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Abstrakt

Cirkadidnni systém savcl je fizen suprachiasmatickymi jadry v hypotalamu. Tento systém je
synchronizovan se svételnymi podminkami pomoci fazovych posunt, které nastavaji po expozici
svétlu v subjektivni noci. Nedavné vyzkumy ukézaly, ze aktivace receptorii endokanabinoidniho
systému potlacuje svétlem indukované fazové posuny a ovliviiuje tak schopnost cirkadianniho
systému ke svételné synchronizaci. Tato prace ma za cil prozkoumat tento vliv na behavioralni
urovni a na urovni svétloreaktivnich bunéénych procesti v neuronech suprachiasmatickych jader.
Nase vysledky ukazuji, Zze aktivace kanabinoidniho systému pomoci agonisty CB1 receptori
moduluje svétlem indukovanou fosforylaci extracelularnim signalem regulované kinazy 1/2
(ERK1/2) a expresi proteinu c-Fos v neuronech suprachiasmatickych jader v mozku potkana, coz
koreluje s potlacenim svételné synchronizace cirkadidanniho systému pozorované na behavioralni

arovni.

Klic¢ova slova: cirkadianni systém, suprachiasmaticka jadra, svételna synchronizace,
endokanabinoidni systém, CB1 receptory, extracelularnim signalem regulovana kinaza 1/2,

ERK1/2, c-Fos



Abstract

Circadian system of mammals is generated in suprachiasmatic nuclei of hypothalamus. This system
is synchronized with light conditions through phase shifts that occur after light exposition during
the subjective night. Recent studies have shown that activation of endocannabinoid receptors
attenuates the light-induced phase shifts and influences the ability of circadian system to light
entrainment. The aim of this work is to examine this influence on behavioral level and on light-
reactive cellular processes within the suprachiasmatic nuclei. Our results show that the activation
of endocannabinoid system via CB1 receptor agonist modulates the light-induced phosphorylation
of extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2) and the expression of c-Fos protein in
neurons of suprachiasmatic nuclei in the rat’s brain; these cellular processes correlate with the

attenuation of light entrainment.

Keywords: circadian system, suprachiasmatic nuclei, light entrainment, endocannabinoid system,

CBI1 receptors, extracellular signal-regulated kinase 1/2, ERK1/2, c-Fos
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1.Uvod

Cirkadianni systém savcU zajistuje periodicitu fyziologickych proces vtéle a jejich
nacasovani v souladu se svételnymi podminkami. Tento systém je fizen suprachiasmatickymi
jadry (SCN) v hypotalamu, kde byly nalezeny slozky endokanabinoidniho systému, zndmého svymi
modulacnimi Ucinky synaptické aktivity. Nedavné studie uvadéji, Ze aktivace endokanabinoidniho
systému vede k potlaceni cirkadidnni odpovédi na svétlo. Mechanismus, jakym kanabinoidni
aktivace ovliviiuje svételnou synchronizaci cirkadidnniho systému, neni zcela objasnén. Mlze
zahrnovat vstup synchronizujicich informaci do SCN, interceluldrni komunikaci mezi burikami SCN
nebo vystupni signaly z SCN. Tato prace ma za cil blize prozkoumat vztah endokanabinoidniho a
cirkadianniho systému a popsat vliv kanabinoidni aktivace na svétlem indukované bunécné

procesy v neuronech SCN potkana.

2.Literarni prehled

2.1. Cirkadianni systém

Fyziologické a behavioralni pochody v Zivych organismech vykazuji cyklické zmény
s periodou pfiblizné 24 hodin. U savcu se tento cirkadidnni (= ptiblizné denni) rytmus projevuje v
cyklu spanku a bdéni, ve zménach télesné teploty, hladin nékterych hormond, v metabolickych
procesech a dalSich fyziologickych parametrech. Cirkadianni systém je endogenni mechanismus
fungujici nezavisle na okolnim prostredi, ktery organismim umozZiuje nacasovat jejich Zivotni
funkce na optimdlni denni dobu. Cyklické zmény jsou generovany v oblasti mozku nazvané
suprachiasmaticka jadra (SCN). Jedna se o parovou strukturu uloZzenou nad optickym chiasmatem
v oblasti hypotalamu. SCN fidi oscilace na urovni bunék naseho téla a tim i rytmicitu fyziologickych
procesl (Albrecht and Eichele, 2003; Reppert and Weaver, 2002).

Buriky v SCN ale i v ostatnich oblastech mozku a v perifernich tkanich jsou vybaveny
molekularnim mechanismem, ktery vykazuje cirkadidnni oscilace. Pouze v bunkach SCN ale
molekularni hodiny bézi nezavisle na okolni tkani. Jednotlivé neurony SCN funguiji jako autonomni
oscilatory. Jejich vystupem je periodicka elektricka aktivita, kterou lze pozorovat i vin vitro
podminkach na bunécnych kulturach (Welsh et al., 1995). V pfipadé odstranéni oblasti SCN se
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zvirata stanou arytmicka (Stephan and Zucker, 1972). Transplantace SCN opét navrati cirkadianni

rytmus, v€etné periody, kterd byla pozorovana u darcovského Zivocicha (Ralph et al., 1990).

2.1.1. Suprachiasmatickd jadra

SCN pfijimaiji signdly z vnéjsiho prostredi a podle nich upravuji fazi a periodu cirkadidannich
rytm0. Nejvétsi ucinek na hodiny savcl ma svétlo, ale uplatiuji se i nesvételné podnéty. Drahy
prendsejici informace o nesvételnych podnétech do SCN jsou genikulohypotalamicky trakt (GHT)
vedouci z intergenikuldtniho listku talamu (IGL), ktery vylu¢uje medidtory neuropeptid Y (NPY) a
kyselinu y-aminomdselnou (GABA), a serotonergni draha z dorzalniho a medidlniho raphealniho
jadra v mozkovém kmeni (Dibner et al., 2010; Golombek and Rosenstein, 2010).

SCN ma dvé ¢asti s odlisSnou funkci i mediatory - ventrolaterdlni ¢ast (VL SCN; tzv. ,core”)
a dorzomedidlni ¢ast (DM SCN; tzv. ,shell“). Bufiky VL SCN komunikuji pomoci mediatora VIP
(vasoaktivni intestindIni polypeptid) a GRP (gastrin-releasing peptid); DM SCN pouzivd
neuropeptidy AVP (arginin vasopresin) a PK2 (prokineticin 2). VétSina neuropeptidd je na
synapsich kolokalizovana s GABA, ktera predstavuje hlavni neurotransmiter napfi¢ neurony v SCN
(Colwell, 2011; Welsh et al., 2010). Informace o svételnych i nesvételnych signdlech vedou do VL
SCN a odtud se prenasi do DM SCN, které komunikuje s dalSimi oblastmi mozku a synchronizuje
jejich hodiny podle nové pfijatych signdld (Moore et al., 2002). Casova informace se prendsi
zejména do hypotalamickych jader, pres které je regulovan rytmicky vylev hormon( i nervové
signaly a tyto vystupy pak nastavuji hodiny v celém téle. DllezZitou roli zde ma paraventrikularni
jadro hypotalamu, kde SCN svymi projekcemi reguluje vylev kortikotropin uvolfujiciho hormonu
a tim rytmicky vylev kortikosteronu z kdry nadledvin a také autonomni nervovy systém. Aktivaci
sympatiku umoznuje napfiklad rytmicky vylev melatoninu z epifyzy, ale nastavuje také citlivost
tkani k témto hormonalnim signaliim (Buijs et al., 1999, 2003; Dibner et al., 2010; Kalsbeek et al.,
2006).

Neurony SCN péstované v bunécnych kulturach vykazuji rytmické oscilace s rozdilnou fazi
(Welsh et al., 1995). VSCN in vivo ale musi byt navzdjem synchronizovany, aby mohly vést
k jednotnému vystupu. Pro synchronizaci neuronl je nezbytny VIP, jehoZz absence vede
ke vzajemné desynchronizaci jednotlivych neuront (Aton et al., 2005). DulezZitou roli v komunikaci

mezi neurony ma také GABA. Aplikace GABA vede k synchronizaci neurontd SCN v bunécnych
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kulturach pUsobenim na GABA-A receptory (Liu and Reppert, 2000). Antagonista GABA-A
receptor(l disociuje faze oscilaci mezi VL a DM SCN (Albus et al., 2005). GABA, pusobici bézné jako
inhibi¢ni neurotransmiter, mize mit na nékteré neurony SCN excitacni efekt. Excitacni pisobeni
bylo pozorovano zejména na DM SCN v priibéhu noci (Choi et al., 2008; De Jeu and Pennartz,
2002). Zablokovani excitacniho plsobeni GABA vedlo k inhibici svétlem indukovaného fazového
posunu Vv prvni poloviné subjektivni noci, ma tedy pravdépodobné dllezitou roli ve svételné

synchronizaci (McNeill et al., 2018).

2.1.2. Molekuldrni mechanismus

Molekuldrni mechanismus cirkadiannich rytm( zajistuji smycky tzv. hodinovych gen( a
jejich proteintll, které vzajemné fidi svoji expresi a degradaci béhem 24 hodin (obr. 1). Hlavni
zpétnovazebnou smycku tvofi u savcl geny Clock (circadian locomotor output cycles kaput),
Bmall (brain and muscle ARNT-like protein 1), Perl1, 2, 3 (Period 1, 2, 3) a Cry1, 2 (Cryptochrom
1, 2). Jejich proteiny funguji jako transkripéni faktory, které plsobi pozitivni nebo negativni
zpétnou vazbou na expresi dalSich hodinovych gent (Reppert and Weaver, 2002). Proteiny CLOCK
a BMAL1 spoleéné vytvati heterodimer, ktery se vaze do E-boxu (z angl. enhancer box)
v promotoru genu Per a Cry, kde pUsobi jako aktivator jejich exprese (Gekakis et al., 1998). Vzniklé
proteiny PER a CRY pak tvofi v cytoplazmeé komplex, ktery je transportovan zpét do jadra. V jadre
komplex naseda na CLOCK-BMAL1 heterodimer a tim vypina jeho aktivaéni Ucinek na expresi Per
a Cry (Kume et al., 1999). Naslednym sniZzenim hladin proteinG PER a CRY se inhibice jejich exprese
opét uvolni a cyklus se znovu opakuje (Welsh et al., 2010).

Expresi Bmall ovliviiuje vedlejSi hodinova smycka, zahrnujici geny Rev-erba a Roro
(retinoic acid-related orphan receptor alpha). Dimer CLOCK-BMAL1 aktivuje transkripci genu
Rev-erba a Rora opét vazbou na E-box v jejich promotorech. Protein REV-ERBa poté zpétné
inhibuje expresi Bmall, RORa. pUsobi naopak aktivacné. Oba proteiny Ucinkuji skrze vazbu na ROR
element (retinoic acid-related orphan receptor response element) v promotoru Bmall (Preitner
et al., 2002; Sato et al., 2004).

Diky zpétnovazebnym regulacim osciluji hladiny mRNA (z angl. messenger RNA)
hodinovych genU a jejich proteinl s cirkadianni (priblizné 24hodinovou) periodou. Bmall a Perl
vykazuji nejvyssi hladiny mRNA 12 hodin po sobé (Aton and Herzog, 2005).
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Molekularni hodiny ovliviuji transkripci velkého mnozstvi gen(, které nejsou soucasti
zpétnovazebnych smycek. Jedna se o tzv. hodinami kontrolované geny (clock-controlled genes;
CCG). Kontrolou jejich exprese pres vazebnd mista v promotorech (napf. E-box) pfrispivaji
k rytmicité rdznorodych fyziologickych funkci (Golombek et al., 2014). Hodinami kontrolované
geny se podileji také navzniku rytmickych elektrickych vybojd bunék SCN regulaci aktivity
iontovych kandll (Reppert and Weaver, 2002). Elektricka aktivita SCN je ptfes den vysoka a v noci
je utlumena, nezavisle na tom, zda je Zivocich no¢ni nebo denni. Rytmické vyboje zpétné ovliviuji

chod molekuldrnich hodin, ne zcela objasnénym mechanismem (Colwell, 2011).

nucleus cytoplasm
PER ) PER )
CRY D CRY )

| PerliPer2 ——>— pERD

: | CryllCry2 ——— CRY )
é)g | CCGs ——>  clock-controlled genes’ products
— [ = -
O/ | | Rev-erbot ~——— REV—ER@
| E-box | | target genes | |

Roro —_— ROli(D
o circadian output

1 v
>

®¥ P | i

| Bmall — B@

Obr. 1. Molekuldrni hodiny savcti

Heterodimer CLOCK-BMAL1 indukuje expresi hodinovych gent Per a Cry vazbou na E-box v jejich promotoru. Proteiny
PER a CRY pak zpétné inhibuji CLOCK-BMAL1 aktivitu a tak inhibuji vlastni transkripci. Vedlejsi smycka obsahuje
proteiny majici vliv na transkripci genu Bmall - ROR« (aktivacni ucinek) a REV-ERBa (inhibicni ucinek). Hodinovad
smycka reguluje také rytmickou transkripci tzv. hodinami kontrolovanych genu (clock controlled genes; CCGs).
Prevzato podle Golombek et al., (2014).

2.1.3. Posttranslacni modifikace

Proteiny tvorici zpétnovazebnou hodinovou smycku prochdzeji v cytoplazmé

posttranslaénimi modifikacemi. Zejména fosforylace protein(i PER a CRY pak ma vliv na ¢asovou
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dynamiku hodinové smycky a uréuje délku jeji periody, priblizujici se 24 hodinam. Fosforylace
mlze mit odlisSny efekt na osud protein(. DdleZitou rodinou kindz modifikujicich dynamiku
cirkadiannich oscilaci jsou kasein kinazy | (CKl). Mutace CKle vede napftiklad ke zvySené fosforylaci
a nasledné zrychlené degradaci proteint PER, coz zpUisobi zkracenou periodu cirkadidnnich rytm
(,tau” mutace) (Gallego et al., 2006; Lowrey et al., 2000). Kromé vlivu na stabilitu proteinl vede
fosforylace pomoci CKI k translokaci proteind PER do jaddra nebo naopak jejich akumulaci
v cytoplazmé a k interakci s dimerem CLOCK-BMAL1. Fosforyluje také BMAL1 a tim podporuje
jeho aktivacni funkci na transkripci genl pres E-box (Gallego and Virshup, 2007).

Glykogen syntaza kinaza 33 (GSK3f3) ma také vliv na dynamiku hodinové smycky. Aktivita
kinazy je fizena fosforylaci, fosforylovana forma GSK3f (pGSK3f) je neaktivni (Stambolic and
Woodgett, 1994). Fosforylace GSK3f vykazuje v DD reZimu (z angl. dark — dark) cirkadidnni profil
s nejvys$sSimi hladinami béhem prvni poloviny subjektivniho dne (tzn. v klidové fazi dne no¢niho
laboratorniho zvitete). Aktivita GSK33 by méla byt nejvyssi v prvni poloviné subjektivni noci
(Besing et al., 2015). Studie stanovujici profil pGSK3f u zvifat chovanych v LD rezimu (z angl. light
— dark) popisuji nejvy3si hladiny pGSK3[3 béhem druhé poloviny noci (litaka et al., 2005; Pacesova
et al., 2015). GSK33 ma vliv na délku periody i na amplitudu (tzn. robustnost) rytmU v expresi
hodinovych genu. Inhibice GSK33 vede ke zpozdéni faze hodinové smycky, jeji vysokd aktivita
zpUsobi naopak predbéhnuti (litaka et al., 2005). Stala aktivita kindazy GSK3f zrusi cirkadianni
rytmicitu v expresi Bmall v SCN (Besing et al., 2015). GSK33 muiZe ovliviiovat hlavni smycku také
pfimou modifikaci BMAL1, jehoz fosforylace pomoci GSK3f vede k ubiquitinylaci a nasledné
degradaci v proteasomu (Sahar et al., 2010), nebo nepfimo pres fosforylaci REV-ERBa., kterd
umoziuje vstup REV-ERBa do jadra, kde inhibuje transkripci Bmall (Yin et al., 2006). ZvySena
degradace BMALL spolecné s potlacenim jeho transkripce muze vést k oslabeni rytmud. GSK3f3
interaguje i s dalSimi hodinovymi proteiny — s PER2, CRY2 a CLOCK (Besing et al., 2015).
Fosforylace PER2 pomoci GSK33 muZe vést k pfesunu PER2 do jadra (litaka et al., 2005). Dale byl
popsan jeji ucinek na fosforylaci a naslednou degradaci proteinu CRY2 (Harada et al., 2005;
Kurabayashi et al., 2010) a na degradaci proteinu CLOCK (Spengler et al., 2009). Neddvné studie
popisuji GSK3f jako spojovaci prvek mezi molekularni smyckou a elektrickou aktivitou v burikdch

SCN. Inhibice GSK3p vede k potlaceni elektrické aktivity ve dne, chronicka aktivita vede naopak
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ke zvySené elektrické aktivité SCN béhem noci, kdy je béZzné utlumena. GSK3[ zfejmé reguluje
frekvenci akénich potencial v SCN regulaci sodikovych kandlt (Paul et al., 2016).

Dalsi kinaza ovliviiujici hodinovou smycku je ERK1/2 (extracelularnim signalem regulovana
kindza 1/2) pattici do rodiny MAP kinaz (z angl. mitogen-activated protein kinases). Aktivovana
kindza (tzn. jeji fosforylovana forma; pERK1/2) vykazuje v SCN cirkadianni rytmus — pres den je
exprese pERK1/2 vyssi v DM SCN, zatimco v noci se vyskytuje vyhradné ve VL SCN. Vyskyt ve VL
SCN je podminén inervaci retinohypotalamickym traktem, jelikoz preruseni této drahy vede
k vymizeni pERK1/2 ve VL SCN (Lee et al., 2003). ERK1/2 moduluje negativni smycku hodin, coz
bylo méfreno v in vitro podminkdach. Fosforyluje proteiny CRY1 a CRY2 a podporuje jejich interakci
s CLOCK-BMAL1 dimerem, coZ vede k inhibici jejich vlastni transkripce (Sanada et al., 2004).
Inhibice ERK1/2 vede k oslabeni rytm( burikdch SCN in vitro jak na Grovni oscilaci hodinovych
genu, tak v elektrické aktivité neuron( (Akashi et al., 2008). Po plsobeni svétla v noci jeji aktivni
forma pfechodné stoupd, coZ naznacuje jeji roli také ve svételné synchronizaci (Coogan and

Piggins, 2003; Obrietan et al., 1998).

2.1.4. Svételnd synchronizace

SCN pfijimaji signaly z vnéjSiho prostredi a podle nich nastavuji své i periferni molekularni
hodiny. Diky tomu se variabilni endogenni perioda organism{ prizplsobuje presnym 24 hodindam
cyklu svétla a tmy. Nejsilnéjsim signalem vedoucim k synchronizaci endogennich rytmu s vnéjsim
prostiedim (tzv. zeitgeberem) je svétlo. Organismus, ktery neni synchronizovan svétlem
(tj. nachazi se ve stdlé tmé) takzvané ,volné bézi” v ¢ase. Tehdy mlzeme zaznamenat endogenni
délku periody jeho rytmU. Pro oznaceni faze, ve které se organismus v ramci své endogenni
periody nachazi, se pouZiva pojem ,cirkadianni ¢as“ (CT; z angl. circadian time). Cas CTO oznacuje
zacatek subjektivniho dne (u Zivocichll s denni aktivitou i zac¢atek jejich aktivni faze), v CT12 zacind
subjektivni noc Zivocicha (tehdy nastdva aktivni faze u organismi s nocni aktivitou; Vitaterna et
al., 2001).

Svétlo plsobici na organismus béhem jeho subjektivni noci vede k posunuti hodin v SCN.
Béhem dne nema na dynamiku hodinové smycky vliv. Svételny puls aplikovany v pribéhu prvni
poloviny subjektivni noci vede k fazovému zpozdéni rytml, béhem druhé poloviny subjektivni

noci zpUsobi naopak fazové predbéhnuti (Daan and Pittendrigh, 1976); obr 2). Tento posun je
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mozné pozorovat i na behavioralni Urovni, napfiklad na rytmu v pohybové aktivité (Golombek and

Rosenstein, 2010).

Photic phase delay |—>|

t1  Subjective day I

Photic phase advance [+

Obr. 2. Ucinek svétla v subjektivni noci na fdzi cirkadidnnich rytmi

Svétlo (zndzornéné Zlutou useckou) aplikované béhem subjektivni noci indukuje expresi Perl (zelend Sipka) a vede
k fazovému posunu. V prvni poloviné subjektivni noci zptsobi fdazové zpoZdéni rytmi (nahore), v druhé poloviné
subjektivni noci vede naopak fazové predbéhnuti (dole). Prevzato podle Mistlberger and Antle (2011).

Informace o svétle je u savcli zachycena specidlnimi gangliovymi burfikami (intrinsically
photosensitive ganglion cells; iPRGC), které obsahuji fotopigment melanopsin (Do and Yau, 2010;
Hattar et al., 2002). Po prijeti svétla jsou depolarizovany a jejich axony (tvofici
tzv. retinohypotalamicky trakt; RHT) vedou informaci o svétle pfimo do suprachiasmatickych jader
v hypotalamu (Berson et al., 2002; obr. 3). Axony iPRGC tvofi synapsi s neurony ve ventrolateralni
Casti SCN (Dibner et al., 2010). Aktivace iPRGC béhem subjektivni noci zplsobi vylev glutamatu a
neuropeptidu PACAP (pituitary adenylate cyclase-activating peptide) na synapsi a vede k aktivaci
NMDA (N-methyl-D-aspartdtovych) receptorl a influxu vapniku do neuroni VL SCN (Colwell,
2001; Hannibal et al., 1997; Liou et al., 1986). To spusti bunécné kaskady vedouci k okamzité
indukci transkripce Per1 a nékterych ¢asnych gend, jako je c-Fos (Morris et al., 1998; Tischkau et
al., 2003). Indukce Per1 v bunkach SCN béhem subjektivni noci pozméni ¢asovou dynamiku
hodinové smycky a je zodpovédna za vznik fazového posunu (Akiyama et al., 1999). Svétlo
v subjektivni noci indukuje expresi Per1 odliSnym mechanismem nez dimer CLOCK-BMAL1 pres

E-box. Promotor Per1 obsahuje také cAMP-responsive element (CRE), na néz se vaze CRE-vazebny



protein (CRE-binding protein; CREB). Fosforylovany CREB ma funkci transkripéniho faktoru a vede
k zahdjeni exprese Perl a naslednému fazovému posunu (Tischkau et al., 2003; Travnickova-

Bendova et al., 2002).
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Obr. 3. Drdha vedouci informaci o svétle do SCN

a) Svétlo je zachyceno skupinou gangliovych bunék v retiné obsahujicich fotopigment melanopsin (iPRGC). Ty
vedou informaci o svétle prfimo do SCN, kde stimuluji neurony vylevem glutamdtu a neuropeptidu PACAP.
Ndsleduje vtok vdpenatych iontd do neuronii SCN a aktivace bunécnych kaskdad vedoucich k fosforylaci
transkripcniho faktoru CREB a indukci exprese hodinovych gend Perl.

b) Bez svételného podnétu je transkripce Perl v subjektivni noci neaktivni (ovlivnéna zpétnovazebnou
hodinovou smyckou). Informace o svétle v subjektivni noci vede k okamZité indukci Perl a tim zajistuje vznik
fdzového posunu.

Prevzato podle Reppert and Weaver, (2002).

Intracelularni kaskady, které vedou od aktivace NMDA receptorl k indukci transkripce Perl
pres CRE element, nejsou zcela objasnény. DuleZitou slozkou je jiz zminéna kindza ERK1/2.
Fosforylace ERK1/2 vede k jeji aktivaci a prechodu do jadra, kde mlze ovlivriovat transkripci gen(
(Grewal et al., 1999). Svétlo v subjektivni noci, nikoliv ve dne, zplsobi prechodnou fosforylaci této

kindzy v SCN kaskadou spusténou pres NMDA receptory. Fosforylovana kindza ERK1/2 je
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translokovana do jadra, kde patrné vede k fosforylaci transkripéniho faktoru CREB (Butcher et al.,
2003; Coogan and Piggins, 2003; Obrietan et al., 1998). NaruSeni MAP kindzové drahy v SCN
blokuje fazové zpozdéni (Butcher et al., 2002) i expresi svétlem indukovanych ¢asnych gena
(Dziema et al., 2003).

Kromé ERK1/2 byly popsany dalsi bunécné slozky dlileZité pro vznik fazového posunu, jako
je NO syntdza a produkce NO (Ding et al., 1994) nebo kalmodulin-dependentni kindza I
(Fukushima et al., 1997). Pro fazové zpoidéni je zfejmé nezbytny vylev vapenatych iont(
z intraceluldrnich zdsobaren pomoci ryanodinového receptoru (Ding et al., 1998), pro fazové
predbéhnuti je ddleZitd cGMP-dependentni proteinkindza (Mathur et al., 1996). Casny rany gen
c-Fos, ktery se zacne v SCN exprimovat ihned po svételném pulsu, se také ucastni mechanismu
vzniku fazového posunu, nebot zablokovani jeho exprese vede kinhibici fazového posunu
po svételném pulsu v prvni poloviné subjektivni noci (Wollnik et al., 1995).

Neddvné studie poukazaly na roli GSK3p v reakci SCN na svétlo béhem subjektivni noci.
Svételny puls béhem subjektivni noci vedl k aktivaci GSK3[3 (tzn. ke sniZeni fosforylované formy
GSK3p) v €ase od 30 minut (Paul et al., 2017) aZ do 8 hodin po pulsu (Cervend et al., 2015).
Aktivace GSK3p se ukdzala byt nezbytnd pro nasledné zvyseni elektrické aktivity neurond SCN,
které nastava 3-5 hodin po svételném pulsu a vede k predbéhnuti rytmU. Chronicka aktivita GSK3
umoznila rychlejsi adaptaci na posunuty svételny rezim (fazové predbéhnuti o 6 hodin) oproti
kontroldm a vedla k fazovému predbéhnuti rytmu v elektrické aktivité SCN i na behavioralni
urovni (Paul et al., 2017).

Také nesvételné podnéty mohou zpUsobit fazovy posun rytmu. Vystaveni témto podnétiim
v pribéhu subjektivniho dne vede u nocnich hlodavcl naopak ke snizeni exprese Perl a tim
k fazovému posunu. Mohou také vést k inhibici svétlem indukovanych fazovych posunt (Dibner

et al., 2010; Golombek and Rosenstein, 2010).
2.2. Endokanabinoidni systém

Endokanabinoidni systém (ECS) je lipidovy signalizacni systém vyskytujici se prevainé
v centralni nervové soustavé. Zahrnuje systém receptor(, jejich endogennich ligandu

(endokanabinoidl) a enzymi, které tyto ligandy syntetizuji a degraduji. Aktivace
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endokanabinoidnich receptori ma zpravidla za nasledek inhibici vylevu neurotransmiter(
z presynaptického neuronu a takto moduluje jejich plsobeni na synapsi.

Endokanabinoidy jsou endogenné vytvarené latky, které plsobi jako agonisté
kanabinoidnich receptoru a jejich aktivaci spoustéji bunécnou signalizaci. Mezi nejvyznamnéjsi a
nejlépe prozkoumané endokanabinoidy patfi anandamid (N-arachidonoylethanolamid) a 2-AG (2-
arachidonoylglycerol); obr. 4. Oba jsou derivaty kyseliny arachidonové, nenasycené mastné
kyseliny vazané ve fosfolipidech bunéénych membran (Rodriguez de Fonseca et al., 2005). 2-AG

vykazuje fadové vyssi hladiny v mozkové tkani nez anandamid (Stella et al., 1997).
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Obr. 4. Struktura endogennich kanabinoiddi

Prevzato podle Howlett et al., (2004).

Endokanabinoidy nejsou syntetizovany do zdsoby, ale tzv. “on demand”, tj. syntéza
nastava v reakci na depolarizaci neuronu nebo aktivaci nékterych metabotropnich receptora.
Po syntéze nasleduje jejich uvolnéni do extracelularniho prostoru (Lu and Mackie, 2016). 2-AG je
monoacylglycerol - glycerol s navdzanou kyselinou arachidonovou. Prvnim krokem syntézy 2-AG
je aktivace fosfolipazy CP, ktera stépi membranovy fosfatidylinositol bisfosfat (PIP2) obsahuijici
kyselinu arachidonovou. Stépenim PIP2 vzniknou dva produkty, slouZici v bufice jako tzv. druzi
posli — inositoltrisfosfat a diacylglycerol (DAG). Z DAG pak vznikd 2-AG Stépenim pomoci DAG
lipdzy (Piomelli, 2003; Stella et al.,, 1997). Anandamid je amid kyseliny arachidonové a
V prvnim kroku dojde k odstépeni arachidonatu z membranového fosfatidylcholinu. Arachidonat
je nasledné prenesen enzymem N-acyltransferdzou na amino skupinu membranového

fosfatidylethanolaminu a vznikad N-arachidonoylfosfatidylethanolamin (NAPE) (Cadas et al., 1997).
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Ten slouzi jako prekurzor, ze kterého se odstépi anandamid pomoci specifické NAPE - fosfolipazy
D (Okamoto et al., 2004).

Enzymatickd degradace se odehrava uvnitf buriky. Degradace anandamidu je katalyzovana
hydrolazou amidl mastnych kyselin (,,fatty acid amide hydrolase” - FAAH), jejiz produkty jsou opét
arachidonat a ethanolamin (Cravatt et al., 1996). Enzym FAAH je zodpovédny za regulaci hladin
anandamidu v mozku. Mysi s absenci tohoto enzymu vykazuji vysoké hladiny anadamidu a
chovani odpovidajici zvySené aktivaci CB1 receptor(, jako je hypomotilita nebo snizené vnimani
bolesti (Cravatt et al., 2001). 2-AG je hydrolyzovan primarné monoacylglycerol lipdzou (MGL)
na arachidonat a glycerol (Dinh et al., 2002). DalSim mechanismem degradace muze byt oxidace
arachidonatu v endokanabinoidech enzymem cyklooxygendzou (COX), prevazné pomoci enzymu

COX2. (Kano et al., 2009)

2.2.1. Receptory

Kanabinoidni latky plUsobi predevsim prostiednictvim vazby na dva typy kanabinoidnich
receptorll — CB1 a CB2 (cannabinoid receptor type 1;2). CB1 receptory patfi mezi nejhojné;jsi
G-proteinové receptory vyskytujici se v savéim mozku (Piomelli, 2003). CB1 receptory v mysi,
potkani a lidské mozkové tkani vykazuji vysokou homologii, jejich aminokyselinové sekvence jsou
identické z 99%. mRNA téchto receptorl byla nalezena primarné v mozkové tkani, vyskyt CB2
receptorll byl popsan prevaziné v imunitnich bunkach (Howlett et al., 2002). Oba receptory maji
podobnou funkci — moduluji vylev mediatord. CB1 receptor moduluje vylev neurotransmitert
z neuronu na synapsi, CB2 pUsobi pfevainé na vylev cytokini z imunitnich bunék (Pertwee, 2006).

Kromé endogennich derivatd kyseliny arachidonové ucinkuji pres CB receptory také
rostlinné kanabinoidy (fytokanabinody), jako je hlavni psychoaktivni slozka konopi
A® -tetrahydrocannabinol (THC), a syntetické kanabinoidy. Agonisté CB receptord jsou rozdéleny
do rodin podle své chemické struktury. 2-AG a anadamid patfi do rodiny eikosanoid(l, anandamid
ma vyssi afinitu pro CB1 receptory (Showalter et al., 1996). Tzv. ,klasické” kanabinoidy, jsou
derivaty tricyklického dibenzopyranu, je to naptiklad THC a jeho analogy (pt. synteticky HU-210).
THC je parcidlni agonista CB1 receptoru a jeho uUéinnost neni tak vysokda jako nékterych

yneklasickych” kanabinoidl. Tim je napfiklad synteticky kanabinoid CP55940 vyvinuty firmou
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Pfizer, ktery oproti THC postradd pyranovy kruh. Dalsi rodinu agonistl predstavuji
aminoalkylindoly, jejichZ predstavitelem je synteticky WIN55212 (Howlett et al., 2002; Pertwee,
2006); obr 5.
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Obr. 5. Agonisté CB receptorti

Prevzato podle Howlett et al., (2004).

Endokanabinoidy neucinkuji pouze pres CB receptory. Byla také popsana aktivace TRPV1
kanalu (vaniloidni transient receptor potential kanal typu 1) anandamidem (Zygmunt et al., 1999)
a signalizace endogennich i exogennich kanabinoidnich Iatek pfes jaderné receptory rodiny PPAR
(peroxisome proliferator-activated receptor), zejména PPARa a PPARy (O’Sullivan, 2007).
Aktivace PPAR receptor( vede k iniciaci transkripce genu, kanabinoidy se prostfednictvim PPAR
receptorll uplatnuji v regulaci pfijmu potravy, v metabolismu lipidd, neuroprotekci a vykazuji

antinociceptivni a protizanétlivy efekt (Pistis and O’Sullivan, 2017).

2.2.2. Mechanismus ptsobeni ECS

Endokanabinoidy plsobi jako lokalni mediatory - ucinkuji v blizkosti neuronu, kde byly
vytvoreny (Rodriguez de Fonseca et al., 2005). Nejcastéji plsobi na synapsi v opacném sméru
nez bézné neurotransmitery — retrogradné, tj. jsou produkovany postsynaptickym neuronem a
aktivuji receptory na membrané presynaptickych neuront (Wilson and Nicoll, 2002). Plisobenim

na kanabinoidni receptory inhibuji vylev neurotransmiteru z presynaptického neuronu. Tento
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ucinek je zprostfedkovan blokaci napétovych vapnikovych kanalt na zakonéeni presynaptického
neuronu pomoci Ggy podjednotky (Wilson et al., 2001; obr. 6).

Modulaci vylevu neurotransmiter( je ovlivnéna synaptickd plasticita. Endokanabinoidni
signalizace mlzZe vést ke kratkodobému i dlouhodobému ovlivnéni synaptického prenosu a tim
zasahovat do regulace nejriznéjSich procest jako je kognice, motorika, pfijem potravy nebo
vnimani bolesti (Castillo et al., 2012). Kratkodobé ovlivnéni synaptické plasticity zavisi na dvou
zpusobech, které vedou k syntéze endokanabinoid(: depolarizaci postsynaptického neuronu -
mechanismem nazvanym ,depolarizaci indukovand suprese inhibice/excitace” (DSI/DSE), ci
aktivaci metabotropnich receptord na postsynaptické membrané - ,,metabotropné-indukovana

suprese inhibice/excitace” (MSI/MSE; Lu and Mackie, 2016).
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Obr. 6. Schéma retrogrddni signalizace endokanabinoid(i

Postsynaptickd depolarizace a ndsledny vtok Ca?* iontii & aktivace postsynaptickych metabotropnich receptorii vede
k syntéze endokanabinoidl z lipidovych prekurzori v membrdné. Endokanabinoidy ndsledné difunduji synaptickou
stérbinou k presynaptickym CB1 receptorim, jejichZ aktivaci spousti signdini kaskddu do buriky. Ta vede mimo jiné
k blokaci napétovych vdpnikovych kandli pfimou interakci s Ggypodjednotkou a k inhibici vylevu neurotransmiteru

z presynaptického neuronu. Prevzato podle Wilson and Nicoll, (2002).



Modulace mechanismy DSI ¢i DSE se déje v zavislosti na tom, zda se signalizace objevuje
u excitacnich ¢i inhibi¢nich synapsi (Maejima et al., 2001a). Endokanabinoidni signalizace byla
popsdna predevsim u GABAergnich a glutamatergnich synapsi, ale aktivace CB1 receptord ma vliv
také na vylev nékterych neuropeptidl, napfiklad cholecystokininu (Beinfeld and Connolly, 2001;
Lu and Mackie, 2016).

DSl je jev, ktery byl popsan jesté pred detailnéjsSim prozkoumanim endokanabinoidniho
systému. Spociva vinhibici vylevu neurotransmiteru z presynaptického neuronu, kterd je
indukovdna depolarizaci postsynaptického neuronu a je zavisla na zvyseni postsynaptické hladiny
Ca?* iontd. Byl popsan v GABAergnich neuronech hipokampu i v bunéénych kulturach (Ohno-
Shosaku et al., 1998; Pitler and Alger, 1992). Autofi Wilson a Nicoll objevili retrogradni
endokanabinoidni signalizaci pres CB1 receptory jako zodpovédnou za proces DSI na GABAergnich
synapsich v hipokampu (Wilson and Nicoll, 2001). Obdobny mechanismus byl poté popsan u
excitacnich synapsi (DSE) v Purkyriovych vliaknech mozecku (Kreitzer and Regehr, 2001).

Indukce DSI a DSE je z&visla na zvy$ené hladiné Ca%* iontd v postsynaptickém neuronu.
Postsynaptickd depolarizace otevird napétové fizené vapnikové kandly a zpUsobi zvyseni
intraceluldrniho Ca?*, které ma dualeZitou roli pro syntézu a uvolnéni endokanabinoid(l na synapsi
(Kreitzer and Regehr, 2001; Wilson and Nicoll, 2002). ZvySenim intracelularniho vapniku a
nasledné zvySenou hladinou cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP) je aktivovan enzym
N-acyltransferdza, na jehoz aktivité je zavisla syntéza anandamidu (Cadas et al., 1996). Pro syntézu
2-AG je klicova aktivita enzymu DAG lipazy, kterou zatim neobjasnénym zplsobem stimuluji CaZ*
ionty (Ohno-Shosaku et al., 2012). Vapnik pro syntézu endokanabinoidd muize téct do bunky také
pres NMDA receptory. Jejich aktivace vede k endokanabinoidni signalizaci i v pfipadé zablokovani
napétoveé fizenych vapnikovych kanald (Ohno-Shosaku et al., 2007).

Dalsi mechanismus, jakym endokanabinoidni signalizace ovliviiuje synaptickou plasticitu
je metabotropné-indukovana suprese inhibice/excitace. Tento mechanismus vyZzaduje aktivaci
postsynaptickych metabotropnich receptorl spfaienych s Gg11, kterd vede ksyntéze
endokanabinoidd (Lu and Mackie, 2016). Na rozdil od DSI/DSE je tento mechanismus nezavisly
na hladiné vépniku (Kano et al., 2009). Tento jev byl poprvé popsan na excitacnich synapsich

Purkynovych bunék v mozecku, kde aktivace metabotropniho glutamatového receptoru typu 1
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(mGIuR1) na postsynaptickém neuronu vedla k potlaeni vylevu neurotransmiteru (Maejima et
al., 2001b). Indukce endokanabinoidni signalizace je moZna i pres dalsi metabotropni receptory,
jako jsou muskarinové receptory M1 a M3, glukokortikoidni receptory, oxytocinové a orexinové
receptory. VSechny tyto receptory jsou sprazeny s G-proteinem rodiny Gg/11, jehoZ aktivace
stimuluje fosfolipazu C a vede tak k syntéze 2-AG (Kano et al., 2009).

Endokanabinoidni signalizace mulze také dlouhodobé oslabit synapticky prenos a
indukovat tzv. long term depression (LTD). Tento jev byl posan v ridznych oblastech mozku
u excitacnich i inhibi¢nich synapsi. Aktivace CB1 receptor( zde vede k dlouhodobému snizeni
vylevu neurotransmiter( z presynaptického neuronu, okolnich neuronli nebo dokonce z téhoz
neuronu, odkud jsou endokanabinoidy syntetizovdny. LTD je obvykle navozeno tetanickou
stimulaci neuronl o rdznych frekvencich. K dosazeni LTD zfejmé nestaci samotna aktivace
presynaptickych CB1 receptord, ale je vyZadovana i aktivita postsynaptického neuronu. Ta
zahrnuje aktivaci metabotropnich receptorli nebo zvySenou hladinu vapenatych iontd (Heifets
and Castillo, 2009).

Vazba kanabinoidnich latek na CB receptory vede k variabilnim proceslim uvnitf' burky.
CB1 i CB2 jsou metabotropni receptory sprazené s Gi, proteinem. Jejich aktivaci dochazi
k inhibici adenylylcyklazy a snizeni cAMP. Pokles cAMP vede k deaktivaci proteinkinazy A a
nasledna snizend fosforylace proteinli mize mit vliv na dal$i bunécné procesy, napfriklad funkci
iontovych kandli (Howlett et al., 2002). Po aktivaci CB1 receptorll dochazi ke zvysSeni vodivosti
draslikovych kanall a snizeni vodivosti napétové zavislych vapnikovych kanald L, N a P/Q typu
(Howlett et al., 2002, 2004). Napétové vapnikové kandly potfebné pro vylev vacku
s neurotransmiterem jsou zfejmeé zablokovany pfimou interakci s Ggypodjednotkou (Wilson et al.,
2001). Aktivace CB1 receptoru také indukuje aktivitu MAP kindzové drahy a nékterych ¢asnych
genl (Bouaboula et al., 1995).

Ukonceni endokanabinoidni signalizace je zajisténo transportem endokanabinoid( pres
membranu do presynaptického neuronu a ndaslednou enzymatickou degradaci. Transport pres
membranu zajistuje selektivni pfenase¢, ktery pracuje mechanismem tzv. usnadéné difuze

(Beltramo et al., 1997; Hillard et al., 1997) podle (Piomelli, 2003).
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2.2.3. Lokalizace CB1 receptorti v CNS

Vyskyt CB1 receptord se lisi v riznych oblastech mozkové tkané. Pomoci radioaktivné
znaceného ligandu CB1 receptorl CP55940 byla popsana jejich distribuce v mozku potkana.
Vysoké koncentrace receptord byly nalezeny v basalnich gangliich, v hipokampu, mozecku a
kortexu, v nizSich koncentracich byl popsan vyskyt v mozkovém kmeni, thalamu a hypothalamu
(Herkenham et al., 1991). Distribuce receptor( v lidském mozku je podobnd, navic je zde vysoky
vyskyt CB1 receptorl v asociacnich oblastech kdry a v limbickém systému (Glass et al., 1997).
Zajimavé je, ze aktivace CB1 receptoru v odliSnych oblastech mozku vede k odlisné efektivité
G-proteinové signalizace. Napfiklad v hypotalamu, kde byly popsany relativné nizké hladiny CB1
receptorll, byla po vazbé agonisty na CB1 receptor nalezena vétsi amplifikace G-proteinové
aktivity (pomoci radioaktivné znac¢eného analogu GTP) oproti nékterym oblastem s vysokym
vyskytem CB1 receptorl (Breivogel et al., 1997). Neddvny vyzkum ukdazal, Ze se efektivita
G-proteinové signalizace lisi i v ramci jedné oblasti mozku, mezi glutamatergnimi a GABAergnimi

burikami hipokampu (Steindel et al., 2013).

2.2.4. Vyskyt CB1 v hypotalamu a SCN

Kanabinoidni signalizace v hypotalamu ma vliv na regulaci dllezitych homeostatickych
funkci, jako je pfijem potravy (Koch et al., 2015a), termoregulaci, rozmnozovani (Wenger and
Moldrich, 2002) a stresové reakce (Hill et al., 2010). Vyzkum Hrabovszky et al. popsal vyskyt CB1
receptorli v hypotalamu mysSi pomoci in situ hybridizace a koexpresi téchto receptor(
s markery GABAergni a glutamatergni synapse (Hrabovszky et al.,, 2012). Slaby vyskyt CB1
receptorll byl popsdn také v SCN. CB1 receptory zde byly exprimovany spole¢né s GABA, ne viak
s glutamatem. Vyskyt CB1 receptor(i v SCN u mysi potvrdily i dalsi studie (Acuna-Goycolea et al.,
2010; Wittmann et al., 2007). Pomoci imunohistochemického znaceni v mozku kiecka byl popsan
vyskyt CB1 receptord v SCN i v dalSich oblastech podilejicich se na regulaci cirkadiannich rytma,

jako je intergenikulatni listek talamu a rapheadlni jadra (Sanford et al., 2008).

2.2.5. Rytmicita a cirkadidnni regulace endokanabinoidniho systému

Endokanabinoidni latky, jejich receptory a nékteré degradaéni enzymy vykazuji rytmické

zmény hladiny v mozku potkana béhem dne a noci. V oblastech nucleus accumbens, hipokampu,
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prefrontalniho kortexu a striatu byly vyznamné vyssi hladiny anandamidu béhem tmavé casti dne,
hladiny 2-AG byly naopak zvySeny béhem svétlé ¢asti dne. Také hladiny FAAH vykazovaly rytmicitu
s poklesem v tmavé ¢asti dne, coz odpovida vyssim hladindm anadamidu, ktery neni v tuto dobu
degradovan (Valenti et al., 2004).

V epifyze potkana byly nalezeny rytmické hladiny anandamidu a CB1 receptord, s vysSimi
hladinami béhem svétlé ¢asti dne. Maji tedy opacnou fazi ve srovnani s jinymi oblastmi mozku
v CT12 (Koch et al., 2008). V bunécénych kulturach pinealocytd byly hladiny anandamidu akutné
snizeny ucinkem noradrenalinu, jehoz vylev ze sympatickych neuron( na zacatku tmavé casti dne
vedouci k syntéze melatoninu by tak mohl sniZzovat hladinu anandamidu v epifyze v CT12 (Koch et
al., 2015b). Ptedchozi studie téhoz autora ukdazala, Ze fytokanabinoidy v bunéénych kulturach
pinealocytl zablokovaly syntézu enzymu arylalkylamin N-acetyltransferazy (AANAT), klicového
pro syntézu melatoninu v epifyze (Koch et al., 2006). Z téchto ndlez(i se dd usuzovat na roli
anandamidu v regulaci syntézy melatoninu inhibici AANAT béhem dne, v noci je naopak aktivita
anandamidu utlumena noradrenalinem (Koch et al., 2015b).

Rytmicita anandamidu a dalSich kanabinoidl byla popsana také v mozkomisnim moku,
opét s vyssSimi hladinami béhem svétlé ¢asti dne oproti hladinam v noci. Rytmicita anandamidu
v dalSich oblastech mozku byla variabilni. V hypotalamu byla zvySend hladina anandamidu pres
den, ostatni kanabinoidy naopak vykazovaly nejvyssi hladiny na konci tmavé Cisti dne (Murillo-
Rodriguez et al., 2006). Je mozné, Ze se anandamid z epifyzy, kde ma 4-5krat vyssi hladiny
nez v jinych oblastech mozku dostava do mozkomisniho moku, kde vykazuje stejnou fazi rytmu
jako v epifyze, a odtud mlze mit vliv na dalSi mozkové oblasti, jako je hypotalamus (Koch et al.,
2015b). Je zajimavé, Ze hladiny endokanabinoid( se méni béhem dne i v lidské krvi. Anandamid
vykazuje tfikrat vyssi hladiny rano oproti veceru (Vaughn et al., 2010).

Cirkadianni oscilace se projevuji i v hustoté CB1 receptorl. V kortexu i v mozkovém kmeni

evvs

evvs

(Martinez-Vargas et al., 2013; Martinez-Vargas et al., 2003).
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2.2.6. Modulace svételné synchronizace endokanabinoidnim systémem

Interakci mezi cirkadidnnim a endokanabinoidnim systémem se doposud nezabyvalo
mnoho studii. Pouze dvé prace se ale tykaly zmén ve svételné synchronizaci cirkadiannich rytmu
po aktivaci kanabinoidni signalizace. Sanford et al. popsal zmenseni fazového posunu v lokomocéni
aktivité krecka po aplikaci agonisty CB1 receptori CP55940. V téchto experimentech ndsledoval
po intraperitonedlni aplikaci agonisty desetiminutovy svételny puls o intenzité 20 luxt aplikovany
v druhé poloviné subjektivni noci v CT19. Nasledné fazové predbéhnuti bylo u zvifat s podanym
agonistou CB1 receptord zmenseno o 90 % oproti kontroldam. Efekt agonisty CB1 receptor(
CP55940 byl zcela potlaéen podanim antagonisty CB1 receptorli AM251 a castecné potlacen
antagonistou LY320135. Podani samotného antagonisty CB1 receptori nemélo
na velikost svétlem indukovaného fazového posunu Zadny vliv. Samotny agonista CP55940
aplikovany bez svételného pulsu také nevykazoval Zadny efekt (Sanford et al., 2008). Vliv
endokanabinoidll na fazovy posun v lokomoc¢ni aktivité potvrdila také studie na mysich (Acuna-
Goycolea et al., 2010). Mysim byl podan agonista CB1 receptorti WIN55. Pul hodiny po podani
latky byl v CT16 aplikovan svételny puls po dobu 10 minut o intenzité 50 lux(. Kontrolni zvitata se
svételnym pulsem v CT16 vykazovala fazové zpozidéni v lokomocni aktivité, agonista WIN55
velikost fazového zpozdéni po svételném pulsu vyrazné snizil. Antagonista AM251 podany 15
minut pred agonistou WIN55 ¢astecné potladil efekt agonisty na sniZeni fazového posunu.
Samotny agonista WIN55 bez svételné expozice nemél na lokomocni aktivitu zadny vliv,
antagonista AM251 naopak zpusobil mirné fazové zpozdéni. V této studii byl také popsan vliv
agonisty WIN55 na zvyseni frekvence akénich potenciall v burikach SCN in vitro, coZ naznacuje

endokanabinoidni pdsobeni pfimo na pacemaker cirkadianniho systému.
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3.Cile prace

Cilem této diplomové prace bylo zjistit, jaky vliv ma systémové podani agonisty a
antagonisty CB1 receptor(i na svétlem indukovany fazovy posun v pohybové aktivité potkana, coz
je jeden z dobfe pozorovatelnych behaviordlnich vystupl aktivity SCN, a zda se tento vliv odrazi
v indukci svétloreaktivnich markerd v neuronech SCN. Pomoci protilatek jsme stanovili hladinu
proteinu c-Fos a aktivitu kindz ERK1/2 a GSK3[ ve ventrolateralni ¢asti SCN po svételném pulsu
v asné subjektivni noci. Druhym cilem bylo srovnani uc¢inku nizké (10 lux() a vysoké (400 lux()
intenzity svétla pouzité pro predchozi synchronizaci zvifat ke svételnému reZzimu i pro svételné

pulsy v samotném experimentu.

4. Metody a vybaveni

4.1. Laboratorni zvirata

Pro nase experimenty byli pouZiti dospéli samci potkanl kmene Wistar o hmotnosti
cca 300 g (Fyziologicky ustav Akademie véd CR, Kr&). Potkani byli umisténi do box0
vystlanych standardni podestylkou, kde méli po celou dobu pfistup k vodé a krmivu ad libitum.
Krmivem byla standardni laboratorni krmnd smés (ST-1). Teplota vzduchu byla nastavena
na 22 + 2°C. Potkani byli chovani ve svételném rezimu 12 hodin svétla a 12 hodin tmy (tzv. LD
rezim; LD12:12). Svétlo bylo zapindno a vypinano automaticky pomoci spinacich hodin. Vysokou
intenzitu svétla zajistovaly standardni zafivky, které poskytovaly na urovni polic s chovnymi
nadobami svétlo o priblizné intenzité 400 lux(. Nizka intenzita osvétleni (10 luxd) byla zajisténa
LED paskami s reguldtorem intenzity, instalovanymi v policich nad chovnymi boxy. Patfi¢na
intenzita byla nastavena pomoci luxmetru. Svételné spektrum obou typUl osvétleni zndzornuje
obr. 7. Pred zacatkem DD rezimu byli potkani prestlani a zvazeni pro vypocet davky aplikované

latky. Pocet dni LD a DD rezimu zavisel na konkrétnim experimentu.
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Obr. 7. Svételné spektrum béZného zdrivkového osvétleni v chovech poskytujici intenzitu svétla cca 400 luxi (A) a
spektrum LED pdsek poskytujicich intenzitu 10 luxi (B). Z obrdzku je patrné, Ze slozku modrého, biologicky aktivniho
svétla poskytuji oba zdroje. Osvétleni LED md ale lepsi spektrdini spojeni dalsich vinovych délek, odpovidajici vice
pfirozenému slunecénimu spektru.

4.2. Aplikace agonisty/antagonisty CB1 receptor(

Pal hodiny pred svételnym pulsem (tj. v CT14,5) byla potkanlm intraperitonedlné
aplikovana u¢inna latka. U&innou latkou byl agonista CB1 receptorti CP55940 (Sigma-Aldrich)
v koncentraci 0,1 mg/kg ¢i antagonista AM251 (Sigma-Aldrich) v koncentraci 1 mg/kg. Obé latky
byly rozpustény v DMSO (dimethylsulfoxid); fedéni agonisty: 15 mg/ml DMSO; antagonisty:
10 mg/ml DMSO. K Géinné latce s DMSO byl pridan fyziologicky roztok prefiltrovany pres
antimikrobidlni membranu v takovém mnoiZstvi, aby celkovy objem tekutiny injikovany
do jednoho potkana byl 400 pl. Aplikace latek i naslednd anestezie byla provadéna pfi osvétleni

svétlem s Cervenym spektrem, které je biologicky neaktivni.
4.3.  Nahravani lokomo¢niho zaznamu

Pro monitorovani pohybové aktivity byli potkani jednotlivé rozdéleni do box(, na kterych

byly pfipevnény senzory (Minimetter Vitalview od firmy Starr). Senzory reaguji na pohyb potkana
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pomoci infracerveného paprsku. Zaznam byl uloZzen do pocitacového softwaru, jeho vyhodnoceni

a odecet fazovych posunt byl proveden v pocitacovém programu ClockLab Analysis (Actimetrics).

4.4. Experimentalni paradigma

Potkani pro nahravani lokomoc¢niho zaznamu byli adaptovani na rezim LD12:12. Po 15
dnech LD rezimu byli 13 dni v rezimu DD. V den pokusu byl v CT14,5 aplikovan agonista CP55940
(0,1mg/kg) ¢i antagonista AM251 (1mg/kg), v pfipadé kontrolnich zvirat fyziologicky roztok
s DMSO. V case CT15 byl aplikovan svételny puls o vysoké ¢i nizké intenzité (10 lux(/400 luxu;
kromé potkant ve skupiné intaktnich kontrol), ktery trval 15 minut. V kazdé skupiné bylo 4 - 6
potkan(. Cirkadianni ¢as CT15 byl uréen pro kazdy experiment zvlast, podle zaznamu pohybové
aktivity potkan( v DD reZzimu. Pro odecteni fazového posunu lokomocéni aktivity byli potkani
dalSich 10 dni chovani v DD.

Pro imunohistochemickou detekci proteint byla zvifata adaptovana 7 dni na LD rezim a
poté 5 dni na DD reZzim. V den pokusu byl v CT14,5 aplikovan agonista CP55940 (0,1mg/kg) Ci
antagonista AM251 (1mg/kg), u kontrolnich zvifat byl proveden pouze vpich suchou jehlou.
Svételny puls byl aplikovan v CT15 (15 min). Nasledné byla odebirana tkan ve ¢tyfech ¢asovych
bodech: 15 minut, 2, 4 a 8 hodin po za¢atku pulsu v CT15.

Pro experiment s nizkou intenzitou svétla byla zvifata rozdélena do Sesti skupin: intaktni
kontroly (bez aplikace kanabinoidni latky a svételného pulsu), pulsované kontroly (pouze svételny
puls v CT15), potkani s podanym agonistou/antagonistou CB1 receptoru (bez svételného pulsu) a
potkani s agonistou/antagonistou CB1 receptorl + se svételnym pulsem v CT15. Experiment
s vysokou intenzitou zahrnoval pouze Ctyfi skupiny — intaktni kontroly, pulsované kontroly a
potkany s podanym agonistou ¢i antagonistou CB1 receptord + se svételnym pulsem v CT15.

V kazdé skupiné v jednom ¢asovém bodé byli 3 - 4 potkani.

4.5. Imunohistochemie

4.5.1. Priprava tkdné

V uréenych ¢asovych bodech (viz Experimentalni paradigma) byla potkanim provedena

anestezie pomoci intraperitonedlné aplikované injekce thiopentalu (50mg/kg). Nasledné byla
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provedena perfuze tkani. Do levé srdecni komory byl injekéné aplikovan heparin (500 U)
pro zabranéni srazeni krve. Do srdce byla zavedena kanyla tak, aby Ustila v aorté. Kanylou byl
aplikovan fyziologicky roztok za ucelem promyti krevniho obéhu a posléze 4 % roztok
paraformaldehydu, ktery fixuje tkan. Vypreparované mozky byly uloZeny na 12 hodin do 4 %
roztoku paraformaldehydu, poté byly pfesunuty do kryoprotektivniho 20 % roztoku sachardzy
na 24 hodin, zamrazZeny v suchém ledu a uloZeny v -80 °C. Mozky byly krdjeny na kryokatu (Leica
CM 1860) na 30 um fezy. K dalSimu zpracovani byly vybrany fezy obsahujici medialni ¢ast SCN.
Rezy byly zpracovany metodou imunohistochemie plovoucich fezd (,free floating®). Tato metoda
se provadéla v plastovych jamkach obsahujicich potfebné roztoky, rfezy byly mezi jamkami

pfesouvany pomoci Stétce.

4.5.2. Postup stanoveni

Prvni krok imunohistochemie zahrnoval inkubaci fez( 10 minut v 0,5 % roztoku peroxidu
vodiku ve fyziologickém roztoku (PBS; z angl. phosphate buffered saline) pro zablokovani
endogennich peroxidaz. Poté byly fezy promyty 2 x 5 minut v PBS. Nasledovala inkubace v roztoku
2 % séra fedéného v1 % BSA pufru (1 % bovine serum albumine rozpustény v PBS s0,3 %
Tritonem-X) po dobu 1 hodiny pro zablokovani nespecifického pozadi. Nasledné se fezy premistily
do roztoku primarni protilatky rozpusténé v1 % BSA pufru (protilatky: anti-phospho ERK1/2
(Cell Signalling Technologies; 1:1500), anti-phospho GSK3[3 (Cell Signalling Technologies; 1:600),
anti-c-Fos (Calbiochem - Merck; 1:20000). V primarni protilatce se rezy inkubovaly pfes noc
v lednici pfi 4 °C. Dalsi den byly fezy promyty 3 x 5 minut v 0,3 % BSA pufru a poté inkubovany
v sekundarni protilatce (1:600) po dobu 1 hodiny (Vectastain Elite ABC Kit — Rabbit IgG; Vector
Laboratories). Nasledovalo dalsi promyti 2 x 5 minut 0,3 % BSA pufrem a inkubace fez(i v AB
komplexu fedéném v 0,3 % BSA (Fedéni A 1:400; B 1:400) po dobu 1 hodiny. Rezy byly naposledy
promyty 5 minut v0,3 % BSA a 2 x 5 minut vPBS. Poté se inkubovaly v roztoku
3,3’diaminobenzidinu (DAB; Sigma Aldrich; 10 mg rozpusténych ve 20 ml PBS + 7ul 30 % H»0,),
ktery reaguje s peroxidazou obsazenou v AB komplexu a tvofi nerozpustny hnédy produkt.
Ten umoini vizualizaci a naslednou detekci antigent primarnich protilatek. Po barveni DAB jsme
fezy 3 x promyli v PBS a pomoci stétce natahovali na Zelatinovana podlozni skla. Skla se zaschlymi
fezy prosla odvodnovaci alkoholovou fadou (3 minuty v 70 % ethanolu, 2 x 3 minuty v96 %
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ethanolu a 3 x 3 minuty v xylenu). Nasledné byla skla pokryta médiem (DPX mountant for

histology; Sigma-Aldrich) a prekryta krycim sklem.

4.5.3. Analyza signdlu

Pomoci svételného mikroskopu Olympus Provis AX70 byly identifikovany znacené buriky a
digitalizované mikrofotografie v oblasti suprachiasmatickych jader. Reprezentativni fotografie
pak byly pouZity pro analyzu signdlu v programu Imagel Fiji (NIH). Zde bylo spocitdno mnozstvi
bunék obsahujicich signal ve ventrolateralni ¢asti SCN. Pro dany mozek a protilatku byl spocitan

signdl minimalné u dvou fotografii, pro n=1 byl nadsledné vytvoren prliimér ze spocitanych hodnot.

4.6. Statisticka analyza

Data z lokomoéniho zdznamu byla vyhodnocena pomoci nepdrového t-testu. Pocty bunék
z imunohistochemického stanoveni byly vyjadfeny v procentech maxima pro kazdy experiment a
porovnany mnohocetnym t-testem se Sidak Bonferroni post-hoc testem. Vysledky s p <0,05 byly

oznaceny jako signifikantni.
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5. Vysledky

5.1. Vliv agonisty/antagonisty CB1 receptor( na fazovy posun v pohybové aktivité potkana

indukovany svételnym pulsem o intenzité 10 lux(

Svételny puls v CT15 indukoval u kontrolnich zvifat bez aplikovaného agonisty Ci
antagonisty fazové zpozdéni 1,09 hodiny. Po podani agonisty se svétlem indukované fazové
zpozdéni signifikantné snizilo (p = 0,006) na 0,23 hodiny (obr. 8). Aplikace samotného agonisty
v CT14,5 vyvolala mirné nesignifikantni fazové predbéhnuti. Reprezentativni aktogramy ukazuji
lokomocni zaznam kontrolniho potkana (obr. 9) a potkana s podanym agonistou CB1 receptor( a

naslednym pulsem (obr. 10).
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Obr. 8. Velikost fazového posunu u kontrolnich potkand, u potkani s podanym agonistou CB1 receptori CP55940
(0,1 mg/kg) pred svételnym pulsem o intenzité 10 luxu a u potkand s agonistou bez svételného pulsu, adaptovanych
na svétlo o intenzité 10 luxd; (n =4 - 6); *p <0.05
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Obr. 9. Reprezentativni aktogram ukazuje fazovy posun po svételném pulsu u kontrolniho potkana

Jeden fddek aktogramu je zaznam ze dvou nahrdvacich dni. Husté oblasti zaznamendvaji aktivni fdzi potkana (bdély
stav), fidké oblasti jsou zdznam neaktivni fdze (spdnek). Zluty bod predstavuje ¢as poddni fyziologického roztoku
s DMSO a ndsledny svételny puls v CT15. Cervend linie spojuje zacdtky aktivni faze v DD reZimu pred svételnym pulsem,

zelend linie spojuje zacdtky aktivni fdze v DD reZimu po svételném pulsu. Uhel mezi obéma liniemi vyjadruje fazovy

posun (h).
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Obr. 10. Reprezentativni aktogram ukazuje fdzovy posun po svételném pulsu u potkana s agonistou CB1 receptorti

Zluty bod predstavuje cas poddni agonisty CB1 receptor(i CP55940 (0,1 mg/kg) a ndsledny svételny puls v CT15.
Cervend linie spojuje zacdtky aktivni fdze v DD reZimu pred svételnym pulsem, zelend linie spojuje zacdtky aktivni fdze
v DD reZimu po svételném pulsu. Uhel mezi obéma liniemi vyjadiuje fdzovy posun (h).
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Aplikace antagonisty pred svételnym pulsem zpUsobila mirné nesignifikantni zvyseni
fazového zpozdéni (0,63 h) ve srovnani s kontrolami (0,42 h). Aplikace samotného antagonisty
v CT14,5 nevyvolala zZadnou fazovou zménu (obr. 11). Reprezentativni aktogramy ukazuji
lokomocni zdznam kontrolniho potkana (obr. 12) a potkana s podanym antagonistou CB1

receptor(l (obr. 13).
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Obr. 11. Velikost fazového posunu u kontrolnich potkant, potkani s podanym antagonistou CB1 receptori AM251
(1 mg/kg) pred svételnym pulsem o intenzité 10 luxu a u potkanii s antagonistou bez svételného pulsu, adaptovanych
na svétlo o intenzité 10 luxd (n =4 -6)
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Obr. 12. Reprezentativni aktogram ukazuje fdzovy posun po svételném pulsu u kontrolniho potkana

Zluty bod predstavuje ¢as poddni fyziologického roztoku s DMSO a ndsledny svételny puls v CT15. Cervend linie spojuje
zacdtky aktivni faze v DD reZimu pred svételnym pulsem, zelend linie spojuje zacdtky aktivni faze v DD reZimu po

svételném pulsu. Uhel mezi obéma liniemi vyjadfuje fazovy posun (h).
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Obr. 13. Reprezentativni aktogram ukazuje fazovy posun po svételném pulsu u potkana s antagonistou CB1 receptorti

Zluty bod predstavuje ¢as poddni antagonisty CB1 receptort AM251 (1mg/kg) a ndsledny svételny puls v CT15.
Cervend linie spojuje zacdtky aktivni faze v DD reZimu pred svételnym pulsem, zelend linie spojuje zacdtky aktivni féze

v DD reZimu po svételném pulsu. Uhel mezi obéma liniemi vyjadfuje fdzovy posun (h).
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5.2. Vliv agonisty/antagonisty CB1 receptorud na fazovy posun v pohybové aktivité potkana

indukovany svételnym pulsem o intenzité 400 luxu

U kontrolnich zvifat bez aplikovaného agonisty ¢i antagonisty bylo zaznamenano fazové
zpozdéni po svételném pulsu v CT15 1,09 hodiny. Po podani agonisty se svétlem indukované
fazové zpozdéni signifikantné snizilo (p = 0,0281) na 0,14 h (obr. 14). Reprezentativni aktogramy
ukazuji lokomocni zaznam kontrolniho potkana (obr. 15) a potkana s podanym agonistou CB1

receptor(l (obr. 16).
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Obr. 14. Velikost fazového posunu u kontrolnich potkant a potkand s podanym agonistou CB1 receptorti CP55940
(0,1 mg/kg) a ndslednym svételnym pulsem v CT15 o intenzité 400 luxd; n = 6; *p < 0.05
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Obr. 15. Reprezentativni aktogram ukazuje fazovy posun po svételném pulsu u kontrolniho potkana

Zluty bod predstavuje ¢as poddni fyziologického roztoku s DMSO a ndsledny svételny puls v CT15. Cervend linie spojuje
zacdtky aktivni faze v DD reZimu pred svételnym pulsem, zelend linie spojuje zacdtky aktivni fdze v DD reZimu po

svételném pulsu. Uhel mezi obéma liniemi vyjadfuje fazovy posun (h).

09-11-16-
oo Dl b ... i, ‘\.1‘u¢.u.hu.nm..nh.mmm etk el e ool o
I W 1) /U TR h Lot v\l Ul i 4 L M..Mm.m. ORIV SRR TN T A TR N )
12111642 i Ju.hﬂ:.t.. b bowa o al 1t M“JHHML.M ML Lok . SIPRT R TR Y0 P u'lﬁuﬂM,lmM‘ﬂ
PR ER 1T I (P T o Nt bl b i sl ot e e L allall
11116t Ao e . u‘MuM.J.ﬂ.mth B TR YO 1 TV 1| T
1511160 wulhdl, HJ.‘;JIILL N J.MH&MM hlbadd o L na \h o ‘.Jlu‘,
p——Y L...lhhl.h“k‘ e el
17-11-164 [ I il..l.mMMﬂL
1811164 koot Sl s bl bt s bl
19-11-16- liblanadh e o i it i ool e Bl skt vt - 3kt et L
ZDA"_‘E.EJNMU‘HKAL wlatibs 3 badad ik b e danlall IJJ;MM.A...m.uhhll.‘..:.lhtl.inhhh vt i b L Lot i L
sornts bt bl kbbb ke Lkt kb b, bl 1L
v bbb Wabsad 1o 0l S O 171 1
e TN 191111/ S0 0 W1 WL [ P NP o S i
et AL s e et b MMLJJ\“.MJMJLMLHWIN.L.LN4 e |.i T
15,1Lm_h;.“l..ulllﬁ.dL“.l..\.Jnulln.lkl N | DAt il i ol el l w.L Hl.:Tn\uLll.H
p—_— ot b sl bl ot Il b hhﬂl.lh\llm.lﬂhnﬂ Mnm;mﬂ. Jl B
72-11-164 URRYTS (T NT A Y ool [T AR 0 YR Im.nmh D o il
. ‘I“.;ﬂlmﬂlmiﬂ]..h.ll.ﬂ;hmhmh_ el ] l Lo JMM udlldl“d otk s it e S
— it il i, A TR N "“Lllhﬂluuhlh Al kbt idodnn l {oo Wil
201115 ol Ml b Al b et 1 o 0l i JJHM_.M Y SO AT TONR O BPRI i |
— MH]M.&MMJJLM R S O RIUTUVRNN T[T TRTToN A S
Dm,s‘aIﬂnm\-ﬂmmmh\ima‘
0123455"5910111213141515]TB\QZDET23231425252725193031313334353537353940414243444545474&

Obr. 16. Reprezentativni aktogram ukazuje fdzovy posun po svételném pulsu u potkana s agonistou CB1 receptorti

Zluty bod predstavuje cas poddni agonisty CB1 receptor(i CP55940 (0,1 mg/kg) a ndsledny svételny puls v CT15.
Cervend linie spojuje zacdtky aktivni fdze v DD reZimu pfed svételnym pulsem, zelend linie spojuje zacdtky aktivni fdze
v DD reZimu po svételném pulsu. Uhel mezi obéma liniemi vyjadiuje fdzovy posun (h).
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Aplikace antagonisty pred svételnym pulsem zpUsobila mirné nesignifikantni zvyseni
fazového zpozdéni (0,38 h) ve srovnani s kontrolami (0,34 h; obr. 17). Reprezentativni aktogramy
ukazuji lokomocni zaznam kontrolniho potkana (obr. 18) a potkana s podanym agonistou CB1

receptor(l (obr. 19).
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Obr. 17. Velikost fazového posunu u kontrolnich potkani a potkand s podanym antagonistou CB1 receptori AM251
(1 mg/kg) a ndslednym svételnym pulsem o intenzité 10 luxd; n = 4
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Obr. 18. Reprezentativni aktogram ukazuje fdzovy posun po svételném pulsu u kontrolniho potkana

Zluty bod predstavuje ¢as poddni fyziologického roztoku s DMSO a ndsledny svételny puls v CT15. Cervend linie spojuje

zacatky aktivni faze v DD reZimu pred svételnym pulsem, zelend linie spojuje zacdtky aktivni fdze v DD reZimu po

svételném pulsu. Uhel mezi obéma liniemi vyjadfuje fdzovy posun (h).
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Obr. 19. Reprezentativni aktogram ukazuje fdzovy posun po svételném pulsu u potkana s agonistou CB1 receptorti

Zluty bod predstavuje ¢as poddni antagonisty CB1 receptorti AM251 (1 mg/kg) a ndsledny svételny puls v CT15.

Cervend linie spojuje zacdtky aktivni faze v DD reZimu pred svételnym pulsem, zelend linie spojuje zaédtky aktivni fdze

v DD reZimu po svételném pulsu. Uhel mezi obéma liniemi vyjadfuje fdzovy posun (h).
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5.3. Vliv agonisty/antagonisty CB1 receptord na hladiny svétlem indukovanych marker( v

SCN potkanl adaptovanych na nizkou intenzitu svétla (10 luxa)

Pomociimunohistochemie byla stanovena hladina protein( c-Fos a fosforylovanych forem

kindz ERK1/2 a GSK3p ve ventrolaterdini ¢asti SCN potkand.

5.3.1. Hladiny kindzy pERK1/2

Samotny svételny puls v CT15 zpUsobil okamzZity nartst hladiny pERK1/2 15 minut po pulsu
oproti intaktnim, nepulsovanym kontroldm (p = 0,003). V ¢ase 2 hodiny po svételném pulsu jsme
naopak zaznamenali vyrazny pokles hladiny pERK1/2 u pulsovanych kontrol oproti hodnotam
u intaktnich kontrol (p = 0,001; obr. 20, 21 a 22). Po podani agonisty CB1 receptorl a ndsledném
svételném pulsu byl tento efekt potlacen, hladina kindzy pERK1/2 byla 2 hodiny po pulsu
srovnatelna s kontrolami a signifikantné vyssi nez u pulsované skupiny (p = 0,009; obr. 20 a 23).
U ostatnich experimentalnich skupin a v ¢asech 4 hodiny a 8 hodin po pulsu nebyly zaznamenany

zadné statisticky vyznamné zmény (obr. 20).
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Obr. 20. Pocet pERK1/2-imunopozitivnich bunék v procentech maxima ve ventrolaterdlnim SCN u potkani
adaptovanych na nizkou intenzitu svétla (10 luxt). Hladina kindzy pERK1/2 byla uréena v ¢asech 15 min, 2, 4 a 8 hodin
po svételném pulsu aplikovaném v CT15 (10 luxu), u kontrol v odpovidajicich ¢asech. KazZdy sloupec predstavuje
priimér 3 - 4 hodnot + SEM. ***p <0.01; 7#p <0.01

#*porovndni s intaktnimi kontrolami v daném éasovém bodé; ” porovndni s pulsovanymi kontrolami v daném casovém
bodé
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Obr. 21. Vliv svételného pulsu v CT15 (10 luxd) na zménu hladin pERK1/2 ve ventrolaterdlni ¢dsti SCN u intaktnich
kontrol (Cernd linie) a kontrol se svételnym pulsem (Sedd linie) v asech 15 minut, 2, 4 a 8 hodin po CT15. Potkani byli

adaptovdni na svétlo o nizké intenzité 10 luxd. *** p < 0.01

IR K trol Pulsovana kontrola
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Obr. 22. Reprezentativni mikrofotografie fezii SCN ukazujici rozdilnou expresi pERK1/2 u intaktnich kontrol (vlevo),
kontrol se svételnym pulsem v CT15 (uprostred) a potkant s agonistou CB1 receptorii CP55940 a ndslednym svételnym

pulsem (vpravo) v éasech 15 minut a 2 hodiny po svételném pulsu v CT15. Usecka = 200 um

5.3.2. Hladiny kindzy pGSK3[

Samotny svételny puls v CT15 mél vliv na snizeni hladin pGSK3f v ¢ase 2 hodiny po CT15
(p = 0,012) ve srovnani s intaktnimi kontrolami (obr. 23, 24). Agonista ani antagonista CB1

receptord nemél signifikantni efekt na hladiny pGSK3[ v Zadném ¢asovém bodé (obr. 23).
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Obr. 23. Pocet pGSK3p-imunopozitivnich bunék v procentech maxima ve ventrolaterdInim SCN u potkani
adaptovanych na nizkou intenzitu svétla (10 luxd). Hladina kindzy pGSK3 3 byla urcena v ¢asech 15 min, 2, 4 a 8 hodin
po svételném pulsu aplikovaném v CT15 (10 luxu), u kontrol v odpovidajicich ¢asech. KaZdy sloupec predstavuje
priimér 3 - 4 hodnot *smérodatnd odchylka. *p < 0.05
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Obr. 24. Vliv svételného pulsu v CT15 (10 luxd) na zménu hladiny pGSK3/3 ve ventrolaterdlIni ¢dsti SCN u intaktnich
kontrol (Cernd linie) a kontrol se svételnym pulsem (Sedd linie) v casech 15 minut, 2, 4 a 8 hodin po CT15. Potkani byli

adaptovdni na svétlo o nizké intenzité 10 luxd. *p < 0.05
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Obr. 25. Reprezentativni mikrofotografie fez SCN ukazujici rozdilnou expresi pGSK3 u intaktnich kontrol (vlevo) a

kontrol se svételnym pulsem v CT15 (vpravo) v &ase 2 hodiny po svételném pulsu v CT15. Use¢ka = 200 um

5.3.3. Hladiny proteinu c-Fos

Svételny puls v CT15 zpUsobil okamZity narlst exprese proteinu c-Fos ve ventrolateralni
¢asti SCN potkana v ¢ase jiz 15 minut po pulsu (p = 0,0003; viz obr. 26, 27 a 28). Agonista CB1
receptorl s ndslednym pulsem naopak snizil hladinu c-Fos oproti pulsovanym kontroldm
(p = 0,012) vcase 15 minut po pulsu. Antagonista CB1 receptorli mél ucinek na svétlem
indukovanou hladinu c-Fos a pocet znacenych bunék podobny jako ve skupiné se samotnym
svételnym pulsem (antagonista + puls vs intaktni kontroly; p < 0,0009). Cty¥i hodiny po svételném
pulsu v CT15 zpUlsobil agonista CB1 receptorl s pulsem signifikantni zvySeni hladin c-Fos oproti
intaktnim kontroldm (p < 0,0001). U ostatnich experimentdlnich skupin a v ¢asech 2 hodiny a

8 hodin po pulsu nebyly zaznamendny zadné statisticky vyznamné zmény (obr. 26).
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Obr. 26. Pocet c-Fos-imunopozitivnich bunék v procentech maxima ve ventrolaterdlnim SCN u potkani adaptovanych
na nizkou intenzitu svétla (10 luxd). Hladina proteint c-Fos byla urcena v ¢asech 15 min, 2, 4 a 8 hodin po svételném
pulsu aplikovaném v CT15 (10 luxd), u kontrol v odpovidajicich casech. KaZdy sloupec predstavuje priamér 3 - 4 hodnot
Fsmérodatnd odchylka. ***p <0.01

*porovnadni s intaktnimi kontrolami v daném ¢asovém bodé
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Obr. 27. Vliv svételného pulsu v CT15 (10 luxd) na zménu hladiny proteinu c-Fos ve ventrolaterdlni ¢dsti SCN
u intaktnich kontrol (Cernd linie) a kontrol se svételnym pulsem (Sedd linie) v casech 15 minut, 2, 4 a 8 hodin po CT15.

Potkani byli adaptovdni na svétlo o nizké intenzité 10 luxi. ***p <0.01

Intaktni kontrola Pulsovana kontrola Agonista CB1 + puls
CT15 + 15 min CT15 + 15 min . CT15 +15 min
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Obr. 28. Reprezentativni mikrofotografie rezi SCN ukazujici rozdilnou expresi c-Fos u intaktnich kontrol (vievo),
kontrol s pulsem v CT15 (uprostied) a potkant s agonistou CB1 receptorii CP55940 a ndslednym svételnym pulsem

(vpravo) v &ase 15 minut po svételném pulsu v CT15. Usecka = 200 um
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5.4. Vliv agonisty/antagonisty CB1 receptorl na hladiny svétlem indukovanych markerd

v SCN potkand adaptovanych na vysokou intenzitu svétla (400 lux()

5.4.1. Hladiny kindzy pERK1/2

Po aplikaci svételného pulsu v CT15 byl patrny vyznamny narlst pERK1/2 jiz 15 minut
po pulsu (p = 0,006) a nasledny signifikantni pokles 2 hodiny po pulsu ve srovnani s intaktnimi
kontrolami (p = 0,013; obr. 29, 30, 31). Agonista CB1 receptord pred svételnym pulsem zesilil
svétlem indukované zvyseni pERK1/2 15 minut po pulsu oproti intaktnim kontrolam (p = 0,00005).
Tento narlst je signifikantni také ve srovnani s pulsovanymi kontrolami (p = 0,019). V case
2 hodiny po pulsu inhiboval agonista CB1 receptorl pokles hladiny pERK1/2 oproti pulsovanym
kontrolam (p = 0,013). Antagonista CB1 receptorl nemél zadny efekt a hladina pERK1/2 z(stala
snizena ve srovnani s intaktnimi kontrolami (p = 0,011), jako u pulsované skupiny bez agonisty Ci

antagonisty (obr 29).
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Obr. 29. Pocet pERK1/2-imunopozitivnich bunék v procentech maxima ve ventrolaterdlnim SCN u potkani
adaptovanych na vysokou intenzitu svétla (400 luxd). Hladina pERK1/2 byla uréena v ¢asech 15 min, 2, 4 a 8 hodin po
svételném pulsu aplikovaném v CT15 (400 luxt), u kontrol v odpovidajicich ¢asech. KaZdy sloupec predstavuje primeér
3 - 4 hodnot + smérodatnd odchylka. *** p <0.01; #p <0.05

*porovndni s intaktnimi kontrolami v daném casovém bodé; ” porovndni's pulsovanymi kontrolami v daném éasovém
bodé
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Obr. 30. Vliv svételného pulsu v CT15 na zménu hladiny pERK1/2 ve ventrolaterdlIni ¢dsti SCN u intaktnich kontrol
(¢ernd linie) a kontrol se svételnym pulsem (Sedd linie) v casech 15 minut, 2, 4 a 8 hodin po svételném pulsu
v aplikovaném v CT15. * p <0.05; *** p <0.01

5.4.2. Hladiny kindzy pGSK3[

Hladina pGSK3 byla signifikantné snizena u skupiny pulsovanych kontrol oproti intaktnim
kontroldm v ¢ase 2 hodiny po svételném pulsu (p = 0,024; obr. 31, 32) a jeSté vyznamnéji sniZzena
pfi podani agonisty CB1 receptorli se svételnym pulsem oproti intaktnim kontroldam (p = 0,008;
obr. 31). Vjinych experimentdlnich skupindch a c¢asovych bodech nebyla zaznamenana

signifikantni zména hladin pGSK3p (obr. 31).
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Obr. 31. Pocet pGSK3f -imunopozitivnich bunék v procentech maxima ve ventrolaterdlnim SCN u potkand
adaptovanych na vysokou intenzitu svétla (400 luxu). Hladina pGSK3[ byla urcena v ¢asech 15 min, 2, 4 a 8 hodin
po svételném pulsu aplikovaném v CT15 (400 luxd), u kontrol v odpovidajicich ¢asech. KaZdy sloupec predstavuje
priimér 3 - 4 hodnot *smérodatnd odchylka. ***p <0.01; *p <0.05

*porovndni s intaktnimi kontrolami v daném ¢asovém bodé
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Obr. 32. Vliv svételného pulsu v CT15 na zménu hladiny pGSK3 3 ve ventrolaterdini &dsti SCN u intaktnich kontrol (Cernd
linie) a kontrol se svételnym pulsem (Sedd linie) v ¢asech 15 minut, 2, 4 a 8 hodin po svételném pulsu v aplikovaném
v CT15. *p <0.05
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6. Diskuze

Endokanabinoidni systém je velmi rozSifenym systémem v mozku savcl, ktery ma
schopnost modulovat synapticky prenos mezi jednotlivymi neurony. Hladiny endogennich
kanabinoidd a jejich receptor( vykazuji rytmické oscilace v mozku savcl s 24hodinovou periodou
(Valenti et al., 2004). ECS je tedy pravdépodobné cirkadianné regulovan, a tudiz pod vlivem
cirkadianniho pacemakeru v SCN hypotalamu. Zajimavou otazkou je, jak ECS ovliviiuje samotny
cirkadianni systém. V SCN mysi a kfecka byl popsan vyskyt kanabinoidnich receptord typu CB1
(Sanford et al., 2008; Wittmann et al., 2007) a vime také, Ze aplikace agonisty CB1 receptorl in
vitro zvySuje frekvenci akénich potencidld v SCN (Acuna-Goycolea et al., 2010). Cilem této prace
bylo ovéfit ucinky kanabinoidni aktivace na fazovy posun v lokomocni aktivité a zjistit, jestli ECS
ovliviiuje také svétlem modulovanou hladinu nékterych molekul v SCN, které se Ucastni procesu
synchronizace cirkadianniho pacemakeru se svételnymi podminkami. Nase vysledky ukdazaly, Ze
agonista CB1 receptorl mlze zménit svétlem indukovanou expresi c-Fos a aktivitu kindzy ERK1/2
a naznacily tak, Ze modulaéni Ucinky agonisty CB1 receptoru na svétlem indukovany posun
vrytmu pohybové aktivity, mohou odrazet zménu v nastaveni samotného cirkadidnniho

pacemakeru v SCN.
6.1. Fazovy posun v pohybové aktivité

Drivéjsi studie ukazaly, Ze aktivace kanabinoidnich receptor(i vyrazné potlacuje velikost
fazového posunu v lokomocni aktivité krecka (Sanford et al., 2008) a mysi (Acuna-Goycolea et al.,
2010). My jsme se pokusili tato zjisténi ovérit a zjistit vliv agonisty CP55940 (0,1 mg/kg) a
antagonisty AM251 (1 mg/kg) CB1 receptorl na velikost fazového zpoZzdéni v lokomocni aktivité
potkana po aplikaci svételného pulsu v prabéhu prvni poloviny subjektivni noci v CT15.
Koncentrace latek byla zvolena s ohledem na jejich ucinky ve studii Sanford et al., (2008).
Experimenty byly provadény primdrné pfi nizké intenzité svétla (10 lux(i), protoze cirkadianni
systém nocnich hlodavcl je velmi citlivy na svétlo a priliSna saturace svétlem by mohla potlacit
jemné modulaéni ucinky kanabinoidni signalizace. DfivéjSi studie mechanism( svételné

synchronizace uvadéji, Zze prahova intenzita bilého svétla pro synchronizaci a fdzovy posun rytmu
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pohybové aktivity no¢nich laboratornich hlodavct je 0,1 lux(, naopak saturacni intenzita, pri které
se fazové posuny jiz nezvétsuji, je uvadéna mezi 100 a 300 luxy, v zavislosti na typu experimentu
(Nelson and Takahashi, 1991). Pro srovnani byla vétSina experimentl zopakovana pfi vysoké
intenzité svétla (400 lux(), béZzné pouzivané v cirkadidnnich experimentech.

Vysledky z nasich experimentt potvrdily, Ze agonista CB1 receptord CP55940 signifikantné
snizuje fazové zpozdéni v lokomocni aktivité. Tento efekt jsme pozorovali v obou svételnych
podminkach. Podani agonisty 30 minut pred svételnym pulsem o nizké intenzité vedlo ke snizeni
fazového zpoidéni o 79 % ve srovndni s kontrolami. Po pulsu o vysoké intenzité byl tento efekt
jesté vyraznéjsi, s poklesem o 87 %. Aktivace CB1 receptorll méla v nasich experimentech vétsi
vliv na fadzovy posun nez ve studii Acuna-Goycolea et al., (2010), kde byla pozorovana inhibice
fazového zpozdéniv lokomocéni aktivité mysi o cca 60 % po aplikaci agonisty CB1 receptor(i WIN55
a svételném pulsu v CT16. Studie Sanford et al., (2008) popsala vliv aktivace kanabinoidnich
receptor(l také na fazové predbéhnuti. Agonista CP55940 sniZil efekt svételného pulsu v CT19 na
fazové predbéhnuti v lokomocni aktivité kifecka o 90 %.

Podani samotného agonisty CP55940 bez svételného pulsu zplsobilo mirné,
nesignifikantni fazové predbéhnuti v lokomocni aktivité. Nase vysledky se shoduji se studiemi
Acuna-Goycolea et al., (2010) a Sanford et al., (2008), ve kterych samotny agonista CP55940
ani agonista WINS55 také nemély zadny vyznamny efekt na lokomocni rytmus. Antagonista AM251
aplikovany 30 min pred svételnym pulsem v CT15 nemél signifikantni vliv na velikost fazového
posunu v podminkach nizké ani vysoké intenzity svétla. Také ve studii Sanford et al., (2008) nebyl
pozorovan zadny efekt antagonisty LY320135 na fazovy posun. Podani samotného antagonisty
bez svételného pulsu nevedlo v nasich experimentech kZdadné zméné vlokomocéni aktivité
potkanu. Studie Acuna-Goycolea et al., (2010) popsala naopak indukci mirného fazového zpozdéni
samotnym antagonistou AM251. Poddni antagonisty AM251 soucéasné s agonistou CP55940 zcela
zablokovalo jeho inhibici fazového posunu a svétlo u téchto zvirat indukovalo fazovy posun stejné
jako u kontrolnich zvifat (Sanford et al., 2008). V nasSich experimentech s vysokou intenzitou
svétla nebyla zavedena skupina zvifat se samotnou ucinnou latkou bez svételného pulsu.
Dlavodem byl nedostatek laboratornich zvifat, ktery nds nutil k rozhodnuti nékterou pokusnou

skupinu vynechat. Vzhledem ktomu, Ze nasSe vysledky s nizkou intenzitou byly podobné
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predchozim studiim (Acuna-Goycolea et al., 2010; Sanford et al., 2008) a nepfinesly vyraznou
zménu, rozhodli jsme se vynechat tyto experimentdlni skupiny.

Nase vysledky potvrzuji dfive zjiSténé poznatky, Ze systémové podani modulator(
endokanabinoidniho systému potkana zasahuje do synchronizace cirkadianniho systému se
svétlem. Zablokovani CB1 receptorl nema zadny efekt na svétlem indukovany fazovy posun, coz
naznacuje, Zze endogenni kanabinoidni systém nema v tomto procesu svoji fyziologickou funkci a
modulace cirkadianniho systému nastava pouze po exogenni stimulaci CB1 receptoru. Je vSak také
mozné, Ze hladina endokanabinoidl v hypotalamu je na zacatku subjektivni noci nizka (Murillo-
Rodriguez et al., 2006) a pouhé zablokovani jejich receptord nema v této dobé fyziologicky

vyznam, ktery by mohlo ziskat v jinou denni dobu.
6.2. Svétlem indukované markery VL SCN

Mechanismus, jakym kanabinoidni aktivace ovliviiuje synchronizaci cirkadidnniho
systému, muzZe zahrnovat vstup synchronizujicich informaci do SCN (z RHT, IGL ¢i raphealnich
jader), intercelularni komunikaci mezi burikami SCN, nebo vystupni signaly z SCN. Abychom zjistili,
zda ovlivnéni svételné synchronizace kanabinoidni signalizaci je pozorovatelné ptimo
v neuronech SCN, stanovili jsme zde hladiny protein( reagujicich na svétlo, a to v nékolika ¢asech
po plsobeni svételného pulsu na organismus v subjektivni noci (CT15). Exprese svétlocivnych
markerd byla imunohistochemicky stanovena ve ventrolaterdlni ¢asti SCN potkana, jelikozZ tato
¢ast pfijima informace o svétle z RHT a hraje zasadni roli v adaptaci cirkadidnniho pacemakeru

na svételné podminky.

6.2.1. Kindza ERK1/2

Zjistovali jsme aktivitu kindzy ERK1/2 znadenim jeji fosforylované formy. U kontrol
pulsovanych svétlem s vysokou inizkou intenzitou jsme zaznamenali vysoky narast hladiny
PERK1/2 v ¢ase 15 minut po pulsu. V ¢ase 2 hodiny po pulsu jsme pozorovali naopak signifikantni
pokles pERK1/2 u pulsovanych kontrol pod bazalni hladiny intaktnich kontrol. Tyto vysledky jsou
vsouladu s predchozimi studiemi, které také ukazaly prechodny narlst pERK1/2 v reakci

na svételny puls v subjektivni noci na mysich i potkanich modelech (Butcher et al., 2003; Cervena
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et al., 2015; Coogan and Piggins, 2003; Obrietan et al., 1998). Butcher et al., (2003) popisuje
nejvyssi hladinu pERK1/2 pravé 15 min po svételném pulsu v subjektivni noci (CT15), ktera se
po 45 minutach vraci zpét na svou bazalni hladinu, a 60 - 120 min po pulsu je pak patrny
signifikantni pokles pod hladiny u kontrol. Pfedchozi studie nasi laboratore popisuje dlouhodobé
snizené hladiny pERK1/2 pod bazalni hladinu v €asech 2, 4, 6 a 8 hodin po pulsu v CT15 (Cervena
et al., 2015). Nase vysledky ukazuji mirné snizeni hladiny oproti kontrolam také v ¢ase 4 hodiny
po pulsu.

Agonista CB1 receptor(i CP55940 30 min pred svételnym pulsem v CT15 potlacil svétlem
indukovany pokles hladiny pERK1/2 v case 2 hodiny po pulsu a vyrovnal hladinu pERK1/2
na uroven intaktnich kontrol. Tento efekt byl signifikantni pfi nizké i vysoké intenzité pulsu.
Antagonista CB1 receptorli AM251 s naslednym pulsem o intenzité 400 luxi nemél zadny vliv
na hladinu svétlem indukovaného pERK1/2, hodnoty této skupiny byly podobné jako
u pulsovanych kontrol.

Kindza ERK1/2 patfi do rodiny MAP kinaz. MAP kindzova draha je rozsifenou bunécnou
drahou, kterd miZe reagovat na Siroké spektrum stimul(. ERK1/2 je posledni kindzou této drahy,
jeji aktivita je spousténa pomoci nadfazenych MAP kindz (Raf-MEK-ERK), které se navzdjem
fosforyluji a tim aktivuji (Goldsmith and Bell-Pedersen, 2013). Aktivovana kindaza ERK1/2 se v SCN
presouva do jadra, kde muze ovliviiovat transkripci hodinovych genl (Dziema et al., 2003).
Hladiny pERK1/2 jsou v neuronech SCN cirkadianné regulovany, avsak hladiny samotné kinazy
ERK1/2 se s casem neméni, regulace jeji aktivity je tedy na Urovni regulace kinaz a fosfataz, které
ji modifikuji. Pokles pERK1/2 je spojen se zvySenou expresi fosfatazy MKP-1 (MAPK-dependent
phosphatase-1), ktera defosforyluje pERK1/2 a inaktivuje tuto kindzu. MKP-1 a MKP-3 jsou
exprimovany v SCN (Butcher et al., 2003). Fosforylace ERK1/2 ma opacny cirkadianni rytmus
v obou ¢astech SCN. V DM SCN vykazuje vysoké hladiny pres den a nizké v noci, zatimco ve VL SCN
je patrny narlst béhem noci (Lee et al., 2003; Obrietan et al., 1998; Pacesova et al., 2015;
obr. 34). Vyskyt pERK1/2 ve VL SCN je podminén synaptickym spojenim s RHT (Lee et al., 2003).
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Obr. 34. Casovy profil pERK1/2 ve VL SCN (souvisld linie) a DM SCN (pferusovand linie). Prevzato podle Pacesovd et al,
(2015)

Aktivace ERK1/2 je indukovana svételnym pulsem v subjektivni noci, nikoliv ve dne
(Obrietan et al., 1998). Aktivace této kinazy v subjektivni noci je zfejmé jednim z mechanism
vzniku fazového posunu. Naruseni signalizace ERK1/2 v SCN totiZ blokuje fazové zpozdéni
(Butcher et al.,, 2002), transkripci genl pres transkripéni faktor CREB i expresi svétlem
indukovanych ¢asnych gent (Dziema et al., 2003). Pokles aktivity kindzy ERK1/2 2 hodiny po pulsu
muzZe mit také svoji roli ve svételné synchronizaci molekularnich hodin v SCN. Nar(st i nasledny
pokles pod kontrolni hladiny je pozorovan po aplikaci svétla b&éhem brzké i pozdni subjektivni noci,
vedouci k fazovému zpozdéni i predbéhnuti (Cervena et al., 2015; Obrietan et al., 1998).

Fyziologicky vyznam indukovaného poklesu byl popsan napf. na expresi hodinového genu
Perl. Nesvételny podnét v dobé subjektivnihno dne zplsobi pokles exprese Perl a fazové
predbéhnuti cirkadiannich rytm0 (Maywood et al., 1999). Kromé poklesu exprese Perl je po
nesvételném stimulu pozorovan také pokles pERK1/2 (Antle et al., 2008; Coogan and Piggins,
2005).

Po aplikaci svételného pulsu v subjektivni noci nastava tzv. refrakterni perioda, kdy
cirkadianni systém neni schopny reagovat na dalsi svételny puls. Interval mezi pulsy musi byt cca
2 hodiny, aby druhy puls vedl k plnohodnotnému fazovému posunu (Best et al., 1999). Puls
aplikovany pouze 1 hodinu po prvnim pulsu vede sice k indukci nékterych zmén na molekularni
urovni, napt. fosforylaci transkripcniho faktoru CREB, tato doba ale neni dostatecna pro celkovy

posun rytmU pozorovatelny v lokomoc¢ni aktivité. Pro vznik fazového posunu celého systému
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zfejmé neni daleZitd jen okamzita indukce genové exprese, ale i bunécné mechanismy
odehravajici se v neuronech béhem intervalu této refrakterni periody (Best et al., 1999). Tim
muZze byt napfiklad zminény pokles aktivity kindzy ERK1/2.

Pokud je pokles pERK1/2 pod bazélni hladiny v ¢ase 2 hodiny po pulsu duleZity pro fazovy
posun, potlaceni tohoto poklesu by mohlo byt soucdsti mechanismu, jakym aktivace CB1
receptorll inhibuje fazové zpozdéni, které pozorujeme v lokomocni aktivité. Jaky ma ale modulace
hladin pERK1/2 v SCN vyznam, se ukaze azZ ve chvili, kdy se bude zfejma fyziologicka funkce této
kindzy v procesu svételné synchronizace.

Agonista CB1 receptort, aplikovany pred svételnym pulsem o intenzité 400 luxd (nikoliv
10 luxd) mél vyrazny efekt na zvySeni hladin pERK1/2 15 minut po pulsu, oproti intaktnim
kontroldm i kontrolam se svételnym pulsem. Nase vysledky naznacuiji, Ze u zvirat adaptovanych a
pulsovanych vysokou intenzitou svétla ma agonista silnéjsi efekt na svétlem indukované zmény
v hladiné pERK1/2. To je ponékud v rozporu s nasi plvodni domnénkou, Ze nizka intenzita svétla
naopak dovoli vyniknout modulaénim Gcinkiim CB1 aktivace. Je mozné, Ze vysokd intenzita
svételného pulsu pasobi jako stresovy faktor, ktery zvySuje hladinu endokanabinoid(

v hypotalamu (Hill et al., 2010) a mGze tak umocriovat ucinky exogenniho agonisty.

6.2.2. Kindza GSK3/3

Svételny puls o nizké i vysoké intenzité svétla v CT15 signifikantné snizil hladinu
fosforylované formy kindzy GSK3B 2 hodiny po pulsu podobné jako v pfedchozich studiich
(Cervend et al., 2015; Paul et al., 2017). Tato kinaza je fosforylaci inhibovana, svételny puls tedy
ved| k jeji aktivaci. Agonista CB1 receptorll s naslednym svételnym pulsem ved| ke stejnému
snizeni hladiny pGSK3p3, jaké bylo naméfeno u kontrol se samotnym pulsem. Antagonista CB1
receptord nemél vliv na hladiny pGSK3[ po svételném pulsu ve srovnani sintaktnimi ani
pulsovanymi kontrolami.

GSK3p je kindza ovliviujici amplitudu i délku periody molekularnich hodin modifikaci
nékolika hodinovych genu. Jeji plsobeni vede napfiklad k degradaci proteinG BMAL1, CRY2,
k presunu PER2 do jadra nebo k inhibici exprese Bmall pres fosforylaci proteinu REV-ERBo

(Harada et al., 2005; litaka et al., 2005; Sahar et al., 2010; Yin et al., 2006). Jeji hladina v SCN
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vykazuje cirkadianni oscilace s vrcholem béhem noci (litaka et al., 2005; Pacesova et al., 2015).
Pokles hladiny pGSK3p byl pozorovan 2 hodiny po svételném pulsu v prvni poloviné (CT15) i druhé
poloviné subjektivni noci (CT21) (Cervend et al., 2015). Aktivni GSK3P po svételném pulsu tak
muze fosforylovat hodinové geny a ovlivnit dynamiku hodinové smycky. Studie (Paul et al., 2017)
uvadi jeji aktivitu zvySenou svételnym pulsem do souvislosti s posunem elektrické aktivity SCN,
ktery vede k fdzovému posunu rytmu. Z nasich vysledk( ale vyplyvd, Ze kanabinoidni systém do

tohoto procesu spiSe nezasahuje.

6.2.3. Protein c-Fos

Indukce c-Fos v SCN svétlem v subjektivni noci je dobfe popsanym jevem (Kornhauser et
al., 1990). Také nase vysledky ukazaly prudky nar(st exprese c-Fos v ¢ase 15 minut po svételném
pulsu v CT15. Svételny puls zvysil hladinu c-Fos pfiblizné o polovinu ve srovnani s intaktnimi
kontrolami.

Agonista CB1 receptorl aplikovany pred svételnym pulsem inhiboval efekt samotného
pulsu a snizil hladinu c-Fos 15 minut po pulsu na hladinu srovnatelnou s intaktnimi kontrolami.
Podani antagonisty CB1 receptor( pred svételnym pulsem nemélo Zadny vliv, svétleny puls
indukoval c-Fos do stejné miry jako u pulsovanych kontrol bez antagonisty. V ¢ase 4 hodiny po
pulsu se u skupiny s agonistou CB1 receptorl zvysila hladina c-Fos ve srovnani s intaktnimi
kontrolami. To mUzZe také znamenat agonistou indukované zpomaleni poklesu exprese c-Fos
k bazalni hladiné.

Hladina c-Fos reaguje na svétlo vyhradné béhem subjektivni noci, nikoli ve dne
(Kornhauser et al., 1990). V SCN ma c-Fos cirkadianni rytmus s vysokou hladinou pfes den a nizkou
v noci (Coogan and Piggins, 2003). Studie Wollnik et al., (1995) popsala, Ze inhibice exprese c-Fos
pomoci antisense oligonukleotidl zablokuje svétlem indukovany fazovy posunu u potkana. Podle
této studie ma tedy exprese c-Fos v reakci na svétlo nezbytnou funkci ve svételné synchronizaci.
Nicméné vyzkum na mysich s mutaci v genu c-Fos ukazal, Zze mysi s nefunkénim genem c-Fos jsou
stale schopny fdzového posunu, synchronizace se svételnym reZimem pouze trva déle nez
u kontrol (Honrado et al., 1996). Funkce proteinu c-Fos v SCN tedy neni zcela objasnéng, ale
indukce jeho exprese v noci zfrejmé napomaha synchronizaci cirkadianniho systému se svételnym
rezimem.
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Nase vysledky ukazaly, Ze aktivace kanabinoidni signalizace ma vliv na bunécné procesy
v SCN souvisejici s plsobenim svétla v subjektivni noci. Zména fosforylace kinazy ERK1/2 2 hodiny
po svételném pulsu a inhibice exprese c-Fos, objevujici se ihned po svételném pulsu v CT15,
koreluji s inhibici svétlem indukovaného fazového posunu v lokomocni aktivité.

Studie Acuna-Goycolea et al. zjistovala uc¢inek kanabinoidni aktivace v SCN in vitro pomoci
elektrofyziologickych méreni. Agonista WIN55 mél excitacni ucinek na neurony SCN, zatimco
antagonista AM251, ale také antagonista GABA-A receptoru tento Ucinek zablokovali. Dale byly
méreny inhibi¢ni postsynaptické potencidly po vylevu GABA. Agonista CB1 receptort WINS55 sniZil
inhibi¢ni postsynapticky potencidl o 47 % ve srovnani s kontrolami, antagonista AM251 nemél
zadny efekt. Z téchto vysledkl vyplyva, Ze aktivace CB1 receptoru ziejmé blokuje vylev inhibi¢niho
neurotransmiteru GABA z presynaptickych neurond SCN (Acuna-Goycolea et al.,, 2010).
Neurotransmiter GABA je velmi dllezity pro komunikaci bunék napfi¢ SCN. 90% neuron(i SCN
obsahuje GABA (McNeill et al.,, 2018). Inhibice jeho plisobeni na GABA-A receptory vede
k rozdéleni SCN na 2 samostatné oscilatory — VL a DM SCN (Albus et al., 2005). Synchronizace
téchto dvou ¢asti je pritom klicova ke svételné synchronizaci cirkadianniho systému. VL SCN
prijima informace o svétle, podle které nastavuje fazi molekuldrnich hodin a pomoci mediator(
synchronizuje fazi hodin také v DM SCN, které pak zajistuje rytmické vystupy do dalSich ¢asti
mozku a déle do téla (Moore et al., 2002). Stimulace CB1 receptoru nema vliv na glutamatergni
synapsi mezi RHT a VL SCN, jak bylo ukdzano v in vitro organotypickych kulturach (Acuna-Goycolea
et al., 2010). To naznacuje, Ze svételnd informace muizZe byt prenasena do SCN nezménéna a
vysledna inhibice fazového posunu muze byt vysledkem narusenych spojeni mezi VL a DM SCN.

Podle studie Acuna-Goycolea et al. je ucinek kanabinoidl na inhibici vylevu GABA
pfitomny pouze po exogennim podani ucinné latky (Acuna-Goycolea et al., 2010). Tomu
odpovidaji i nase vysledky, ve kterych zablokovani CB1 receptorl nemélo vyznamny efekt.
Kanabinoidni signalizace v SCN ale muzZe byt ¢asové specificka, s ucinkem v jiné denni dobé nez
v ¢asech naseho pozorovani.

Kanabinoidni aktivace mlzZe také modulovat vstupy do SCN z oblasti prendsejicich
nesvételny signal, jako jsou raphealni jadra nebo intergenikuldtni listek talamu, ktery integruje

svételné a nesvételné stimuly. V obou téchto strukturach byl popsan vyskyt CB1 receptor(
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(Sanford et al., 2008). IGL vyléva do SCN neuropeptid Y, kterym muze upravovat fazi hodin v SCN.
NPY ma také schopnost potladit svétlem indukovany fazovy posun (Yannielli and Harrington,
2001). Aplikace agonisty CB1 receptord zvysuje vylev NPY v hypotalamickych kulturach (Gamber
et al., 2005). Kanabinoidni aktivace by tedy mohla mit vliv na drdhu mezi IGL a SCN a tim inhibovat
svétlem indukovany fazovy posun (Vaughn et al.,, 2010). Rapheadlni jadra v mozkovém kmeni
pfinaseji do SCN informace o nesvételnych podnétech vylevem serotoninu. Serotonergni agonisté
mohou také inhibovat fazové posuny v lokomocni aktivité po svételném signdlu v noci (Pickard et
al., 1996). Zvyseni hladiny anadamidu v mozku vede k plisobeni na CB1 receptory v dorzalnim
raphealnim jadre a zplsobuje jeho zvysenou aktivitu (Gobbi et al., 2005). Aplikace agonisty CB1
receptorli CP55940 vede ke zvySeni hladiny serotoninu v hypotalamu (Arévalo et al., 2001).
Ovlivnéni serotonergni drahy do SCN tedy mulze byt dalsim potencidlnim mechanismem

inhibi¢niho ucinku kanabinoidd na svétlem indukovany fazovy posun (Vaughn et al., 2010).
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7.Zaver

Slozky endokanabinoidniho systému jsou cirkadianné regulovdny a nové poznatky
naznacuji, Ze tento systém také zpétné ovliviiuje cirkadianné fizené projevy. Bylo prokazano, ze
aktivace kanabinoidniho systému v mozku laboratornich savcli inhibuje svétlem indukovany
fazovy posun v lokomocni aktivité a vede tak ke snizené synchronizaci cirkadidnniho systému se
svétlem. Vliv kanabinoidni signalizace pfimo v bunkach SCN vsak nebyl dosud studovan. Nase
vysledky ukazuji, Ze aktivace kanabinoidni signalizace ma vliv na bunécné procesy v SCN
souvisejici s pasobenim svétla v subjektivni noci. Aktivace CB1 receptorld exogennim agonistou
vedla ke zméné fosforylace kinazy ERK1/2 2 hodiny po svételném pulsu a k inhibici svétlem
indukované okamzité exprese proteinu c-Fos v neuronech SCN, cozZ koreluje s potlacenim svétlem
indukovaného fazového posunu rytmi vIlokomocni aktivité. Zjistili jsme tedy, Ze aktivace
kanabinoidniho systému moduluje nastaveni cirkadianniho pacemakeru v SCN a jeho citlivost ke

svételné synchronizaci.
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