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1. UVOD

Cirkadianni systém tidi rytmické funkce organismu opakujici se s periodou pfiblizné
24 hodin (latin. circa-diem), projevujici se na riiznych trovnich, tj. od trovné
behavioralni, pies fyziologické déje az na troven molekularni. Timto systémem jsou
vybaveny vSechny dosud zkoumané organismy. U savcl pozorujeme na behavioralni
urovni napfi. rytmickeé stiidani pohybové aktivity, spanku a bdéni, pfijmu potravy apod.,
na urovni fyziologickych déji napf. rytmy v uvoliiovani hormont, ve zménach teploty,

v neurondlni a metabolické aktivité¢ a na molekuldrni arovni rytmické spinani celé fady
regulacnich genti apod. Cirkadianni systém nastavuje fazi téchto rytmickych déju tak, aby
se pravidelné opakovaly v pfesné¢ definovanou denni dobu. Tim umoznuje, aby byl
organismus pfedem optimaln¢ pfipraven na nastavajici zmény vnéjSiho prostredi, jako
naptiklad na ptfichod dne, nastup optimalni doby pro zajisténi potravy nebo naopak pro
vyhledani tkrytu pted predatorem, apod. Vzhledem k tomu, Ze se vnéj$i podminky béhem
dne méni, je nezbytnou vlastnosti cirkadidnniho systému schopnost udrzovat stalé fazové
vztahy mezi vnéjSimi a vnitinimi rytmickymi déji. Cirkadianni funkce organismu jsou
proto synchronizovéany s 24 hod. periodou solarniho dne. Soulad mezi vnitinim a vnéjSim
¢asem je nezbytnym piedpokladem dobrého zdravi nejen zivocichd, ale také ¢lovéka.

V soucasném pojeti je savei cirkadianni systém slozen z tzv. centralnich cirkadiannich
hodin ulozenych v mozku a z velkého poctu tzv. perifernich cirkadidnnich hodin
uloZenych v mnoha organech a tkanich (Hastings et al. 2003). Kromé¢ toho jsou soucasti
tohoto systému i drahy, které¢ zprostiedkuji informaci cirkadiannich hodin o zménach ve
vnéj$im prostiedi, tzv. vstupni drahy, a drahy prenésejici rytmické signdly z cirkadidnnich
hodin, tzv. vystupni drahy. Centralni hodiny jsou ulozeny v hypothalamu

v suprachiasmatickych jadrech (SCN). Tyto parové shluky neurond nejsou morfologicky



ani funk¢én€ homogenni. Rozlisuji se nejméné dvé vzajemné tésné propojené Casti,
dorsomedialni (DM), ktera vykazuje spontanni rytmy napt. v uvolilovani arginin
vasopresinu (Yambe et al. 2002), a ventrolateralni (VL), ktera je pfimo spojena s retinou,
a ve které 1ze zde méfit fadu rytmi zavislych na vnéjSim osvétleni, napf. rytmus ve
fotosensitivité (Kornhauser et al. 1993). Periferni hodiny Ize najit napt. v bunikach jater,
ledvin, srdce, sleziny, svalti, krevnich bunkéch, apod. (Balsalobre 2002). Jsou schopny
udrzovat cirkadianni oscilace i bez pfimého vlivu SCN (Yoo et al. 2004).

V nedévné dob¢ byla poodhalena podstata vzniku oscilaci v cirkadiannich hodinach.
Cirkadianni rytmy jsou primarné generovany jiz na urovni jednotlivych neuronti SCN (Welsh
et al. 1995) a perifernich bun¢k (Balsalobre et al. 1998), avsak vzajemna koordinace mezi
jednotlivymi oscilujicimi bunikami je ziejmé nutnd pro tvorbu synchronniho vystupniho
signalu. ,,Hodinovy stroj (angl. termin clockwork) je tvoten jednotlivymi souc¢astmi,
hodinovymi geny, jejichz rytmické spindni a vypinani s cirkadianni periodou je fizeno
zpétnovazebné pomoci jejich vlastnich proteinovych produkti. Ty mohou pisobit jako
positivni a negativni elementy ve vzajemné propojenych transkripcné — transla¢nich
zpétnovazebnich smyckéach (Fu and Lee 2003; Reppert and Weaver 2001). Soucasny model
vzniku cirkadiannich oscilaci je zndzornén na obr. 1.

Cirkadianni hodiny mohou v konstantnich podminkéch, napft. ve stalé tmé&, bézet rychleji
nebo pomaleji nez s periodou 24 hodin, a to v zavislosti na zivo¢isném druhu. Proto musi byt
k periodé solarniho dne, tj. 24 hod., pravidelné sefizovany. Nejsiln¢j$im synchronizatorem
centralnich hodin v SCN je stiidani svétla a tmy, zejména vSak svétla ¢ast dne. Svétlo
zasahujici do prvni poloviny noci hodiny fazové zpozd'uje a svétlo zasahujici do druhé
poloviny noci je fazove urychluje. Svétlo béhem svétlé ¢asti dne nema vyznamny
synchronizac¢ni vliv. Vysledkem synchroniza¢niho procesu je sladéni délky periody

cirkadiannich hodin s vnéj§im 24- hodinovym dnem (Pittendrigh 1981).



Obr. 1. Model molekularniho mechanismu vzniku cirkadiannich oscilaci. Hodinové proteiny BMALLI a
CLOCK tvoti heterodimery, které vstupuji do jadra a po vazbé na promotory hodinovych genti, napt. Perl,2,
Cryl,2, Rev-erba a Rora aktivuji jejich transkripci. Se zpozdénim je zahajena translace a stoupaji hladiny
hodinovych proteind PER1,2, CRY 1,2, REV-ERBa a RORA. PER a CRY proteiny vytvareji heterodimery,
které po vstupu do jadra blokuji aktivacni vliv heterodimeru BMAL1:CLOCK na transkripci svych genti. REV-
ERBa a RORA se podili na regulaci exprese genu Bmall.

Svétlem mohou byt piimo setfizovany pouze centralni hodiny v SCN. Ty pak piedavaji
informaci o vnéj$im Case perifernim hodindm pomoci svych vystupnich drah, at’ uz
humoralnich ¢i neuronalnich. Mechanismus zprostiedkujici svételnou synchronizaci byl
¢asteCné popsan, avsak neni jeste zdaleka plné prozkouman. Svétlo béhem noci vyvola
nejdiive odpovéd’ ve VL SCN, tedy v misté kde se nachdzeji terminaly retino-
hypotalamického traktu (RHT). Velmi rychle po osvétleni dochazi v této ¢asti k indukei
exprese IEG c-fos a junB a hodinovych gent Perl a Per2. Teprve o néco pozdéji se
odpovéd’ v indukei hodinovych genii objevi také v DM SCN, které je s VL ¢asti
propojeno (Yan and Silver 2002). Doba, po kterou Ize tuto reakci vyvolat, je pfitom
samotnymi hodinami pfesné fizena. Mize ze k ni dojit pouze v dobé subjektivni noci a ne

béhem subjektivniho dne. Tento tzv. vratkovy mechanismus (z angl. terminu gating



mechanism) zajistuje, ze svétlo vyvola danou odpoveéd pouze v dobé, kdy je tieba hodiny
synchronizovat.

Ackoliv je cirkadianni systém dominantné synchronizovan svétlem, fada nesvételnych
podnétil jej mize za urcitych okolnosti také synchronizovat. Nesvételné stimuly mohou
vSak na rozdil od svételnych stimulii synchronizovat cirkadidnni systém béhem
subjektivniho dne. Jako nesvételny synchronizator miize piisobit epifyzarni hormon
melatonin, jehoz aplikace kratce pred zacatkem spontanni aktivity sefizuje rytmus
v pohybové aktivit¢ potkana (Armstrong 1989). U kiecka je melatonin jako
synchronizator neucinny (Hastings et al. 1992), avSak fada behavioralnich podnétii
vyvolava fazové predbéhnuti rytmu v pohybové aktivité, pokud jsou aplikovany v dobé
okolo stfedu az druhé poloviny subjektivniho dne. U Syrského kiecka miize mit
synchronizaéni vliv napiiklad subkutanni aplikace fyziologického roztoku 2 hod. pied
spontannim zacatkem pohybové aktivity (Hastings et al. 1992; Mead et al. 1992).
Centralni hodiny v SCN jsou nesvételnymi podnéty synchronizovany pravdépodobné
prostiednictvim jeho spojeni s thalamem pomoci genikulo-hypotalamického traktu
(GHT), jehoz mediatorem je neuropeptid Y (NPY). Na molekuldrni trovni dochazi
vlivem nesvétlenych podnétt k akutni inhibici exprese hodinovych genti Perl a Per2
v SCN a fazovému predbéhnuti rytmu v Per2 mRNA (Maywood et al. 1999).

Sav¢i periferni organy mohou byt sefizovany pouze nesvételnymi podnéty, jelikoz
béhem evoluce ztratily schopnost fotosensitivity. SCN proto vysila rytmické signaly
k témto perifernim hodinam a tak je sefizuje. Povaha téchto synchroniza¢nich signali neni
zatim dostatecné objasnéna. Je vSak vice nez pravdépodobné, Ze se jedna jak o neuronalni
tak 1 humoralni signalizaci (Buijs et al. 2003). Periferni organy jsou vsak ziejmé
sefizovany také celou fadou dalSich faktorti zahrnujicich rytmicky pfisun nutrietd, kolisani

v télesné teploté, behavioralni vlivy apod. SCN pritom reguluje cirkadianni oscilace



v riznych perifernich organech prosttednictvim rozdilnych drah (Guo et al. 2005).

V optimalnich podminkéch tak SCN ptlisobi jako dirigent fidici orchestr perifernich
oscilatort tak, aby hraly ve vzajemné synchronii. Za urcitych okolnosti vSak mohou byt
nekteré periferni oscilatory synchronizovany i zcela nezavisle na fazi SCN. Pokud je
naptiklad dostupnost potravy omezena pouze na dobu, kdy za normélnich podminek neni
zvite aktivni a potravu nepiijima, mize piijem potravy okamzité sefidit fazi
molekularnich oscilaci v jatrech, aniz ptfitom dojde k synchronizaci centralnich hodin

v SCN (Damiola et al. 2000; Stokkan et al. 2001). Tento mechanismus ziejme zajistuje

adaptaci na zménu zivotné dulezitych podminek.

Morfologicky vyvoj SCN laboratorniho potkana probiha v nékolika fazich (Moore
1991, 1996). Je tvofeno mezi embryonalnimi dny (E) 14 a E17 ze specializované zony
ventralniho diencefalického germindlniho epitelu. Neurony DM c¢asti jsou utvoieny diive
nez neurony VL ¢asti. Synaptogeneze je vsak jesté béhem pozdniho prenatalniho obdobi
velmi nizkd a postupné se zvySuje béhem ¢asného postnatalniho obdobi, nejintenzivngé;ji
mezi postnatalnim dnem (P) 4 a P10. RHT se za¢ina formovat jiz tésn¢ pied narozenim a
je jasn¢ identifikovatelny v P4. Jiz béhem prvniho postnatalniho dne jsou neurony SCN
potkana schopny odpovidat na svételné pulsy indukci casného ranného genu c-fos (Leard
et al. 1994) i pfes to, ze potkani mlad’ata oteviraji o¢i az v P15. S vyvojem aferentnich
drah a postupujici synaptogenezi je vyvoj SCN ukoncen okolo P10. Avsak prvni projevy
vnitini rytmicity SCN neuronil je mozno detekovat jiz béhem pozdniho prenatalniho
obdobi, napt. rytmus v metabolické aktivité méteny pomoci vychytavani 2-deoxyglukozy
(Reppert and Schwartz 1984), rytmus v elektrické aktivité (Shibata and Moore 1987) nebo
rytmus v expresi genu pro AVP (Reppert and Uhl 1987). Kromé toho byly pozorovany

prenatalni rytmy v expresi Per/ u mysi (Shimomura et al. 2001) a potkana (Ohta et al.



2002, 2003). Na zaklad¢ vsech téchto vysledkli panovala az donedavna shoda v nazoru, ze
novorozené mlad¢ potkana disponuje plné funkénimi cirkadidnnimi hodinami v SCN. O
vyvoji perifernich hodin je toho dosud znamo velmi malo. V srdci potkana za¢ina
rytmickd exprese hodinovych genii Perl a Bmall mezi P2 a PS5, zatimco exprese Per? je
rytmicka az po P14 (Sakamoto et al. 2002).

Synchronizace cirkadiannich hodin zacina jiz béhem fetalniho stadia pravdépodobné
diky stimultim, kterymi matka rytmicky plisobi pies placentu na vyvijejici se plod. Jedna
se tedy vyluéné€ o nesvételnou synchronizaci (Reppert and Schwartz 1986; Reppert et al.
1988). K synchronizaci mlad’at stejného vrhu ptitom dochéazi velmi brzy béhem
prenatalniho vyvoje, ziejmée v dobé, kdy jesté zdaleka neni ukonéen morfologicky vyvoj
SCN plodu (Davis and Gorski 1988; Honma et al. 1984). Jako potencialni medidtory
matetské synchronizace v prenatalnim obdobi byly zvazovany hlavné melatonin (Rivkees
and Reppert 1991) a dopamin (Viswanathan et al. 1994). Teprve po prvnim tydnu zivota
nastava prechod ke svételné synchronizaci a svétlo zaujima své dominantni postaveni jako
synchronizator (Duncan et al. 1986). Periferni hodiny jsou béhem ontogeneze sefizovany
jednak signaly vysilanymi z postupné se vyvijejicich SCN a soucasn¢ i matefskymi

podnéty, mezi nimiz by vyznamnou roli mohl hrat rezim v krmeni.

2. CIL PRACE

Cilem jednotlivych studii, které tvofi soucast této disertacni prace, bylo ptispét
k poznani mechanismu, jakymi je cirkadianni systém sefizovan faktory vnéjSiho prostiedi,
a to jak v dospélosti, tak 1 béhem casné ontogeneze.
Vytyc€eni jednotlivych experimentalnich otazek:

2.1. Zjistit, zda a jak vybrané nesvételné podnéty, jako je vybuzeni aktivity (arousal) a



podavani melatoninu, synchronizuji cirkadianni systém

2.2. Zjistit, jak svétlo a délka svétlé ¢asti dne synchronizuji cirkadidnni systém na
molekularni trovni

2.3. Zjistit, jak se béhem ontogeneze vyvijeji molekularni mechanismy podminujici

cirkadianni systém a jak je tento systém za vyvoje synchronizovan.

3. METODICKE PRISTUPY

3.1. Experimentalni zvitata

Studie byly provadény na dvou modelovych organismech: V prevazné vétsiné vSech
experimentl byly pouziti potkani kmene Wistar:Han (Velaz s.r.o., Praha a BioTest s.r.0.).
Pouze v ptipad¢ experimentl sledujicich vliv nucené¢ho vybuzeni aktivity (viz. 4.1.1.) byli
uziti Syrsti kirecci (Wrights of Essen, Chelmsford, UK). Zvifata byla chovéana
v podminkach fizeného svételného rezimu, kontrolované teploty a vlhkosti a méla po

celou dobu experimentu volny pfistup ke standardnimu krmivu a vode.

3.2. M¢éteni lokomocni aktivity

Zvitata (Syrsky kiecek) byla umisténa individualné v klecich vybavenych volné
oto¢nym kolem. Pocet otdcek byl zaznamenavan pomoci mikrospinace kazdych 10 min na
pocitaci Viglen HD40V, vybavenym programem Dataquest III (Minimiter, Sunriver,
Oreg., USA) a vysledny aktogram byl vyhodnocen pro zjisténi doby zacatku pohybové
aktivity, ktera je definovana jako cirkadianni ¢as (CT) 12. K tomuto Casu pak byla
vztahovana doba aplikace nesvételného podnétu (vzbuzeni a injekce fyziologického

roztoku v CT10, tj. 2 hod. pfed o¢ekavanym zacatkem pohybové aktivity) a dalSich latek



(serotonergni antagonisté ketanserin a ritanserin v CT6, tj. 6 hod. pied o¢ekavanym

zaCatkem pohybové aktivity).

3.3. Stanoveni hladiny kortizolu v séru

Vzorky krve byly odebirany pomoci srde¢ni punkce. Hladiny kortizolu v séru byly
stanoveny pomoci diive popsané metody ELISA (Cooper et al. 1989) se sensitivitou 20
pg/ml. Byla pouzita krali¢i primarni protilatka proti kortizolu (Cambio, Cambridge, UK).

Podrobnosti k metodice v publikaci Sumova et al., 1994.

3.4. Imunohistochemie

Pro detekci bun¢k produkujicich pfislusny antigen (viz nize) byla imunohistochemicka
stanoveni provadéna pomoci modifikace diive publikované metody (Ebling et al. 1991).
V experimentech byly postupné pouzivany nasledujici polyklondlni primarni protilatky:
anti c-Fos (poskytnuto D. Hancockem, Imperial Cancer Research Fund, London, UK),
anti c-Fos (poskytnuto J.D. Mikkelsenem, Lundbeck, Denmark), anti-arginin vasopresin
(VA-4, poskytnuto H. Gauerem, NIH, USA), anti-PER1 (poskytnuto S.M. Reppertem,
Massachusetts General Hospital Biopolymer Core Facility), anti-PER2 a anti-CRY 1
(ADI, Greenwich, CT). Po¢itani imunopositivnich bunék bylo provadéno pomoci
mikroskopu Olympus Provis AX napojeného na pocita¢ vybaveny softwarem
umoznujicim analyzu obrazu (ImagePro, Olympus). Postupy immunohistochemie jsou

podrobné popsany v publikacich Sumova et al., 1995, 2000, 2002 atd.

3.5. In situ hybridizace
Po dekapitaci zvirat v hluboké narkoze byly odebrané mozky nakrajeny na 12um silné

fezy, umistény na podlozni skla a nasledné podrobeny in situ hybridizaci za ucelem



stanoveni hladin ptislusné mRNA. Postupné byly pouzity tfi rtizné typy prob znacenych
radioizotopem »S : c-DNA préba (c-fos, poskytnuta T. Curranem, Roche Institute of Mol.
Biol., Nutley, NJ), oligonucleotidova préoba (arginine vasopresin-neurophysin,
poskytnuta G. Aguilera, NIH, USA) a ribopréby (Perl, Per2 a Cryl poskytnuty H.
Okamurou, Kobe, Japan; Bmall a Clock byly zaklonované¢ M. Sladkem a M. JaCem v nasi
laboratofi). Postupy in situ hybridizaci jsou podrobné popsany v publikacich Sumova et

al., 1995, 2003 apod.

3.6. Izolace RNA a RT-PCR

Totalni RNA byla izolovana z homogenatu jaterni tkan€. Koncentrace RNA byla
stanovena spektrofotometricky pii 260 nm a kvalita RNA byla zkontrolovana
elektroforézou na 1,5% agar6zovém gelu a pomoci zatizeni Agilent 2100 Bioanalyser.
Reverzni transkripci (ImProm-II RT kit, Promega, Madison, WI) byla ziskana cDNA.
cDNA byla amplifikovana v 20 pl PCR reakci s SYBR Green a Hot Start Taqg polymerase
mix (QuantiTect SYBR Green PCR kit, Qiagen) spole¢né se specifickymi primery
hodinovych genti (Perl, Per2, Rev-erba, Bmall, Clock, Cryl) nebo referen¢nim genem
(f-2-mikroglobulin) podle instrukci vyrobce. RT-PCR bylo provadéno Mgr. Martinem
Sladkem a dalsi detaily k metod¢ vcetné sekvenci primeri viz. publikace Sladek et al.,

2007.

4. VYSLEDKY A DISKUSE

4.1. Synchronizace cirkadianniho systému nesvételnymi podnéty

4.1.1. Synchronizace vybuzenim (arousal)

10



Nesvételné podnéty maji rozdilnou schopnost synchronizovat cirkadianni systém
v zavislosti na zivo¢isSném druhu. Napiiklad vybuzeni (arousal) béhem doby odpocinku je
vyznamnym synchronizatorem u Syrského kiecka, zatimco u potkana nema na fazi
cirkadiannich rytmi zadny vyznamny vliv. Vybuzeni Ize dosdhnout jiz velmi jemnym
zasahem, jakym je subkutanni aplikace fyziologického roztoku kiecktim chovanym ve
stalé tmée, aplikovana v dob¢ odpovidajici cirkadiannimu ¢asu 10 (CT10, z angl. circadian
time; CT12 oznacuje zacatek subjektivni noci a tedy dobu pocatku spontanni pohybové
aktivity), tedy 2 hod pted dobou o¢ekavaného spontanniho probuzeni (Hastings et al.
1992; Mead et al. 1992). Vlivem této aplikace je rytmus v pohybové aktivité béhem
nasledujicich dnli fazové posunut ve smyslu predbéhnuti ptiblizné o 1 az 1,5 hod. Pokud
byl vSak stejny stimulus aplikovan v dob¢ subjektivni noci ¢i prvni poloviny subjektivniho
dne, nem¢l na rytmus v lokomoc¢ni aktivité zadny synchronizaéni vliv.

Zjistili jsme, ze k tomuto nesvételnému stimulu je citliva jen urcita subpopulace
kteck, a to ptiblizné¢ 80%. Zbylych 20% populace nebylo schopno na uvedeny nesvételny
stimulus reagovat (Sumova et al., 1994). Opakovana aplikace nesvételného stimulu kazdé
2 az 3 dny opakované v sérii celkem 14 po sob¢ nésledujicich dnti vzdy v dobé
odpovidajici CT10 vyvolavala kumulované fazové predbéhnuti lokomocni aktivity
pramérné o 3,22 + 0,47 h (Sumova et al., 1994). Dal$im testem jsme prokazali schopnost
tohoto stimulu synchronizovat rytmus v pohybové aktivité také v ptipade, pokud byl
aplikovan s periodou kratsi nez 24 hod (Sumova et al., 1996). Prokazali jsme tak, ze
uvedeny nesvételny stimulus je skuteéné schopen synchronizovat cirkadianni rytmy u
Syrského kiecka.

DalSim nasim cilem bylo zjistit, zda jsou mechanismy, kterymi tento nesvételny
stimulus synchronizuje cirkadidnni hodiny, totozné ¢i odlisné od mechanismu, jimiz je

zprostiedkovana svételna synchronizace. V dob¢, kdy vznikla tato prace (1éta 1993 az
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1994) nebyla jesté povaha molekularnich mechanismt, které svételnou a nesvételnou
synchronizaci zprostiedkovavaji, znama. Diivéjsi studie ukazala, Ze uvedeny nesvételny
stimulus nevyvolava na rozdil od svételnych stimult indukci exprese c-fos v SCN kiecka
(Mead et al. 1992). Pomoci imunohistochemie (podrobny popis metody viz Sumova et al.,
1994) jsme zjistili, ze aplikace nesvételného stimulu v CT10 neindukuje fosforylovany
CREB (cAMP response element binding protein). Vysledky tak jako prvni ukézaly, ze
bunécéna odpoveéd” SCN na nesvételny stimulus je zcela odlisna od odpovédi pozorované
pii svételném fazovém posunu (Sumova et al., 1994). Dnes, po vice nez 10 letech je jiz
znamo, ze skute¢n¢ molekularni podstata svételnych a nesvételnych fazovych posuni je
zcela rozdilnd a dochazi k ni na tirovni exprese hodinovych genil. Zatimco vlivem svétla
dochézi po fosforylaci CREBu k indukci hodinovych geni Per, béhem nesvételné
synchronizace dochazi naopak ke snizeni jejich exprese (Maywood et al. 1999). Ackoliv
v dobé¢ vzniku nasi prace nebyly sav¢i hodinové geny jesté identifikovany, naSe vysledky
polozily zaklad dalsi analyzy mechanismu nesvételné synchronizace.

Vyznamnou otazkou také bylo, jaky vyznam pro organismus ma manipulace, kterou
jsme pouzivali k vyvolani nesvételné synchronizace. Testovali jsme proto vliv této
manipulace na miru adrenokortikélni aktivace jako miry vybuzeni (arousal). Zjistili jsme,
ze kortikosteroidni odpovéd’ na aplikaci nesvételného stimulu byla zavisla na cirkadianni
fazi a pozitivné korelovala se schopnosti nesvételného stimulu vyvolat fazovy posun
(Sumova et al., 1994). Vysledky tedy ukazuji, Ze nesvételna synchronizace je spojena
s adrenokortikalni aktivaci a podporuji hypotézu, Ze vybuzeni neboli arousal mize byt
vyznamnym synchronizatorem (Sumova et al., 1994).

Nami prokazany vztah nesvételné synchronizace a vybuzeni neboli arousal oteviel
otazku povahy centralnich drah, které zprosttedkuji nesvételné fazové posuny

cirkadiannich hodin. V soucasné dob¢ je nejvice podporovana hypotéza o vlivu inervace
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z thalamu vyuzivajici NPY (Hastings et al. 1997; Maywood et al. 1997). Cela fada
vysledki vSak naznacuje také vyznamny vliv serotonergni inervace SCN ze stfedniho
mozku. Navic je elektrickd aktivita serotonergnich bun¢k v dorsalnim jadfe piimo
korelovana se stupném vybuzeni zvifete (Jacobs and Azmitia 1992). Zvolili jsme
origindlni pfistup a pokusili jsme se zablokovat nesvételné fazové posuny in vivo pomoci
premedikace serotonergnimi antagonisty (Sumova et al., 1996). Zjistili jsme, Ze vlivem
aplikace ritanserinu, antagonisty SHT2 a SHT7 receptorii a ketanserinu, antagonisty
SHT?2 receptort, v CT6 byla vyznamné redukovana velikost fazového predbéhnuti
vyvolaného aplikaci nesvételného stimulu v CT10 (Sumov4 et al., 1996). Nase vysledky
tak prokazaly, Ze endogenni serotonergni drahy pfispivaji ke zprostiedkovani nesvételné

synchronizace, ale naznacuji také vliv dalSich drah a systémd pfi jejim zprostiedkovani.

4.1.2. Synchronizace melatoninem

Zatimco u kfecka je melatonin jako nesvételny synchronizator netcinny (Hastings et
al. 1992), u laboratorniho potkana mize synchronizovat cirkadianni rytmy v pohybové
aktivité v konstantnich podminkach k 24 hod. periodé (Redman et al. 1983), ptipadné
nastavovat fazi téchto rytmi (Humlova and Illnerova 1990) a u potkana a ¢lovéka mtize
urychlovat resynchronizaci rytmt k posunu svételného rezimu (Arendt and Broadway
1987; Illnerova et al. 1989). Pfedpoklada se, Zze synchroniza¢ni ucinek melatoninu je
umoznén jeho vazbou na receptory piimo v SCN (Vanécek et al. 1987), coz bylo
prokazano fadou experimentii na mozkovych tizcich in vitro. Jako prvni jsme dokézali
synchronizaéni efekt aplikace melatoninu na fazi rytmicity SCN v podminkach in vivo
(Sumova and Illnerova, 1996). Jako ukazatel faze rytmicity SCN neurontd jsme sledovali
rytmus ve svételné indukci cFos proteinu pomoci imunohistochemie. Potkaniim

chovanym na dlouhé fotoperiod¢ se 16 hod. svétla a na kratké fotoperiode s 8 hod. svétla
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jsme aplikovali melatonin intraperitonealné v davce 1 mg/kg v dobé odpovidajici 3 hod
pied zacatkem subjektivni noci, ktery jsme definovali jako prvni signifikantni veCerni
naruast svétlem indukovaného cFos proteinu (pro detaily metodického postupu viz Sumova
experimentech u¢inné pii synchronizaci rytmu v pohybové¢ aktivité. Prokéazali jsme, ze
aplikace melatoninu in vivo vyvola okamzité fazové predb&hnuti doby nartistu ve
fotoindukeci cFos proteinu asi o 1,5 hod. Nase vysledky tak potvrdily vysledky studii in
vitro a prokazaly, Ze melatonin sefizuje fazi cirkadiannich hodin v SCN laboratorniho

potkana.

4.2. Synchronizace cirkadianniho systému svétlem a fotoperiodou, tj.

délkou svétlé ¢asti dne

Spole¢nym cilem naSich studii zabyvajicich se svételnou a fotoperiodickou
synchronizaci bylo objasnéni vlivu svétla a délky dne na endogenni rytmicitu neuronti
v SCN u laboratorniho potkana. Nase prace publikované do roku 2000 vyuzivaly jako
ukazatel faze rytmu v SCN rytmicky profil v expresi c-fos mRNA (stanovené pomoci in
situ hybridizace) nebo v tvorbé cFos proteinu (stanovené pomoci imunohistochemie).
Svétlem indukovand exprese c-fos mRNA a cFos proteinu (Kornhauser 1993) nam diky
svému rychlému nartistu a poklesu na zacatku a konci noci slouzila v konstantnich
podminkach jako snadno odecitatelny marker zac¢atku a konce subjektivni noci.
Cirkadianni hodiny totiz dodnes nevyjasnénym zplisobem ,,vratkuji* odpovéd’ na svétlo
tak, Ze k fotoindukci c-fos dochazi vyhradné béhem subjektivni noci, tedy dobé¢, kdy 1ze
hodiny svétlem setfizovat. Vzhledem k tomu, Ze svétlo indukuje expresi c-fos a tvorbu jeho
proteinu vyhradné ve VL SCN, mohli jsme sledovat odpovéd’ na zménu svételnych

podminek specificky v této retino-recipientni ¢asti SCN (J&€ et al., 2000). Brzy jsme vSak
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ucinili originédlni nalez, ze kromé rytmu ve fotoindukci c-fos ve VL SCN lze detekovat i
rytmus ve spontanni produkci cFos proteinu v DM SCN (Sumova et al., 1998). Bohuzel
do dnesniho dne nebyl zjistén mechanismus, jakym je tento rytmus cirkadiannimi
hodinami fizen. Nevime ani, zda neurony exprimujici rytmicky c-fos jsou vlastnimi
oscilatory, protoze jsme zjistili, ze vétSina téchto bunék neni totozna s bunikami
exprimujicimi AVP, které jsou pfitom lokalizovany také vyhradné¢ v DM SCN (Sumova et
al., 2000). Rytmus v expresi AVP mRNA ndm slouzil jako dalsi ukazatel rytmicity
vyhradné¢ v DM SCN (J4c et al., 2000). Poté co byly identifikovany savci hodinové geny a
byl navrzen model molekuldrniho mechanismu vzniku cirkadidnnich oscilaci (Reppert and
Weaver 2001), jsme jako ukazatel faze cirkadiannich hodin v SCN zacali detekovat pfimo
expresi hodinovych gent, napt. Perl, Per2, Cryl, Bmall, Clock, a hladiny jejich
proteinovych produktii PER1, PER2 a CRY1 (Sumova et al., 2002, 2003, 2007, Sumova

and Illnerova, 2005).

4.2.1. Vliv fotoperiody na rytmicitu SCN, jmenovité na rytmus ve fotoindukci cFos
ve VL SCN a v expresi genii pro c-fos a Avp v DM SCN

O vlivu délky dne, tj. fotoperiody, na tzv. vystupni rytmy fizené hodinami (z angl.
overt rhythms) byla publikovana cela fada praci. Fotoperioda vyznamné ovliviiuje
ptedevsim rytmy v hladiné epifyzarniho hormonu melatoninu a tvorbé enzymu
arylalkylamin N-acetyltransferazy (AA-NAT) (Illnerova 1988, 1991; Illnerova and
Vanécek 1980) a také v lokomocni aktivité (Elliott and Tamarkin 1994; Puchalski and
Lynch 1991). Nase studie vSak jako prvni pfinesla dikaz, ze fotoperiodicka informace
moduluje jiz samotné SCN, které¢ podle délky dne méni sviij vnitini stav a slouzi tak
organismu nejen jako cirkadianni hodiny, ale i jako vnitini kalendaf. Prokazali jsme, Ze u

dospélych potkanti chovanych na dlouhé fotoperiodé s 16 hod. svétla a 8 hod. tmy
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(LD16:8) anasledn¢ vypusténych do tmy je interval, kdy Ize svétlem indukovat vysokou
hladinu exprese c-fos mRNA a cFos proteinu ve VL SCN, signifikantn¢ krats$i nez u
potkanti chovanych na kratké fotoperiodé¢ LD8:16 a vypusténych do tmy (Sumova et al.,
1995a). Podobné¢ intervaly vysoké spontanni tvorby cFos proteinu a exprese Avp v DM
SCN byly delsi na dlouhé nez na kratké fotoperiodé (Sumova et al., 2000; Jac et al.,
2000). Stejny vliv na rytmus ve spontanni tvorbé cFos méla i ptirozend venkovni
fotoperioda v 1ét¢ a v zim¢, zahrnujici stmivani a rozednivani. Prokazali jsme tak, Ze nami
popsané rozdily nejsou artefaktem neptirozenych svételnych laboratornich podminek (Ja¢
et al., 2000). Melatoninovy signal neni pro rozpoznani délky dne bunkami SCN potiebny,
protoze fotoperioda moduluje interval fotoindukce cFos v SCN i u potkanii zbavenych
epifyzy (Sumova and Illnerova, 1996). Nasim dal$im cilem bylo testovat hypotézu, ze
dlouhé fotoperioda skute¢né zptisobi dlouhodobou zménu funkéniho stavu centralnich
hodin, projevujici se zkracenim délky subjektivni noci. Zjistili jsme, ze po zmén¢€ z dlouhé
na kratkou fotoperiodu dochézi pouze k postupnému prodluzovani intervalu vymezujiciho
subjektivni noc, at’ uz meéfeného jako interval ve fotoindukci cFos proteinu ve VL SCN
(Sumova et al., 1995b) nebo interval ve spontanni tvorbé cFos v DM SCN (Sumova et al.,
2000). K uplnému roztazeni subjektivni noci doslo v obou ptipadech az po 2 tydnech na

kratké fotoperiode¢.

4.2.2. Vliv fotoperiody na délku subjektivni noci stanovenou jako interval, kdy
svételné podnéty mohou vyvolat fazové posuny rytmi

V dalsich pokusech jsme se snazili porovnat délku subjektivni noci na dlouhé a kratké
fotoperiodé s pouzitim jest¢ dalsiho ukazatele délky subjektivni noci, a to intervalu, kdy je
mozno vyvolat svételnymi pulsy fazové posuny rytmu v AA NAT v epifyze. Takto

definovana délka subjektivni noci byla pak porovnavana s délkou definovanou intervalem
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fotoindukce c-fos v SCN. U potkant chovanych na dlouhé fotoperiod¢ jsme interval c-fos
fotoindukce porovnavali také s intervalem, kdy je mozno vyvolat fazovy posun rytmu ve
svétlem indukované cFos proteinu v SCN. Zjistili jsme, ze vSechny ukazatelé délky
subjektivni noci spolu pozitivne koreluji (Travnickova et al., 1996, Jelinkova et al., 2000),
a ze je tedy délka subjektivni noci na dlouhé fotoperiodé skutecné vyznamné zkracena.

V dalsich experimentech jsme si polozili otazku, jak k tomuto zkraceni dochazi.
Porovnéavali jsme proto vliv svételnych pulsii na profil rytmu ve svétlem indukované
tvorb¢ cFos proteinu v SCN potkanti chovanych na kratsi fotoperiodé LD12:12 s vlivem
pulsi na profil t¢hoz rytmu na velmi dlouhé fotoperiodé LD18:6 (detaily metodického
postupu viz Sumova and Illnerova, 1998). U potkanti chovanych na LD12:12 zptsobil 1-
hod. svételny puls aplikovany béhem prvni poloviny noci fazové zpozdéni nartstu i
poklesu hladin cFos métfené nasledujici den po pulsu. Jednohodinovy puls aplikovany
b&hem druhé poloviny noci vyvolal fazové piredbehnuti poklesu hladin cFos, avSak doba
nartistu nebyla ovlivnéna. Vlivem 4-hod. svételného pulsu aplikovaného v dob¢ okolo
pulnoci doslo k sou¢asnému zpozdéni doby nartstu a predbéhnuti doby poklesu tak, ze
vysledné byl interval vysoké fotoindukce cFos vyznamné zkracen a amplituda rytmu byla
snizena. Pokud byl svételny puls zacinajici pied piilnoci prodlouzen az do rannich hodin,
bylo toto zkraceni intervalu fotoindukce cFos jest¢ vyznamnéjsi. U potkanti chovanych na
LD18:6 jsme aplikovali svételné pulsy o polovi¢ni délce trvani, tj. 30 min. Opét puls
aplikovany béhem prvni poloviny noci vyvolal fazové zpozdéni jak nartstu tak i poklesu
hladin svétlem indukovaného cFos béhem nasledujiciho dne a puls aplikovany béhem
druhé poloviny noci pouze fazové predbéhnuti jeho poklesu. Puls aplikovany blize sttedu
noci vyvolal soucasné fazové predbéhnuti nartistu i zpozdéni poklesu hladin svétlem
indukovaného cFos. Dokonce aplikace velmi kratkého svételného pulsu, pouze 5 min o

pulnoci, méla za nasledek stejn¢ dramaticky dopad na profil rytmu v hladinach svétlem
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indukovaného cFos. Tyto vysledky velmi piesné korelovaly se synchroniza¢nim vlivem
stejnych svételnych pulst na profily rytmu v aktivit¢ AA-NAT v epifyze (Illnerova 1988).
Nejen ze jsme jako prvni sledovali svételnou synchronizaci vnitini rytmicity pfimo

v SCN in vivo, ale soucasn¢ jsme prokazali, ze délka pulsu ma rizny synchroniza¢ni vliv
podle toho, jakou ¢ast subjektivni noci zasahuje. Dlouhy puls na kratké fotoperiod¢ tak
muze vyvolat stejny efekt jako kratky puls na dlouhé fotoperiodé. Prokazali jsme tedy, ze
délka subjektivni noci je na dlouhé fotoperiodé komprimovana tak, ze intervaly, kdy je
mozno vyvolat fazové predb&hnuti, zpozdéni ¢i zhrouceni amplitudy rytmu vlivem svétla

jsou zachovany, pouze trvaji adekvatné kratsi dobu.

4.2.3. Vliv fotoperiody na molekulirni hodinovy mechanismus

S identifikaci sav¢ich hodinovych genti se ndm dostal do rukou nastroj umoznujici
analyzovat zmény funkéniho stavu hodin v SCN pfimo na tirovni molekularniho
,,hodinového mechanismu® (z angl. molecular clockwork). Studie provadéné u Syrského
ktecka a mysi ukdzaly, ze fotoperioda moduluje expresi na svétlo sensitivnich hodinovych
genu Per a produkci jejich proteintt v SCN (Messager et al. 2000; Nuesslein-Hildesheim
et al. 2000; Steinlechner et al. 2002; Tournier et al. 2003). V naSich experimentech jsme
prokazali, ze také v SCN potkana je produkce PER1 proteinu (Sumova et al., 2002) a
exprese Perl genu (Sumova et al., 2003) zavisla na fotoperiodé. Na rozdil od studii na
kfeccich a mysich jsme vSak u potkana ukazali, ze fotoperioda moduluje expresi
hodinovych genti a jejich proteinovych produktti v podminkéch, kdy je zamezeno
maskujicimu vlivu svétla. Zjistili jsme, ze spontanni denni nardst v Perl expresi a
produkci PER1 proteinu nastava diive na dlouhé nez na kratké fotoperiod¢, a nasledn¢ ze
interval vysoké hladiny Per/ mRNA a PER1 proteinu je na dlouhé fotoperiod¢ vyznamné

prodlouzen. Nase vysledky také ukézaly, ze fotoperioda moduluje nejen profil rytmu
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hodinovych gent citlivych na svétlo, ale také hodinovych genti, které nejsou piimo
svétlem indukovatelné, jako Cryl a Bmall (Sumova et al., 2003). Profil rytmu v expresi
Bmall si zachovaval sviij anti-fazovy vztah s profilem Per genti a interval jeho vysoké
noc¢ni exprese trval déle na kratké nez na dlouhé fotoperiod¢€. Zcela jinym zplisobem byl
fotoperiodou ovlivnén rytmus v expresi Cryl, kdy na dlouh¢ fotoperiod¢ je narast 1 pokles
jeho exprese fazoveé predbéhnut o 4 hod. ve srovnani s kratkou fotoperiodou, pfi¢emz
interval vysoké Cryl exprese se ale neméni. Je mozné, ze prave rozdilna faze rytmu

v expresi Per a Cry geni na dlouhé fotoperiod¢ determinuje dobu, po kterou jsou

k dispozici odpovidajici produkty téchto gend, tedy PER a CRY proteiny, které spolu
musi tvofit heterodimery, aby byl umoznén jejich vstup do jadra a nasledné ovlivnéni
transkripce jejich genti (viz obr. 1). Tato doba mize ziejmé zaviset na fotoperiodé.
Rozdilnou regulaci exprese Perl a Cryl genu jsme prokazali i pti sledovani dynamiky,

s jakou se tato exprese prizpisobuje zméné fotoperiody z dlouhé na kratkou (pro
metodické detaily viz manuskript Sumova et al., 2007). Po asymetrickém zkraceni
fotoperiody se rytmy v expresi Perl a Bmall ptizpusobily této zmeéné rychlej$im a vétSim
fazovym zpozdénim ranniho nartstu exprese Perl a poklesu exprese Bmall, nez
vecerniho a no¢niho poklesu exprese Perl a naristu exprese Bmall. Profily obou rytmi
zustavaly béhem prechodovych fazi, tj. nez doslo k uplné resynchronizaci, po celou dobu
ve vzajemném anti-faizovém vztahu. Na rozdil od toho rytmus v expresi Cry/ 2. a 3. den
po zméng fotoperiody nebyl detekovatelny, ale 13. den po pfechodu na kratkou
fotoperiodu byl kompletné resynchronizovany k novym fotoperiodickym podminkam, a to
soucasnym prizpuisobenim jak doby naristu tak i poklesu Cry! exprese (Sumova et al.,
2007). Ackoliv neni jest¢ mechanismus fotoperiodické synchronizace zcela vyjasnén, nase
vysledky naznacuji, ze fotoperioda sefizuje komplexné cely molekuldrni mechanismus

zajistujici vznik cirkadidnnich oscilaci. Nase vysledky téz naznacuji, ze odpovéd na
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fotoperiodu je v ramci SCN pravdépodobné prostorove specificka a ze tedy nami
pozorované neparalelni zmény v profilech exprese jednotlivych hodinovych by mohly byt
vysledkem ptednastaveni vzajemnych fazovych vztahii riznych skupin neuroni v SCN

(Inagaki et al. 2007; Rohling et al. 2006).

4.3. Ontogeneze cirkadianniho systému a jeho synchronizace svétlem,

délkou svétlé ¢asti dne a potravou

4.3.1. Vyvoj rytmi v expresi genii v SCN

V dobé¢, kdy jsme se zacali zabyvat otazkou vyvoje cirkadiannich hodin béhem
ontogeneze se obecné piedpokladalo, Ze hodiny v SCN jsou zcela funkéni jiz v dobé
narozeni a lze je dokonce sefizovat jest€é mnohem diive, nez je béhem prenatdlniho stadia
ukoncen jejich morfologicky vyvoj. Tyto zadvéry byly zaloZeny na vysledcich ziskanych
méfenim riznych tzv. vystupnich rytmi v SCN, o kterych je znamo, Ze jsou v dospé&losti
hodinami fizeny. AvSak jiZ pfi porovnani 3-dennich a 10-dennich mlad’at jsme zjistili, Ze
jesté ani v tomto postnatalnim obdobi neni vyvoj cirkadidnni rytmicity v SCN zcela
ukoncen. 3-denni mlad’ata méla sice jiz dobfe vyvinuty rytmus ve spontanni tvorbé cFos
v DM SCN, avsak rytmus ve svétlem indukované hladiné cFos ve VL SCN nebyl ve
srovnani s 10-dennimi mlad’aty jesté zcela vyvinut (Bendova et al., 2004). Krom¢ toho,
ackoliv jsme u 3-dennich mlad’at detekovali vyznamné rytmy v expresi hodinovych genti
Perl, Per2, Cryl a Bmall, amplituda téchto rytmi byla vyznamné nizsi nez u 10-dennich
mlad’at (Sladek et al., 2004). Rozhodli jsme se tedy sledovat profily v expresi hodinovych
gent jesté pred narozenim a zjistili jsme, ze v E19 neni exprese zadného ze sledovanych
hodinovych gent rytmické (Sladek et al. 2004). Navic jsme prokézali, ze v E19 je hladina
proteinovych produktti hodinovych genti PER1, PER2 a CRY1 tak nizka, Ze je nelze

pomoci imunohistochemie vitbec detekovat (Sladek et al., 2004). Bez ptitomnosti téchto
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proteini je funk¢nost transkripcné — translacnich smycek jen ztézi vysvétlitelna.
Ptiklanime se tedy k nazoru, ze pokud viibec jednotlivé neurony vykazuji oscilace

v expresi hodinovych genti v E19, jsou tyto oscilace velmi slabé a vzajemné
nesynchronizované. DalSimi pokusy jsme pak ukézali, jak se postupné objevuji prvni
rytmy v expresi hodinovych genti okolo doby porodu a jak jejich amplituda postupné
stoupd od prvniho postnatalniho (P1), pfes P2, P3 az k P10 (Kovéacikova et al., 2006).
Vyvoj této rytmicity tak velmi dobie koreloval s postupujici synaptogenezi, ktera se

pravdépodobné podili na naristu amplitudy nami sledovanych rytmt.

4.3.2. Vliv svétla a fotoperiody na expresi genti v SCN za vyvoje

Dale nas zajimala otazka, kdy béhem vyvoje zacina byt SCN synchronizovano ke
zmeéné svételnych podminek. I kdyz neurony SCN odpovidaji na osvétleni indukei exprese
c-fos ihned po narozeni, jesté u 3-dennich mlad’at dochazi k této fotoindukei kdykoliv
behem dne. To znamenad, Ze tato odpovéd’ neni jest¢ hodinami kontrolovana tak jako u
dospélych potkanti (Bendova et al., 2004). Podobné 1ze u 1-dennich mlad’at indukovat
expresi Perl mRNA béhem celého dne (Matéju et al., nepublikované vysledky).
Schopnost cirkadiannich hodin kontrolovat interval, ve kterém jsou fotosensitivni a tedy
schopné byt synchronizovany svétlem, se tak postupné vyviji mezi 3. a 10. dnem
postnatalniho vyvoje.

Vyvoj fotoperiodické synchronizace, tedy doby, kdy SCN zacina byt synchronizovano
délkou dne, je za svételnou synchronizaci patrné¢ opozdén. Zjistili jsme, ze az teprve u 10-
dennich mlad’at 1ze detekovat rozdil v délce intervalu, kdy nelze v SCN svétlem indukovat
vysoké hladiny cFos proteinu, v zavislosti na tom, zda byla chovana na dlouhé nebo
kratké fotoperiod€. Pfitom jesté ani v tomto véku nebyl zminény interval ovlivnén délkou

dne do stejné miry jako u dospélych zvitat (Bendova et al., 2004). V souladu s tim jsme
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prokézali, ze u 3-dennich mlad’at neni profil v expresi hodinovych gent Perl, Per2, Cryl
a Bmall fotoperiodou ovlivnén a teprve u 10-dennich mlad’at dochézi k rychlejSimu
nartstu hladin Perl a Per2 mRNA na dlouhé nez na kratké fotoperiod€. Profil v expresi
Cryl byl fotoperiodou modulovan teprve 20. den po narozeni a profil v expresi Bmall
dokonce jesté pozdéji (Kovacikova et al., 2005). Vysledky naznacuji, ze vyvojovy interval
kdy dochazi k uplné fotoperiodické synchronizaci molekularniho hodinového

mechanismu odpovida az dob¢ kolem odstavu (Sumova et al., 2006).

4.3.3. Vyvoj rytmi v expresi hodinovych genii a jejich synchronizace s vnéjSim dnem
v perifernich tkanich

Nevyftesenou otazkou bylo, kdy a jak se vyviji cirkadianni hodiny v perifernich
tkanich a jak se vyvijejici SCN podili na jejich vyvoji. Sledovali jsme proto vyvoj
v soucasnosti nejlépe popsanych perifernich hodin v jatrech (Sladek et al., 2007). Pomoci
RT-PCR jsme stanovily denni profily exprese hodinovych gent Perl, Per2, Rev-erba,
Bmall, Clock a Cryl v jatrech u embryi v E20 a dale u mlad’at v P2, P10, P20 a P30.
Zjistili jsme, ze pouze Rev-erbo. mRNA vykazuje denni rytmus jiz od E20 a déle ve vSech
postnatalnich stadiich. Hladiny mRNA ostatnich hodinovych gent zac¢inaly vykazovat
rytmické zmény hladin az postupné béhem postnatalniho vyvoje — Per! v P10, Bmall a
Per2 v P20, a vSechny sledované geny byly rytmicky exprimovany teprve v P30, podobné
jako je tomu u dospélych zvitat. Podobné bylo zjisténo, Ze v jinych perifernich hodinach,
v srdci laboratorniho potkana, za¢ina rytmicka exprese Perl a Bmall mezi P2 a P35,
zatimco exprese Per2 az pozdéji nez v P14 (Sakamoto et al. 2002). Zda se tedy, ze vyvoj
perifernich hodin v jatrech a srdci je za vyvojem centralnich hodin v SCN opozdén.
Zjistili jsme, Ze na rozdil od nové vznikajicich rytmti v SCN, se faze vyvijejicich se rytmi

v jatrech s vékem posouva a stejné faze jako u dospélych je dosazeno teprve okolo doby
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odstavu. Rytmus v expresi Rev-erba vykazoval vrchol v E20 béhem subjektivni noci, v P2
v dob¢ zacatku subjektivniho dne, v P10 béhem prvni poloviny a v P20 na konci
subjektivniho dne a v P30 béhem druhé poloviny subjektivniho dne. Podobné se posouval
také vrchol rytmické exprese Perl (Sladek et al., 2007). Je tedy zfejmé, ze cirkadianni
hodiny v jatrech jsou ve svém Casném vyvojovém stadiu synchronizovany prevazné
signaly nezéavislymi na centralnich hodinach v SCN. Denni rezim krmeni matkou, a tedy
rytmicky piijem matetského mléka, se zda byt jako nejpravdépodobnéjsi zdroj tohoto

synchroniza¢niho signalu.

5. ZAVER

Hlavni vysledky predkladané prace:

5.1. Nesvételné podnéty, jako je vybuzeni (arousal) u Syrského kiecka nebo aplikace
melatoninu u laboratorniho potkana, mohou ptisobit jako vyznamné nesvételné
synchronizatory cirkadiannich hodin v SCN. Pii studiu mechanismu synchronizace
vybuzenim byla prokazana ¢astecna ucast serotonergni neurotransmise a korelace s mirou
aktivace hypotalamo — hypofyzarni osy.

5.2. Délka dne, tj. fotoperioda, méni funk¢ni stav cirkadiannich hodin v SCN, které tak
mohou slouzit v téle nejen jako denni hodiny, ale také jako kalendéf. Fotoperioda
moduluje rytmicitu jak ventrolateralni tak dorsomediélni ¢asti SCN. Informace o zméné
délky dne je pfedavana pomoci vystupnich signalti do ostatnich ¢asti téla. K ovlivnéni
cirkadiannich hodin v SCN fotoperiodou dochazi na urovni zmén profili exprese
hodinovych geni a jejich proteind.

5.3. K vyvoji cirkadiannich hodin v SCN laboratorniho potkana dochézi postupné a

prevazné béhem postnatalniho obdobi. Vyvoj perifernich hodin je za hodinami v SCN
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vyvojove opozdeén. Svétlo zacina synchronizovat cirkadidnni hodiny v SCN mezi 3. a 10.
dnem po narozeni, zatimco délka dne az okolo doby odstavu. Periferni hodiny jsou po
narozeni ziejme sefizovany nejprve dobou krmeni matkou a teprve okolo doby odstavu

jsou pln¢€ synchronizovany SCN.

Vyznam nélezt

Cirkadianni systém zarucuje spravné vzajemné nacasovani prubéhu fyziologickych
funkci tak, aby vysledkem bylo dosazeni optimélniho zdravi organismu. Jesté donedévna
jsme se domnivali, Ze vyfazeni cirkadiannich hodin z funkce ma z hlediska pteziti
organismu pouze okrajovy vyznam. Jeho nasledky se zdaly byt z hlediska zavaznosti pro
nase zdravi spiSe minoritni — poruchy spanku, poruchy koncentrace, deprese, neschopnost
prizptsobeni se zmén¢ denniho rezimu apod. Dnes jsou vSak mnohé zadvazné tzv.
civiliza¢ni choroby, jako je obezita, diabetes, kardiovaskularni choroby, nadorové
onemocnéni apod., davany noveé do souvislosti s poruchou cirkadidnni regulace
organismu. Poznatky ziskané v této praci, tykajici se mechanismu, jakymi je cirkadianni
systém spravné sefizovan s vnéj§im prosttedim, ¢i jak se tento systém vyviji béhem
ontogeneze, mohou mit proto vyznam zdaleka piesahujici ramec oboru chronobiologie a
mohly by v budoucnu slouzit jako zaklad pro rozvoj chronoterapie nékterych zavaznych

onemocnéni.

6. SUMMARY

Circadian time keeping system plays crucial role in temporal organization of

physiological regulations in mammals. The aim of the present thesis was to advance our

knowledge on mechanisms how the circadian system is entrained by different cues with
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the outside world. Specific aims were: i/ to elucidate mechanisms how non-photic cues,
such as arousal and melatonin, entrain the circadian system, ii/ to elucidate how photic
cues and especially the day length, i.e., the photoperiod, affect the circadian rhythmicity in
the circadian clock located in the suprachasmatic nuclei (SCN) and iii/ to find out when
and how during ontogenesis the molecular clockwork underlying circadian system and
photic entrainment of this clockwork develops. Results demonstrate: i/ Non-photic cues,
i.e., arousal in the Syrian hamster and melatonin injection in the rat, are able to reset the
circadian clock within the SCN. Non-photic entrainment by arousal of hamsters is
partially mediated by the serononergic neurotransmission and correlates with the level of
adrenocortical activation. ii/ Duration of daylight, i.e., the photoperiod, affects the
functional state of the circadian clock within the rat SCN. Therefore, the SCN clock
serves not only as a daily timer but also as a calendar. The photoperiod modulates both
subdivisions of the rat SCN, i.e., the ventrolateral and the dorsomedial part. Photoperiodic
entrainment is accomplished at the transcriptional as well as at the translational level of
the core clockwork. iii/ The circadian molecular clockwork within the rat SCN develops
gradually during the late prenatal but mostly during the early postnatal period.
Development of a peripheral clock within the liver is delayed as compared with that of the
central SCN clock. Light and the photoperiod begins to entrain the SCN clock between the
3" and 10™ postnatal day but the full photoperiodic entrainment is achieved only around
the time of weaning. The liver peripheral clock appears to be entrained primarily by the
maternal feeding regime after birth. The SCN begins to fully entrain the peripheral clock
only around the time of weaning.

The data demonstrate complexity of mechanisms underlying entrainment of the
mammalian circadian system. This system plays a significant role in controlling many

physiologic processes and malfunction of the system and its entrainment may contribute
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to development of numerous serious civilization diseases, such as are cancer, metabolic
syndrome or cardiovascular diseases. Understanding the mechanisms of the circadian
system entrainment is thus crucial to optimalize conditions necessary for human well

being.
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