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Abstrakt

Cirkadianni systém je evolu¢ni odpovédi organismi na opakujici se geofyzikalni podminky a
umoziuje organismim veénovat svoji energii feSeni ndhlych zmén. Ackoliv ma cirkadianni
systém pomoci organismim piezit a prosperovat v dynamickych podminkach, je sam citlivy
na vné¢jsi zmeény. Behem kritické vyvojové periody savéi CNS, tedy v neonatdlnim véku, je
cirkadianni systém obzvlast’ zranitelny. Benzodiazepiny, farmaka Siroce predepisovana jiz pul
stoleti, zasahuji do GABAergniho pfenosu, jez je krucidlnim typem signalizace pro fungovani
cirkadidanniho systému. Predmétem této prace je zjistit, zda a jakym zpusobem dojde ke
zmén¢ vyvoje a fungovani cirkadianniho systému po aplikaci latky ze skupiny
benzodiazepint, klonazepamu, v kritické vyvojové period¢€. Prace sleduje zmény v expresnim
profilu vybranych genii v hipokampu, c¢ichovych lalocich a frontadlnim kortexu dvou
ontogenetickych stadii potkant. Vysledky této prace naznacuji, Ze benzodiazepiny aplikované
v neonatdlnim véku naruSuji vyvoj cirkadidnniho systému, a ze tyto zmény, zejména
v hipokampu, po urcitou dobu ptetrvavaji.

Kli¢ova slova: cirkadianni systém; cirkadidnni rytmy; vyvoj; GABA; benzodiazepiny

Abstract

The circadian system is the evolutionary response of organisms to repetitive geophysical
conditions and allows organisms to devote their energy to solving sudden changes. Although
the circadian system developed to help organisms survive and thrive in dynamic conditions,
system itself is sensitive to external changes. During critical developmental period of the
mammalian CNS, the neonatal period, the circadian systém is significantly vulnerable.
Benzodiazepines, pharmaceuticals widely prescribed for half a century, interfere with
GABAergic transmission, which is critical type of signaling for the functioning of the
circadian systém. The purpose of this thesis is to determine whether and how the development
and functioning of the circadian system is altered after administration of a drug from the
benzodiazepine class, clonazepam, during the critical developmental period. This thesis
examines changes in the expression profile of selected genes in the hippocampus, olfactory
bulb and frontal cortex of two ontogenetic stages of rats. Results of this work suggest that
benzodiazepines administred in the neonatal period disrupt the development of the circadian
system and that these changes, particularly in the hippocampus, persist for certain time.

Key words: circadian system; circadian rhythms; development; GABA; benzodiazepines
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7T — Cas s odkazem na Zeitgeber (Zeitgeber time)



Obsah

1
2

4

5
6

7

L0 T B PSRRI 1

CIrkadiannd SYSTEIM......ccuviieieiieiiiieciee ettt et e et e e e taeeetaeessaeesssaeessseeessseeesaseeenns 2
2.1 Coje cirkadianni SYSTEML........ceeeuviieiiieeiiie ettt eeee et et e e e et e e e aaeessreeesnseeesnneeas 2
2.2 Molekularni mechanismus hodinoveé SMyCKY ........cccooveviieiiiiieniieeieeeeeeee e 3
2.3 Hierarchie cirkadidnniho systému savcli a vyznam SCN........cccceevviieniieiienieeiieniens 4
2.4 MOTTOlOZIC SCN ..ottt ettt ettt et sebe e et e e b e e saessbeessaeenseessaesnseennsaans 6
2.5 Intercelularni komunikace neuronl SCN .........cccooviiviiiiiiniiniiiereee e 6
2.6 Eferentni VYStUPY SCN .....cooiiiiiiiiiieieeieee ettt ettt esbeensneensees 10
2.7  Ontogeneticky vyvoj cirkadianniho Systemu ..........c.ccoceevviieriieiiienieiiieeieceeee e 14

GABA V€ VYVOJT MOZKU ...veeiiiiiiiiiiiecie ettt ettt eteesee et saeebeessaessseessneensaessnaens 18
3.1  Role GABA Ve VIVOJT SCNo..cuiiiiiieiieeieeiieeee ettt et esaeesaesnne e 18
3.2 GABAergni neurony ve vyvoji pfedniho mozku ..........cccoevvieviiieiieniiieiienieeiees 20

BeNZOAIAZEPINY .....veeeiiiiiieeiieiie ettt et ettt ettt e b e et e ebeeetbeenbeennaeenneas 23
4.1  Farmakokinetika benzodiaZepintl ..........c.ecveevuieriiieiiienieeiieeie et 24
4.2 Mechanismus ptisobeni benzodiazepintl a souvislost s GABA.........ccceevvvevieenirennnn. 27

CHLE PIACE .ttt ettt et ettt et e sttt et e s it e e bt e s aeeeabeesaeeeabeesneeeabeenneeans 31

1\ (70T b < SRS SURURSRPR 32
6.1  Experimentdlni paradigma..........cccoeiiiiiiiiiiiiiieiieeieeiee e 32
6.2 1Z01aC RINA ..ot ettt ettt ettt et saneens 32
6.3 Prepis RNA do CDINA ..ot ettt 33
6.4  Kvantitativni real-time PCR ..ot 33
6.5  Analyza dat a statistické vyhodnoceni............cccceeriiiiiiiiiiiiiiie e 34

VIYSLEAKY ..ottt ettt ettt eaneas 35
7.1 Hipokampus PLI8......cc.oiiiiiiee ettt et 35
7.2 CIChOVE 1AIOKY PI8.....ovoieieeeeeeeeeeeee e 38
7.3 Frontalni KorteX PI8 ......couiiiiiiiiiieeeeeeeeee et 41
7.4 Hipokampus POO.........cccoiiiiiiiiiieeie ettt e 44
7.5 CiChOVE 110KY POO ... 47
7.6 Frontalni KOTteX POO ........cooiiiiiiie e 50

DISKUZE ...ttt ettt sttt ettt naeeea 53
8.1  Experimentalni paradigma..........ccccueeriiieiiiiieeiiieerieeesiee et ereeeee e e eree e 53

8.2  Cirkadianni rytmus genové exprese kontrolni skupiny .........ccceeeveeevveencieencieennnnn. 54



8.3  Zmeény v expresi a rytmu genll po podani CZP .........cccoevvieeiiieeiiieeieeeeeeee e 55
8.4  Rozdily mezi strukturami a kohortami po podani CZP ..........cccccccveeevvveecieeccrieenne. 56
8.5  Citlivost 2enove exprese Na CZP..........ooovviieiiieeiieeecie et 57
O ZAVET ettt ettt et e ettt e nt e teente s tebeenteententeentenneens 59

10 Pouzita literatura



1 Uvod

oy ee

stoleti predepisovana pii epilepsii, uzkostnych stavech, nespavosti, proti bolesti nebo jako
anestetika. Jejich uziti na takto Siroké spektrum patofyziologickych a fyziologickych stavi je
zalozeno na relativné nespecifickém plsobeni, kdy dochédzi k systémové potenciaci
GABAergniho pienosu.

Kratkodobé uzivani BDZ, tedy zhruba do 4 tydnli, je povazovano za bezpecné.
V klinické praxi toto doporuceni nebyva vzdy dodrzovano a jejich chronické uzivani, ¢i
kombinace s n¢kterymi antidepresivy, piedstavuje fadu zdravotnich rizik. Tento problém je o
to vyznamnéjsi, jelikoz celosvétoveé dosahuje prevalence uziti BDZ vysokych hodnot, které
vykazuji rostouci trend (Bais et al., 2020; Lim et al., 2020). Jedno ze zminénych rizik
predstavuje u cloveka uzivani BDZ v kritické vyvojové period¢, tedy béhem prvnich mésict a
let zivota.

U vSech savcl hraje kyselina y-aminomaselna (GABA) v ¢asné ontogenezi zasadni
roli pfi vyvoji CNS. V embryonalnim stadiu se GABA, v té dob¢ excita¢ni neuropienasec,
stdva hlavnim inicidtorem procesu neurogeneze. V obdobi okolo porodu se GABA postupné
stava inhibi¢nim neuropfenaseCem, diky zméné v intracelularnim slozeni neuront, a jeji role
v neurogenezi se snizuje. OvSem vyvoj GABAergniho systému pretrvava jesté po porodu.
Vyvoj cirkadidnniho systému je vyznamnou mérou zavisly na vyvoji GABAergniho systému.

I v dospélosti predstavuje GABAergni signalizace nedilnou soucast cirkadianniho
systému. Generovani cirkadidnniho rytmu u savct probiha v kazdé jednotlivé buiice pomoci
nékolika vzajemné propojenych transkripné-translaénich zpétnovazebnych smycek
hodinovych gent. JelikoZ vystupni rytmy tohoto molekularniho mechanismu maji v kazdé
buiice jinou periodu a fazi, vyuzivaji savci k jejich synchronizaci specializovanou mozkovou
strukturu — suprachiasmatickad jadra (SCN). Jednim zhlavnich aktérii interceluldrni
synchronizace SCN je GABA. Jeden z vystupnich signalti z SCN, vedoucich do ostatnich
¢asti CNS 1 perifernich oblasti, je také zprosttedkovan pomoci GABA.



2 Cirkadianni systém
2.1 Co je cirkadianni systém

Cirkadianni systém vznikl jako odpovéd’ organisml na opakujici se zmény ve vnéjSim
prostiedi, které jsou disledkem 24 hodin trvajici rotace Zemé kolem své osy. Diky informaci
o denni dobé se mohou organismy ptizptsobit denn¢ se opakujicim podminkdm a udéalostem,
coz je ve svéte, plném nepiedvidatelnych udalosti, kritickou podminkou pro prosperitu a
preziti. Endogenni biologické hodiny se vyvinuly jiz pravékym bakteriim a v raznych
podobach na molekularni urovni je tento koncept zakonzervovan az po ¢lovéka. Podstatou
generovani cirkadiannich rytmi fylogeneticky pokrocilejsimi endogennimi hodinami je
nékolik vzajemné propojenych transkripné-translacnich zpétnovazebnych smycek
hodinovych gent a jejich proteinli. U pokrocilejSich organismi se cirkadidnni systém rozvinul
na anatomické Urovni i do jednoho nebo nékolika specializovanych organti (pacemakert;
oscilatortl), které urcuji rytmus zbyvajicich tkani. Endogenni podstata biologickych hodin
umoznuje organismu udrzet si prehled o Case, i kdyz se nachazi v prostiedi, kde nemé zadny
referen¢ni signél o denni dobé.

Zakladnimi parametry rytmu jsou perioda, mezor, amplituda, faze a akrofaze. Perioda
je doba trvani jednoho cyklu, pfi¢emz je zpravidla méfena jako doba od vrcholu jednoho
cyklu k vrcholu dalSiho cyklu, ale miize byt méfena z libovolného bodu kiivky. Mezor je
aritmetickym primérem hodnot zkoumanych veli¢in v pribéhu cyklu, stanovuje tak
,»baseline”. Amplituda pak znaci velikost veli¢iny od mezoru k maximu ¢i minimu v rdmci
cyklu. Faze rytmu je okamzity stav méfeného parametru v ramci periody, predstavuje
relativni ¢asovy bod vii¢i referenéni hodiné. Akrofaze je fazi ¢i ¢asem, ve kterém dosahuje
sledovand veli¢ina maximalni hodnoty (Kuhlman et al., 2018).

Rytmus lze nazvat ,,cirkadiannim®, pokud ma oscilace periodu (1) pfiblizn¢ 24 h a
pokud ptetrvava za stalych podminek, jimiz jsou stald tma (v literatuie ,,dark — dark* ¢i DD)
nebo v nékterych piipadech stalé svétlo (v literatute ,,light — light* ¢1 LL). Pokud se rytmus
neudrzi za stalych podminek, znamena to, Ze je rytmus fizen externim synchronizatorem
(Zeitgeber) a jednd se o rytmus ,denni“. V ptfipadé, Ze je organismus v neperiodickém
prostiedi a tedy, ze Zeitgeber neni k dispozici, endogenni oscildtor fidi rytmus podle své T,
¢emuz se iika, ze rytmus ,,volné bézi““. Délka 1 se lisi podle druhu organismu, pfi¢emz byva
24 £ 1,5 h (¢lovek: T = 24,5 h; potkan: T = 24,4 h; mys: T = 23,4 h). Naopak pokud Zeitgeber
je k dispozici, je podle né€j synchronizovan endogenni oscilator tak, aby t bylo shodné s T —

tedy periodou vnéj§iho cyklu. Podminky, jimiZ byvaji organismy mimo laboratorni prostiedi
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bézné¢ vystaveny predstavuji periodické stfidani svétla a tmy (v literatute ,light — dark® ¢i
LD), pticemz cas je v nich s odkazem na geofyzikalni podstatu znacen jako ZT (Zeitgeber
time). ZTO (= ZT24) znaci zacatek dne, a tedy zacatek svételné faze, ZT12 zpravidla znaci
zacatek noci, a tedy temnostni faze. AvSak ne vzdy trva den 12 h a noc 12 h, coz je dano napf.
nasledkem zmény délky fotoperiody v pribéhu roku. Tomu je pak ptizptisobeno znaceni
svételné a temnostni faze. Druhym zpisobem méfeni Casu je s odkazem na wvnitini
synchronizator, pokud je organismus v neperiodickém prostiedi. Cas se pak znaéi jako CT
(Circadian time), kdy CTO znamend pocatek subjektivniho dne, CT12 znamena pocatek
subjektivni noci, piicemz zde je na rozdil od ZT vzdy format 12:12. Pokud je organismus
béhem své subjektivni noci vystaven svételnému pulzu, nastdva pak fazovy posun. Pfi
svételném pulzu na pocatku subjektivni noci dochazi k fadzovému zpozdéni, coz znamena, ze
v dal$im cyklu se stav méteného parametru o urcity ¢as oddali. Naopak pii svételném pulzu
na konci subjektivni noci dochdzi k fizovému predbehnuti a béhem dalsiho cyklu zacina
rytmus dfive. V obou pfipadech je velikost fdzového posunu umérna velikosti svételného

pulzu a soucasn¢ mezidruhové odlisna (Kuhlman et al., 2018).

2.2 Molekularni mechanismus hodinové smycky

Molekularni mechanismus cirkadidnnich hodin je zaloZzen na nékolika vzijemné
zavislych transkripéné-translacnich zpétnovazebnych smyckach. Prvni a pro fungovéni
hodinového mechanismu nejzésadnéj$i smycka je tvofena dvéma dimery. Jednim je
heterodimer proteint CLOCK a BMALI, ktery slouzi po pfesunu z cytoplazmy do bunécného
j&dra jako transkripéni aktivator a naseda na E-box, promotorovou sekvenci DNA, ¢imz
aktivuje transkripci genit Per a Cry (Gekakis et al., 1998). Proteiny PER1 a CRY tvofii dalsi
heterodimer této smycky a po vstupu do jadra inhibuji aktivitu CLOCK a BMALIL. Cry je
transkribovan ve dvou isoformach, pfi¢emz kazda ma trochu odliSnou afinitu k PER (Kume et
al., 1999). Stabilita dimeru PER1 a CRY je ovlivnéna kasein kindzou epsilon (CKle), jez
s dimerem tvoii komplex a fosforyluje PER. Fosforylovany PER je poté rychleji degradovan,
¢imz je zkracena doba inhibice E-boxu dimerem PER1 a CRY, celd smycka probiha rychleji a
je tak zkracena doba trvani cirkadianniho cyklu. CKle je tedy jednim z hlavnich regulaénich
mechanisma chodu molekularnich hodin (Lee et al., 2001).

Ve druhé smycce hraji hlavni roli faktory Rev-erba (znacen také Nrldl) a RORa,
jejichz transkripce je aktivovana dimerem CLOCK/BMALI. REV-ERBa v jadie nasednutim
na sekvenci RORE inhibuje transkripci Bmall (Preitner et al., 2002). Kromé toho REV-ERBa

slouzi jako jaderny receptor, ktery je jednim z vystupnich signdlti hodinového molekuldrniho
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mechanismu. V zavislosti na vysi hladiny REV-ERBa je poté regulovana transkripce mnoha
dalsich geni. Ackoliv mé takto vyznamnou roli, dvojitym knock-outem bylo zjiSténo, Ze
nema zéasadni vliv na chod prvni cirkadidnni smycky (Ikeda et al., 2019). Na sekvenci RORE
naseda krom¢ REV-ERBa i protein RORa, ktery naopak podporuje transkripci Bmall. Oba
tyto proteiny spolu kompetuji o vazebné misto na RORE. Oba jsou taktéz exprimovany
v tkdnove specifickych isoformach — REV-ERB (0, ) a ROR (o, B, v) (Guillaumond et al.,
2005).

Tteti hodinovy smycka se vyznacuje kompetici DBP s NFIL3 (E4BP4). Nasednutim
CLOCK a BMALI na E-box kromé¢ aktivace jiz vySe zminénych trankriptd dochazi také
k transkripci DBP. Protein DBP poté podporuje transkripci Per, ale soucasné je zpétné
inhibovan dimerem PER/CRY (Yamaguchi et al., 2000). Transkripce DBP je umoznéna i
nasednutim transkripéniho aktivatoru na sekvenci zvanou D-box, ¢ehoZz je samo DBP
schopno. O vazebné misto ale soupeti s NFIL3. Oba tyto proteiny jsou dal$imi vstupnimi a
vystupnimi misty do a z molekuldrniho hodinového mechanismu (Yoshitane et al., 2019).

Zkoumanim mys$iho genomu bylo zjisténo, ze hodinami fizené geny (CCG, z angl.
clock-controlled genes, tj. geny, jejichZ promotory obsahuji E-box, RORE nebo D-box) se
nachazeji v kazdé tkani organismu. Exprese vétSiny téchto gent 1 jejich funkce je tkanové
specificka. Nejvyssi zastoupeni CCG je v metabolicky aktivnich tkdnich jako jsou jatra a
ledviny, v nich je exprimovano 16 %, respektive 13 % CCG. Naopak mozkové struktury maji
pohybuje v rozmezi téchto hladin. V tomto vyzkumu se také zjistilo, Ze cilem vétSiny

farmaceutickych latek jsou hodinami fizené geny (Zhang et al., 2014).

2.3 Hierarchie cirkadidanniho systému savci a vyznam SCN

Struktury generujici a udrzujici rytmy se nazyvaji oscilatory. Lze je rozdélit na
autonomni (sebeudrZujici), semiautonomni a otrocké oscilatory podle toho, zda rytmus samy
generuji, anebo pouze udrzuji rytmus udavany jinou strukturou. V ptipadé savci je centralnim
autonomnim oscilatorem SCN. Semiautonomni si udrzuji sviij rytmus v zavislosti na SCN, ale
byvaji synchronizovany i dalSimi zeitgebery, diky ¢emuz si v ptipad¢ potieby dokazi udrzet
jednotny rytmus. Otrocké oscilatory toto neumi a pokud nejsou sefizeny hlavnim oscilatorem,

neudrzi si jednotny rytmus.



Potvrzenim, ze SCN jsou opravdu autonomnim oscilatorem, byla studie, ve které 1éze
SCN syslua zlatavych zptsobila uplné zruseni jejich cirkadidanniho rytmu. Centralni autonomni
oscilator je sefizovan v zavislosti na externich podminkach, pficemz urcujicim
synchronizatorem — zeitgeberem — je svétlo (Zucker et al., 1983). SCN je neuronalné ¢i
humoraln¢ propojeno s dalSimi mozkovymi strukturami a perifernimi organy, pfiemz
nastavuje jejich molekularni hodinovy mechanismus do odpovidajici faze (obr. 1: Begemann
et al., 2020). I dvé dalsi struktury — retina a ¢ichové laloky — jsou autonomnimi oscilétory,
avSak na rozdil od SCN nemaji vystupni signal, jenz by synchronizoval ostatni struktury.
V ptipadé retiny dochazi ke svételné synchronizaci stejné jako u SCN, coz zni Cini
autonomni oscilator. Pfi odpojeni od SCN dokaze retina udrzet svlij rytmus nékolik dalSich
dni (Tosini and Menaker, 1996). Cichové laloky dokazi udrzet sviij rytmus i po dobu nékolika
tydni od pferuseni spojeni s SCN. Laloky tedy funguji autonomné, ale SCN je potieba k

prvotnimu navozeni jejich rytmu (Granados-Fuentes et al., 2004).

- Obr. 1 Hierarchie oscilatort a jejich
Neuronalni funkce

(Kognitivni vykonost, nalada, atd.) hlavni funkce (Begemann et al,
2020) Centralni autonomni oscilator

T SCN urcuje rytmus semiautonomnich

Oscilatory v CNS a otrockych  oscilatori. SCN

mimo SCN synchronizuje dalsi mozkové

struktury ve vétSin€ piipadd pies

. i Behavioralni rytmy  gynaptické spoje a v men$i mife
Neurohumoralni rytmy - @ (spanek, prijem potravy, , r1r . .

{teplota, melatonin, atd.) vyprazdiiovani, atd) Pomoci  humoralni  signalizace.

. : % @ Nekteré ztéchto struktur, napi.
= epifyza, poté synchronizuji periferni
Periferni oscilatory oscilatory, coz probihd ptfedevsim

l humoralni cestou.

Fyziologické funkce a rytmy
(hladina hormont, energeticky metabolismus,
imunita, atd.)

Hodiny semiautonomnich oscilator jsou kromé vystupu z SCN sefizovany i dal§imi
zeitgebery. Hlavni z nich predstavuje ¢asovani pfijmu potravy. Tento Zeitgeber naprosto
obchazi hlavni oscilator SCN, pii jehoZz poskozeni dokdZe u savcii navodit synchronizaci
metabolickych organt a chovani (Damiola et al., 2000). Na periférii ptredstavuji tento typ
oscilatoru napf. plice ¢i jatra. VCNS se vySe zminény mechanismu uplatiuje 1 pii
synchronizaci dorzomedialniho jadra, jeZ je taktéZ jednim ze semiautonomnich oscilatori.

DalSim je obloukové jadro hypotalamu, které si pfi odpojeni od SCN dokaze zachovat silné



oscilace. Poslednim znamym semiautonomnim oscilatorem v CNS je habenula, kterd pomoci
svého propojeni s retinou obchazi SCN (Dibner et al., 2010).

VétSina tkdni a struktur téla neni schopna generovat vlastni jednotny rytmus, coz
z nich ¢ini otrocké oscilatory. Bunky téchto tkani sice na zéklad¢ svych molekularnich hodin
generuji rytmus, ale bez signalizace z SCN jej nejsou schopny sjednotit. Mezi otrocké

oscilatory se fadi mj. i frontalni kortex a hipokampus (Dibner et al., 2010).

2.4 Morfologie SCN

SCN jsou parova struktura, jez se nachazi nad optickym chiasmatem v anteriorni ¢asti
hypotalamu. Kazdé z jader je tvoieno piiblizné¢ 10.000 neurony a v sagitalnim fezu pfipomina
lezici hrusku. Buniky se rozd¢€luji na dvé hlavni populace, pfi€emz dorsomedialné lezici bunky
tvoti tzv. slupku SCN (shell; dale znaceno jako dm-SCN), zatimco ventrolateralné lezici
buiiky tvofi tzv. jddro SCN (core; dale znaceno jako vI-SCN) (Abrahamson a Moore, 2001).
Aferentni vstup do této struktury je veden z retiny a extraretinalnich oblasti, tedy z limbického
systému, hypotalamu, rafedlniho jadra a paraventrikuldrniho talamu, svazky aferentnich
axoni jsou topograficky organizovany v SCN a ptilehlych oblastech (Moga a Moore, 1997).
Primarni vstup (z hlediska synchronizace SCN) vede ze sitnice oka. Svételny signal je
zachycen, kromé tyc¢inek a Cipkl, také fotoreceptory vnéjsi retiny — specificky populaci
vnitin€ fotosenzitivnich gangliovych bunék sitnice (ipRGC) (Moore a Lenn, 1972). Tyto
bunky integruji signaly ze vSech tfi druhii fotoreceptorti a jejich axony tvoii neobrazovou
drdhu nazyvanou retino-hypotalamicky trakt (RHT), ktery vede kromé SCN také do dalSich
struktur hypotalamu a do mozkového kmene. Jedna se tedy o odliSnou drédhu, nez tu, jez
pfenasi informace o svételném signalu do talamu a nasledné do okcipitdlniho mozkového

laloku (Moore et al., 1995).

2.5 Intercelularni komunikace neurona SCN

Sptazeni neuronové sit¢ SCN probihd na nékolika urovnich: sekreci a navazanim
specifickych neuropeptidii, GABAergni signalizaci, zménou elektrického potencidlu skrz
vodivé spoje (gap junctions) nebo pomoci astrocytld (Vadnie a McClung, 2017). Buiiky SCN
jsou sekre¢né velmi aktivni, vétSina z nich sekretuje alesponi né€kterou z nésledujicich latek:
GABA, arginin-vazopresin (AVP), vazoaktivni intestinalni peptid (VIP), peptid uvoliujici
gastrin (GRP), angiotensin II (AIl), metionin-enkefalin (mENK), neurotensin (NT), kalretinin
(CALR), kalbindin (CALB). Populace bunék dm-SCN sekretuje jako hlavni neuropeptid AVP

a dale mENK a AIl. VétSina téchto neuronit svymi vybézky opousti dorsalni ¢ast SCN a
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smefuji ke treti mozkové komoie. Ve vI-SCN dochazi predevsim k sekreci VIP a v menSim
mnozstvi GRP a CALR a do neuronil této ¢asti proudi svétlem indukované signaly z retiny a
na svétle nezavislé signdly z rafealniho jadra. Sekrece GABA, NT a CALB pak probiha
v celém SCN bez vyznamnéjSich prostorovych rozdilti (Abrahamson a Moore, 2001). Nejvice
sekretovanymi neuropeptidy, a soucasné nejvice vyznamnymi pro tvorbu cirkadidnnich
rytmt, jsou tedy AVP v dm-SCN a VIP ve vI-SCN, (i mezi témito oblastmi vSak dochazi
k mens$imu piekryvu), proto budou pfiblizeny v nasledujicich odstavcich. Na obr. 2 je

zobrazeno, jakym zplisobem je organizovana signalizace SCN.

Vystupni signal (output)

Dorsomedialni SCN

-.i - -.' =4
AVP, GABA
- 7 Ventrolateralni SCN

Vstupni signal (input) )= =
VIP, GABA

Obr. 2 Organizace signalizace SCN (Dusek, 2023). Svételny signal vstupuje do sitnicovych
ipRGC bunéck. Z nichZz akéni potencidl, jez putuje pies retinohypotalamicky trakt, aktivuje
buiikky vI-SCN, které sekretuji neuropeptidy VIP, GRP, CALR a neuropienase¢ GABA.
Skupinou téchto bunck je nasledné aktivovano dm-SCN, které spousti sekreci neuropeptida
AVP, mENK, AIl a neuropienasece GABA. Vystupni signdl z SCN v podobé AVP a GABA
poté synchronizuje dalsi oblasti nervové soustavy.

Za interceluldrni komunikaci neuronit SCN je odpovédny zejména VIP, jenz je
sekretovany piedeviim vI-SCN. Rada experimentii ukézala, ze VIP je zasadni pro udrZzeni
cirkadidnnich rytma. Knockoutovani jeho receptoru VPAC2 u mysSich modelii zpisobilo
ztratu rytmické transkripce hodinovych gent Per, Cry a také neuropeptidu 4Avp, coz mélo za
nasledek kompletni ztratu cirkadidnniho rytmu v celém organismu (Harmar et al., 2002).
Podobny experiment ukazal, Ze ze 70 % vSech rytmicky aktivnich neurond v SCN je rytmus

30 % neuronit SCN zavisly na VIP. Molekula tohoto neuropeptidu slouzi v SCN ke dvéma



hlavnim uceliim — prvnim je nastoleni a udrzovani rytmu u neuront, jez samy netvoii rytmus
(non-pacemaking), druhym ucelem je synchronizace neuront tvoficich rytmus (pacemaking)
k jednotnému rytmu (Aton et al., 2005). Mnozstvi sekretovaného VIP je umérné mnozstvi
intenzity svétla dopadajiciho na retinu. Vzestup tvorby VIP nastava i pii svételném pulzu
béhem subjektivni noci daného organismu, coz zpusobuje fazovy posun cirkadiannich hodin.
Mnozstvi a ¢as sekrece VIP jsou tak zavislé na svételnych podminkach (Jones et al., 2018).
Infekce mysSich modelt specificky zkonstruovanym virem ni¢icim VIP neurony SCN ukazala
odlisné¢ zmény funkce cirkadianniho systému v zavislosti na ontogenetickém stadiu jedince.
Delece u mlad’at v postnatalnim 6. dni zptsobila systémovou ztratu rytmicity, zatimco u
dospélych jedincti doslo pouze ke zkraceni cirkadidnni periody. Navic se u obou skupin se
prokazalo snizeni amplitudy rytmt krevni hladiny glukokortikoidti. Neuropeptid VIP uc¢inkuje
v ontogenetickém vyvoji a jeho narusenim dochézi ke ztrat¢ cirkadidnniho rytmu (Mazuski et
al., 2020).

V intercelularni komunikaci hraje roli také neuropeptid AVP, jez je sekretovan
buitkami dm-SCN. Mnozstvi SCN neuroni produkujicich AVP je dvojndsobné oproti
neuronim produkujicim VIP (Abrahamson and Moore, 2001). Na tkanovém fezu kie¢¢im
SCN se ukazalo, ze aZ 50 % neuront této struktury reaguje na AVP v zavislosti na fazi
cirkadianniho rytmu. Tento neuropeptid je agonistou Vl1a, V1b a V2 receptort (Liou a Albers,
1989). Jednou z jeho funkci je zajiSténi stability cirkadiannich hodin. To bylo prokazano na
mySich modelech, kdy po nuceném fazovém posunu (jetlagu) byly geneticky ¢i
farmakologicky vyfazeny receptory Vla a V1b. Nasledkem toho se urychlila synchronizace a
nastoleni nové cirkadidnni faze (Yamaguchi et al., 2013). Dalsi funkci je zvySeni amplitudy
bunék SCN, nasledkem ¢ehoz je zvétSena i sila vystupniho signalu do dalSich mozkovych
struktur. Lze to ilustrovat na pfikladu kmene potkand bez funkcni tvorby AVP, jehoz jedinci
maji nizs$i amplitudou spankovych rytmu, zejména hlubokého spanku (Brown a Nunez, 1989;
Mihai et al., 1994). Neurony SCN dokazi synchronizovat svij rytmus v aktivit¢ s dalSimi
blizkymi buitkami. Nasledkem toho dochazi k lepSimu spfazeni cirkadianniho rytmu bunék
SCN, coz se projevuje zpfesnénim a zesilenim jeho vystupniho signalu (Mieda et al., 2015).
V ramci SCN tvoii AVP neurony synapse s dal$imi buikami vlastni populace, ale i s VIP
neurony a dal$imi populacemi (Romijn et al., 1997). Imunohistochemickymi metodami
na fezu mySiho SCN bylo zjisténo, Ze vrchol tvorby AVP nastava uprostfed svételné faze
cirkadianniho cyklu a je tedy podobny vrcholu tvorby PER1. Podobny profil sekrece AVP
jako u SCN se vyskytuje v paraventrikularnim jadfe hypotalamu (PVN) a v supraoptickém

jadte, coz znaci, ze rytmickd sekrece AVP v té€chto dvou strukturach je zavisla na aktivité
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SCN (Yoshikawa et al., 2015). Mysi SCN bylo také zkoumdno imunohistochemickymi
metodami, které ukdzaly, Ze axony AVP neuront,, kromé propojeni s dalsSimi mozkovymi
strukturami, sméfuji ke 3. mozkové komote. Tam dochézi k sekreci AVP pobliz ependymalni
stény nebo pfimo do cerebrospinalni tekutiny. Podle hladiny AVP v cerebrospinalni tekutiné
se synchronizuji dal$i mozkové struktury (Taub et al., 2021).

K intercelularni komunikaci v rdmci SCN pfispiva zna¢nou mérou také neuropienasec
GABA, ktery ovlivituje vysledny cirkadianni rytmus né¢kolika moznymi zpisoby, a dokonce i
jeho signalizace probiha rtiznymi zpiisoby. Ve studii na potkanech se zjistilo, Ze GABA a
glutamat dekarboxylaza — enzym katalyzujici syntézu GABA z glutamatu — jsou rizné aktivni
v zavislosti na fazi cirkadidnniho rytmu, a to jak v SCN, tak i v dalSich ¢astech mozku.
Rytmicita byla zachovdna za normalnich podminek stfidani svétla a tmy, ale i
v neperiodickych podminkach, coZ indikuje jeji endogenni ptvod (Aguilar-Roblero et al.,
1993).

Prvnim zptsobem uc¢inku GABA je synchronizace cirkadidnnich rytmt jednotlivych
neuront tak, aby byl vysledny rytmus celého SCN co nejvice jednotny. Mechanismus spociva
ve sniZeni frekvence akénich potenciali neurontt SCN béhem akrofaze rytmu jejich elektrické
aktivity. Vazba GABA na receptor GABAa zplisobuje sjednoceni frekvence akc¢nich
potencialti blizkych neuronti, snizuje frekvenci aktivnéjSich neuronti na frekvenci méné
aktivnich neuronti (Aton et al., 2006; Liu a Reppert, 2000). Diky tomuto mechanismu mize
GABA modulovat mezidenni rozdily ve velikosti amplitudy. Neddvna studie na mysSich
s knockoutem genu vezikularntho GABA transportéru (VGAT) uvadi, Ze nefunk¢ni
GABAergni signalizace zplUsobuje véEtsi rozdily ve velikosti cirkadiannich rytml mezi
jednotlivymi dny a také celkové snizeni velikosti vystupniho signdlu SCN. Bez synchronizace
neuropienaseCem GABA je totiz rytmus kazdého neuronu v odlisné fazi a vystup, jez je
pramérem amplitudy rytmi vSech neurond, se tak v jednotlivé dny lisi. Dalsi studie ovsem
uvadi, ze GABA naopak zvétSuje rozdily amplitudy mezi jednotlivymi dny, a Ze je za to spiSe
odpovédny efektorovy Gio proteinu receptoru GABAg, a ne nutné receptor samotny. Ke
zvétSeni mezidennich rozdili amplitudy nedochazi za stalych podminek, ale pfi ndvratu do
nich z periodického prostfedi (Aton et al., 2006; Ono et al., 2019). GABAg ¢i jeji
downstreamové efektory pozméiuji rozdily mezi amplitudou jednotlivych cykli. Zda dochazi
ke zmenSeni nebo naopak zvétSeni rozdila se odviji od toho, jestli se jedna o periodické ¢i
neperiodické prostiedi.

Signaliza¢ni drdha GABA funguje v SCN paraleln¢ s VIP drahou a obé& zajistuji

jednotnost tkanového rytmu SCN, avsak lisi se v jeho negativnim ¢i pozitivnim ovlivnéni za
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jistych podminek. Zda GABA synchronizuje nebo desynchronizuje neurony k jednotnému
rytmu, zavisi na tom, v jakych fazich jsou obé jadra SCN vici sob€. V polarizovaném stavu,
tedy kdyz je vI-SCN ve velkém fazovém posunu vici dm-SCN a vice versa, pisobi GABA
synchroniza¢né. Ve stavu, kdy je mezi vI-SCN a dm-SCN maly nebo zadny fazovy posun
vuci sobe, piisobi GABA desynchronizacné. Ve vztahu GABA k VIP to znamena nasledujici.
Béhem synchroniza¢niho pisobeni GABA dochazi k synergické interakci s VIP, zatimco pfi
desynchroniza¢nim plisobeni GABA funguje jako antagonista k VIP, jelikoz VIP ptisobi vzdy
synchroniza¢né¢ (Evans et al., 2013).

Signalizace pomoci GABA probiha v SCN na dvou urovnich: fazicka a tonicka.
Féazicka spociva vuvolnéni velkych kvant GABA po vyvolani akéniho potencidlu u
prislusného GABAergniho neuronu. Tonicka signalizace nastdva pouze u nékterych
GABAergnich neuront a to poté, co byly po delsi dobu drazdény, ale nedoSlo k piekroceni
prahového potencialu. Tonicka signalizace probiha jako nékolikandsobné uvoliiovani mensich
kvant GABA po delsi dobu. Tonicka signalizace miize byt neuronu navozena bud’ na synapsi
vedouci z RHT nebo na synapsi s GABAergnim neuronem SCN. Timto zpiisobem muze
GABAergni neuron palit nezavisle na svych vnitfnich hodinach, a dokonce je miZe posunout,
jelikoz specifickym mechanismem zméni vnitrobuné&nou koncentraci Ca2" iontil. To neplati
pro fazickou signalizaci, jez je na vnitfnich hodindch zavisld. Zminény mechanismus
umoznuje jednotnéj$i vystup GABAergnich neuroni do dalSich ¢asti mozku, aniZz by se

pfenastavovaly molekularni hodiny jednotlivych neuronti (DeWoskin et al., 2015).

2.6 Eferentni vystupy SCN

Eferentni vystupy SCN ovliviiuji de facto celé fungovani organismu. Jednd se
predevsim o ovlivnéni télesné homeostazy, sekrece hormoni, chovani a kognice, ale i dalSich
mozkovych struktur a perifernich tkani ¢i organt.

Cirkadiannim vystupem je ovlivnéna homeostdza organismu a zékladni Zivotni funkce
— reguluje metabolismus, télesnou teplotu ¢i autonomni nervovy systém. V zdvislosti na
cirkadianni fazi je ovlivnéna bazalni krevni hladina glukozy diky regulované sekreci insulinu
z pankretu (Kalsbeek a Strubbe, 1998). Propojenim SCN s hypotalamem je pfimo fizena
télesna teplota (Scheer et al., 2005). Aktivita parasympatiku je ovlivnéna nasledovné — vystup
z SCN reguluje aktivitu vagialniho nervu a tim 1 moduluje klidovou srde¢ni frekvenci (Scheer
et al., 1999). Taktéz aktivita sympatiku je ovlivnéna cirkadidnnim systémem (Niijima et al.,

1992). SCN svymi vystupy ovliviiuje 1 celou fadu dalSich metabolickych dé€jti a nespravna
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funkce cirkadidnnich hodin je jednou z piic¢in modernich civilizacnich chorob jako je diabetes
2. typu, obezita ¢i hypertenze (Kalsbeek et al., 2006).

Sekrece hormont je predevsim vysledkem stimulace hypotalamu a hypofyzy. Inervace
PVN, dorsomedialniho hypotalamu ¢i medidlni preoptické oblasti umoznuje sekretovat
kortikoliberin, tyreotropin uvolilujici hormon, tyroidni hormon a gonadoliberin v rtznou
denni dobu (Kalsbeek and Buijs, 2002). Propojeni SCN s preoptickou oblasti také umoziuje
cirkadianné fizenou sekreci hormonu uvolnujiciho luteiniza¢ni hormon (de la Iglesia et al.,
2003). Od SCN vedou k PVN axony neurontl, které na synapsi uvoliiuji AVP. Touto drdhou
je stimulovana HPA osa, jez usti v aktivaci kiry nadledvinek a sekreci kortikosteronu, coz je
obzvlast’ dulezité pro probuzeni organismu (Kalsbeek and Buijs, 2002).

Dalsi zptisob regulace cykli spanku a bdélosti je umoznén pomoci ptimého spoje SCN
s ventrolateralnim preoptickym jadrem hypotalamu (Sun et al., 2001). Vyznamnym typem
chovani, na jehoz =zakladé byvd hodnoceno fungovani cirkadidnniho systému pfii
behaviordlnich experimentech, je lokomoc¢ni aktivita. Jeji Casovani je piimo zavislé na
fungovani SCN (Vogelbaum a Menaker, 1992). Ackoliv ptijem potravy slouzi jako Zeitgeber
obchazejici SCN, tato struktura miiZze ovliviiovat potravni chovani diky sekreci latky zvané
neuromedin-S, jeZ vyvola v organismu potlac¢eni hladu (Mori et al., 2005). SCN také uvoliuje
do mozkomisniho moku vazopresin, ktery ovliviiuje socialni chovani, napf. schopnost
rozpoznavat dalsi jedince svého druhu, navazovat s nimi vztahy, pfipadné miru agresivity
jedince (Kruisbrink et al., 1987).

Kognitivni schopnosti jsou ovlivnény pfimym ¢i nepfimym propojenim SCN s dal§imi
mozkovymi strukturami. Hlavni Glohu v tom hraje drédha vedouci z SCN do thalamickych
jader, skrz kterou je synchronizacni signal pfeddvan do korovych oblasti a limbického
systému (Kalsbeek et al., 1993). Cirkadianni rytmy ovlivituji schopnost zpracovani informaci
hipokampem. B&hem svételné faze dne se u hipokampélnich neuront zvySuje synapticka
plasticita a schopnost navodit dlouhodobou potenciaci. Tim dochazi ke zvySeni schopnosti
ucit se a k ucinnéjsi tvorbé kratkodobé paméti. Naopak pii naruseni cirkadidnnich rytmt se
vyrazné omezuje schopnost tvorby novych pamétovych stop a jejich reaktivace (Fernandez et
al., 2014; Rawashdeh et al., 2014). Béhem svételné faze dne je vysSSi vykonost nejen
samotného hipokampu, ale je i G€innéjsi predavani informaci s dalSimi strukturami. To lze
ilustrovat na soucinnosti hipokampu a olfaktorického laloku pii ukladani pachovych stop.
Ovsem v neperiodickém prostfedi se zvySend aktivita olfaktorického laloku pfesunuje do jiné
faze dne, coz podtrhava jeho schopnost autonomniho fungovani (Tam et al., 2017). Funkéni

vystup z SCN je také diilezity pro spravnou konsolidaci paméti. Uginng&jsi piesun informaci
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z kratkodobé paméti hipokampu do dlouhodobé paméti korovych struktur probiha v temnostni
fazi (Heller a Ruby, 2019). To se nasledné odrazi na funkci dlouhodobé paméti, ktera
v ptipadé naruSenych cirkadiannich rytma vykazuje sniZenou schopnost vybavit si informace
(He et al., 2020). Dalsi kognitivni schopnosti jsou pak ovlivnény drdhami z SCN do korovych
oblasti. Neptimy spoj vedouci z SCN do frontalni kiry pravdépodobné ovlivituje pozornost ¢i
naladu v zavislosti na cirkadidnni fazi (Sylvester et al., 2002). Pfes stejny spoj je
v periodickém prostiedi udrzovdno normélni emocidlni a kognitivni chovani, avsSak
v neperiodickém prosttedi pfes tento spoj dochazi vlivem narusenych cirkadiannich rytmut
k rozvoji depresivniho a tzkostného chovani (Zhou et al., 2018).

Nakonec a ptedevsim SCN reguluje tvorbu a sekreci melatoninu. Béhem dne je vyssi
neurondlni aktivita SCN, kterd zptusobuje vyssi vylev neuropfenaseCe GABA na synapsi
s PVN. Déle je PVN excita¢nimi synapsemi spojeno s interomedialnim jadrem pateini michy,
a to je zase excitacn€ propojeno se superiornim cervikadlnim gangliem (SCG). Z tohoto
ganglia vedou postgangliova noradrenergni vldkna do epifyzy, kde v disledku této excitace
probiha syntéza a sekrece melatoninu. Béhem dne je tedy diky GABAergni inhibici PVN
z SCN epifyza inhibovdna a melatonin se netvoii, zatimco b&hem tmy dochazi k aktivaci
epifyzy a systémové distribuci melatoninu (Larsen et al., 1998). Krom¢ této synchronizaéni
regulace z SCN, je syntéza melatoninu citlivd na okamzité piisobeni svétla. Svétlo v noci
tlumi aktivani drdhu vedouci z PVN a dochazi k okamzitému poklesu syntézy melatoninu
v epifyze (Reiter et al., 1986).

Melatonin se vaze na MT1, MT2 a MT3 GPCR receptory, pficemz MT1 receptory
aktivuji Gip drahu a MT2 spiSe Gq drahu. Melatoninové receptory se pravdépodobné
vyskytuji ve vétsin€ tkani organismu, do této doby byly kromé mozku potvrzeny také v fadé
perifernich tkéni. Témi jsou srdce, artérie, ledviny, jatra, plice, tenké stfevo, nadledvinky,
adipocyty, vajecniky, prostata, prsni Zlazy, kiize a lymfocyty (Tordjman et al., 2017).

V perifernich tkanich zastava melatonin mnoho rozliénych funkci. AvSak dochazi zde
ke kombinaci U€inku lokéalné sekretovaného melatoninu a toho, jenz je krvi systémove
distribuovan z epifyzy. Spolu s rytmem télni teploty a v souhfe s dalSimi hormony jako je
kortisol a insulin, zajist'uje melatonin spravnou ¢asovou souslednost fyziologickych procesii a
pomaha navozovat spanek (Cipolla-Neto and Amaral, 2018). Pro ilustraci je dale nékolik
zajimavych piiklad. Melatonin reguluje kardiovaskularni funkce a krevni tlak (Scheer et al.,
2004). Dale melatonin pifiznivé plisobi na imunitni systém diky stimulaci cytokint, jez zvySuji
odpovéd’ (Miller et al., 2006). Detoxikuje organismus od volnych radikalti a brani jej pred

oxidativnim stresem (Reiter et al., 2005). SniZzuje tvorbu oxidu dusnatého, ¢imz pusobi
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sekreci hlenu a regeneraci tkané (Sjoblom et al., 2001). ZvysSuje odbouravani visceralniho
tuku (Rasmussen et al., 1999). A v neposledni tad¢ zvysSenim aktivity osteoblastli zvySuje
odolnost kosterniho aparatu (Ladizesky et al., 2001).

Melatonin je také dulezity pro regulaci sezoénniho chovéani Zzivocicht, napiiklad
reprodukéniho chovani a fyziologie zivo€ichli nebo pro indukci zmén hmotnosti, a tedy i
poméru tukové vuci svalové tkani. Hlavni cilovou strukturou pro vazbu melatoninu pii fizeni
sezonniho chovani je PVN (Bittman et al., 1991). V ramci sezénniho chovani je dalsi cilovou
strukturou rafealni jadro. Tam dochézi k regulaci mnozstvi sekretovaného serotoninu podle
délky fotoperiody, ¢imz je ovlivnéno emocialni chovani. Na zakladé¢ mnozstvi melatoninu, jez
pusobilo na rafealni jadro Zivocicha v prvni sezéné jeho zivota, se utvaii reaktivita rafealniho
jadra k melatoninu po zbytek Zivota (Green et al., 2015).

Hlavni vyznam melatoninu spoc¢iva v synchronizaci cirkadidnnich rytmi perifernich
tkani a nékterych mozkovych struktur shlavnim pacemakerem SCN. Synchronizace
perifernich tkani je umoznéna jiz zminénou krevni distribuci, zatimco mozkové struktury jsou
synchronizovany melatoninem obsaZenym v mozkomiSnim moku (Lewy and Sack, 1989;
Reppert et al., 1979). Ve funkci synchronizatoru melatonin slouzi uz béhem vyvoje plodu,
kdy synchronizuje jeho cirkadianni systém podle matky (Houdek et al., 2015). Je tieba zminit,
ze distribuce melatoninovych receptorti se v mozku pomérné lisi i mezi blizkymi druhy savci,
pravdépodobné je distribuce ptizplisobena Zivotni strategii daného druhu (Masson-Pévet et
al., 1994). U potkanli nejvy$si afinitu vykazuji cirkumventrikuldrni organy — median
eminence hypothalamu (ME) a area postrema prodlouZzené michy, zhruba polovicni afinitu
vaci cirkumventrikularnim organiim vykazuje SCN a ¢tvrtinovou afinitu thalamus. VSechny
zminéné struktury ale maji stidle velmi vysokou afinitu. Naopak korové struktury a
hipokampus vykazuji velmi nizkou afinitu (Laudon and Zisapel, 1987; Weaver et al., 1989).
Pro porovnani ndm bliz8i druhy — primati pavian a ko¢kodan — maji oproti potkanovi velmi
odlisné rozlozené¢ melatoninové receptory v mozku, shodné jsou vSak hojné zastoupeny
v cirkumventrikularnich orgdnech. Oblast pars tuberalis hypofyzy, jeZ se nachazi velmi blizko
hypotalamické median eminence, vykazuje u primatd nejvyssi afinitu, pficemz obdobnou
miru afinity vykazuje také posteriorni arterie Willisova okruhu. O tfetinu niz$i afinitu ma
choroidni plexus 4. mozkové komory a o dvé tfetiny nizsi afinitu ma SCN. Zhruba jednu
pétinu az jednu desetinu afinity vic¢i pars tuberalis md pak hypothalamus, hipokampus a

frontalni kortex, pfi¢emz stale se jedna o vysoké miry afinity (Stankov et al., 1993).
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2.7 Ontogeneticky vyvoj cirkadianniho systému

U lidského embrya se objevuji prvni cirkadidnni rytmy mezi 13. a 22. tydnem
téhotenstvi. Zatimco ve 13. tydnii t€hotenstvi (ranné fetalni obdobi) jesté nebyla zaznamenana
rytmicita v pohybech dychacich a skeletalnich svalii a v srde¢nim rytmu, ve 22. tydnu (pozdni
fetalni obdobi) jiz embryo rytmicitu vykazovalo (de Vries et al., 1987). Avsak tato kapitola se
zabyva zejména ontogenetickym vyvojem cirkadidnniho systému mys$i a potkant, jakozto
typickych savéich modeld. U mysi trva gestace zhruba 20 dni, zatimco u potkanti kolem 22
dni, pfi srovndvani mezi témito savéimi modely je nutné informaci o dni urcité udalosti
pomeérove vztahnout k délce gestace dan¢ho druhu. Hlavni milniky ontogenetického vyvoje
cirkadidnniho systému potkana jsou zobrazeny na obr. 3 (Sumova et al., 2012).

Zakladnim piedpokladem pro vyvoj cirkadianniho systému je funk¢éni molekuldrni
hodinovy mechanismus. V tomto vyzkumu bylo v mySich oocytech pozorovano mRNA
hodinovych gent, které pochdzelo od matky, a jenz se do oocytu dostalo béhem oogeneze.
V procesu oogeneze byly produkty hodinovych gent potieba pro spravné provedeni meiozy.
Po oplozeni pak produkty nenastavuji rytmus nového jedince a mRNA tam zGstava jako
reziduum. Hladina mRNA hodinovych genti a soucasné i jejich produktt klesne na minimum
diive, nez mé embryo funkéni transkripéni masinérii (Amano et al., 2009). Po fertilizaci a
nasledném déleni bun€k nastava diferenciace do specifickych bunéénych linii. U mysi
embryondlni bunétné line nebyla prokazana funkEnost molekularntho mechanismu
cirkadiannich hodin, ale u nasledné neuralni prekurzorové linie a neurdlni linie jiz byla
nalezena rytmicita molekularniho hodinového mechanismu (Kowalska et al., 2010).
Rytmicitu po diferenciaci potvrzuje i dalsi vyzkum na mySich modelech. V ném se mimo jiné
ukézalo, Ze oscilace jednotlivych bunék vymizely poté, co byly buiky pomoci specifickych
morfogenll dediferenciovany (Yagita et al., 2010). Nastartovani molekuldrniho hodinového
mechanismu v SCN bylo pfedvedeno na mySich tkanovych kulturdch metodou real-time
imaging a jeho funk¢énost se stanovovalo zakladé mnoZstvi PER2 v jednotlivych buiikéch.
Prvni rytmické buniky se objevily vtkédni pobliz SCN, v dorsdlnim hypotalamu,
v embryondlnim dni 13,5 (E13,5), zatimco v samotném SCN nebyla rytmicka jes$té¢ Zadna
bunika. O den pozdéji, v E14,5, jiz polovina bunék SCN vykazovala rytmus a v E15,5 se uz
rytmicky projevovaly vSechny buiiky SCN, zatimco ve stejnou dobu v ostatnich ¢éastech
hypotalamu nebyly uz Zadné bunky rytmické. To naznacuje, ze prvni rytmické buitkky migruji
z dorsalniho hypotalamu do SCN. Ze se jedna o rytmus jednotlivych bunék bylo potvrzeno
zablokovanim GABAergni a VIP signalizace, kdy buiniky vykazovaly stejnou rytmicitu
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(Carmona-Alcocer et al, 2018). AvSak dokud neni rytmus jednotlivych bunéck
synchronizovan, nelze jej oznacovat za funkéni vystup.

Do doby, nez je utvofeno SCN embrya s fungujicim vystupem, dodava potiebny
rytmus matefské SCN. To bylo ukdzano na kieccim modelu, kdy bylo matetsk¢ SCN do E7
svymi oscilacemi dulezité pro vyvoj plodu. Nasledn¢ mateiské SCN do E14 slouzilo k urceni
rytmu embryondlniho SCN (Davis a Gorski, 1988). U potkantl byla provedena v E7 denervace
maternalni epifyzy. Denervace zpusobila desynchronizaci v pfijmu tekutin embryii vici
kontrolnim jedincim. To opét poukazuje na urceni rytmu mateiskym SCN v raném fetalnim
obdobi. V tomto obdobi je rytmus zarodku udavan velikosti hladiny matkou sekretovaného
melatoninu (Bellavia et al., 2006).

U mysi dochazi k vyvoji hypotalamu, jehoz soucasti je SCN, mezi E10 a El6.
Neurony hypotalamu proliferuji v bunécné vrstvé obklopujici 3. mozkovou komoru. VétSina
neurontl pfemigruje do cilové pozice do jednoho dne (Shimada a Nakamura, 1973). Na mySim
modelu bylo také ukazano, ze formovani SCN probiha od EI12 do E15 — morfologicky
kompletni je tak 5 dni pied porodem. Bunééné vrstvy se na sebe postupné od stfedu nabaluji,
tedy od vI-SCN az po dm-SCN. Po uspéSném zformovani nastdva migrace bun€k v SCN,
které pak vytvareji odlisné bunécné populace (Kabrita and Davis, 2008). Potvrzeni o tvorbé
v téchto embryonalnich dnech podava i dal§i vyzkum, kde byl rist SCN stanovovan podle
mnoZstvi exprese homeoboxového genu Six3 v kombinaci s dal§imi specifickymi morfogeny.
Prvni zvySeni jejich exprese bylo zaznamenano v E12 a narlist morfogenli pokracoval 1
v dalSich dnech maturace plodu (VanDunk et al., 2011). Ackoliv je vyvoj SCN potkana
morfologicky kompletni jiZ v embryonalnim stadiu, pfi udavani rytmu zistava stale neaktivni.

Stale jesté nefunkéni vystup v pozdnich dnech embryogeneze vidime na nasledujicich
vyzkumech. Ve dni E19 bylo u potkana v SCN méfeno mnoZstvi synaptickych spojeni
pomoci markeru SYNAPSIN-I, to vSak bylo jesté témet nulové (Moore and Bernstein, 1989).
TaktéZz u potkana a v E19 sice jiz bylo ve zna¢né mife transkribovano mRNA hodinovych
gentt Perl, Per2, Cryl, Bmall a Clock, avSak bez rytmické aktivity. Exprese hodinovych
genl tedy probihala, ale buiiky jest¢ nebyly sptfazeny pro jednotny vystup (Sladek et al.,
2004). Ke stejné situaci dochéazi i na periferii, kdy se u mySiho modelu v E18 nedokazal
prokézat cirkadianni rytmus v perifernich orgénech (jatra, ledviny, srdce), i kdyz k expresi
hodinovych genti v téchto tkdnich dochéazelo jiz dlouhou dobu (Dolatshad et al., 2010).

Prvni zaznamenany cirkadianni rytmus celého SCN nastava u potkana v E20, pficemz
rytmus dale pietrvaval. Za pouZiti znaené '*C-deoxyglukézy byl detekovan rytmus v

metabolické aktivit¢ SCN. Béhem subjektivniho dne SCN vykazovalo aktivitu, zatimco v
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subjektivni noci bylo SCN neaktivni. Tato aktivita embryondlniho SCN byla zachovéna, i
kdyz byl cirkadianni rytmus matky uprostied noci narusen svételnym pulzem (Reppert and
Schwartz, 1984). V této dobé¢, kdy SCN jako celek zafind mit jednotny vystup, dochdzi k
hojné tvorbé novych synapsi. Soucasné proliferuji astrocyty, coz lze vidét na experimentu
s potkany v E20, kdy se vyznamn¢ zvysil pocet radialnich glii a tento trend pfetrvaval az do
postnatalniho veku. U zdravych jedincii se v této period¢ také zvySuje pocet synapsi mezi
neurony a astrocyty (Munekawa et al., 2000).

Po porodu se jiz SCN vyznacuje morfologickou dozralosti. V tomto stadiu od 3.
postnatalniho dne (P3) postupné dozrava exprese hodinovych genti. Plynule se zvysSuje
mnozstvi mRNA Perl, Per2, Cryl, Bmall a Clock az do P10, kdy se hladina ustali (Sladek et
al., 2004). Ve stejném cCasovém obdobi se také postupné zvySuje mnozstvi synaptickych
spojeni mezi neurony SCN a od P10 se tvorba dalSich synaptickych spojeni jiz definitivné
zastavuje. | pfesto SCN od tohoto okamziku déale zvétSuje svoji velikost a béhem obdobi
adolescence se SCN stava o tretinu vétsi (Moore and Bernstein, 1989). Pro funk¢ni zralost je
dilezita synchronizace SCN svételnym zeitgeberem. Tento proces nastava ihned po porodu.
Vnitin€ fotosenzitivni bunky sitnice (ipRGC) zacinaji po svételném impulsu rist svymi axony
ke SCN, s nimz se propojuji do prvniho tydne po porodu (P7). Do druhého tydne (P14) je
nasledné dokoncena bilateralni inervace (McNeill et al., 2011).

Pro jednotny cirkadidnni vystup z SCN je potfeba synchronizace jeho bunék. Tak se
d&je v prvnich dnech postnatalniho vyvoje, kdy za¢ind maturovat sekrece neuropeptidi SCN.
V noc¢nich hodinach je sekrece VIP odpovidajici sekreci dospélého jedince jiz v P4, hladina
denni sekrece tohoto neuropeptidu je hladin€ dospélce v P15. U neuropeptidu AVP dozrava
sekrece do mnozstvi shodného s dospélci v P15 (Isobe a Muramatsu, 1995). Funk¢ni vystup
SCN lze vidét v nasledujicim experimentu, kdy na potkanech bylo zji§téno pomoci analyzy
AANAT (aralkylamin N-acetyltransferaza; enzym rate-limiting reakce v kaskadé syntézy
melatoninu), Zze mlad¢ v P4 jiz tvofi dostatek melatoninu. Piesto ale dochazi k postupnému
ristu mnozstvi sekretovaného melatoninu az do dospélosti. V brzkych postnatalnich dnech je
Jiz dostate¢né zraly neurondlni obvod vedouci zSCN skrz PVN a SCG do epifyzy
(Wongchitrat et al., 2012).
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V nov¢jsi studii provedené na mysich se ukazalo, Ze ackoliv je jiz vyvoj] SCN v této

fazi dokoncen, rozhodujici vliv na synchronizaci perifernich hodin mladéte maji, béhem

postnatalniho obdobi, matetské kojici navyky. Pomoci laktace jsou ovlivnény periferni hodiny

az do obdobi mezi P20 a P30, kdy se pivodné mlad¢ stava dospélcem (Canaple et al., 2018).

To je ve shod¢ s nasledujicim pokusem na potkanech, kde se zjistilo, Ze rytmicka exprese

hodinovych genti perifernich organti dozrava pozvolna od porodu az do dospélosti. V P10

osciluji geny Perl a Rev-Erb, v P20 se k nim ptidava Per2 a Bmall a v P30 je konecné

doplnuje i Cryl a Clock. Zraly hodinovy mechanismu u jater, jakozto periferniho organu, je

v P30 (Sladek et al., 2007).
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Obr. 3 Hlavni stadia vyvoje
cirkadianniho  systému  potkana
(Sumova et al., 2012). Déleni zygoty
je datovano jako EO, poté probiha
ontogeneticky vyvoj plodu, kdy
nekolik dni pied E15 se vétsi mirou
vyviji hypotalamus a v E15 se za¢ina
formovat 1 samotné SCN.
Morfologicky  vyvoj SCN  je
dokoncen jesté pied narozenim. Po
narozeni, jez je datovano jako PO,
stale probiha dozravani ve smyslu
zapojeni synapsi SCN. Na to plynule
od P5 do PIO navazuje svételna
synchronizace mladéte.



3 GABA ve vyvoji mozku

Béhem ontogenetického vyvoje mozkovych struktur zastdiva GABA nezastupitelnou
funkci excitatniho neuropienasece, zatimco glutamatergni signalizace, jez je hlavni excitacni
signalizaci dosp€lé CNS, v tomto obdobi jesté neni pln¢ vyvinuta. GABAergni signalizace tak
umoznuje dozrani nejen jednotlivych neuronti, ale i jejich spravné zapojeni do nové
vznikajicich neuronalnich siti (Barker et al., 1998).

Ontogeneticky casngjsi aktivitu GABAergni signalizace nez pomoci jiného
neuropienasece, 1ze dolozit na tomto vyzkumu, kdy byla na kultufe hypotalamickych neuront
potkana zkoumdna jejich senzitivita k neuropienasecim. V E15 byla senzitivita téchto
neurontl viici GABA vyrazné vyssi nez vici glutamatu ¢i glycinu, pficemZ iontové proudy
téchto dvou neuropfenaseci nabyvaji na vyznamu az v pozd¢j$im stadiu vyvoje (Chen et al.,
1996). Pomér GABAA a GABAB receptorti je v kazdé mozkové struktuie odlisny, coz
zpusobuje, ze kazda struktura reaguje na GABA rozdilnym zpiisobem. V ramci dané tkané se

hustota obou receptorti odliSuje mezi dendrity a axon (Obrietan a Van den Pol, 1998).

3.1 Role GABA ve vyvoji SCN

Podobné jako v jinych €astech mozku, i v neurondlni kultufe SCN potkana bylo
zjisténo, ze GABA v embryonalnim stiddiu zvy$uje hladinu intraceluldrniho Ca** a piisobi
excitacné. Od pozdniho embryonalniho stadia (E18) vSak neurony ptestaly reagovat excitacné
na GABA, jez déale zacind pulsobit inhibicnim zplsobem. Tato pfeména vlastnosti
z excitacnich na inhibi¢ni plati pro cely mozek, pravé ale kvili hojnému zastoupeni
GABAergnich neurontll byla prvné zaznamenana v SCN (Obrietan a Van den Pol, 1995). Ve
stejném dni embryonalniho stadia tatdz vyzkumna skupina provedla na kultufe hypotalamu
dalsi pokus. V ném zjistili, 7e¢ zvySovéani hladiny Ca’** b&hem ontogenetického vyvoje
zprostfedkovavaji ionotropni GABAAa receptory. Oproti tomu aktivace metabotropnich
GABA3g receptortt vykazuje tonicky charakter a plsobi vtomto vyvojovém stadiu
antagonisticky vic¢i GABAa. Jiz v asném vyvojovém stadiu jsou GABAgp receptory
v hypotalamu husté rozsety v presynaptickych i1 postsynaptickych ¢astech neuront. Béhem
vyvoje se fyziologicky GABA po vyliti vaZe na oba typy receptorti, nasledkem ¢ehoZz nejprve
dochazi k prudkému zvySeni vnitrobunééné koncentrace véapenatych iontd diky vazbé na
GABAA. V dalSim sledu dochézi k prudkému zbrzdéni rstu hladiny vapniku a jejimu snizeni
nasledkem vazby na GABAg. Ve vyvoji je tento mechanismus vyuzit tim zplisobem, ze

rostouci axon svoji aktivitou sdim sebe podporuje a soucasn¢ inhibuje okolni axony (Obrietan
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a Van den Pol, 1998). Nasledné experimenty ukézaly, ze GABA, pravé diky zvyseni
intracelularni hladiny Ca®" iontfi, indukovala v E15 tvorbu ristového kuzelu neuronového
vybézku. Ovsem neurony prochdzeji procesem maturace a reaguji vznikem rustového kuzelu
na GABA pouze v urCité fazi svého vyvoje. V tomto vyvojovém stadiu se rustovy kuzel
zvétSoval dokonce vice po indukci neuropfenasecem GABA nez po indukci glutamatem, jenz
je nasledné v dospélosti hlavnim neuropienaSecem indukujicim ristovy kuzel, pfi¢emz
GABA nikoliv (Obrietan a Van den Pol, 1996). Proti excitacni signalizaci GABAA pisobi
antagonisticky béhem vyvoje nejen GABAg, ale 1 neuropeptid Y. To bylo pifedvedeno na
kultufe SCN potkant v E20. Neuropeptid Y snizil intracelularni hladinu Ca*", ¢&imZ inhiboval
onen excita¢ni u¢inek GABA. Tento efekt je dlouhodoby a pietrvava nékolik desitek minut, i
po vymyti neuropeptidu Y ze tkanové kultury (Obrietan a Van den Pol, 1996).

V névaznosti na objeveni excitacni funkce GABA se hledal princip, jakym se z GABA
stava inhibi¢ni neuropfenasec poté, co je dovrSen vyvoj. Na kultute potkaniho hypotalamu byl
demonstrovan princip, ktery se u savct ukazal shodny pro celou CNS, a jenz je mezi savci
fylogeneticky konzervovan. Podstatou tohoto mechanismu je odlisnd koncentrace
jednotlivych iontli vné a uvnitf buiiky béhem vyvoje a v dospé€losti. To zplsobuje posun
rovnovazného potencialu CI" iontil z -40 az -50 mV v rané fazi na zhruba -70 mV u dosp¢€lého
jedince. Tento postupné probihajici vyvojovy posun je pfi¢inou toho, zda GABA, umoznujici
otevieni GABAA chloridovych kanald, pasobi excitaéné nebo inhibi¢né (Chen et al., 1996).
Na embryonalnim hypotalamu mysi byla elektrofyziologicky otestovana reakce jednotlivych
neuronti na GABA. Reakce nékterych neuront vypadala na elektrofyziologickém méteni jako
jeden velky spike, zatimco reakce jinych neuront se skladala z velkého spiku nasledovaného
nc¢kolika mensimi. Facilitace a nasledna nékolikandsobna reakce byla zpusobena nejen
zvysenim intraceluldrni hladiny Ca?*, ale i vtokem Na' ionti do buriky. Jak tyto neurony
dozravaji, zvySuje se mira, kterou sodné ionty pfispivaji k vyvolani akéniho potencidlu a
snizuje se vaha piispévku vapenatych iontll, jez vteCou do builkky po otevieni iontového
kanalu navazanim GABA. Tak to postupné pokracuje az do doby, kdy GABAA kandlem
protékaji pfedevsim ionty Cl°, coZ znamena, Ze GABA se stdva inhibi¢nim neuropfenasSecem
(Wang et al.,, 2001). Charakteristiky této zmény byly podrobnéji popsany v neddvném
vyzkumu specificky zaméfeném na SCN, v némZz autofi pomoci patch-clamp metody
zkoumali inhibi¢ni postsynaptické proudy ve vl-SCN a dm-SCN na neuronech potkani ve
vyvojovych stadiich P4, P8, P13 a P22 se zaméfenim na den a noc. Se starnutim jedince
dochazelo ke zvySovani frekvence inhibi¢nich vzruchi GABAergnich neuronil, znatelngji

vice pfedevsim ve vI-SCN. Amplituda vzruchu se zvySovala v obou ¢astech podobné¢, pticemz
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jeji zvySeni bylo vyraznéjs$i v noCnich hodindch. V obou ¢astech SCN se zkratila doba trvani
inhibi¢niho proudu (signalizace se zrychlila), a to hlavné ptes den. S vyvojem jedince se tedy
zvySuje aktivita GABAergnich neuronit v SCN, coz pravdépodobné odrazi rostouci vyznam
svételné synchronizace po porodu s rostouci mirou zralosti jedince. Méni se parametry
GABAergni signalizace na synapsich na takové, jez jsou nutné pro spravné fungovani GABA
systému v SCN v dospélosti (Osuna-Lopez et al., 2021).

V névazné sérii pokusti byla u bunétné kultury SCN mysi v E18 naruSena funkce
letalni. U VGAT" skupiny se mezi neurony spustila vzajemna desynchronizace cirkadiannich
rytma a nékteré zacaly fazove predbihat ostatni. Mezi kontrolni a knockout skupinou nebyl
nalezen rozdil v rytmicité Per2, coz znamend, ze knockoutem nebyly ovlivnény molekuldrni
hodiny. Neurony knockoutovanych jedinct palily spiSe v rychlych davkach nékolika po sobé
jdoucich vzruchfi, coz zpisobovalo rychlé zmény v intracelularni koncentraci Ca®".
S exogennim podanim GABA tato reakce VGAT™" neuronti vymizela. Obdobné vysledky
byly zaznamenany i pti poddni GABA antagonisti kontrolni skupin€. To tedy naznacuje, ze
béhem vyvoje je GABA dillezita pro synchronizaci jednotlivych neurontt SCN, ale nezasahuje
az do molekularni hodinové smycky. GABA je také dileZitd pro pozvolné zmény v sile
vystupniho signdlu bez nahlych velkych vykyvi. Zde vSak neni jasné, zda se to tyka pouze

plodu nebo 1 dospélého jedince (Ono et al., 2019).

3.2 GABAergni neurony ve vyvoji predniho mozku

GABAergni neurony predniho mozku se do své oblasti plisobeni dostavaji migraci. U
myS$iho modelu byly prvni GABAergni neurony pomoci imunohistochemickych metod
pozorovany v E12 ve vngj§i vrstvé korové oblasti proliferujici z progenitorovych bunék.
Béhem dni E14-E19 u téchto neuronti dochéazelo k radidlni migraci medialnim smérem do
subventrikularni zény a soucasné se dostavaly frontdlnim smérem tak, jak se zvétSuji korové
oblasti plodu. Ve dnech PO-P8 nasleduje vyraznd protfizka, kdy se redukuje pocet
GABAergnich neuroni neokortexu, zatimco v limbickém kortexu ke vétSimu ubytku
nedochazi. Tento pomér GABAergnich neuronti zlstdva az do dospélosti (Del Rio et al.,
1992). U cloveka se populace progenitorovych bunék, znichz se diferencuji korové
GABAergni neurony, nachdzi na dvou mistech. Prvni populace se nachadzi v dorséalni ¢asti
piredniho mozku ve subventrikuldrni a ventrikularni zoné€ a ptedstavuje dvé tietiny téchto
progenitorovych bunék. Zbyvajici tietina se rozprostird ve ventralni ¢asti pfedniho mozku

(Letinic et al., 2002). Na fezech kortexu potkana bylo ukazano, ze GABAergni neurony
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mohou svoji aktivitou zpétné€ snizit mitotickou aktivitu neuralnich progenitorovych bunék,
z nichz byly diferenciovany. Pfi¢nou je téméf excitoxicky stav vyvolany zvySenym vtokem
Ca?" skrz GABA4 receptory na synapsi mezi GABAergnimi neurony a mateiskou populaci
progenitorovych bun¢k. Pravdépodobné v pozdni fazi embryonalniho vyvoje jiz neni potieba
zvysené proliferace korovych progenitorovych bunék, jelikoz pocet GABAergnich neuronti
bude stejn¢ vlivem protizky zredukovan (LoTurco et al., 1995).

Na bunécéné tirovni je GABAergni signalizace zdsadni pro maturaci neuront ptedniho
mozku. Pokud dochdzi v embryonalni fazi k excitaci bunky neuropienaSeCem GABA, tak u
daného neuronu dochazi k nartstu poctu dendritti a k jejich prodlouzeni (Cancedda et al.,
2007). Na vzorcich lidského kortexu pak byla zkoumana velikost a hustota GABAergnich
neuroni v riznych fazich casného ontogenetického vyvoje. Béhem prvniho trimestru
téhotenstvi byly tyto neurony malé se zakulacenym tvarem a v korovych oblastech se
vyskytovaly pouze ziidka. Ve druhém trimestru se neurony zvétSily a narostl 1 pocet jejich
vybézkl, vyrazné se zvysila jejich hustota a také zacaly migrovat do svych cilovych oblasti.
Ve tretim trimestru GABAergni neurony jiz velikosti dosahovaly parametri maturovanych
neuronll. Po porodu zafalo mnoZzstvi téchto neuronti pozvolna klesat a jejich migrace
kompletné zmizela pil roku po porodu. Hustota GABAa receptorti korespondovala s aktivitou
GABAergnich neuront, v prvnim a druhém trimestru byla nizkd a zaCala se zvySovat az
pocatkem tretitho trimestru. Lidsky GABAergni signalizacni systém se tak v korovych
oblastech a bilé hmoté vyviji od poloviny té¢hotenstvi a plné¢ vyvinuty je az v prvnich letech
zivota jedince (Xu et al., 2011).

Na fezu hipokampu potkaniho embrya v pozdnim fetdlnim obdobi byl demonstrovan
vyznam neuropienaSece GABA pro tvorbu prvnich fungujicich neurdlnich siti. VétSina
interneurontl, které tvofily pfedev§im GABAergni synapse, byla béhem E18 jiz synapticky
propojena s dal§imi interneurony, zatimco glutamatergni pyramidalni bunky, jeZ jsou
odpovédné za tvorbu neuralnich siti v dalSich fazich Zivota, byly v tomto dni jesté z drtivé
vetsSiny neaktivni. O 4 dny pozdéji, pii porodu, vykazovaly aktivitu jiz vSechny interneurony,
pfi¢emz pyramidalni buniky byly aktivni pouze z 15 %. V tomto obdobi interneurony, s axony
vedoucimi pfedev§im na GABAergni synapse, navic dokazaly uz na synapsich na konci
jinych axoni sekretovat glutamat, avSak tento typ synapse zlstal v minorit¢ (Hennou et al.,
2002). Tvorba neuronovych siti je usnadnéna diky aktivit¢ GABAa receptort, pies které
miiZe jesté na konci fetalniho obdobi dochézet ke silnému vtoku Ca?* iontli. Takto silny vtok
Ca?" vyznamné posiluje jesté nezralé synapse. V prvnim postnatalnim tydnu se tento jev

pfestava vyskytovat, coz je dano pteklopenim polarity GABAergni signalizace. Pfi
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elektrofyziologickém méfeni, jez probihalo na hipokampalnich neuronech potkana, tvofil
tento vtok specifické velké spiky. Ty byly pozorovany i v dalSich strukturadch predniho mozku
— v kortexu a thalamu, ale také v miSe ¢i retin¢. Timto zpisobem neurony sekretujici GABA
preménuji tiché neurony na neurony aktivni (Kasyanov et al.,, 2004). V pifedchozich
odstavcich byly zminény pfedevsim hipokampus a kortex, ackoliv tyto principy jsou platné
pro cely pfedni mozek.

Jeden z dobrych piikladi vlivu GABAergni signalizace na neurogenezi predstavuji
olfaktorické laloky. Na mySim modelu byla méfena koncentrace GABA v této mozkové
struktuie v riznych stadiich vyvoje. Nejvyssi koncentrace byla zaznamenana mezi E13 a E21,
od té doby koncentrace zacala postupné klesat a, pti porodu doslo k ndhlému, prudkému
snizeni na polovi¢ni hladinu a poté klesajici trend pokracoval az do dospélosti (Miranda-
Contreras et al., 2000). MnoZstvi GABAergnich receptorti je vi¢i zminéné koncentraci
GABA v téméf recipronim vztahu, coz dokazuji dva navazné vyzkumy na fezech
olfaktorického laloku potkana. V olfaktorickém laloku je fizena laterdlni inhibice mezi
mitralnimi a granularnimi neurony, ptes synapse obsahujici GABA4 receptory. Od P3 do P15
dochazi k nariistu poctu téchto GABAergnich inhibi¢nich synapsi, ¢imz se zvySuje souhrnna
mira inhibice. Od P15 do P30 pocet synapsi sice stale roste, ale nasledkem nizsi frekvence
vzruchti velikost inhibice klesa. Pocet GABAA receptort tak od porodu do P30 narista (Dietz
et al., 2011). Receptory GABAg byly ve dnech E16-18 objeveny pouze v povrchovych
vrstvach olfaktorického laloku. Mnozstvi GABABg v téchto povrchovych vrstvach se ve dnech
P2, P7, P10 zvétSovalo a v P12 bylo mnozstvi srovnatelné s mnozstvim u dospélého jedince
(Panzanelli et al., 2004). Do porodu se v olfaktorickém laloku tedy zvySuje koncentrace
GABA a nasledné klesa, zatimco mnozstvi GABAergnich receptorii vyznamnéji roste az od

narozeni.

22



4 Benzodiazepiny

BDZ jsou sedativni anxiolytickd farmaka, jejichz plisobeni je zaloZzeno na potenciaci
uc¢inku neuroptenaSeCe GABA. Bézné jsou predepisovana pii epilepsii, pii tzkostnych
stavech, proti nespavosti, proti bolesti nebo jako anestetika. Ackoliv jejich chronické uzivani
neni doporucovano, v bézné praxi tomu tak vzdy neni a nékdy byvaji BDZ ptedepisovany
dlouhodobé. Doporucené uzivani je v soucasné dobé omezeno na dobu maximalné 4 tydni,
piicemz zadné rozsahlejsi klinické zkousky netestovaly uzivani po dobu delsi nez 8 tydnd.
Nebezpec¢i spociva jednak v tvorbé zavislosti na BDZ, kterd svou intenzitou odpovida
zavislosti na alkoholu, ale také v pfimém poskozeni fyziologickych funkci organismu. Byly
zaznamenany negativni vlivy na kognitivni schopnosti, zhorSeni psychického stavu, zvySena
pravdépodobnost vyskytu demence ¢i Castéj$i zranéni zplisobend pady. I ptesto jsou BDZ u
témeért jedné tietiny starSich lidi pfedepisovany dlouhodobé a tento trend roste. V Cele tohoto
trendu stoji USA, kde se za posledni dekadu ztrojnasobil pocet uzivatelti a vyznamny podil z
nich uzivd BDZ dlouhodobé. Ani Evropa v tomto trendu nezlstavd pozadu, kdy podle
odiivodnénych odhadl 15 % dospélych z evropskych zemi alespont jednou ro¢né dostalo
predepsany recept na BDZ. Tato skupina farmak byva Casto predepisovana spole¢né s
antidepresivy, ovSem na jejich vzajemné potencidlni farmakologické interakce taktéz chybi
klientské studie (Lim et al., 2020).

Nedéavno provedend metaanalyza ze 14 studii se zabyvala negativnimi vlivy BDZ na
lidskd embrya a zamé&fovala se 8 nejcastéji uzivanych BDZ. Metaanalyza zkoumala n¢kolik
kritérii a kazdé z nich muselo byt vyhodnocovano alespon ze 3 studii. S 95% konfiden¢nim
intervalem se pocital pomér Sanci vyskytu jednotlivych patologii. Pomér Sanci vyskytu
spontanniho potratu pfi vystaveni plodu BDZ byl vypocitan na 1,86 (tedy o 86 % vétsi Sance
na potrat) ze vzorku 3400 plodii vystavenych BDZ a 1.200.000 kontrolnich. Poméru Sanci
vyskytu dalSich kritérii — pfed€asného porodu: 1,96 (z 2700 exponovanych a 1.300.000
kontrol), nizké porodni vahy: 2,34 (z 2700 exponovanych a 1.300.000 kontrol). U téchto 1
dalSich kritérii se pomér Sanci vyskytu pohyboval okolo ¢&isla 2, pficemz piekroceni tohoto
Cisla ¢i ¢islo blizici se mu byva interpretovano jako negativni plisobeni zkoumaného jevu na
populacéni zdravi (Grigoriadis et al., 2020).

Dalsi nedavnéd metaanalyza zjiStovala prevalenci uzZiti BDZ matkou do 12 mésicl pied
t€hotenstvim, béhem te¢hotenstvi a do 12 mésicii po té¢hotenstvi. Data byla ziskana ze 32 studii
provedenych ve 28 zemich a z celkem 7.300.000 porodt. Prevalence uziti BDZ do 12 mé&sict

pied té¢hotenstvim dosahovala 0,9 %. Béhem téhotenstvi byla souhrnnd prevalence 1,9 %
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s tim, Ze byla nerovhnomérné rozloZena — prvni trimestr byla 0,5 %, druhy trimestr 0,3 % a
tieti trimestr vystoupala na 3,1 %. Do 12 mésict po porodu se prevalence snizila na 0,5 %.
Béhem tc¢hotenstvi predstavoval nejvice uzivany BDZ Lorazepam, nasledoval Zolpidem a
poté Oxazepam. Prevalence byla nerovnomérné rozlozena také mezi regiony a ve vychodni
Evropé vyznamné pievysovala prevalenci v ostatnich regionech na planeté. Toto rozlozeni ale
muze byt dano uzitim alternativnich farmak v regionech s nizsi prevalenci BDZ (Bais et al.,

2020).

4.1 Farmakokinetika benzodiazepinii

Na zéklad¢ farmakokinetickych vlastnosti mizeme BDZ rozdélit do skupin podle
struktury, doby trvani Uc¢inku ¢i podle polocasu eliminace. Benzodiazepiny, kam nyni spada
jiz vice nez 60 druht latek, obsahuji na Grovni chemickych struktur diazepinovy kruh. Dé¢li se
podle toho, zda jako dalsi strukturu obsahuji benzenové jadro, pyridyn nebo thiofenol. Doba
trvani G¢inkd déli BDZ na kratkodobé, jez plisobi do 24h a dlouhodobé, jejichz Ucinek trva
déle nez 24h. Podle polocasu eliminace (ti2) se rozdéluji na ultrakratké (ti. < 6h), kratké (ti2
= 6h), sttednédobé (t12 = 6-24h) a dlouhodobé (ti2 > 24h), pticemz plati, ze k téméf uplné
eliminaci je potfeba doba zhruba péti polocast eliminace.

Prvnim krokem farmakokinetiky latek je absorpce, kterd zavisi na zplisobu podani.
Nejcastéjsim zplisobem podadni BDZ je perordlni, vyuziva se ale také intraven6zniho,
intramuskularniho a rektalniho zptisobu podavani. U peroralniho podani se mezi latkami této
skupiny vyrazn€ liSi doba do ndstupu uc€inku ¢i doba do maxima ucinku (tmax), kdy
phenazepam dosahuje maximdalniho u¢inku po 3 hodinach, zatimco flubrozepam po 12
hodinach (Lomas a Maskell, 2015; Moosmann et al., 2013). Podani v riznou denni dobu je
faktorem, jenZ vyrazné ovliviiuje tmax a t12, u triazolamu podaného v ranni hodiny bylo tmax =
13 min a ti» = 2,9 h, zatimco pii veCernim podani doslo k prodlouzeni hodnot na tmax = 22
min a ti2 = 3,8 h (Smith et al., 1986)

DalSim farmakokinetickym krokem je distribuce, jejiz parametry se u jednotlivych
BDZ vyrazné 1isi. Biodostupnost triazolamu pii peroradlnim podéani dosahuje 44 %, nacez
biodostupnost diazepamu je velmi vysokych 97 % (Kroboth et al., 1995; Ochs et al., 1982).
Vazba na plazmatické bilkoviny dosahuje u alprazolamu 70 % a u diazepamu je témét
absolutni (Garzone a Kroboth, 1989; Klotz et al., 1976). Mezi jednotlivymi latkami se velmi
1181 1 distribu¢ni objemy (V4), oxazepan ma V4 = 0,27 1/kg, zatimco flunitrazepam je V4 = 4,4
I/kg (Sonne et al., 1988; Drouet-Coassolo et al., 1990), budou tedy odlisn¢ pronikat do

cilovych kompartmentt.
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Nasledujicim krokem je biotransformace, ta pro BDZ probiha s nejvétsi mérou
v jatrech. Behem 1. faze biotransformace, kdy se pfedevsim zvySuje hydrofilnost latky, bylo u
vétSiny BDZ pozorovano, ze prochdzeji oxidaci. Tato reakce je nejCastéji katalyzovana
enzymy rodiny cytochromt P450, predevSim zastupcem CYP3A4, dale pak CYP3AS,
CYP2C19, CYP2B6, CYP2C18 a CYP2C9. Nejaktivngjsi znich — CYP3A4 muze
katalyzovat konjugaci glutationu stémi BDZ, jez maji ve své struktufe zabudovanou
nitratovou skupinu, a zpusobit tak jaterni cytotoxicitu (Mizuno et al., 2009). Polymorfismy
jednotlivych cytochroma P450 zptisobuji u postizenych jedincti znané rozdily ve schopnosti
metabolizace BDZ. V nékterych ptipadech byl diazepam metabolizovan dvakrat déle nez u
jedincti se standartni alelou (Goldstein, 2001). Ve II. biotransformacni fazi Casto pusobi
enzym uridin 5-difosfo-glukuronosyltransferaza, ktery katalyzuje konjugaci metabolitu prvni
faze s glukuronidem. Nékter¢ BDZ, jez obsahuji hydroxylovou skupiny, napt. lorazepam a
oxazepam, preskakuji I. fazi a Gi¢astni se piimo této reakce. To z nich ¢ini BDZ s kratsi dobou
ucinku (Court et al., 2002).

Poslednim farmakokinetickym krokem je eliminace. BDZ se svymi vlastnostmi
v tomto kroku od sebe opét velmi odliSuji. To lze vidét na jiz zminéné klasifikaci BDZ dle
tin, kde kazdd zkategorii je Siroce zastoupena. Metabolity BDZ vtéle koluji 1
nékolikanasobné déle nez samotna podana latka, elimina¢ni doba metabolitu flubromazepam
spole¢ného pro nékolik BDZ dosahuje az 28 dni (Moosmann et al., 2013). Hlavni exkrecni
cestou BDZ a jejich metabolith je exkrece moci, v niz se nachazi 1-20 % plvodniho
biologicky aktivniho BDZ, dalsi cestou je exkrece stolici (Manchester et al., 2018).

Tato prace vyuziva jako modelovou latku benzodiazepinl clonazepam (CZP), a tak
bude pfiblizena jeho farmakokinetika. V jedné ze zdkladnich studii byla 12 zdravym
subjektim se stafim mezi 23 a 50 lety poddna peroralnég, intraven6zné €i intramuskularné
jednorazoveé davka 2 mg CZP. Krevni vzorky jim byly odebirany né€kolik desitek minut pred
podanim, po podani prvné kazdou hodinu se snizujici se frekvenci az po 120 hodin od podani.
Pti peroralnim a intramuskularnim podani CZP vykazoval 90% biologickou dostupnost, ¢imz
se fadi mezi BDZ s vyssi biologickou dostupnosti. Pro peroralni podani bylo zméfeno tmax =
1,7 hod, absorp¢ni poloc€as trval 24 min, a pii intramuskularni aplikaci tmax = 3,1 hod.
Vsechny zplisoby podani mély eliminac¢ni polocas shodné ti» = 40 h. Plazmaticka clearance
(CL), tedy mnozstvi krevni plazmy ocisténé od CZP, dosahovala hodnoty 50 ml/min.
Distribuéni objem c¢inil Vg = 2,3 l/kg, v ¢emz zastava CZP mezi BDZ pozici s primérnou
hodnotou (Crevoisier et al., 2003). Dalsi farmakokineticka studie byla vedena podobn¢, avSak

se zaméfenim na dlouhodobéjsi podavani farmaka. Vystupovalo v ni 9 zdravych subjektl
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mezi 18 a 40 lety a peroraln¢ jim bylo podavano 3x denné 0,5 mg CZP po dobu 7 dni — bézné
klinické davkovani. Krevni vzorky jim byly odebirany v prub¢hu prvniho, tfetiho a sedmého
dne, nacez byli subjekty 7 dni bez farmaka a jednou denné¢ jim byla odebrana krev.
Vysledkem bylo vypocteni absorpcniho polocasu na 24 min, ti» = 40 h, CL = 72 ml/min.
Dalsim stanovenym parametrem byl akumulacni pomér, kdy 1 znamena nulové hromadéni
latky v téle. Pro CZP se stanovila hodnota na 3,3, coz tuto latku fadi mezi pomérné vysoce se
akumulujici latky a autofi naznacuji, Ze davkovani jednou denné¢ je dostacujici, aby se CZP
pii chronickém uzivani neakumuloval (Greenblatt et al., 2005). Ob¢ studie dosly az
k ptekvapivé podobnym vysledkiim, a tak ztoho lze usoudit, ze tyto farmakokinetické
parametry jsou platné. OvSem ob¢ byly provedeny na dospélych lidech, pficemz nasledujici
vyzkum na potkanech ukazal, Zze farmakokinetika CZP se méni v zavislosti na
ontogenetickych fazich organismu (Wang et al., 1992).

Na zakladé hypotézy o zavislosti farmakokinetiky CZP na véku byl proveden vyzkum
na 300 potkanech ve véku P7, P14 a P28, jimz byla jednordzové aplikovana subkutanni
injekce v koncentraci 2,5 mg/kg. Vysledky byly porovnany s dospélci, jimz vsak byl podan 1
mg/kg a dopocitan na koncentraci CZP podanou mlad’atiim. Autofi n€kolikrat provedli krevni
odbér s postupné se prodluzujicimi intervaly, kdy posledni byl proveden 8 h od aplikace a
nasledné¢ byl potkanim vypreparovan mozek. Doba nastupu maximalniho ucinku se
s vyvojem potkanti snizovala: pro P7 tmax = 61 min, pro P14 tmax = 53 min a pro P28 tmax = 25
min. Doslo ke zvySovani distribu¢niho objemu: P7 Va4 = 2,4 I/kg, P14 V4 = 2,5 l/kg, P28 V4 =
3,4 lkg, smaturaci se tedy vice farmaka dostivalo do tkani. Elimina¢ni poloCas se
s pfibyvajicim vékem snizoval: P7 tip = 79 min, P14 ti» = 65 min, P28 ti» = 37 min.
Souhlasné s tim se tak zvySovala plazmaticka clearance: P7 CL = 20 ml/min/kg, P14 CL = 30
ml/min/kg, P28 CL = 60 ml/min/kg. Z odebranych mozkii vyzkumnici potvrdili tyto
vysledky. Béhem ontogenetického vyvoje tak dochdzi k rozvoji mechanismu distribuce a
metabolizace farmaka — nastup maximalniho ucinku se zrychluje, vice CZP se dostava do
tkani, nacez je také rychleji metabolizovan a rychleji vyplavovan z krevniho obéhu do moci.
Rozvoj téchto parametri ovSem vrcholi s piechodem do dospélosti (P28) a poté se ucinnost
téchto systému postupné zase snizuje. Dospélec mé tak delsi tmax, VysSi ti, nizs§i CL a nizsi
Va4 nez P28. Vék hraje tedy u farmakokinetiky CZP zéasadni roli (Wang et al., 1992). U lidi
byla provedena méné obsahléd farmakokineticka studie na 22 plodech a novorozencich od 28.
do 41. gestatniho tydne, respektive do 23 dni po narozeni. Protokol zahrnoval podéavani 0,1
mg/kg CZP jednou denné po dobu az 11 dni. Tato davka dostacovala k potlaceni

epileptickych zachvatli u 19 jedincl. Zajimavé je, ze zbyli 3 jedinci, u nichZ se nepodafilo
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zachvaty potlacit, vykazovali bud’ velmi nizkou nebo velmi vysokou plazmatickou
koncentraci v porovnani s ostatnimi (André et al., 1991). Podrobnéji se farmakokinetikou
CZP zabyvala retrospektivni studie na 137 détskych a mladistvych pacientech, kdy 31 z nich
uzivalo pouze CZP a zbyli pacienti uzivali CZP v kombinaci s jinym anti-epileptickymi 1éky.
Pacienti uzivali Iéky nékolikrat denné po dlouho dobu, pficemz vyzkumnici se zde zamétovali
predevsim na pomér koncentrace CZP v krvi (level; ng/ml) a uzité¢ davky (pg/kg/den); tedy
L/D. S rostoucim v€ékem se ve skupin¢ uzivajici pouze CZP tento pomér mirn¢ zvysoval: pro
stati 0—4 let L/D = 0,46, pro 5-9 let L/D = 0,48, pro 10—14 let L/D = 0,51 a pro 15-18 let L/D
= 0,57. Stejny trend navySovani se prokazal i u zbylych pacienti. Béhem dospivani se tak
mirnym tempem zvySuje mnozstvi biologicky aktivniho CZP z podané davky. Za zminku
stoji, Zze s rostouci aplika¢ni davkou CZP se zvySovala odchylka v krevni koncentraci od
praméru — at’ jiz kladnym ¢i zapornym smérem. Vice se tak zacaly projevovat individudlni
rozdily v metabolizaci tohoto farmaka (Yukawa et al., 2001).

Na zakladé¢ vyse zminénych dat, tedy schopnosti jednotlivych kohort potkanti
distribuovat a metabolizovat CZP, a pfedevsim trend s vrcholem téchto schopnosti na konci
dospivani (Wang et al., 1992), L/D zminéné vyzkumu na détskych a mladistvych pacientech a
jeho trend (Yukawa et al., 2001) a L/D dopocitané¢ na hodnotu 0,25 z dospélych lidskych
subjektii (Crevoisier et al., 2003) lze predpokladat, ze trend schopnosti distribuovat a
metabolizovat CZP v riznych fazich ontogeneze je u lidi obdobny jako u potkani. Tyto
schopnosti se vyvijeji a zesiluji s tim, jak plod a poté mladé stdrne a maturuje, ale to pouze do

doby, nez pln¢ dospéje. V dospélosti se tyto schopnosti opét postupné zacinaji snizovat.

4.2 Mechanismus piisobeni benzodiazepinu a souvislost s GABA

Benzodiazepiny se vdzou na své receptory s pomérné vysokou specifitou. Zpravidla
jako agonisté pozitivné moduluji GABAA receptory a cili na specifické struktury CNS, které
jsou proto hlavnim cilem pro jejich terapeutickém uzivéani. Také se s riznou afinitou vadZou na
periferni benzodiazepinové receptory (PBR), pficemZ klinicky vyznam této vazby byva
zpravidla zanedbatelny.

Hlavnim vazebnym mistem pro BDZ jsou specifické podjednotky GABA 4 receptorti.
Je dobré zminit, ze BDZ nejsou jediné latky, jeZ moduluji aktivitu téchto receptort. Dal§imi
jsou vSemozné druhy toxini, barbituraty, anestetika, neurosteroidy, insekticidy, rostlinné
latky ¢i ethanol. GABAA receptory jsou nejvice exprimovany v nervové tkani a specificky
CNS, ale Ize je nalézt i v dalSich organech. VSechny tyto receptory také nejsou stejné — jsou

tvofeny z tfi az péti riznych podjednotek. V soucasné dobé€ jsou u savcii zndmy isoformy
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podjednotek alfa (o) 1-6, beta (B) 1-3, gama (y) 1-3, delta (9), r6 (p) 1-3, epsilon (g), ypsilon
(v) a pi (m). Z nich je utvofen prstencovity komplex s centralné umisténym iontovym kanalem
selektivnim pro chloridové a hydrogenuhli¢itanové ionty. VétSina GABAA receptort se sklada
z kombinace isoforem podjednotek a, B, y (nejrozsifenéjsi kombinaci predstavuji dveé a-2, dveé
B-2 a jedna y-2), ale n¢které makromolekuly receptorti maji zabudované i zbylé podjednotky,
anebo jsou z nich kompletné poskladany. Z hlediska funkéni struktury néas zajimaji predevsim
kapsy, jez jsou utvofeny na extraceluldrni strané prstencovitého komplexu mezi kazdymi
dvéma sousedicimi podjednotkami. Tyto kapsy funguji jako vazebné misto a iontovy kanal
GABAA se fyziologicky otevira, pokud se GABA navaze na rozhrani podjednotek o/p. Afinita
BDZ k rozhrani dvou sousedicich podjednotek urcuje miru modulace iontového kanalu. Pti
téchto alosterickych modulacich se BDZ zpravidla vazou na o/y, nékteré BDZ se ale mohou
vazat 1 na jinou kombinaci. Pisobeni BDZ na GABAAa receptor byva vétSing piipada
aktivaéni a zvysi tak tok C1" a HCO® iontli do buiiky. Nicméné né&kolik latek této skupiny pfi
vazbé¢ na specifickou kombinaci podjednotek plisobi antagonisticky s nasledkem zablokovani
vazebného mista, ¢i p¥imo inhibi¢né& na aktivitu GABAA,, kdy se snizi tok CI" a HCO® iontl
do bunky. Piikladem je vazba diazepamu na a-4/y, kdy nedochazi ke zméné aktivity
receptoru, pfitom pii vazbé€ na jina rozhrani plisobi aktiva¢né. Diazepam je jednim z nejméné
selektivnich BDZ s Sirokou paletou ucinkd, jez jsou hypnotické, sedacni, anxiolytické ¢i svaly
uvoliujici. Na zaklad€ specifity afinity k podjednotkam byly pokusy vytvofit vysoce
selektivni BDZ s cilem navodit pouze Uzké spektrum uUc¢inki, avSak ukézalo se, ze vazebné
misto urcitych sousedicich podjednotek neni jedinou proménnou urcujici vysledny efekt na
kognitivni schopnosti. Dal§im velmi vyznamnym faktorem je odliSna mira exprese
jednotlivych isoforem podjednotek v riznych ¢astech CNS. Nezavisi pak pouze na ucinku na
jednotlivou buiiku ale na souhfe komunikace bun€k z riznych struktur CNS pro pozadovany
efekt na kognitivni schopnosti. Vyssi specifity t€inku lze pak dosdhnout tvorbou BDZ, jeZ se
bude véazat na kombinaci méné exprimovanych podjednotek nebo podjednotek s vyssi

strukturni odliSnosti od ostatnich, tedy napft. rozhrani y-2/ y-3 (obr. 4; Sigel a Ernst, 2018).
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Obr. 4 Podjednotky GABAA receptoru (Sigel a Ernst, 2018). Leva cast obrazku ukazuje
nejrozsirenéjsi kombinaci podjednotek GABAA4, tedy dvé o, dvé B a jedna y, u podjednotek
jsou vypsany jejich zndmé isoformy. Prava cast obrazku ukazuje vazebnd mista (ovaly
riznych odstinli zelené) na GABAa, kterd jsou na rozhrani podjednotek. Ukazuje také
vazebné misto pro GABA, které se nachédzi na rozhrani podjednotek o/f (hnédy kruh) a
nejcastcjsi vazebné misto pro BDZ, jenzZ se nachédzi na rozhrani o/y (oranzovy kruh).

Dal$im vazebnym mistem BDZ je periferni benzodiazepinovy receptor (PBR), jez se
nachazi témét ve vSech tkanich a predstavuje vazebné misto specifické témét vyhradné pro
benzodiazepiny. Mezi tkdnémi se Siroce odliSuje mira jeho exprese — ve velmi malém
mnozstvi se nachazi v CNS, zatimco ve vysoké mife je exprimovan v sekrecnich tkanich jako
jsou adrenergni Zlazy, slinné Zlazy, nosni epitel, ¢i varlata. Vys§i hustota v miSe je pak
kontrastem kjeho niz§i mife v mozku, ovSem pii nékterych neurodegenerativnich
onemocnénich dochézi i tam ke zvySeni jeho exprese. To bylo prokazano na excitotoxickych
modelech potkana a na striatu pacientil trpicich Alzheimerovou ¢i Huntingtonovou chorobu.
Gen PBR je evolu¢né velmi konzervovan. Na bunééné tirovni se PBR nachézi pifedev§im ve
vngj$i mitochondridlni membrané, kde je soucasti komplexu trimerniho napétové zavislého
aniontového kandlu (VDAC) nebo pienasece adeninovych nukleotidi (ANC). Svou ¢innosti
se PBR podili na d¢jich steroidogeneze, mitochondridlni respirace, apoptdézy a bunécné
proliferace. Koncentrace ligandi PBR pak udava, jaky z téchto dé&jii je podpoten, pti vyssich
koncentracich dochdzi k podpofe ristu bunky, zatimco pii niZSich je rist bunky inhibovan.
Mezi BDZ panuji velké odliSnosti v afinité¢ ke PBR — diazepam se vaZe s vysokou afinitou ke
GABAA 1 k PBR, zatimco CZP vykazuje vysokou afinitu pouze ke GABAAa, ke PBR nikoliv
(Corsi et al., 2008).

Jak jiz bylo zminéno, BDZ se v ptfipadé GABAa nejvice vazou na rozhrani

podjednotek a/y. CZP v tomto neni vyjimkou, coz bylo potvrzeno v nasledujicich studiich.
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Pomoci metody imunoprecipitace vyzkumnici na mozkové tkani potkana zkoumali afinitu
CZP k riiznym isoformdm a podjednotek. GABAAx receptoru. Nejvyssi afinitu vykazoval CZP
k podjednotce a-3, zhruba poloviéni poté k a-1 a a-2, pficemz k a-5 byla jeho afinita témét
nulova (McKernan et al., 1991). Stejnou metodou na modelu potkana byla zkoumana i afinita
ke v podjednotkdm. CZP, ktery byva povazovan diky svym u¢inktim za silného agonistu, mél
velmi silnou afinitu ke y-2 podjednotce, sniZzenou poté ke y-1 a y-3. Isoforma y-2 je také
v mozku dospélého potkana nejvice exprimovanou isoformou, v mnohem mensi mife jsou
poté exprimovany y-1 a y-3 (Benke et al., 1996). Na mozkové tkani lidskych epileptickych
pacientli post mortem se zkoumalo pomoci patch-clamp a métenim proudu pii vazbé¢ GABA
ke GABAA a po modulaci CZP. Vyzkumnici potvrdili, ze CZP se s vyssi afinitou vaze
k podjednotkdm a-1 a a-2 a navic zjistili, ze CZP vykazuje nizkou afinitu k a-4 a §
podjednotkdm GABAA4 receptoru (Brooks-Kayal et al., 1999). Zjistovala se také mira afinity
CZP ke PBR pomoci testu vazby ligandu na periferni tkdné potkand, jimiz byly ledviny,
srdce, adrenergni Zlazy a trombocyty. Afinita CZP ke PBR byla v tomto pfipad¢ témer
nedetekovatelna (Le Fur et al., 1983). Shrnuto — CZP se velmi dobie vaze k a-3 a y-2, dobfe
pak k a-1, a-2, y-1 a y-3. Nejcastéjsi kombinace podjednotek GABAA receptoru v mozku se
sklada ze dvou a-2, dvou B-2 a jedné y-2, coz znamend, ze CZP se k t€émto receptorim dobie
vaze vcelé CNS. Farmakodynamika BDZ a specificky CZP nam pomuze pochopit, jak
jednotlivé struktury CNS reaguji na tyto latky.
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5 Cile prace

Ptedchozi vysledky nasi a spolupracujici laboratofe ukazaly, ze systémové podani
klonazepamu (CZP) mlad’atim potkana mezi P7 a P11 vede v kortexu a hipokampu ke
zméndm v expresni hladiné nékterych podjednotek glutamatovych a GABA receptorti
(Kubova et al., 2020, 2018). Cilem této diplomové prace bylo posoudit, zda podavani CZP
v tomto vyvojovém stadiu ovlivni vyvoj cirkadiannich rytmi v hipokampu, frontalnim
kortexu a ¢ichovych lalocich.

Na prtikladu tfi hodinovych geni jsme sledovali vliv subchronického podéani CZP na
vyvoj cirkadianniho hodinového mechanismu, a dvé podjednotky GABA receptori byly
zvoleny pro své spojeni se vznikem neurovyvojovych onemocnéni. Exprese genu Stat3 byla
studovéana pro pifipadné propojeni mezi GABAergni neurotransmisi a neuroinflamatornimi
zménami v mozku.

Srovnani mezi skupinami kontrolnimi a ovlivnénymi CZP bylo provadéno v P18, tedy

sedm dni po aplikaci CZP a v P60, tedy u dospélych zviftat.
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6 Metodika

6.1 Experimentalni paradigma

Pokus byl proveden na dvou kohortach potkani kmene Wistar. Prvni kohorta
zahrnovala 56 osmndcti-dennich samct (dale jako P18). Z nichz 28 zvifat bylo kontrolnich a
zbylym 28 zvifatim byl mezi 7. a 11. dnem po narozeni kazdy den aplikovan CZP (skupina
dale jako CZP). CZP byl podavan v mnozstvi 1 mg/kg/den ve formé suspenze ve
fyziologickém roztoku s pfimési Tween 20.Shodné u obou skupin P18 byli vzdy 4 potkani
usmrceni po 4 hodinach jejich CT, aby ¢asovy rozsah pokryval cely den. Po usmrceni bylo
pokusné zvite v fadech minut zpracovéano a byla z n¢j extrahovéana a uchovana prislusna ¢ast
mozku. Kontrolni 1 CZP skupina zahrnuji ¢tvefice zvifat v ¢asovych intervalech CT0, CT4,
CT8, CT12,CT16, CT20 a CT24.

Druhd kohorta zahrnovala 40 Sedesati-dennich potkant (dale jako P60). Kontrolni
skupinu zde tvoftilo 20 zvifat. CZP skupiné tvotené 20 potkany byl podavan CZP ve stejném
schématu jako v pfipad¢ P18. Pribeh usmrceni, extrakce a uchovani pottebnych ¢asti mozku
byl totozny jako u P18. Kontrolni i CZP skupiny byly tvofeny péticemi zvifat, z nichz byli
vzdy 3 samci a 2 samice. Tyto pétice maji mezi sebou rozdil 6 hodin CT, ¢asové intervaly
jsou tedy CT6, CT12, CT18 a CT24. Vzhledem k periodicité je pii vyhodnocovani pouzito
CT24 1 jako CTO.

Zkoumanymi geny byly B2m, Bmall, Perl, Nridl, Gabrd, Gabbr2 a Stat3.

6.2 Izolace RNA

Tkan byla rozmrazena po skladovani pii teplot¢ -80°C. Ve vSech krocich byly
pouzivany sterilni zkumavky a pracovni néstroje. Prvnim krokem je homogenizace tkané, kdy
bylo do zkumavek napipetovano 1000 pl RNAzolu, pfiddny homogeniza¢ni kuli¢ky a zhruba
100 mg tkané, kterd byla po pfidani nizkami rozstiihdna na drobné kousky. Samotna
homogenizace probihala v oscilaénim mlynu Retsch MM2000 a to pii frekvenci 30Hz a po
dobu 10 minut. Po homogenizaci byly vzorky stoeny na centrifuze (11000g, 10 minut, 4°C)
a nasledné se z ptivodni zkumavky odebralo 800 pl supernatantu do nové zkumavky a k tomu
se pridalo 320 pl ultracisté vody. Roztok byl protiepan a nechal se inkubovat po dobu 10
minut pi1 pokojové teploté (25°C). Nasledovalo stdeni vzorku na centrifuze (12000g, 15

minut, 4°C) a opétovné odebrani supernatantu — nyni 1000 pul — do nové zkumavky. Pro
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vysrazeni RNA se k supernatantu piidalo 1000 pul isopropanolu, roztok se promichal a opét se
nechal inkubovat 10 minut pfi pokojové teploté. Poté byl vzorek centrifugovan (12000g, 10
minut, 4°C) a ze zkumavky byl opatrné odpipetovan a vyhozen supernatant. Ve zkumavce
zbyl pouze sediment, k némuz bylo pfidano 500 pl 75% EtOH a naez byla smés rucné
promichdna tak, aby sraZenina z ptivodniho sedimentu nyni plavala v EtOH. Nasledovala
centrifugace (8000g, 2 minuty, 4°C) a odpipetovani EtOH ze zkumavky. Posledni krok se
opakoval — opét se ptidalo 500 pl 75% EtOH, vSe bylo ru¢né promichéno, zkumavka se
centrifugovala (8000g, 2 minuty, 4°) a poté byl veskery EtOH odebran. Do zkumavky bylo
piidano 200 ul ultracisté Aq a cely obsah zkumavky se promichal. Pak byl vzorek vlozen

k inkubaci do termoblo¢ku na 10 minut pfi teploté 55°C.

6.3 Prepis RNA do cDNA

Na nanodropu byla zméfena koncentrace vzorku. Poté byly vyfazeny vzorky s velmi
nizkou koncentraci. Dle vzorku s nejniz§i pouZitelnou koncentraci se dopocitalo natedéni
zbyvajicich platnych vzorka tak, aby vysledny objem byl 10 ul. Do malé cyclerové zkumavky
byla napipetovana ultradista Aq a také vzorek dle predchozich vypocti. K tomu se
napipetovalo 10 ul mastermixu (2 ul 10x RT pufr, 0,8 ul 25x ANTP mix, 2 ul 10x RT nédhodny
primer, 1 ul reverzni transkriptaza, 4,2 ul ultraCista Aq). Nasledoval prepis RNA do cDNA —
vzorek byl vloZen do pfistroje Bio-Rad T100 ThermoCycleru, na némz byl spustén nasledujici

program: 25°C, 10 min; 37°C, 120 min; 65°C, 5 min; 4°C do doby vyndani vzorku.

6.4 Kvantitativni real-time PCR

Vzorek se natedil napipetovanim 80 pl ultracisté Aq do mikrozkumavky, v niz bylo 20
ul vzorku. Poté byl vytvofen byl v nové mikrozkumavce vytvofen vzorkovy pool, jenz
obsahoval 2 ul od kazdého vzorku dané kohorty. Podle protokolu bylo vypocitano mnoZstvi
jednotlivych komponent PCR master mixu specificky pro sledované geny. Dle vypoctu byly
do cisté zkumavky v odpovidajicim mnoZstvi napipetovany komponenty master mixu
v pomérech 12,3 pl ultracisté Aq, 1,5 pl polymerazy a 0,2 ul préby pro 60x koncentrovanou
genovou probu, ptipadné 11,9 pl ultracisté Aq, 1,5 pl polymerdzy a 0,6 pl 20x koncentrované
proby. Nasledné bylo ve sterilnim boxu vzdy do tfech jamek PCR desticky ptfidano po 14 ul
master mixu a 2 pl vzorku (nebo poolu ¢i Aq jako negativni kontroly) a na desticku byla
nalepena pfislusna termofolie. Desticku byla vlozena do kyvadlové centrifugy na 3000 RPM
po dobu 1:30 minuty. Poté nasledovala RT-qPCR pomoci stroje LightCycler 480 instrument,
ktera byla podle protokolu: denaturace DNA po dobu 15 min pii 95°C a poté 60x cyklus
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sestavajici z 18s trvajici denaturace pii 95°C a z 60s trvajici amplifikace DNA. Nasledné¢ byla

vystupni data exportovana pro ucely provedeni analyzy.

6.5 Analyza dat a statistické vyhodnoceni

Analyza dat probihala pro kazdy den, mozkovou strukturu a skupinu zvlast’ podle
metody 2(-AAC(T)) v programu Microsoft Office Excel. Hodnota 2(-AAC(T)) znaci relativni
hladinu mRNA (Livak and Schmittgen, 2001). Z vyexportovanych dat byla hodnota C(T)
ziskdna zpriimérovanim poctu provedenych amplifikacnich cyklt pro dany triplet kazdého
vzorku. Tato hodnota, pro housekeepingovy gen B2m, byla pouzita jako referencni hodnota,
ktera byla odectena od hodnoty jiného zkoumaného genu, ¢imz ziskame AC(T). Nasledovalo
odecteni nejniz§itho hodnoty AC(T) skupiny od sledované hodnoty AC(T), z ¢eho dostavame
AAC(T). Vyslednou hodnotu 2(-AAC(T)) ziskavame po uvedeni AAC(T) jako exponentu
obracené hodnoty ¢isla 2.

Hodnoty 2(-AAC(T)) byly pouzity jako vstupni hodnoty do programu Graphpad
Prism. Ke zjisténi, zda vykazuje CZP ¢i kontrolni ¢ast dané skupiny rytmicitu v genové
expresi, byla pouzita soucasn¢ jednocestnd analyza rozptylu (1IW ANOVA) a Cosinorova
analyza, kdy jako hladina vyznamnosti pro zamitnuti nulté hypotézy byla stanovena hodnota
p=0,05. Cosinorova analyza zji§tuje, zda Ize prolozit sinusoidni kfivku body, jez jsou udany
relativni hladinou mRNA v uré¢itém CT. Vypocet pracuje s hodnotami amplitudy, mesoru,
akrofaze a délky periody, pficemz nultou hypotézu pro Cosinorovu analyzu piedstavuje
horizontalni ¢ara. Genova exprese je tedy rytmicka v ptipadé, ze ob¢ analyzy ur¢i soucasné
hodnotu p<0,05.

Stejné vstupni hodnoty byly pouzity i pfi urceni, zda je v dané skupiné statisticky
vyznamny rozdil v profilu genové exprese mezi CZP a kontrolami. Zde byla pouzita 2W

ANOVA, kdy hladina pro zamitnuti nulté¢ hypotézy byla opét p<0,05.
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7 Vysledky
7.1 Hipokampus P18

Obr. 5A zobrazuje expresni profily sledovanych genii v hipokampu potkanti v P18.
V kontrolni skupiné¢ kosinorova analyza a soucasn¢ 1W ANOVA potvrdily cirkadianni
rytmicitu pro vSechny sledované geny, tedy Bmall, Perl, Nridl, Gabrd, Gabbr2 a Stat3. Po
aplikaci CZP vykazovala rytmicitu pouze exprese genu Nrldl. Rozdily mezi skupinami
testované 2W ANOVA nebyly u zadného z genii signifikantni. Obr. 5B ukazuje cirkadianni
parametry rytmu genu, jenz byl rytmicky pro kontrolni i CZP skupinu, tedy Nridl. U Nridl
nebyly nalezeny zadné signifikantni rozdily v amplitud¢, ale statisticky vyznamny rozdil
(P<0,01) byl zaznamenan pro CT akrofaze. Rozdil ve velikost mezoru mezi kontrolni a CZP
skupinou u zadného ze sledovanych genti neptekrocil statistickou hladinu vyznamnosti.

V tab. 1A jsou zobrazeny vysledky testl IW ANOVA a kosinorovy analyzy. V testu
rytmicity profilu exprese byly pomoci 1W ANOVA jako signifikantni v kontrolni skupiné
vyhodnoceny geny Perl (P=0,0204), Nridl (P=0,047), Gabbr2 (P=0,0043), Gabrd (P=0,017)
a Stat3 (P=0,047), ve skupiné¢ CZP pouze Bmall (P=0,0489). Kosinorova analyza vyhodnotila
jako signifikantni v kontrolni skupin€¢ Bmall (P=0,0367), Perl (P=0,0498), Nridl
(P=0,0178), Gabbr2 (P=0,0101), Gabrd (P=0,0033) a Stat3 (P=0,0088), ve skupin¢ CZP
Bmall (P=0,4054), Perl (P=0,0378) a Nridl (P=0,0476). Rytmicita v profilu exprese byla
potvrzena u gentl, které v obou testech soucasné prekrocily statistickou hladinu vyznamnosti.
Pro kontrolni skupinu to jsou geny Perl, Nridl, Gabbr2, Gabrd a Stat3, pro CZP skupinu je
to gen Bmall. V tab. 1B jsou uvedeny vysledky 2W ANOVA, pfi€emz tento test neodhalil

signifikantni rozdily ve velikosti mezoru mezi skupinami pro zadny ze sledovanych gend.
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Obr. 5 A) Cirkadianni profily v expresi vybranych genli v hipokampu potkanii v P18. Grafy
zobrazuji kosinorovu kfivku pro kontrolni skupinu (¢erné kiivky) a skupinu s aplikovanym
CZP (Cervené kiivky). Kfivka je proloZena primeéry relativnich hladin mRNA v jednotlivych
Casovych bodech (n=4 + SEM). Sinusoida je v grafu znacena ptreruSovan¢, pokud byla
statistickymi testy (kosinorovou analyzou a jednocestnou ANOVA) zamitnuta rytmicita
exprese. Hodnota P znaci rozdil mezi skupinami podle dvoucestné ANOVA. B)
Srovnani hodnot amplitudy, mezoru a akrofaze rytmu mezi kontrolni skupinou (¢erné sloupce)
a skupinou s aplikovanym CZP (Cervené sloupce). ** znaci statisticky vyznamny rozdil mezi
skupinami ziskany Studentovym t-testem, p<0,01.
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1W ANOVA Cosinor

A Kontrolni Cczp Kontrolni CczpP
Bmall F (6, 19) = 1,967 P=0,1214 F (6, 18) = 2,679 P=0,0489 P=0,0367 P=0,4054
Perl F (6, 18) = 3,391 P=0,0204 F (6, 18) = 1,487 P=0,2382 P=0,0498 P=0,0378

Nrid1 F (6,18)=2,711 P=0,0470 F (6, 19) = 2,037 P=0,1104 P=0,0178 P=0,0476
Gabbr2 | F(6,20)=4,613 P=0,0043 F(6,17)=1,718 P=0,1774 P=0,0101 P=0,6683
Gabrd F (6, 21) = 3,386 P=0,0170 F (6, 20) = 2,066 P=0,1036 P=0,0033 P=0,0939
Stat3 F (6,18)=2,710 P=0,0470 F (6, 20) = 1,282 P=0,3099 P=0,0088 P=0,1697

— e

B 2W ANOVA

Bmall | F(1,37)=2,333  P=0,1352
Per1 F(1,36)=2,185  P=0,1480
Nridl | F(1,37)=0,071  P=0,7912
Gabbr2| F(1,37)=2570  P=0,1174
Gabrd | F(1,41)=2671  P=0,1098
Stat3 | F(1,38)=0,829  P=0,3684

Tab. 1 A) Statistické vyhodnoceni cirkadianni rytmicity expresnich profild v hipokampu
potkanli v P18 pomoci 1W ANOVA a kosinorovy analyzy. B) Statistické srovnani casovych
profild exprese mezi skupinami na zédkladé 2W ANOVA. Statisticky signifikantni hodnoty
jsou tuéné€ zvyraznény.
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7.2 Cichové laloky P18

Obr. 6A zobrazuje expresni profily sledovanych genti v ¢ichovych lalocich potkant
v P18. V kontrolni skupin¢ kosinorova analyza a soucasné¢ |W ANOVA potvrdily cirkadidnni
rytmicitu pro Bmall a Perl. Po aplikaci CZP nevykazoval rytmicitu v expresi zadny ze
sledovanych gent. Rozdily mezi skupinami testované 2W ANOVA byly signifikantni u gent
Bmall, Nridl a Gabrd. Obr. 6B ukazuje rozdil ve velikosti mezoru pro kontrolni a CZP
skupinu. Rozdil hodnotu u zadného ze sledovanych gent nepiekrocil statistickou hladinu
vyznamnosti.

V tab. 2A jsou zobrazeny vysledky testt 1W ANOVA a kosinorovy analyzy. V testu
rytmicity profilu exprese byly pomoci IW ANOVA jako signifikantni v kontrolni skupiné
vyhodnoceny geny Bmall (P=0,009), Perl (P=0,002), Nridl (P=0,0027), Gabrd (P=0,039),
ve skupin¢ CZP pouze Nridl (P=0,0001). Kosinorova analyza vyhodnotila jako signifikantni
v kontrolni skupiné Bmall (P=0,0063) a Perl (P<0,0001), ve skupiné¢ CZP hodnota u zddného
z genl neptekrocila statistickou hladinu vyznamnosti. Rytmicita v profilu exprese byla
potvrzena u gentl, které v obou testech soucasné piekrocily statistickou hladinu vyznamnosti.
Pro kontrolni skupinu to jsou geny Bmall a Perl, v CZP skupin¢ se zadné takové geny
nenalézaji. Vtab. 2B jsou uvedeny vysledky 2W ANOVA. Tento test zaznamenal
signifikantni rozdily ve velikosti mezoru mezi skupinami pro Bmall (P=0,0468), Nridl
(P=0,0228) a Gabrd (P=0,0392).
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Obr. 6 A) Cirkadidnni profily v expresi vybranych gent ¢ichovych lalokli potkanti v P18.
Grafy zobrazuji kosinorovu kiivku pro kontrolni skupinu (Cerné kiivky) a skupinu
s aplikovanym CZP (Cervené kiivky). Kfivka je proloZena priméry relativnich hladin mRNA
v jednotlivych Casovych bodech (n=4 + SEM). Sinusoida je v grafu znafena pierusovane,
pokud byla statistickymi testy (kosinorovou analyzou a jednocestnou ANOVA) zamitnuta
rytmicita exprese. Hodnota P znaci rozdil mezi skupinami podle dvoucestné ANOVA. B)
Srovnani hodnot mezoru mezi kontrolni skupinou (¢erné sloupce) a skupinou s aplikovanym
CZP (Cervené sloupce).
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A 1W ANOVA Cosinor
Kontrolni Cczp Kontrolni Cczp

Bmall |F (6, 15)=4,427 P=0,0090 |F (6,13)=1,555 P=0,2369 | P=0,0063 P=0,0891

Per1 F (6, 16) = 5,970 P=0,0020 |F (6, 15)=0,4419 P=0,8395 |P<0,0001 P=0,6323
Nrldl |F (6, 16)=5,580 P=0,0027 |F (6, 16)=9,685 P=0,0001 | P=0,2239 P=0,0754
Gabbr2 |F (6,17)=1,436 P=0,2584 |F (6, 14)= 1,061 P=0,4296 |P=0,4241 P=0,3862
Gabrd |F (6,17)=2,902 P=0,0390 |F (6, 15)=0,7807 P=0,5978 | P=0,6772 P=0,9002
Stat3 | F(6,17)=1,344 P=0,2919 |F (6, 15)=1,836 P=0,1591 | P=0,4991 P=0,5662

B 2W ANOVA

Bmall |F(1,28)=4,327 P=0,0468
Per1 F(1,31)=0,4879 P=0,4901

Nridl |F(1,32)=5,721 P=0,0228
Gabbr2 |F(1,32)=1,919 P=0,1756
Gabrd |F(1,32)=4,621 P=0,0392
Stat3 | F(1,32)=1,962 P=0,1710

Tab. 2 A) Statistické vyhodnoceni cirkadianni rytmicity expresnich profili v ¢ichovych
lalocich potkanii v P18 pomoci 1W ANOVA a kosinorovy analyzy. B) Statistické srovnani
mezi skupinami na zdkladé 2W ANOVA. Statisticky signifikantni hodnoty jsou tu¢né
zvyraznény.
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7.3 Frontalni kortex P18

Obr. 7A zobrazuje expresni profily sledovanych genli ve frontalnim kortexu potkant
v P18. V kontrolni skupiné kosinorova analyza a soucasn¢ 1W ANOVA nepotrvrdily
rytmicitu u zadného ze sledovanych gent. Taktéz u CZP skupiny nebyla u zadného z gent
potvrzena rytmicita. Ani rozdily mezi skupinami testované 2W ANOVA nebyly u zadného
z geni signifikantni. Obr. 7B ukazuje rozdil ve velikost mezoru mezi kontrolni a CZP
skupinou, pficemz u zadného ze sledovanych genti rozdil nepiekrodil statistickou hladinu
vyznamnosti.

V tab. 3A jsou zobrazeny vysledky testt 1W ANOVA a kosinorovy analyzy. V testu
rytmicity profilu exprese nebyly pomoci I1W ANOVA jako signifikantni vyhodnoceny Zadné
geny Vv kontrolni skupingé, ani CZP skupiné. Kosinorova analyza vyhodnotila jako
signifikantni v kontrolni skupiné¢ Bmall (P=0,0173) a Nridl (P=0,186), v CZP skupiné takto
nebyl vyhodnocen Zadny z genii. Rytmicita v profilu exprese byla zamitnuta u vSech gent,
jelikoz Zadny z nich nepiekrocil soucasné v obou testech statistickou hladinu vyznamnosti.
V tab. 3B jsou uvedeny vysledky 2W ANOVA, pricemz tento test neodhalil signifikantni

rozdily ve velikosti mezoru mezi skupinami pro zadny ze sledovanych gend.
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Obr. 7 A) Cirkadianni profily v expresi vybranych gent ve frontalnim kortexu potkant v P18.
Grafy zobrazuji kosinorovu kiivku pro kontrolni skupinu (Cerné kiivky) a skupinu
s aplikovanym CZP (Cervené kiivky). Kiivka je prolozena priméry relativnich hladin mRNA
v jednotlivych ¢asovych bodech (n=4 + SEM). Sinusoida je v grafu znacena pieruSovang,
pokud byla statistickymi testy (kosinorovou analyzou a jednocestnou ANOVA) zamitnuta
rytmicita exprese. Hodnota P znaci rozdil mezi skupinami podle dvoucestné ANOVA. B)
Srovnani hodnot mezoru mezi kontrolni skupinou (¢erné sloupce) a skupinou s aplikovanym

CZP (Cervené sloupce).
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A 1W ANOVA Cosinor
Kontrolni Cczp Kontrolni czp

Bmall |F(6,11)=2,072 P=0,1398 |F (6,10)=1,706 P=0,2171 P=0,0173 P=0,1934
Per1
Nridl |F (6, 14)=2,111 P=0,1169 |F (6, 19)=0,8676 P =0,5361 | P=0,0186 P=0,1353
Gabbr2
Gabrd
Stat3 F (6, 14) = 1,308 P=0,3161 |F (6, 14) =0,3272 P=0,9116 | P=0,2926 P=0,6095

B 2W ANOVA

Bmall |F(1,25)=0,7605 P =0,3915
Perl

Nrid1l |F(1,33)=0,3391 P = 0,5643

Gabbr2

Gabrd

Stat3 |F(1,28)=0,5994 P =0,4453

Tab. 3 A) Statistické vyhodnoceni cirkadidnni rytmicity expresnich profild ve frontalnim
kortexu potkand v P18 pomoci IW ANOVA a kosinorovy analyzy. B) Statistické srovnani
mezi skupinami na zdkladé 2W ANOVA. Statisticky signifikantni hodnoty jsou tu¢né
zvyraznény.
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7.4 Hipokampus P60

Obr. 8A zobrazuje expresni profily sledovanych gent v hipokampu potkani v P60.
V kontrolni skupiné kosinorova analyza a soucasn¢ 1W ANOVA potvrdily cirkadidnni
rytmicitu pro geny Bmall a Nridl. Po aplikaci CZP vykazovaly rytmicitu v expresi geny
Bmall, Perl a Gabrd. Rozdily mezi skupinami testované 2W ANOVA byly signifikantni u
vSech sledovanych gend, tedy u Bmall, Perl, Nridl, Gabbr2, Gabrd a Stat3. Obr. §B
ukazuje cirkadidnni parametry rytmu genu, jenz byl rytmicky pro kontrolni i CZP skupinu,
tim je Bmall. U Bmall nebyly nalezeny zadné signifikantni rozdily v amplitudé, ale
statisticky vyznamny rozdil (P<0,01) byl zaznamenan pro CT akrofaze. Statisticky vyznamny
rozdil ve velikosti mezoru mezi kontrolni a CZP skupinou byl prokazan u gentt Bmall, Perl,
Gabbr2, Gabrd a Stat3.

V tab. 4A jsou zobrazeny vysledky testi 1W ANOVA a kosinorovy analyzy. V testu
rytmicity profilu exprese byly pomoci IW ANOVA jako signifikantni v kontrolni skupiné
vyhodnoceny geny Bmall (P=0,0006) a Nridl (P=0,0063). Ve skupin¢ CZP to byly geny
Bmall (P<0,0001), Perl (P=0,0113), Nridl (P=0,0154) a Gabrd (P=0,0115). Kosinorova
analyza vyhodnotila jako signifikantni v kontrolni skupiné geny Bmall (P=0,0267) a Nridl
(P=0,0136), ve skupiné CZP Bmall (P=0,0165), Perl (P=0,0044) a Gabrd (P=0,0482).
Rytmicita v profilu exprese byla potvrzena u geni, které v obou testech soucasné prekrocily
statistickou hladinu vyznamnosti. Pro kontrolni skupinu to jsou geny Bmall a Nrldl, pro
CZP skupinu to piedstavuji Bmall, Perl a Gabrd. V tab. 4B jsou uvedeny vysledky 2W
ANOVA. Tento test odhalil signifikantni rozdily ve velikosti mezoru mezi skupinami pro
vSechny ze sledovanych gent — Bmall (P<0,0001), Perl (P<0,0001), Nridl (P=0,0022),
Gabbr2 (P=0,0002), Gabrd (P<0,0001) a Stat3 (P<0,0001).
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Obr. 8§ A) Cirkadianni profily v expresi vybranych genli v hipokampu potkanii v P60. Grafy
zobrazuji kosinorovu kfivku pro kontrolni skupinu (¢erné kiivky) a skupinu s aplikovanym
CZP (modré kiivky). Kfivka je proloZena priméry relativnich hladin mRNA v jednotlivych
Casovych bodech (n=6 + SEM). Sinusoida je v grafu znacena pteruSovan¢, pokud byla
statistickymi testy (kosinorovou analyzou a jednocestnou ANOVA) zamitnuta rytmicita
exprese. Hodnota P znaci rozdil mezi skupinami podle dvoucestné
B) Srovnani hodnot amplitudy, mezoru a akrofize rytmu mezi kontrolni skupinou (Cerné
sloupce) a skupinou s aplikovanym CZP (modré sloupce). * znaci statisticky vyznamny rozdil
mezi skupinami ziskany Studentovym t-testem, p<0,05.
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1W ANOVA Cosinor
A Kontrolni czp Kontrolni czp
Bmall | F (4, 13)=10,23 P=0,0006 |F (4, 15)=28,18 P<0,0001 |P=0,0267 P=0,0165
Perl |F(4,11)=1,456 P=0,2804 |F (4, 14)=4,873 P=0,0113 | P=0,1609 P=0,0044
Nrildl |F (4, 10)=6,862 P=0,0063 |F (4, 15) = 4,365 P=0,0154 | P=0,0136 P=0,261
Gabbr2 | F (4,13)=2,197 P=0,1262 |F (4, 14)=0,7098 P=0,5986 |P=0,1516 P=0,2301
Gabrd | F (4, 14) = 1,353 P=0,2994 |F (4,15)=4,715 P=0,0115 | P=0,572 P=0,0482
Stat3 |F (4,13)=1,734 P=0,2025 |F (4,17)=0,6544 P=0,6318 |P=0,8386 P=0,3731

B 2W ANOVA

Bmall |F(1,28)=56,06  P<0,0001
Perl |F(1,26)=22,68  P<0,0001
Nridl |F(1,25)=11,67  P=0,0022
Gabbr2 |F (1,27)=18,84  P=0,0002
Gabrd |F(1,29)=36,69  P<0,0001
Stat3 |F(1,28)=36,84  P<0,0001

Tab. 4 A) Statistické vyhodnoceni cirkadianni rytmicity expresnich profild v hipokampu
potkani v P60 pomoci 1W ANOVA a kosinorovy analyzy. B) Statistické srovnani mezi
skupinami na zakladé 2W ANOVA. Statisticky signifikantni hodnoty jsou tu¢né zvyraznény.
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7.5 Cichové laloky P60

Obr. 9A zobrazuje expresni profily sledovanych genti v ¢ichovych lalocich potkant
v P60. V kontrolni skupin¢ kosinorova analyza a soucasné¢ |W ANOVA potvrdily cirkadidnni
rytmicitu pro vSechny sledované geny, tedy Bmall, Perl, Nridl, Gabbr2, Gabrd a Stat3. Po
aplikaci CZP vykazovaly rytmickou expresi geny Bmall, Nridl, Gabrr2 a Gabrd. Rozdily
mezi skupinami testované 2W ANOVA byly signifikantni u genli Bmall a Gabbr2. Obr. 9B
ukazuje cirkadianni parametry rytmu gent, které byly rytmické pro kontrolni i CZP skupinu,
tedy Bmall, Nridl, Gabbr2 a Gabrd. U Zadného z vyjmenovanych gend nebyly nalezeny
signifikantni rozdily v amplitud€, ani signifikantni rozdily v CT akrofaze. Dale obr. 9B
ukazuje rozdil ve velikosti mezoru mezi kontrolni a CZP skupinou pro vSechny sledované
geny, z nichz pouze rozdil mezoru u genu Gabbr2 piekrocil statisticky vyznamnou hladinu.

V tab. 5A jsou zobrazeny vysledky testi 1W ANOVA a kosinorovy analyzy. V testu
rytmicity profilu exprese byly pomoci IW ANOVA jako signifikantni v kontrolni skupiné
vyhodnoceny vSechny geny, tedy Bmall (P=0,0013), Perl (P=0,0007), Nridl (P<0,0001),
Gabbr2 (P=0,0044), Gabrd (P=0,0413) a Stat3 (P=0,0178). Ve skupiné¢ CZP signifikanci
vykazovaly taktéz vSechny geny — Bmall (P<0,0001), Perl (P=0,0248), Nridl (P=0,0004),
Gabbr2 (P=0,025), Gabrd (P=0,0156) a Stat3 (P=0,0027). Kosinorova analyza vyhodnotila
jako signifikantni v kontrolni skupiné vSechny geny, s hodnotami Bmall (P=0,0009), Perl
(P<0,0001), NridI (P<0,0001), Gabbr2 (P=0,0301), Gabrd (P=0,00006) a Stat3 (P=0,014). Ve
skupiné CZP byly signifikantni geny Bmall (P<0,0001), Nridl (P<0,0001), Gabbr2
(P=0,0375) a Gabrd (P=0,0025). Rytmicita v profilu exprese byla potvrzena u geni, které
v obou testech soucasné piekrocily statistickou hladinu vyznamnosti. Pro kontrolni skupinu to
jsou vSechny sledované geny, pro CZP skupinu to jsou geny Bmall, Nridl, Gabbr2 a Gabrd.
V tab. 5B jsou uvedeny vysledky 2W ANOVA, pfi¢emz tento test odhalil signifikantni
rozdily ve velikosti mezoru mezi skupinami pro geny Bmall (P=0,0004) a Gabbr2
(P<0,0001).
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Obr. 9 A) Cirkadidnni profily v expresi vybranych gent ¢ichovych lalokli potkanti v P60.
Grafy zobrazuji kosinorovu kiivku pro kontrolni skupinu (Cerné kiivky) a skupinu
s aplikovanym CZP (modré kiivky). Kiivka je proloZena priméry relativnich hladin mRNA
v jednotlivych Casovych bodech (n=6 + SEM). Sinusoida je v grafu znafena pierusovane,
pokud byla statistickymi testy (kosinorovou analyzou a jednocestnou ANOVA) zamitnuta
rytmicita exprese. Hodnota P znaci rozdil mezi skupinami podle dvoucestné ANOVA. B)
Srovnani hodnot amplitudy, mezoru a akrofaze rytmu mezi kontrolni skupinou (¢erné sloupce)
a skupinou s aplikovanym CZP (modré sloupce). * znaci statisticky vyznamny rozdil mezi

skupinami ziskany Studentovym t-testem, p<0,05.
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A 1W ANOVA Cosinor
Kontrolni Cczp Kontrolni czp
Bmall |F(4,17)=7,265 P=0,0013 |F (4,16)=17,13 P<0,0001 | P=0,0009 P<0,0001
Per1 F(4,17)= 8,151 P=0,0007 | F (4, 16) = 3,737 P=0,0248 | P<0,0001 P=0,2207
Nridl |F(4,19)=2123 P<0,0001 |F (4, 16) = 9,351 P=0,0004 | P<0,0001 P<0,0001
Gabbr2 |F (4,15)=5,977 P=0,0044 | F (4, 15) = 3,804 P=0,0250 |P=0,0301 P=0,0375
Gabrd |F (4,17)=23,1563 P=0,0413 |F (4, 14) = 4,460 P=0,0156 |P=0,006 P=0,0025
Stat3 F (4, 15) = 4,196 P=0,0178 |F (4, 14)=6,913 P=0,0027 | P=0,014 P=0,2977
B 2W ANOVA
Bmall |F(1,33)=15,35 P=0,0004
Per1 F (1, 33) = 0,004048 P=0,9497
Nridl |F(1,35)=0,6210 P=0,4360
Gabbr2 |F (1,30) = 25,96 P<0,0001
Gabrd |F(1,31)=1,836 P=0,1852
Stat3 F (1, 30) = 0,3008 P=0,5874

Tab. 5 A) Statistické vyhodnoceni cirkadianni rytmicity expresnich profili v ¢ichovych
lalocich potkanii v P60 pomoci 1W ANOVA a kosinorovy analyzy. B) Statistické srovnani
mezi skupinami na zdkladé 2W ANOVA. Statisticky signifikantni hodnoty jsou tu¢né
zvyraznény.
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7.6 Frontalni kortex P60

Obr. 10A zobrazuje expresni profily sledovanych genti ve frontalnim kortexu potkant
v P60. V kontrolni skupin¢ kosinorova analyza a soucasné¢ |W ANOVA potvrdily cirkadidnni
rytmicitu pro geny Bmall, Perl, Nridl a Stat3. Po aplikaci CZP vykazovaly rytmicitu v
expresi geny Bmall, Perl a Nridl. Rozdily mezi skupinami testované 2W ANOVA nebyly u
zadného z gent signifikantni. Obr. 10B ukazuje cirkadidnni parametry rytmu gent, které byly
rytmické pro kontrolni i CZP skupinu, tedy Bmall, Perl a Nrldl. Ani jeden znich
nevykazoval signifikantni rozdily v amplitudé ¢i v CT akrofdze. Rozdil ve velikost mezoru
mezi kontrolni a CZP skupinou u zadného ze sledovanych gent nepiekroCil statisticky
vyznamnou hladinu.

V tab. 6A jsou zobrazeny vysledky testi 1W ANOVA a kosinorovy analyzy. V testu
rytmicity profilu exprese byly pomoci 1W ANOVA jako signifikantni v kontrolni skupiné
vyhodnoceny geny Bmall (P=0,0128), Perl (P=0,0294), Nridl (P=0,0039) a Stat3
(P=0,0056). Tento test ve skupiné¢ CZP jako signifikantni vyhodnotil Bmall (P<0,0001), Perl
(P=0,0013), Nridl (P<0,0001) a Gabbr2 (P=0,0194). Kosinorova analyza vyhodnotila jako
signifikantni v kontrolni skupiné Bmall (P=0,0009), Perl (P=0,0025), Nridl (P=0,0003) a
Stat3 (P=0,0003). Ve skupiné CZP byly jako signifikantni vyhodnoceny geny Bmall
(P<0,0001), Perl (P<0,0001) a NridI (P<0,0001). Rytmicita v profilu exprese byla potvrzena
u gend, které v obou testech souCasné prekroCily statistickou hladinu vyznamnosti. Pro
kontrolni skupinu to jsou geny Bmall, Perl, Nridl a Stat3, pro CZP skupinu to predstavuji
geny Bmall, Perl a Nridl. V tab. 6B jsou uvedeny vysledky 2W ANOVA, pfi¢emz tento test

odhalil signifikantni rozdil ve velikosti mezoru mezi skupinami u genu Bmall (P=0,0402).
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Obr. 10 A) Cirkadianni profily v expresi vybranych genti ve frontadlnim kortexu potkant
v P60. Grafy zobrazuji kosinorovu kfivku pro kontrolni skupinu (€erné kiivky) a skupinu
s aplikovanym CZP (modré). Kiivka je prolozena primeéry relativnich hladin mRNA
v jednotlivych Casovych bodech (n=6 + SEM). Sinusoida je v grafu znafena pierusovane,
pokud byla statistickymi testy (kosinorovou analyzou a jednocestnou ANOVA) zamitnuta
rytmicita exprese. Hodnota P znaci rozdil mezi skupinami podle dvoucestné ANOVA.

B) Srovnéni hodnot amplitudy, mezoru a akrofdze rytmu mezi kontrolni skupinou (Cerné
sloupce) a skupinou s aplikovanym CZP (modr¢ sloupce).
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A 1W ANOVA Cosinor
Kontrolni CZP Kontrolni CzZpP
Bmall |F (4,9)=5,932 P=0,0128 |F (4, 18) = 14,17 P<0,0001 | P=0,0009 P<0,0001
Perl F (4,9)=4,449 P=0,0294 | F (4,17)=7,281 P=0,0013 | P=0,0025 P<0,0001
Nrildl |F (4,9)=8,564 P=0,0039 | F (4,17)=16,60 P<0,0001 | P=0,0003 P<0,0001
Gabbr2 |F (4,9)=0,5249 P=0,7205 |F (4, 16) = 4,007 P=0,0194 | P=0,6273 P=0,0635
Gabrd |F (4,9)=1,137 P=0,3985 |F (4,18)=0,4173 P=0,7937 |P=0,1101 P=0,1485
Stat3 F (4,6)=11,55 P=0,0056 |F (4,17)=1,631 P=0,2123 | P=0,0003 P=0,0527
B 2W ANOVA
Bmall |F(1,27)=4,644 P=0,0402
Per1 F (1, 26) = 1,261 P=0,2716
Nrid1l |F(1,26)=0,06524 P=0,8004
Gabbr2 |F (1, 25)=0,01994 P=0,8888
Gabrd |F(1,27)=3,044 P=0,0924
Stat3 |F(1,23)=3,387 P=0,0786

Tab. 6 A) Statistické vyhodnoceni cirkadidnni rytmicity expresnich profild ve frontalnim
kortexu potkand v P60 pomoci IW ANOVA a kosinorovy analyzy. B) Statistické srovnani
mezi skupinami na zdkladé 2W ANOVA. Statisticky signifikantni hodnoty jsou tu¢né
zvyraznény.
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8 Diskuze

8.1 Experimentalni paradigma

Tato diplomova prace navazuje na predchozi experimenty nasi a spolupracujici
laboratofe ve Fyziologickém ustavu AVCR. Pfedmétem piedchoziho vyzkumu bylo hledani
zmény v expresi GABAergnich receptor v hipokampu po pétidennim podavani CZP v Casné
ontogenezi (Kubova et al., 2020). Tato diplomova prace se zamétuje na vliv podavani CZP
v Casné postnatalni ontogenezi na vyvoj cirkadidnni rytmicity v expresi hodinovych gent a
také na vzorové podjednotky GABA receptort.

Geny, jejichz cirkadianni profil byl sledovéan, jsou Bmall, Perl, Nridl, Gabrd,
Gabbr2 a Stat3. ,,Housekepingovy* gen B2m byl vybran na zaklad¢ pfedchozich studii (Boda
et al., 2009) a vybér byl ovéten v programu NormFinder.

Geny Bmall, Perl a Nrldl ptedstavuji zékladni interak¢ni jednotky v molekularnim
hodinovém mechanismu. Profil jejich exprese a rozdily v jejich fazich tak umozni zjistit
v jakém stavu se nachazi cirkadianni systém v testovanych strukturach mozku.

Zmény ve fungovani GABAergniho systému miZe naznacit zménéna exprese genu
Gabrd, jenz je genem pro podjednotku & GABAAa receptoru, a genu Gabbr2, ktery koduje
druhou podjednotku receptoru GABABg. Ackoliv se CZP vaze k 6 podjednotce s nizsi afinitou
nez k jinym podjednotkdm (Brooks-Kayal et al., 1999), byla d podjednotka zvolena z nékolika
diivodli. Receptor GABAA je testovan jako terapeuticky cil pro 1écbu neurovyvojovych
onemocnéni (Braat and Kooy, 2015), jez jsou studovany také v souvislosti s prenatdlnim a
postnatalnim uzivanim BDZ (Wang et al., 2022). Nedavné studie ukazuji pfimou vazbu
nékterych neurovyvojovych postizeni ke zménéné expresi specificky 6 podjednotky (Ahring
et al., 2022). Ukazalo se také, Ze sniZeni exprese & podjednotky ve frontdlnim kortexu béhem
kritické periody vede k rozvoji psychickych poruch (Maldonado-Avilés et al., 2009; He et al.,
2019). V ptfedchozim vyzkumu nasi laboratofe byla po opakované injekci CZP ve dnech P7—
P11 exprese této podjednotky pozménéna ve vEétsi mife, nez exprese podjednotek a ¢iy. Po 48
hodinach od posledni aplikace CZP bylo zaznamenano statisticky vyznamné snizeni exprese
Gabrd v kortexu a hipokampu (Kubova et al., 2020). Zména exprese Gabrd v naSich
experimentech by tedy mohla naznacit mechanismus, kterym BDZ napomahd k rozvoji
neurovyvojovych onemocnéni.

Receptory GABAAa, jez obsahuji podjednotku 6, jsou schopny tonické inhibice.
Tonicka GABAergni signalizace je vyznamnym mechanismem umoziujicim synchronizaci

bunék SCN a jednotnost vystupniho signilu (DeWoskin et al., 2015) a mohla by hrat
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podobnou tlohu také v cirkadiannich hodinéach jinych struktur mozku. Tonickda GABAergni
signalizace je dulezitd pro vyvoj neuronovych siti hipokampu, coz muze byt podstatou
neurovyvojovych zmén (Holter et al., 2010).

Gen Gabbr2 je genem pro podjednotku 2 heterodimerniho receptoru GABAB.
Podjednotka 2 GABAB je obligatné komplementarni k podjednotce 1 tohoto receptoru, a proto
postacuje ke zjisténi miry exprese celého heterodimeru (Evenseth et al., 2020).

Transkripéni faktor STAT3 je studovan zejména v souvislosti s funkci imunitniho
systétmu (Hillmer et al., 2016), avSak vyznam jeho fyziologické hladiny, kterd osciluje
v cirkadidannim rytmu (Moravcova et al., 2016, 2018; Kubistova et al., 2020), neni znam.
Nekteré vysledky naznacuji, ze STAT3 inhibicnim plsobenim napomaha regulovat urcité
procesy v organismu. Napf. zvySena exprese Stat3 béhem subjektivni noci inhibuje enzym
AANAT, ¢imz potlacuje syntézu melatoninu v epifyze (Moravcova et al., 2021). Zména jeho
rytmické exprese v tomto experimentu mize naznacit zplsob, jakym GABAergni signalizace
ovliviluje imunitni a jiné regulacni procesy v mozku.

Aplikace CZP byla zvolena mezi P7 a P11, jelikoz se jedna o kritickou periodu vyvoje
axond a dendritd. K tomu je zapotfebi velké mnozstvi funkénich gliovych bunék, jejichz
proliferace v tuto dobu vrcholi a také dochdzi k dozravani oligodendrocyti. Tyto vyrazné
zmeény €ini CNS velmi zranitelnou v P7 — P11 (Semple et al., 2013). JelikoZ béhem kritické
periody neprobihaji vzdy vSechny vySe zminéné procesy soucasné, byl zvolen ¢asovy interval
5 dni, aby doSlo k zadsahu do co nejvice vyvojovych procest. Taktéz fada jiz existujicich
vyzkumu se zabyva U¢inkem akutni ¢i chronické aplikace BDZ na postnatalni vyvoj, ovSem
ne mnoho jich popisuje G€inky subchronické aplikace BDZ. V experimentech spolupracujici
laboratote se ukdzalo, Ze pfi pouziti stejného aplika¢niho schématu, jaké je pouZito v této
diplomové praci, byl potkanim zplUsoben mirny kognitivni deficit, doslo ke zménam
v emo¢nim chovani, k navozeni hyperaktivity a k poruchdm pozornosti. Nékteré z téchto

zmén pietrvaly az do dospélosti (Mikulecka et al., 2014a, 2014b).

8.2 Cirkadianni rytmus genové exprese kontrolni skupiny

Béhem P18 je sice jiz ukoncen vyvoj SCN a jeho cirkadidnni rytmus by jiz mél byt
z vétSiny synchronizovéan svételnym zeitgeberem, ovSem jeho vystupni signdl jesté nemusi
dosahovat pln¢ sily (Canaple et al., 2018). Zda je v tomto vyvojové stadiu v jiné mozkové
struktufe rytmicka genova exprese nezalezi pouze na signalu z SCN, ale také zda je jiz

dokoncen vyvoj dané struktury a jeji synapticka spojeni.
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Nase vysledky ukazuji, ze v P18 nejsou cirkadianni rytmy prikazné ve vsSech
testovanych strukturdich mozku. Kontrolni skupiny ukazuji, Ze hipokampus je nejvice
maturovan a jiz v této vyvojové fazi dosahuje rytmicity u viech sledovanych genti. Cichové
laloky vykazuji rytmicitu pouze u hodinovych gentt Bmall a Perl, coz naznacuje pozvolny
vyvoj amplitudy rytmu genové exprese. Frontdlni kortex v P18 nevykazuje cirkadianni
rytmus, ackoliv testovana skupina genti byla u této struktury mensi z diivodu technické chyby
a nedostate¢ného objemu vzorku.

Nase data ukazuji Ze hipokampus, jehoz cirkadianni rytmus v genové expresi byl ze
sledovanych struktur jako jediny v P18 kompletni, vykazuje v P60 rytmus pouze u Bmall a
Nrldl. Vyvoj exprese Bmall a Nridl v hipokampu je v souladu s vysledky, jez publikovaly
skupiny vyzkumnikd Pramong et al. (2015) a da Rocha et al. (2022), avsak dle jejich vysledkt
by v P60 méla byt rytmickd i exprese Perl. Cirkadiannim profilem exprese dal§ich nami
sledovanych genii v hipokampu se tyto ani jiné prace nezabyvaly. Tento rozdil mezi nasi a
publikovanymi pracemi miize vyplyvat z malého pocétu casovych bodi pro odbér tkané
v naSich experimentech a tim i mozného zkresleni amplitudy rytmu pieskocenim ¢asovych
bodii s maximalni nebo minimalni expresni hladinou.

Cichové bulby v P60 dosahuji rytmu u vech sledovanych genii. TaktéZ u frontalniho
kortexu v P60 je jiz rytmicka exprese hodinovych geni a Stat3, nicméné tam geny Gabbr2 a
Gabrd nevykazuji cirkadianni rytmus.

Odlisnd maturace cirkadiannich rytm mezi strukturami muize korespondovat
s morfologickym vyvojem téchto struktur. Zobrazovacimi technikami bylo napf. uk4zéano, ze
frontalni kortex Clov€ka se vyviji jako jedna z posledni struktur mozku a byva funkcné i
morfologicky maturovan az v postpubertalnim véku (Arain et al., 2013). Naopak hipokampus
je jedna ze prvnich struktur, u nichZ je dokoncen vyvoj, avSak zachovava si vyraznou

plasticitu béhem celého Zivota (Lavenex a Lavenex, 2013).

8.3 Zmény v expresi a rytmu genti po podani CZP

Testem 2W ANOVA mizeme porovnat zmény v expresnim profilu genli mezi
kontrolni a CZP skupinou pro danou mozkovou strukturu. TaktéZ mizeme u gent, u nichz
byla zjiSténa rytmicka exprese, porovnat zménu v cirkadiannich parametrech po aplikaci CZP.

V hipokampu v P18 doSlo po podani CZP ke ztraté¢ rytmu u genl Bmall, Perl,
Gabbr2, Gabrd a Stat3, vyjimku tvofil gen Nridl. Ten rytmus zachoval a doSlo u n¢&j
k fazovému posunu akrofaze. Cichové laloky v P18 po aplikaci CZP ztratily rytmus genti

Bmall a Perl, které byly v kontrolni skupiné jedinymi rytmickymi geny. Ve frontadlnim
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kortexu v P18 nenastaly po CZP zadné zmény, avSak ani v kontrolni skupiné nebyl zadny gen
rytmicky.

Ve struktufe hipokampu v P60 nastalo po podani CZP né¢kolik zmén. U vsech
sledovanych gent se zvysila jejich exprese. Genu Bmall se zvysila amplituda rytmu a nastal
fazovy posun akrofaze. U genl Perl a Gabrd byl navozen rytmus a naopak gen Nridl
prodélal ztratu rytmu. U ¢ichovych laloki v P60 doslo po CZP ke ztraté rytmu u Perl a Stat3.
U genll Bmall a Gabbr2 doslo ke zvyseni exprese. Ve frontalnim kortexu v P60 po aplikaci

CZP doslo ke ztraté rytmu pouze u Stat3.

8.4 Rozdily mezi strukturami a kohortami po podani CZP

Z ptedchozich odstavct vyplyva, Ze cirkadianni rytmy v kazdé ze zkoumanych
struktur reaguji na CZP jinym zpisobem. Nejmensi rozdily v profilech genové exprese byly
naméteny ve frontalnim kortexu. V P18 nebyly signifikantné odlisné expresni profily ani
jednoho ze tfi testovanych genti, v P60 se signifikantné liSila pouze exprese genu Bmall,
avSak ani jeden z cirkadidnnich parametra nebyl signifikantn€ odli$ny od kontrol. O néco vice
reagoval cirkadianni systém cichovych lalokt, kde se v P18 vyznamné liily tii ze Sesti a
v P60 dva ze Sesti expresnich profili. Nejvice reaktivni strukturu predstavuje hipokampus.
Ptesto, ze v P18 nebyly zjiStény zadné signifikantni zmény mezi expresnimi profily, doslo
v CZP skupin€ u témé&f vSech geni, s vyjimkou Nridl, ke ztraté cirkadianni rytmicity, Je
velmi zajimavé, Ze vSechny sledované geny se mezi skupinami vyznamné liSily ve své expresi
az v P60. Tato zména byla pravdépodobné podminéna signifikantn¢ vyssi expresni hladinou,
posuzovanou jako hodnota mezoru, u vSech gent s vyjimkou Nrid].

Prvni Givahou vedouci k vysvétleni téchto rozdilti, miiZeme posuzovat miru zasaZeni
jednotlivych struktur zvolenou davkou CZP. Jelikoz se BDZ, v¢etné¢ CZP, vazou predevsim
na o ¢i y podjednotku GABAA receptoru, jednim z moZnych vysvétleni by byla odlisna
hustota téchto podjednotek odpovidajici potadi reaktivity struktur — nejméné ve frontadlnim
kortexu, vice v ¢ichovych lalocich a nejvice v hipokampu. OvSem tak tomu neni a rozlozeni
receptori je v pofadi — nejméné¢ ve frontdlnim kortexu, vice v hipokampu a nejvice
v ¢ichovych lalocich (Malherbe et al., 1990). Pokud by toto bylo alesponn c¢asteCnym
vysvétlenim, Ze nizkd hustota GABAA receptorti ve frontalnim kortexu je pficinou jeho
stability vici CZP, tak by v rozdilné reaktivit¢ hipokampu a ¢ichovych lalokt hraly roli jesté
dalsi faktory. Tim hlavnim by mohl byt fakt, Ze hipokampus mezi ostatnimi mozkovymi

strukturami vynikd svoji velikou schopnosti plasticity, kterd byva odpovédi na externi
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podnéty (Neves et al., 2008). Farmakologicky zdsah CZP do GABAergniho systému tak mohl
v hipokampu vyvolat vyraznéjs$i zmény nez ¢ichovém kortexu.

Pokud doslo u dané mozkové struktury po aplikaci CZP ke zméné v expresi, méla
v kazdém z obou vyvojovych stadii jiny prubéh. U skupiny P18 reagovaly zménou mnozstvi
exprimovanych genii pouze Cichové laloky, a to snizenim genové exprese, zatimco v P60 se
v hipokampu a ¢ichovych lalocich zména miry exprese projevila zvySenim. Je tedy mozné, ze
reakce mozkovych struktur na c¢asny farmakologicky zasah se v pribéhu casu méni a

s vyvojem jedince dochazi ur¢itym zptasobem k adaptaci.

8.5 Citlivost genové exprese na CZP

Nase vysledky naznacuji, ze expresni mechanismus kazdého ze sledovanych geni ma
jinou citlivost k zdsahu CZP. Nejvyssi stabilitu a zachovani nezménéného expresniho profilu
podle 2W ANOVA vykazuji shodné geny Perl a Stat3, jejichz expresni profily se lis§i mezi
skupinami pouze u hipokampu v P60. Pomérné stabilni jsou také exprese genli Gabbr2,
Gabrd a Nrldl, naopak exprese Bmall se liSila vyznamné ve Ctyfech ze Sesti testovanych
srovnani. Jinym méfitkem pro porovnani zmén bylo posouzeni ztraty, ¢i ,,nabyti* cirkadidnni
rytmicity, a zména nekterého z parametrii cirkadianniho rytmu. Z tohoto srovnani vychazi
naopak rytmus exprese Bmall jako jeden z nejmén¢ ovlivnénych a prokazatelné byl ztracen
pouze ve dvou piipadech. Nejstabilnéjsi rytmy maji vSak exprese Nridl a Gabbr2, které
vymizely pouze v jednom piipad€. Nejvice ztrat rytmické exprese po aplikaci CZP bylo
zaznamenano u genu Perl, a to konkrétné¢ ve tfech srovnanich. Jedenkrat, u genu Perl,
podobné jako u Gabrd, doSlo naopak ke zvySeni amplitudy, kdy byl rytmus statisticky
potvrzen oproti kontroldm. Exprese genu Stat3 ztratila rytmus ve tfech pfipadech. Fazovy
posun prodélal pouze gen Nridl a rytmus v expresi Bmall m¢l v jednom piipadé snizenou
amplitudu. Z téchto dat nelze s jistotou usoudit, Ze néktery z testovanych genil je vyrazné
citlivy na neonatalni podani CZP a Ze n¢ktery nereaguje vibec, ackoliv citlivost exprese genu
Bmall je, zda se, o néco vétsi nez ostatnich genll. Cirkadianni oscilace exprese Bmall je
regulovana dvéma transkripcnimi faktory. Negativné faktorem REV-ERBa, jenz je kodovan
genem Nrldl, a pozitivné faktorem RORa. Vzhledem k tomu, Ze exprese genu Nridl patii
mezi nejméné ovlivnéné ve vSech strukturach, je mozné, Ze za sniZzenou expresi Bmall stoji
snizend exprese jeho pozitivniho reguldtoru RORa. Ackoliv data o pfimém vztahu mezi
expresni hladinou Rora a podanim BDZ nejsou dohledatelné, existuje tfada praci, které

ukazuji potlaceni exprese tohoto genu jinymi stimuly, napt. pilokarpinem v hipokampu
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(Rocha et al., 2016). Je proto mozné, ze podobny mechanismus zodpovida také za zmény
v expresi Bmall v naSich experimentech.

Dle piechozich vysledkl nasi laboratoie by po aplikaci CZP mélo dojit k ndhlému
snizeni exprese Gabrd v hipokampu a kortexu, ktera se po 2 meésicich vraci na plivodni
hladinu (Kubova et al., 2020). Prvotni sniZzeni exprese Gabrd je shodné se snizenim exprese v
¢ichovych lalocich P18, avSak v rozporu je dalsi faze, kdy po 2 mésicich je exprese jiz na
vy$si nez ptivodni hlading, napt. v hipokampu P60. K jistému rozporu také dochédzi u exprese
Gabbr2, ktera ma po 2 mésicich od aplikace CZP v korovych strukturach vyssi expresi a
soucasn¢ v hipokampu dochazi k nizsi expresi (Kubova et al., 2020). V této praci zistava
exprese Gabbr2 ve frontdlnim kortexu beze zmén a v hipokampu je exprese naopak po CZP
vyssi. Je vSak tfeba zdUraznit, ze v pfedchozi praci byly méfeny exprese pouze v jednom
casovém bodé¢, a proto srovnani s mezorovymi hodnotami v této préaci uplné nekoresponduje.
Je také nutno fici, ze v piipadé¢ Gabbr2 porovnavame spiSe tendence k néjakym zménam,
nebot’ v pfedchozi praci byly naméfeny zmény pouze v jednotkach procent, které
nedosahovaly statistické signifikance.

Nase vysledky také ukazuji, ze pokud byl u kontrolnich zvifat potvrzen rytmus
v expresi Stat3, tak doslo k jeho ztraté po aplikaci CZP. Nepfimym potvrzenim tykajicim se
STATS3 je, ze BDZ ptisobi inhibi¢né¢ na jeho aktivitu (Liu et al., 2015), avsak prace tykajici se

piimého vztahu BDZ k naruSeni rytmii exprese Stat3 nebyly nalezeny.
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9 Zavér

Vysledky této diplomové prace ukazuji, ze v obdobi ¢asné postnatalni ontogeneze neni
cirkadidanni systém nékterych mozkovych struktur dostatecné¢ zraly, coz zde bylo
demonstrovano na c¢ichovych lalocich a frontdlnim kortexu. Naopak cirkadianni systém
hipokampu je v tomto obdobi jiz maturovany.

Vyzralost cirkadianniho systému jednotlivych mozkovych struktur miize souviset
s jejich celkovou maturaci v pribéhu morfologického vyvoje. Vyvoj frontalniho kortexu
pretrvava i v obdobi adolescence, tedy jesté znacnou dobu poté, co je dokoncen vyvoj
hipokampu. To by mohlo poskytnout vysvétleni k vysledkim, ze kterych je patrné, ze
frontalni kortex reagoval zménami expresnich profili na zasah CZP nejméné, zatimco u
hipokampu doslo ke zméné v expresi téméet u vSech gend.

Po podani CZP doslo u obou podjednotek GABA receptort ke ztraté rytmické exprese
ve frontadlnim kortexu a hipokampu. U ¢ichovych lalokli v pozdé€jsim vyvojovém stadiu zlstal
rytmus exprese téchto podjednotek beze zmény. Z mnoha praci je znamo, Ze ¢ichové laloky
vykazuji jisty stupenn autonomie v ramci cirkadidnniho systému, funguji jako autonomni
oscilatory, a tedy pokud je narusen rytmus SCN, dokazi si jej samy udrzet. Pokud ¢ichové
laloky ke své intercelularni synchronizaci vyuzivaji také GABAergni systém, tak je
pravdépodobné v tomto post-pubertalnim véku jejich cirkadianni systém jiz vyvinut natolik,
ze si 1 po zasahu CZP byly schopny udrZet rytmickou expresi téchto podjednotek.

Aplikace CZP beéhem kritické periody ovlivnila ze vSech sledovanych genli nejvice
rytmus v expresi genu Perl, a to konkrétn¢ v hipokampu a Cichovych lalocich, a také genu
Bmall. Rytmus v expresi kazdého z obou gent, tedy Perl a Bmall, je pfimym ukazatelem
funkce molekularniho hodinového mechanismu. Timto Ize odpoveédét na stanovené cile prace,
ze aplikace CZP v casné postnatalni periodé zasahuje v CNS do fungovani cirkadianniho
systému a ovliviiuje jeho vyvoj.

Meélo by se tedy zvazit, zda je podavani benzodiazepinli novorozencim opravdu

nezbytné a zda stoji za podstoupeni rizika naruseni cirkadidnniho systému.
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