et al., 2004) (Abbott et al., 2000).

V komplexnim mechanismu ob¢hu tekutin a odstraiiovani metabolickych produktii hraje klicovou

roli exprese vodnich kandli AQP4, jejichZz nejvyssi koncentrace je pozorovéna v oblastech

9



zakoncCeni astrocyti, které jsou nezbytné pro udrzovani integrity BBB a s tim spojenych funkci
glymfatického systému (Xu et al., 2015). AQP4 je nejvice rozSifenym vodnim kanalem v mozku,
miSe a zrakovém nervu. Jeho lokalizace je pfevazné v astrocytarnich zakoncéenich, které se dotykaji
mikrokapilar a cévnich pletiv, coz naznacuje jeho ulohu pfi usnadiiovani toku vody do mozku a z
n¢j (Mestre, Hablitz, et al., 2018). V bunkach ependymu a v hipokampu je AQP4 exprimovan v
celém povrchu plazmatickych membran. AQP4 je propustny pro vodu a CO2 (Satoh et al., 2007).
Jeho distribuce se li$i v riznych ¢astech mozku; nejvyssi exprese je pozorovana v hipokampu,
amygdale, hypothalamu a mozkovém kmeni (Nagelhus & Ottersen, 2013). V misSe a zrakovém
nervu je AQP4 exprimovan v perivaskularnich zakoncenich astrocyt a mezi gliovymi bunikami.
Tato polarizovana distribuce AQP4 muze byt vysledkem vnitrobunéénych interakci s a-
syntrofinem nebo extracelularnich interakci s agrinem (Nagelhus & Ottersen, 2013). Zakonceni
astrocytll jsou pfipojeny ke sténé mozkovych cév a dochazi k vymeéné zivin mezi endotelovymi
bunikami a mozkovym parenchymem. Uvoliuji fadu biologicky aktivnich latek, v€etné cytokinil a
neurotrofickych faktorti (TGF-B, faktor ristu fibroblasti-p, IL-6), a exprimuji transportni proteiny
a receptory, zejména vodni kanal AQP4 (Zhang et al., 2022). AQP4 spolupracuje na odstrafiovani
metabolitl mozkové tkang, jako je A. Je pfedpokladano, ze CSF pronika do PVSs penetrantnich
mozkovych arteriol a misi se s ISF. Néasledn€ CSF a ISF spolu s metabolity jsou odvadény z tkani
mozku zase prostiednictvim perivaskularnich prostor do venul a zil, coz také probiha za pomoci

AQP (Iliff et al., 2012).

To ukazuje na tésnou korelaci mezi funkénosti AQP4 a clearance metabolitdl, coz potvrzeno ve
studiich na mySich s vypnutym genem AQP4, u nichZ delece tohoto kandlu vyrazné zhorSuje
dysfunkci glymfatického clearance a vnitrobunééné hromadéni A (Marin-Moreno et al., 2023)
(Hablitz & Nedergaard, 2021). Navic, delece genu pro AQP4 u mysich modelii s AD nejen
naruSuje odstrafiovani AP z parenchymu, ale ndsledné¢ vede k horSimu prostorovému uceni a
pamétovym defektiim, coz také potvrzuje ulohu AQP4 v patogenezi AD (Zhang et al., 2020). Také
je nutné zminit, ze bylo také zjisténo zvySeni exprese AQP1 astrocyt v kiife mozku u AD a jeji

sniZeni v oblastech s hromadénim AP (Hoshi et al., 2012).

10
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Obrazek 2. Neurovaskularni jednotka (Prevzato z Jessen et al. (2015).

Na obrdzku pozorujeme schematické zobrazeni prinikové arterioly obklopené PVSs.
Prostrednictvim astrocytit neurovaskularni jednotka umozinuje obousmérnou vazbu mezi
kapilarami (mikrovaskulatura) a neurony. Také je videt, jak prunikové arterioly se vétvi na
kapilary, a spolu s tim i PVSs se zuzuji az zmizeji, ale diky astrocytii je uskutecnén staly transport
CSF mezi arteriolami a venulami. Zakonceni asctrocytii s AQP4 obklopuje celou vaskuldturu a

formuje hranici PVSs.

Pred tim, neZz zafnu popis endogennich mechanisml cirkadidnni regulaci rlznych Ccasti
glymfatického systému, je diilezité shrnout informace o tom, jaké jsou mechanismy cirkadianni

regulace a jak funguji.

2. Mechanismy cirkadianni regulace
O cirkadianni regulaci se jedna v ptipadé€, Ze je rytmicky proces zajiStén vlastnim vnitinim

oscilatorem a udrzovan i v nepfitomnosti vlivu vné€jsiho regulatoru (Lowrey & Takahashi, 2004).
Schopnost udrzet 24hodinovy denni rytmus je zdkladni charakteristikou cirkadianniho systému,

kterd organismu umoziuje pfizptsobit se dennim cykliim v okolnim prostfedi.
Funkce cirkadidnniho systému je zajiSténa ¢tyfmi hlavnimi komponentami:

1. Fotosensitivnimi neurony sitnice a retinohypotalamickym traktem, skrze ktery ptichazeji

svételné signaly z okolniho prostiedi k centralnim hodindm;
11



2. Centralnimi hodinami (pacemarkerem), které endogenné generuji cirkadidnni rytmus a

synchronizuji jej s okolnimi cykly;

3. Signalnimi cestami, skrze které je informace od centralnich hodin pfedavana k perifernim

generatorum rytmu (tzv. perifernim hodinam);
4. Perifernimi hodiny, které rytmicky fidi procesy v perifernich bunkach.

Centralni hodiny jsou uloZeny v parovych suprachiasmatickych jadrech (SCN) v pfedni casti
hypothalamu (Inouye & Kawamura, 1979). Kazdé SCN se sklada z 8000-10 000 neuront,
autonomn¢é generujicich cirkadianni rytmus, coz bylo potvrzeno experimenty s izolaci
jednotlivych buné€k in vitro (Welsh et al., 2010). Vnitini perioda oscilaci SCN je pfiblizné (ale ne
presn¢) 24 hodin, takze se v pfirozenych podminkach synchronizuje s 24 - hodinovym cyklem
otaCeni Zemé. Tento proces, znamy jako svételna synchronizace (photic entrainment), je zajiStén
monosynaptickou drahou ze sitnice do SCN — retinohypotalamickym traktem (Moore & Lenn,
1972). Svétlo plsobi na podskupinu fotosensitivnich gangliovych bungk sitnice, které obsahuji
protein melanopsin (Provencio et al., 1998). Vlivem svétla v spektru 480—460 nm (modré svétlo)
jsou nasledné gangliové bunky depolarizovany, ¢imz se signal prenasi do SCN (Pittendrigh, 1960).
Nicméné, v experimentech na mySich modelech, kter¢é méli geneticky vypnuty gen pro
melanopsin, a myS$mi s vrozenou absenci fotosensitivnich buné€k, bylo prokazano, Ze i tyCinky a
¢ipky jsou schopny ¢aste¢né pievzit tuto funkci, a ucastni se tak svételné synchronizace (shrnuto

v Fifel (2017).

Vysledky nékolika experimentl s pouzitim genetickych, molekularnich a biochemickych metod u
mnohobunécénych organismu ukazaly, ze témét vSechny buiky generuji vlastni denni rytmus, a
navic se fyziologické procesy, jako jsou zmény télesné teploty, sekrece hormonit, pfijem potravy,
také t¢astni synchronizace jednotlivych oscilatorii cirkadianniho systému (Dibner et al., 2010).
SCN je v tomto kontextu povazovano za centralni synchronizator, ktery spojuje mnoho perifernich

pod-systému generujicich rytmy do jednoho systému.

Jednim z hlavnich hormonalnich regulatorti cirkadiannich rytmi je melatonin, ktery se tvoii v
mnoha tkanich organismu, vcetné sitnice a Zaludecné-stfevniho traktu (Bubenik & Konturek,
2011). Hlavnim zdrojem sekrece melatoninu v plasmé je epifyza (Aaron et al. 1958). Hladiny
melatoninu vykazuji cirkadianni rytmus a jsou vysoké béhem noci a nizké béhem dne diky spojeni
mezi SCN a epifyzou. Rytmické signdly z SCN se piendSeji do paraventrikularniho jadra
hypothalamu, po ¢emZ do intermediolateralniho sloupce michy odkud dosahnou horniho kréniho

ganglia. Sympaticka postganglionarni noradrenergni vlakna uvoliluji noradrenalin, ktery plsobi
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na postsynaptické beta-1- a alfa-1-adrenoreceptory v bunkach epifyzy, které spoustéji syntézu

melatoninu (shrnuto v Gnocchi and Bruscalupi (2017).

VzruSeni SCN pod vlivem svétla zplisobuje ne aktivaci, ale inhibici neuronti horniho kréniho uzle.
Tyto buiiky tedy snizuji uvolfiovani noradrenalinu, a epifyza v reakci na to snizuje sekreci
melatoninu (Cipolla-Neto et al., 2014). Takze v noci se sekrece melatoninu zvysuje, béhem dne
klesa. Navic, je zajimave, ze existuji studie, ve kterych byly prokdzany neuroprotektivni t¢inky
melatoninu pii neurodegenerativnich nemocich, a naopak je kvili poruchdm spanku sekrece
melatoninu mize nepiimo korelovat s funkcnosti glymfatického systému. Melatonin snizuje
toxicitu AP a zabrani apoptdze v experimentdlnich modelech AD, a také snizuje oxidacni stres v

modelech PD (Bubenik & Konturek, 2011).

Kli¢ové geny biologickych hodin savct zahrnuji gen Bmal, ktery pracuje v paru s genem Clock,
rodinu gendl Per (jejich varianty: Perl, Per2, Per3) a geny Cry (jejich varianty: Cryl, Cry2).
Existuji také dalsi geny, které jsou bud’ pfimo ovlivnény transkripénimi faktory produkovanymi
klicovymi geny, nebo miizou byt soucasti komplexnich regulacnich siti (nazyvaji se clock-

controlled genes, dale ccg).

Proteiny CLOCK/BMAL tvofi pozitivni ¢lanek smycky zpétné vazby, zatimco proteiny PER/CRY
tvoii negativni ¢lanek. Pro projev své funkéni aktivity musi CLOCK/BMAL a PER/CRY tvofit
mezi sebou pary — heterodimery, prvni (CLOCK/BMAL - projevujici funkci aktivatora
transkripce genil druhého paru aZz po své dimerizaci) a druhd (PER/CRY — vstupujici do jadra a

inhibujici transkripci prvniho paru geni také az po své dimerizaci) (Takahashi et al., 2008).

Je tfeba poznamenat, Ze v SCN se mRNA a pfisluSné proteiny BMAL, PER a CRY tvofi rytmicky,
v urcitych fazich denniho cyklu, zatimco produkce mRNA a proteinu CLOCK probiha neustéle
(Maywood et al., 2003). Akrofaze transkripce Bmall mRNA piipadé na stfedni a druhou polovinu

temné faze dne.

Aktivatory BMAL1 a CLOCK se vazou na regulacni tsek DNA E-box — specificky
hexanukleotidni (CACGTG/T) fragment promotoru, ktery rozpozna "startovaci" transkripéni
faktor heterodimer CLOCK/BMALIL, ¢imz se aktivuji geny Per a Cry. Pro zajiSténi funkcni
aktivity heterodimeru CLOCK/BMALI (pro pocatek exprese Per a Cry) je vyZzadovana piedchozi
acetilace chromatinu (Etchegaray et al. 2003), ¢imz vznika kratkodobé "cirkadianni okno", coz
zajiStuje jemné ladéni faze biologickych hodin. Rytmicky probihajici procesy acetylace,
deacetylace a methylace histont vyznamné pfispivaji k regulaci cirkadianni rytmicity jako celku

(Ripperger & Merrow, 2011).
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Dv¢ hodiny po aktivaci hodinovych genti nastroje negativniho ¢lanku v buiice je pozorovan vrchol
koncentrace odpovidajici mRNA, a v odpolednich hodindch (v poloviné svételné¢ faze za

laboratornich podminek) se hromadi maximalni mnozstvi proteintt PER a CRY.

Tyto proteiny se nejprve koncentruji v cytoplazmé bunék, kde, po dobu pfiblizn¢ 4 hodin,
dosadhnou prahové trovné, dostate¢né pro vytvoieni PER komplexu (PER/CRY), skladajiciho se
ze tfech proteinit PER a dvou proteinti CRY, coz pfipada na vecerni hodiny, ktery poté se postupné
transportuji do jadra. Tam je aktivita komplexu PER/CRY zaméiena na potlaceni funkci
heterodimeru BMAL1/CLOCK prostfednictvim vytvofeni s nimi slozité konstrukce s pfizvanymi
dal$imi transkripénimi inhibitory, coz vede k pozd¢jsi inhibice transkripce Per a Cry. Represe
piepisu gent Perl je zpusobena pfizvanim komplexu SIN3-HDAC3 (regulétor transkripce SIN3
+ histon-deacetildza 3) (Duong et al., 2011). Pii represi Per?2 je pravdépodobné zapojena HDACI,

histon-deacetilaza 1 (DiTacchio et al., 2011).

Pot¢ se proteiny PER a CRY postupné rozkladaji (pomoci mechanisml fosforylace a
ubiquitinace), a BMAL1 a CLOCK znovu zah4ji dal$i denni cyklus v buinice — zah4jenim ptepisu

hodinovych genii Per a Cry.

Druhé smycka negativni zpétné vazby u savcl je podminéna interakcim proteini REV-ERBa a
RORA s prvkem RORE (retinoic acid-related orphan receptor response element) — regulacnim
usekem promotoru genu Bmal (Ueda et al., 2002). Prvni proteinovy produkt, REV-ERBa, je
¢lenem rodiny jadernych receptori REV-ERB, vaze se k promotorovému tuseku BMAL a brani
jeho transkripci. Takovy supresivni G¢inek REV-ERBa je zprostiedkovan ptfizvanim komplexu
NCoR/HDACS3 (jaderny ko-represor + histon-deacetildza 3) (Yin et al., 2010). Akrofaze tvorby
proteint REV-ERBa pfipadéd na stfedni svételnou fazi dne. Tak REV-ERBa zpomaluje tvorbu
mRNA a proteinu BMAL, posouvajici jejich akrofdzi — na no¢ni a ¢asné ranni hodiny. Druhy
proteinovy faktor rodiny jadernych receptorii, RORA (retinoidni orfalni receptor alfa), interagujici
s tim samym promotorovym tsekem BMAL (RORE), piisobi jako aktivétor jeho transkripce (Sato
et al., 2004). Heterodimer CLOCK/BMAL nasledné ptispiva k transkripci genu REV-ERBa, a tim
se uzavird druhy okruh zpétné vazby. U zvifat, kterym chybi gen REV-ERBo (Rev-erba-/-)
chovanych v trvalé tmé, se pozoruje zrychleni cirkadianni rytmicity: vyznamné zkraceni hodnoty
cirkadidnni periody <24 hodin, a atypicky charakter fdzového pfizplisobeni na svételny stimul

(Preitner et al., 2002).

vvvvvv

heterodimerem CLOCK/BMAL, protoZe nesou E-box v jejich promotorech. Mezi né€ patii geny
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jako Dbp (kodujici rekombinantni protein D, vazici se na promotor albuminu, site albumin

promoter-binding protein D) a Avp (kodujici arginin-vasopresin) (Jin et al., 1999).

Také je dilezité zminit, Ze v regulaci exprese genil obou fetézct hraje dilezitou roli NAD+ zavisla
deacetyldza histond SIRT1 (sirtuin 1). SIRTI, jakozto jedna z variant HDAC, funguje jako
protivaha k acetyltransferazové aktivit¢ CLOCK (Nakahata et al., 2008).

3.Hematoencefalicka bariéra

Ted, kdyz zékladni cirkadidnni mechanismy jsou popsany, je mozné piistoupit k popisu
jiz bylo feceno na zacatku, nejdulezitéjsi Casti glymfatického systému je BBB, ktera predstavuje
slozity systém, zahrnujici rizné vysoce specializované typy bunék (Kaplan et al., 2020).
Anatomické ¢asti, které tvoii strukturu bariéry, nejen chrani mozek, ale také reguluji jeho Zivotné
dalezité funkce, vyzivu a vylucovani metabolickych produktl. Bariéra je tvofend funkéné a
anatomicky propojenymi endotelovymi buitkami kapilar mozku, astrocyty, neurony a pericyty, a

spolu s mezibunécnou hmotou tyto buiky vytvareji neurovaskularni jednotku (viz. obr. 2).

3.1.Endotelové burky
Endotelové buiiky kapilar mozku se zasadné lisi od endotelovych bunék v jinych tkanich. Hraji

jednu z hlavnich roli v pfimé regulaci propustnosti BBB. Pro endotelové buiiky neurovaskularni
jednotky je charakteristicky zvysSeny obsah mitochondrii (Oldendorf et al., 1977), absence
fenestraci kapilar (Fenstermacher et al., 1988), minimalni pinocytozni aktivita a pfitomnost TJ,

které vyznamné omezuji propustnost (Brightman & Reese, 1969).

TJ mezi endotelovymi buiikdmi pifedstavuji fyzickou bariéru, ktera omezuje transport vétSiny
molekul a slou¢enin pies mezibunéény prostor, coz vede k transportu latek ptes cytoplazmu bunky.
Molekularni slozky tésnych spojil 1ze rozdé€lit na transmembranové a cytoplazmatické proteiny. K
transmembranovym proteintim patii okludiny (Furuse et al., 1993), spojovaci molekuly adheze
(Junctional adhesion molecules) (Martin-Padura et al., 1998), a klaudiny (Furuse et al., 1998).
Dominantnim proteinem endotelidlnich bun¢k mozku je klaudin-5 (Hudson et al., 2019), ale v
mensi mife jsou také exprimovany klaudiny -3, -10, -12 a pravdépodobné nekteré dalsi (Ohtsuki
et al., 2008). Jeho exprese za fyziologickych podminek brani priichodu léCiv pies barieru, a
dlouhodobé¢ potlaceni jeho regulace vede ke vzniku neurologickych onemocnéni (Hashimoto et

al., 2021).

Klaudiny a okludiny jsou umistény ve dvoubunéénych kontaktech a jsou prozkoumény minimalné

dva mechanismy jejich cirkadianni regulace (Langen et al., 2019):
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. TJ proteiny podléhaji cirkadianni regulaci na Grovni mRNA a proteini (Hoogerwerf,
2006). Byla prokazana zavislost casovych oscilaci hladin mRNA okludinu a klaudinu-1 u
mysi divokého typu na rozdil od mySich modelt s narusenym cirkadiannim rytmem, coz
vede k porucham funkce BBB (Kyoko et al., 2014). Studie ukazuji, Ze protein klaudin-5 je
také zavisly na cirkadianni kontrole, coz bylo zaznamenano pii vlivu RNAi-mediated
knock-down Bmall na integritu bariéry krev-retina (Hudson et al., 2019). Endotelové
bunky exprimuji velké mnozstvi ABC transportéri, které také omezuji permeabilitu
bariéry a podléhaji regulaci autonomnim cirkadiannim rytmem a neurony. Mezi sedmi
identifikovanymi typy transportérti, nalezenymi u ¢lovéka a zahrnujicimi vice nez Ctyficet
ruznych druht, tfi z nich jsou exprimovany a pusobi v BBB. Jsou to ABCBI (P-
glykoprotein), ABCC1, ABCC4 a ABCG2 (BCR protein). V téchto studii se zjistilo, ze
intenzita expresi a praci ABC transportéru koreluje s aktivitou neuronii (Weksler et al.,
2005). To potvrzuje, ze existuje fyziologicky mechanismus udrZzeni rovnovahy mezi
metabolicky narocnou aktivitou neuront a néasledujicim ¢isténim metaboliti. To znamena,
ze v dobé vysoké aktivity organismu je zpomalena exprese ABC transportérti, a béhem
faze odpocinku transportéry naopak funguji intenzivnéji. Napiiklad rychlost transportu
pies BBB je vyssi béhem svétlé ¢asti dne, kdy mysi odpocivaji nez ve tme, kdy mysi jsou
vice aktivni (Pulido et al., 2020).

. Dalsi mozny mechanismus cirkadianni regulace endotelovych bun¢k mozku je zavisly na
transportérech hoiciki TRPM7. Kvuli tomu, ze se Mg2+ spolupodili na regulaci
periodicity a amplitud cirkadiannich oscilaci a sdm je regulovan molekularnimi hodinami,
zména jeho koncentrace uvniti bun€k béhem dne mize vyznamné ovliviiovat probihajici
fyziologické procesy (Feeney et al., 2016). Podle studie Zhang a kol., BMAL1 miZe
interagovat s promotorem 7RPM?7, coz vede k rytmické regulaci transkripce a translace
tohoto transportéru, a pres zmény v expresi TRPM7 muze také probihat cirkadianni
regulace BBB (Zhang et al., 2021). Také existuji dikazy vétsi aktivity ATP-zavislého
transportéru P-glykoprotein béhem period vétsi aktivity jedinct, a navic tyto transportéry
se nachazi pod cirkadidnni kontrolou, a spolupodili na clearance Ap v mozku (Cuddapah

et al., 2019) (Cirrito et al., 2005).

3.2. Astrocyty
Astrocyty reguluji ¢innost vSech transportnich systémt neurovaskularni jednotky a BBB (Abbott,

2004), plni funkci udrzeni homeostazy nutrientil, cirkulace neurotransmiterti, ale také tieba

spolupracuji na imunitnich reakcich (Giovannoni & Quintana, 2020). Bylo zji§téno, ze astrocyty

specificky ovliviiuji rozvijejici se cévni tkan a urcuji vlastnosti endotelovych bun¢k BBB (Stewart

& Wiley, 1981). Bylo také zjisténo sniZeni funkc¢ni aktivity endotelovych bun€k pfi docasné
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lokalni destrukei astrocytli, s naslednym obnovenim aktivity BBB (Willis et al., 2004). Na
astrocytech zavisi hydrodynamika glymfatického systému, diky nim systém podléha kazdodennim
zménam, a hypoteticky hraji dlezitou roli v jeho cirkadianni regulaci (Heithoff et al., 2021). Podle
studie Hablitz a kol., se predpoklada, ze alespon ¢astecné je tato cirkadidnni regulace realizovéana
prostiednictvim perivaskuldrni polarizace AQP4 na zakoncenich astrocytl, ktera je nejvice
vyrazna béhem spanku (Hablitz & Nedergaard, 2021). Podle jejich praci cely glymfaticky
clearance a odtok CSF z mozku podléhd cirkadianni rytmicité i pfi vystaveni stalému svétlu.
Krome¢ toho, geneticka delece genu pro AQP4 u mysi odstranuje rozdily mezi dnem a noci jak v
glymfatickém pftitoku, tak v odtoku tekutiny (Zhang et al., 2020). To je potvrzeno dal§imi pracemi,
které naznacuji, ze za nastaveni periodicity cirkadidnniho chovani mohou nést odpovédnost
astrocyty v SCN. A uz uvedena geneticka delece AQP4 eliminuje cirkadianni regulaci v pohybu
likvoru (Lananna et al., 2018). Astrocyty hraji dilezitou roli pti uréovani cirkadianni periodicity a
mohou regulovat rytmicitu u mys$i i v nepfitomnosti neurdlnich rytma (Brancaccio et al., 2019). V
SCN jsou rytmy ¢innosti astrocytll regulovany excitaénim glutamergnim signalem a inhibi¢nim
gabaergnim signalem, coz ovliviiuje bunéény metabolismus a homeostazu glukozy v celém téle
(Brancaccio et al., 2017) (Patton et al., 2023). Regula¢ni role astrocytli v SCN byla také potvrzena
pti zkoumani vlivu deleci Bmall, coz vede k poruSe regulaci cirkadidnnich rytmt (Tso et al.,
2017). Navic ztrata Bmall v astrocytech vede k reaktivni gliéze, dysfunkci endozomi a poruse
homeostazy AP, a navic astrocyty mohou kazdodenné prochazet morfologickymi zménami
(McKee et al., 2023). Také reguluji intracelularni vapnikové a chloridové signaly v zavislosti na

stavu spanek/bdéni, coz mize ovliviiovat rychlost toku tekutin (Wang et al., 2023).
3.3. Pericyty

Pericyty, znamé také jako Rougetovy buriky, jsou prodlouzené mnohoustrojové buiiky lezici podél
dlouhé osy kapilary. V cytoplazmé pericytl je charakteristickd ptitomnost fibrilarnich prvkia a
mikropinozitéznich vackl, na membranach kterych je zjisténa ATPazova aktivita (Hariharan et
al., 2022). Mnoho vybézkl obklopuje kapilary a venuly a kontaktuje s endotelidlnimi bunikami a
axony sympatickych neuronti. Pfenaseji nervové vzruSeni od neuronu k endotelovym bunikam, coz
vede k akumulaci nebo ztraté tekutiny buitkou. To zase vede k rozsifeni nebo stahovani lumenu
cév (Peppiatt et al., 2006). V piipadé absence pericytil je pozorovana endotelidlni hyperplazie,
patologicka vaskularizace mozku a zvySena prichodnost BBB (Armulik et al., 2010). Ale existuje
studie, ukazujici na to, Ze také podléhaji cirkadianni regulaci. Deficit BMALI1 u mySich modeli
vede k jejich degeneraci s v€kem a zvySeni propustnosti BBB. Navic, delece Bmall inhibuje
produkeci faktoru, nutného pro regeneraci a proliferaci novych pericytl, coz také vede ke ztraté

funkénosti BBB (Nakazato et al., 2017) (Mae et al., 2021).
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4.Glymfaticky systém a cyklus spanek-bdéni
Glymfaticky systém je nejaktivnéjsi v no¢nich hodinach u dennich zivoc€ichi a ¢lovéka, coz mize

byt spojeno s né¢kolika faktory. Zaprvé, v dusledku ptevahy parasympatickych vlivii pravé v noci
je pozorovano nejaktivnéjsi produkce CSF, coz je nezbytné pro zajisténi adekvatni perivaskularni
drendze (Hablitz et al., 2020). Krom¢ toho sniZeni aktivity sympatického systému vede k zvySeni
objemového podilu intersticialniho prostoru. Pfechod od bdéni ke spanku, kdy se hladina
noradrenalinu v mozku snizuje, je spojeno s narustem velikosti intersticidlniho prostoru, coz
prispiva k zvyseni konvektivni vymény CSF s ISF a vede k zvySeni clearance rozpusténych latek

(Sherpa et al., 2016) (Holth et al., 2019).

Je pozoruhodné, ze béhem celkové anestezie dochazi k podobnym zméndm, coz zdaraziuje
dalezitou roli urovné bdelosti s néaslednou zménou vegetativni regulace (Xie et al., 2013).
Naptiklad studie na mySich ukazaly zdvojnasobeni glymfatického clearance radioaktivné

znacenych amyloidogennich proteinti béhem spanku ve srovnani s bdélym stavem (Ju et al., 2017).

H. Lee a kolegov¢ zjistili, Zze nejen délka no¢niho spanku, ale také poloha hlavy v této dob& muize
ovlivnit fungovani glymfatického systému (Lee et al.,, 2015). Pouzitim modernich
neurozobrazovacich metod s kontrastnim zvyraznénim v modelech in vivo se védcim podatilo
zaznamenat zrychleni glymfatického toku, kdyz byly myS$i umistény na bok ve srovnani s

polohami na bfiSe nebo na zadech.

V roce 2013 provedli L. Xie a kolegové vyzkum efektivity glymfatického systému béhem faze
spanku s pomalymi vlnami a poskytli prvni pfimé dikazy o tom, Ze vyluCovani produkti
obsazenych v intersticiu se zvySuje béhem stavu klidu (Xie et al., 2013). Zmény v efektivité
vymény CSF a ISF mezi bdélym a spicim mozkem jsou zplsobeny rozsifenim a ziZenim
extracelularnich prostort, které se béhem spanku zvétSuje o piriblizné 60 %, coz prispiva k lepSimu
ocisténi od intersticialnich odpadt. Na zakladé téchto vysledkii byla navrzena hypotéza, ze
regeneracni vlastnosti spanku mohou byt spojeny se zvySenym glymfatickym clearance produktt

metabolismu, které vznikaji v disledku nervové aktivity v aktivnim mozku.
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Obrazek 3. Pohyb CSF pres parenchym mozku (Prevzato z Ng Kee Kwong et al. (2020)).

CSF z PVSs pomoci astrocytii pronika do parenchymu a diky pulzaci cév se pohybuje do PVSs

obklopujicich venuly, a tim pohybem a misenim s ISF odstranuji metabolity z mozku.

Studie hydrodynamiky likvoru obsahujici fluorescencné znacené lipidové izoformy
apolipoproteinu E (ApoE) ukazala vyznamné sniZeni clearance mnoha latek z interstitia pfi
deprivaci spanku (Achariyar et al., 2016). Glymfaticky systém dodava ApoE do mozku prevazné
béhem spanku prostfednictvim periarteridlniho prostoru a nerovnovéaha tohoto fyziologického
clearance mlze ptispivat k rozvoji specifickych poruch izoforem ApoE v dlouhodobém horizontu
(Carver et al., 2014). Fragmentace spanku vyvolava progresi symptomatickych projevii AD,

indukuje neurozanét, akumulaci AP a fosforylaci tau proteinu (Vasciaveo et al., 2023).

Byl také zkouman vztah mezi variantami v lidském genu AQP4 a kognitivnimi funkcemi, kvalitou
a parametry spanku (Rainey-Smith et al., 2018) (Burfeind et al., 2017). Bylo zji§téno, Ze geneticka
variabilita AQP4 neni pouze spojena se snizenim kognitivnich funkci pifi vyvoji

neurodegenerativnich onemocnéni, ale také moduluje vztah mezi spankem a hladinou AB v mozku.
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Ziskana data na modelech in vivo oteviraji moznost pro nové klinické studie, protoze trovné
exprese astrocytarniho AQP a jeho role v glymfatickém systému jako celku mohou predstavovat
prognosticky marker poc¢atku neurodegenerativniho procesu v rané diagnostice (Tithof et al.,
2022), (Zhou et al., 2020), (Kamagata et al., 2022), (Gordleeva et al., 2020). Navic pfi zkoumani
vztahu cyklu "spanek-bdéni" a transportu metaboliti v kontextu vyvoje neurodegenerativnich
onemocnéni je tfeba zohlednit genetické varianty AQP4 a jejich vliv na architekturu spanku. Ve
studii P. Venkat a kol., bylo prokézano, ze mnozstvi AQP4 u mysi piimo koreluje s uspé$nosti
splnéni riznych kognitivnich kol (test rozpoznavani objektd, vini a vodni Morrisovo bludiste),
coz také potvrzuje spojeni glymfatického systému s klinickymi rysy a progresi onemocnéni

(Venkat et al., 2017).

D. Zeppenfeld a kol., (Zeppenfeld et al., 2017) béhem vyzkumu vzork lidského mozku po smrti
zjistili, ze snizeni poctu prezentovanych poért vytvorenych AQP4 je spolehlivym prediktorem
ptitomnosti AD a pfimo koreluje s poc¢tem amyloidnich plakd. Absence vyznamnych zmén
polarizace AQP4 u kognitivné zachovalych jedincti ve véku nad 85 let dodate¢né potvrzuje piimou
souvislost rizika AD s funkci glymfatického systému. Ackoli role polarizace AQP4 v rozvoji
kognitivnich poruch vyzaduje dalsi studium, jedné se o perspektivni smér pro dalsi vyzkumy (Da
Mesquita et al., 2018). Je zajimavé, ze zvyseni rizika AD bylo pozorovano i pfi poruSe konecné
faze glymfatické dynamiky likvoru. Poranéni meningealnich lymfatickych cév, které jsou
nezbytné pro konecnou absorpci tekutiny z PVSs a jeji odstranéni z mozku, pfispélo k ukladani
AP pfimo do samotnych mozkovych plasth a zvySovalo akumulaci A v parenchymu mozku. Na
zaklad¢ téchto udaji autofi dospéli k zdvéru, Ze obnova funkce lymfatickych cév mékkych
mozkovych obali mize byt dalSim perspektivnim terapeutickym cilem pro snizeni rizika
nasledného rozvoje AD (Louveau et al., 2018).

4.1. Fyziologicky vyznam spanku

Zcela nové hypotéza o funkci spanku a jeho loze v patogenezi riznych poruch byla pfedstavena
skupinou védcii pod vedenim I. Lundgaarda a kol., a je spojena pravé s funkcemi glymfatického
systému (Lundgaard et al., 2017). Podle této prace se béhem bdéni hromadi riizné tzv. "nespravné
slozené" proteiny s deformovanou strukturou, které nelze "uspotadat a opravit" chaperony a nejsou
vystaveny proteolyze. K nim patii 1 protein AB-42, ktery se také normalné€ tvoii b&hem
dlouhodobého bdéni. D.Holtzman a jeho kolegové zjistili, Ze hladina rozpustného AP stoupa

béhem bdéni a klesd béhem spanku (Kang et al., 2017).

Podle této hypotézy aktivace glymfatického systému béhem faze spanku s pomalymi vinami
zvySuje prutok CSF, coz ptispiva k likvidaci tohoto markeru. Dochazi k "ocisténi" mozku od AP,
coz usnadiiuje odstranéni "usazenin" proteind, které tvoii amyloidové plaky. TakZe fragmentace
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spanku s deformovanou architekturou, pfi niz se pozoruje zkraceni anebo absence pfitomnosti faze
spanku s pomalymi vlnami, urcuje zvysené riziko AD pfi takové patologii spanku jako je syndrom
apnoe (Kim et al., 2011). Tento fakt byl prokazan ve studii R.S. Osorio a kol. (Osorio et al., 2015).
V roce 2016 byla publikovéana prace L. Kheirandish-Gozal a kol., ktefi zkoumali obsah AB-42 u
déti s apnoe, kde byla demonstrovana moznost hodnoceni tohoto biomarkeru v séru. Bylo zjisténo
vyznamné zvySeni hladiny AB-42 ve srovnani se zdravymi jedinci u déti s obezitou (o 1,3krat),
syndromem obstrukéni spankové apnoe (o 2,2krat) a nejvyssi urovein byla pozorovana u déti

trpicich syndromem apnoe a obezitou soucasné (vice nez 4krat) (Kheirandish-Gozal et al., 2016).

V dalsi studii byla zhodnocena ptivodni hladina f-amyloidu-42 v krevnim séru u 24 pacientd s
tézkou apnoe a jeho obsah po odstranéni pierusované hypoxie a obnoveni normalni struktury
spanku (Madaeva I., 2019). Vysledky té pilotni studie ukazaly, ze zvySeni faze spanku s pomalymi

vlnami pfispiva k zvySeni eliminace AB-42.

5.Neurodegenerativni nemoci
Jednim z mechanismii vedoucich k cirkadiannim poruchdm je poskozeni struktury v disledku

neurodegenerativnich procest probihajicich v mozku ¢lovéka, coz je typické pro osoby trpici AD
a PD (Lee et al., 2007). Jak jiZ bylo uvedeno na za¢atku, tato prace se primarné zamé&fuje na tyto
dvé nejvice prozkoumané neurodegenerativni nemoci. Poruchy cirkadidnnich rytmt a poruchy
cyklu spanek-bdéni se vyskytuji u nejméné 30-50 % pacientli s AD, au 75 % pacientd s PD (Zhang
et al., 2016). Spojeni mezi glymfatickym systémem, poruchami cirkadidnni regulace, spanku a
demenci miiZze byt podminéno akumulaci A v mozkovych oblastech, které reguluji spanek. Ten
vztah byl experimentalné potvrzen pomoci pozitronové emisni tomografie (PET) (Mander et al.,
2015). Zaroven védci spojuji kratkou dobu spanku s vyssi akumulaci AP, coz bylo potvrzeno PET

skenovanim pacientti s AD a kratkym spankem (Spira et al., 2013).

Zménéné neurony se jiz v ranych stadiich onemocnéni nachéazeji v jadrech mozkového kmene,
hypotalamu a pfednim mozku — centrech regulace spanku, bdéni a cirkadiannich rytma. Konkrétné
jsou postizeny noradrenergni neurony locus caeruleus, cholinergni neurony pedunkulopontinniho
jédra a predniho mozku, serotoninergni neurony nuclei raphes, dopaminergni neurony ptednich
¢asti sttedniho mozku a orexinergni neurony laterdlniho hypotalamu (Saper et al., 2005).
5.1.Alzheimerova choroba

U pacientli s AD mohou poruchy spanku souviset se zménami v neurotransmiterovych systémech,
zejména v cholinergnim systému, ktery hraje kliCovou roli v aktivaci retikularni formace.
Dysfunkce cholinergniho systému kviili akumulaci AP mize vést k nedostatku REM féaze spanku.

Také je ovlivnén noradrenergni systém, coZ miZe zpisobit snizeni REM faze spanku a hladiny
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melatoninu (Kang et al., 2017). U pacientii s AD je pozorovano nizké mnoZzstvi melatoninovych

receptord a zména rytmicity jeho produkce (Rothman & Mattson, 2012).

Studie také ukazuji, Ze nejen glymfaticky clearance, ale také produkce AP v mozku koreluje s
24hodinovym cyklem spanek-bdéni (Cedernaes et al., 2017). Tyto udaje naznacuji moznou roli
poruch spanku v patogenezi AD (Lucey & Bateman, 2014). Studie na hlodavcich ukazaly, ze
omezeni spanku na 6 hodin denn¢ zvySovalo hladinu AP a tau proteinu v kortexu dvojnasobné
(Rothman et al., 2013). Experimenty s prodlouzenim svételné doby také ukazaly zvySeni produkce

nerozpustné frakce tau proteinu (Tyler et al., 2014).

V regulaci hladiny A je také prozkoumana role orexinti. Orexiny jsou neurotransmitery regulujici
bdéni. Studie ukdzaly sniZeni obsahu orexin-pozitivnich neuronti u pacientii s AD (Fronczek et al.,
2012). V experimentech s dlouhodobou deprivaci spanku u mysi byla pozorovana aktivace
formovani amyloidnich plakd, a antagonisté receptorii orexinu snizovali jejich formovani

(Urrestarazu & Iriarte, 2016).

Jak bylo jiz vySe uvedeno, porucha funkci BBB a s tim i glymfatického systému pfispiva k
patologii a komplikuje terapie. Existuji vSak studie, které ukazuji, ze BBB nereguluje pouze
homeostazu amyloidl prostfednictvim clearance. Pii poruSeni clearance a dysfunkci BBB dochézi
k nadprodukci AP zesilenim aktivity enzymii beta a gama sekretizy prostiednictvim
neurozanétlivych signali (Cai et al., 2018). To je dalezité, protoze praveé tyto enzymy se podileji
na generaci AP cestou postupného Stépeni prekurzoru amyloidniho proteinu (ABPP) (Atwal et al.,
2011). Byl prozkoumén vztah mezi receptorem kone¢nych produkti glykace (RAGE) a
transportem AP pfes BBB a jeho hromadéni v endotelovych bunikdch mozku (Deane et al. 2003).
Gen Psen2, ktery reguluje urovein AP, demonstruje cirkadidnni rytmicitu a pravdépodobné je
regulovan komplexem CLOCK/BMALI prostiednictvim transkripénich a posttranslacnich
mechanismu (Panda et al., 2002). Z vyzkumu vyplyva, Ze cyklus hromadéni A na molekularni
urovni vypada takto: AP zpiisobuje posttranslacni degradaci BMALI, coz vede k sniZeni vazby na
promotor Per2 a naslednym poruchdm transkripce a translace PER2 (Song et al., 2015). Také v
mechanismu hraje vyznamnou roli oxidativni stres — ztrata funkénosti BMAL1 a CLOCK vede k
poruse exprese nékolika genli oxidoredukéni ochrany a nadmérné produkeci ROS, coz vede k
chronickému oxidativnimu stresu a poSkozeni neurontl, a uz toto vede k posileni rané patogeneze
AD (Wang et al., 2014). Existuje také vysledek studie, ukazujici, Ze geneticka delece Bmall vede
k urychleni formovani AP plakd v mozku a podporuje ukladani amyloidnich fibrilarnich plakt v

perifernich tkdnich (Kress et al., 2018).
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Patogeneze spojend s uz uvedenym tau-proteinem také vykazuje cirkadianni oscilaci, kdyz
fosforylace a ukladani tohoto proteinu je fizena cyklem spanku a bdéni (Guisle et al., 2020). Je
také spojen s poruchami rytmicity Per2 a Bmall, a navic hypotéza o roli Bmall v rozvoji AD byla
potvrzena vysledkem studie, kterd demonstruje, ze metylace DNA spojend s transkripci Bmall
vykazuje rytmicitu, ktera se narusuje uz pii raném rozvoji AD (Cronin et al., 2017) (Li et al., 2017).
5.2. Parkinsonova choroba

U pacientii s PD pfevazuje jiny mechanismus — ztrdta neuronti v substantia nigra, coz vede k
deficitu dopaminu ve striatu a to i v pribéhu dopaminergni terapie (Poewe et al., 2017). Podle
soucasnych ptedstav kliCovou roli v rozvoji neurodegenerativniho procesu pfi PD ma protein
aSyn. V béznych podminkach se aSyn obvykle vyskytuje v buiice jako tetramer a pravdépodobné
se podili na procesech vezikuldrniho transportu a regulaci dopaminergni transmise (Lee et al.,
2001). Kli¢ovym krokem molekuldrniho mechanismu patogeneze Parkinsonovy choroby je zména
puvodni prostorové struktury aSyn s tvorbou komplexnéjSich B-struktur a neurotoxickych
oligomeru, jejich nasledna fibrilace a tvorba rostoucich cytoplazmatickych agregatt. (Breydo et
al., 2012). Pravé aSyn je hlavni slozkou Lewyho télisek — klasickych morfologickych markert
PD. Navic, patologickd forma aSyn miZe v bunice fungovat jako matrice, na které probiha
replikace abnormalnich molekul pfi interakci s okolnimi normélnimi molekulami aSyn (Hirsch et
al., 2013). Nasledné dochazi k postupnému ristu neuralnich proteinovych agregatii, od malych
oligomert a protofibril k masivnim strukturovanym Lewyho télisktim, které rekrutuji do svého
sloZeni velké mnozstvi dalSich bunécnych proteinti (Breydo et al., 2012). Vykazuje to podobnost
s prionovymi nemocemi, a to je zdliraznéno amyloidni povahou agregati aSyn, které se formuji v
cytoplazmé neuronti (Saiki et al., 2012). Bylo ukazano, ze aSyn mtze byt sekretovan a zachycen
riznymi typy bunék CNS pomoci fady autonomnich molekularnich mechanismii (Emmanouilidou
et al., 2010), a patologické formy proteinu byly identifikovany v CSF pacienti s PD (Tokuda et
al., 2010). To zase potvrzuje dileZitou role glymfatického clearance metaboliti z mozku, véetné

amyloidii, coz nese minimaln¢ neuroprotektivni efekt (Lee & Pienaar, 2014).

V disledku probihajicich neurodegenerativnich procesti je pozorovano také naruseni funkci BBB,
a jak jiz bylo uvedeno, Casto jsou urovné exprese proteint, které nasledné vytvareji amyloidni
agregaty a metastabilni fibrily, podfizeny cirkadidnnim rytmim (Sweeney et al., 2018). Stejné tak
proteosomalni aktivita nasleduje cirkadianni regulaci, jejiZz selhani vede k porucham v ubikvitinaci

a dalSimu hromadéni amyloidnich plakti (Musiek & Holtzman, 2016).

Kromé toho byly prokdzany zmény v integrit€ BBB spojené s progresi PD (Paul & Elabi, 2022)
(Al-Bachari et al., 2020). U pacienti s PD bylo také pozorovdno snizeni amplitudy rytmu
odpocinku/aktivity spojené s cirkadidnnimi cykly spanku a bdéni, a také sniZeni jak denni aktivity,
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tak no¢niho odpocinku (Piccini et al., 1991) (Placidi et al., 2008). Cirkadiann¢€ orientovana terapie,
zejména terapie svétlem, je €inna pii 1écbe pacientti s PD, u kterych pilisobi pozitivné na naladu,
spanek a motorické funkce (Rutten et al., 2012). Studie také ukazaly prospéch terapie svétlem u
starSich lidi (Tuunainen et al., 2004). Terapie svétlem obnovuje cirkadianni rytmicitu spanku u
pacientil s PD, AD a demenci (Riemersma-van der Lek et al., 2008). To je v souladu s udaji, ze
dobry spanek u vice nez 40 % pacientd s PD zlepSuje dopaminergni funkci v disledku naristu

dopaminu v nigrostriatalnich axonalnich terminalech (Tandberg et al., 1999).

Cirkadianni regulace také ovlivituje patogenezi PD ptes rizné mechanismy. Jednim z klicovych
faktord v regulaci dopaminergniho pfenosu v odménovém systému mozku je gen Clock, ale tato
vazba je obousmérna (McClung et al., 2005) (Videnovic & Golombek, 2017). Jak dopaminergni
aktivita mtiZze vykazovat cirkadianni rytmicitu, tak i naopak muze regulovat cirkadidnni
mechanismy ptes gen Clock v jejich receptor-zavislé vazbé (Imbesi et al., 2009). To muaze také
potvrzovat hypotézu, ze cirkadianni poruchy u pacientti s PD spojeny s deregulaci dopaminergniho
systému (Yujnovsky et al., 2006).

Zavér

Cilem této bakalarské prace bylo shrnout souc¢asné znalosti o vztazich mezi neddvno objevenym
glymfatickym systémem, jeho vyznamem pro udrzeni zdravi mozku a regulaci, kterému je
podiizen. Vzhledem k neddvnému objevu a aktudlnosti tématu existuje obrovské mnozstvi
nesouvislych, a jesté nepotvrzenych informaci, proto jsem se snazil zaméfit pouze na ty, které jsou
nyni nejvice ovefené fakty. Z tohoto divodu jsem se zaméfil pouze na analyzu dvou
neurodegenerativnich onemocnéni, 1 kdyZ existuje mnoho hypotéz o vlivu glymfatického systému
na mnohem S§ir§i spektrum neuropsychickych a neurodegenerativnich onemocnéni. Nyni bych
chtél shrnout informace prezentované v této praci. Zaprve, byla analyzovéana anatomicka struktura
glymfatického systému, ktera, ackoli stidle vyvolava spory kvili problémim s nedostatkem
neinvazivnich vyzkumnych metod, se jevi pfesvédcivou a je podporovana vétSinou védecké
komunity. Za druhé, byla ukadzana obrovska role akvaporinli ve funkcionalité¢ a cinnosti
glymfatického systému. Kromé toho, ze AQP4 na astrocytarnich zakoncenich reguluji transport
tekutin v mozku ¢ist¢ mechanicky, byla prokdzana jejich cirkadianni regulace. Nasledné byli
probrany mechanismy cirkadidnni regulace BBB. A co se tyké celého glymfatického systému -
rizné jeho struktury a ¢asti jsou podfizeny cirkadianni rytmicité a regulaci, ale stile neexistuje
uplny obraz toho, jak k tomu dochazi. Naptiklad stile zstdvaji nezndmé piesné mechanismy
potlacovani glymfatické aktivity v mozku v bdélém stavu. Ptesto je jisté, Ze celkova glymfaticka
aktivita demonstruje rytmicitu v zavislosti na cyklu spanek-bdéni a pfi vystaveni stalému svétlu,

coz potvrzuje existenci endogennich reguldtori. Proto jsem se ve své praci snazil ukézat, ze
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existuje obrovské mnozstvi jiz znamych cirkadiannich mechanismii, které mohou regulovat
¢innost glymfatického systému, ale zaroven zlstava mnoho neznamych. Pochopeni toho, jak tyto
rytmy vzajemné interaguji a reguluji drendz tekutin v glymfatickém systému, by mélo v budoucnu
prispet k vytvofeni novych terapeutickych metod pro neurodegenerativni onemocnéni a k

pochopeni, jak lze tyto znalosti vyuzit k prevenci a predchéazeni jejich vzniku.

A pravdépodobné jiz banalni rady o tom, ze je tieba dodrzovat zdravou spankovou hygienu (coz

vvvvv

Vse naznacuje, ze kromée vSech ostatnich vyhod takto pe¢ujeme o zdravi naseho mozku.
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