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Abstrakt

Dlouhodobé vystavovani stalému svétlu ma u dospélého jedince za nasledek desynchronizaci
cirkadianniho systému, spojenou se snizenou efektivitou fady fyziologickych funkci nacasovanych
na pfesnou denni dobu, pfipadné s rozvojem nekteré z tzv. civilizacnich nemoci. U dospélych
jedincil na stalém svétle dochazi také ke zhorSeni kognitivnich schopnosti ¢i zméné struktury
spanku. Vliv no¢niho svétla na zdravi dospélého organismu se studuje zejména v souvislosti s praci
ve sménnych provozech ¢i se svételnym znecCiSt€énim. Méné je studovana otdzka, jaky vliv ma
zvySena hladina no¢niho svétla na vyvoj organismu, zejména na vyvoj nervového systému a

samotného cirkadidnniho systému.

Tato diplomova prace se zaméfila na identifikaci rozsahu zmén exprese genti Per2, Nridl,
Stat3, BDNF, dale geni kodujici podjednotky NMDA receptoru a neékterych tkanoveé-specifickych
genu v sitnici. Nase experimenty byly provadény na dospélych potkanech kmene Long-Evans, ktefi
stravili prvnich 20 dni svého postnatalniho vyvoje na stalém svétle o nizké intenzité. Zmény
v expresi byly determinovany kvantifikaci mRNA pomoci RT-qPCR ve strukturach frontalniho a
parietdlniho kortexu, cichového laloku, hipokampu, suprachiasmatického jadra a sitnice.
Behavioralnimi testy byla u téchto zvifat posouzena mira tzkostného chovéani. Nase vysledky
potvrdily rozvoj tuzkostného chovani a zmény v expresi nékolika testovanych genti u zvirat

vyrustajicich na stalém svétle.

Klic¢ova slova: cirkadianni hodiny, svételna synchronizace, vyvoj, suprachiasmatické jadro



Abstract

Long-term exposure to constant light results in desynchronization of the circadian system in an
adult and is associated with reduced efficiency of many physiological functions timed to the exact
time of day, or with the development of some of the so-called civilization diseases. Constant light
in adults also results in deterioration of the cognitive abilities or changes in the sleep structure. The
effect of night light on the health of an adult organism is studied mainly in connection with shift
work or with light pollution. The question of what effect the increased level of night light has on
the development of the organism, especially on the development of the nervous system and the

circadian system itself, is less studied.

This diploma thesis focused on the identification of the extent of changes in the expression
of Per2, Nridl, Stat3, BDNF genes, as well as genes encoding NMDA receptor subunits and some
tissue-specific genes in the retina. Our experiments were performed on adult Long-Evans rats, that
spent the first 20 days of their postnatal development in low-intensity constant light. Changes in
expression were determined by quantification of mRNA by RT-qPCR in the structures of the frontal
and parietal cortex, olfactory bulb, hippocampus, suprachiasmatic nucleus and retina. Behavioral
tests were used to assess the degree of anxiety in these animals. Our results confirmed the
development of anxiety behavior and changes in the expression of several tested genes in animals,

that grown up in a constant light.

Keywords: circadian clock, synchronization to light, development, suprachiasmatic nucleus



OBSAH

Seznam pouzitych zkratek

L UVOQ. s 1
R B3 1753 Vo 1) B o) (<) 11 T PP 2
2.1, Cirkadianni SYSEEIM .......ccevuiiiiieiiiiieeeciiieeeeiree e ettt e e e sebreeeeebreeeesstraeeessssraeesssseeesssssseeennes 2

2.1.1. Transkrip¢né translacni zpétnovazebné SMYCKY .........cccceeerrerviieercvieeesrrieeennenne 2

2.1.2. Suprachiasmatické JAAIO ..........cccviiiiiiiiiiiiiiiie e 4

2.1.3. Fotosenzitivini gangliové DUNKY .........cccceeeveuiiieiriiiie e eiree e e e 6

2.1.4. Svetelnad SYNCRIONIZACE ........cccevvriieeiiiieeeciiie e eireee et e e eetre e e e setrr e e s seraeeeesenns 7

2.1.5. FAZOVY POSUN.....uuiiiiiieeeeiiiiiiiieeeeeeeeeiiireeeeeeeeeeseeerraeeeaeeesssssnssaseeasesesssssssseeeaeenns 8

2.1.6. Periferni oscilatory v tkanich a jejich zavislost na SCN ..........cccooevvveeeiiniieeennnne. 9

2.2, SEAIE SVELLO ..ttt ettt ettt et e et e et e e e bt e e eneeeeneeas 12

2.2.1. Soucasna uroven svételného zneCiStent ..........coovvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e, 12

2.2.2. Dopad vecerniho sledovani displeje a obrazovky na fyziologii ¢lovéka........... 13

2.2.3. SCN 1na StAlEM SVELLE .....eeeiiieeiiieeiie ettt et e 14

2.2.4. Vliv stalého svétla na dospely organiSmus ..........cccuvveeeeeeeeeiiciivieeeeeeeeeeennneen 15

2.3. Vyvoj cirkadidnniho SYStEMU.........coooiiiiiiiiiiiii e 16

2.3.1. Efekt stdlého svétla béhem kritické periody vyvoje cirkadianniho systému

0101 o - T USSP PUPUPRRRNE 17

2.3.2. Rozvoj uzkostného chovani mlad’at na stalém svétle ..............cccovviieriiniinnnn. 18

2.4. NMDA receptor a jeho podjednotky..........cocveiiiiiiiiiiiiiiieeciee e 19

I 05 1 (S ¢ 1o TSRS 21
Y, 1< 0T A A IR 0T A< o SRR 22
A O I 1T 2110 00V 7 1 ;PSRRI 22

4.2, BehavioTalnd tESTY ..eeeuvviieeeiiiiieeeitie ettt ettt et e et e e st e e et e s ee e e eneeee s 23

4.3. Statistické zpracovani dat z behavioralnich testll...........ccooceeriiiiniiiiiiiiiiee, 24



4.4, Odber tkani a 1Z018CE TKANT........covvueeeeeeeeeiiiieee ettt e e e e e e e ereeaaaas 24

4.5. Kvantitativind RT-qPCR.........cooiiiiiiiiiiiiie ettt srre e s ennaee s 25

4.6. Statistické zpracovani dat cirkadianni genove eXPreSe .......ceuvrvrreirerreeeercveeeenrerveresrenneeens 26

TV ] [T 1 2RSSR 28
5.1, BEhavioTalnd teSEY ....uvviieiiiieeeeiiiieeeeiieee ettt e et e e eirr e e e e stb e e e s satraeeeeerbaeeernnraeeeanes 28

5.1.1. Vysledky testu otevien€ho pole..........ceevvcviiieiriiiie i 28

5.1.2. Vysledky testu vyvySeného kruhového bludiSte ...........cccoeevviiiivciiieiiniiineeene, 29

5.1.3. Vysledky testu light/dark DOX.........cccviiiireiiiieiiiiiie e 31

5.2. Vysledky méteni cirkadidnnich rytmull @XPreSe ....uveeevuvieeeirvveeeeiiieeeeirireeeerrveeeesereeeesnes 32

5.2.1. Prokazani rytmicity genové exprese a parametry kosinorové analyzy .............. 32

5.2.2. EXPIESE ZENU PEF2.....uvviiiiieiiiiiiiiiiee e ettt e e e e e e aee e e e e e e eeees 33

5.2.3. EXPIese eNU NFLAL ..........ccooviuiiiiiiieeeieecieeee e 35

5.2.4. EXPIESE GENU STAL3 ....ovvveiiieiiiiiiiieee et e e e e 37

5.2.5. EXPIese eNU BDINE .........ccoooiiiiiiiiiie et 39

5.2.6. EXPIese SENU GFIMI ..........cccoviiiiiiiiiiie e et 41

5.2.7. EXPIeSE EENU GFIM2G . .......ccceeeiiiiiiiieeee et et ree e e e e e 43

5.2.8. EXPIese GeNU GFIN2D ........coccuuiiiiiiiiii e 44

5.2.9. Exprese tkanove specifickych gend v Sitnici.........ccooeeeiiiiiiiiiiiiciiiee, 46

6. DISKUZE......eeeeeeee ettt ettt e e ettt e e et e e e et e e e et e e e bt e e e e ennes 49

6.1. Vliv stalého svétla v raném postnatdlnim obdobi na rozvoj uzkostného chovani

WV AOSPELOSEL ..ttt ettt ettt e ettt e e st e e e et e e e et eeeeanaaee s 49

6.2. Vliv stalého svétla v raném postnatalnim vyvoji na ptetrvavajici zmény v cirkadiannich

rytmech exprese zZKoumanych gentll..........cccuuiiiiiiiiieiiiiiiie ettt e 52
T ZZAVET .ottt h et e b e bt et h e et e b e bt ettt e bt et e e b e 60

SEZNAM TIEETALUTY .....eeeitieiiiie ettt sttt e sttt e st e e sttt e bt e e sbe e e st e ebeee s 61



Seznam pouzitych zkratek

ANOVA Lottt e e e et e e e s rtre e e e etra e e s eeraeeeenraaee s Analyza variance/rozptylu
AVP e e e e e e et ba e e e s traae e e ttbaeeeatraaaaanes Arginin vasopresin
25 ) USSP PSP Brain-derived neurotrophic factor
121 N ) PSP PRR Brain and muscle ARNT-likeprotein 1
BOLD-fMRI.......ccovviiiieeiiieeeeiiieeees Blood oxygen level dependent funkéni magnetické rezonance
BORIS....oe e Behavioral Observation Research Interactive Software
(7N USRS Cornu Ammonis 1 (oblast hipokampu)
COGS ittt eeare e Clock controlled genes (hodinami kontrolované geny)
CDN A et e e et e e et b b e e e e ebraeeesatraaeeererees Komplementarni DNA
] 1 LSRR PSRRTR Kasein kinaza |
CLOCK ..ottt e e e e Circadianlocomotor output cycles kaput
L0\ 1 TP PU PP Centralni nervova soustava
CREB ...t et e arrea s cAMP-response element binding
CRIY e et e et e e et e e e e aa e e e e ettt e e e e stbaeeeeatrbaeeeatrreeeaae Cryptochrome
O RSP RRRUPSRRUS Cirkadianni cas
ittt e e e e e e aa e e e e e tbe e e e e tbaee e e tbbeeeeatbeaeeaatbreeeeatbbaeeeaareeeeanes Cycle treshold
DD oo et Dark/dark svételné podminky (24h tmy)
DM SCN et Dorzomedialni ¢ast suprachiasmatického jadra
S oo ) ST SRR Enhancer box
EPSC ... Excitaéni postsynapticky proud
TMIRI L.ttt e e e Funk¢ni magnetickd rezonance
GABA ettt e e et e e e Kyselina gama-aminomaselna
GABAA e Receptor A kyseliny gama-aminomaéselné
GaPAN ... Glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenaza
GIUN Lttt e ettt e e e e abee e e et eee e Podjednotka NMDA receptoru
G T et ettt et Gen pro podjednotku NMDA receptoru
GRP... et Gastrin releasing peptide
HPA 088 ...oiiiiiiiiiiicc e Osa hypotalamus-hypofyza-nadledviny
IPRGECS ..ot Fotosenzitivni gangliové buiiky sitnice

L e e Locus Coeruleus



LD e Light/dark svételné podminky (12 hodin svétla + 12 hodin tmy)

) = SRR Lateralni hypotalamus
505 Lo PSPPSR Lateralni habenula
LL skupina ......ccccceevveeenieennen. Nami testovana zvitata, ktera stravila dny PO az P20 na stalém svétle
| ) USSR Light/light svételné podminky (24h stalé svétlo)
PRSPPI Dlouhodoba potenciace
1Y RO UPRUUPRP Medialni amygdala
MAPK ..o e Mitogenem aktivované proteinkindzy
NMDAR.....cccooviiieeieee e N-metyl-D-aspartat receptor (glutamatovy ionotropni receptor)
NrldI ........... Gen pro jaderny receptor rodiny 1, skupina D, ¢len 1, (produktem genu je REV-ERBa)
L0 53 o SRR RUSPR Opsin
OPNISW cetiiieciiiiee ettt e e e e e eabe e e e e eeareeeesaenes Opsin 1, citlivy na kratké vinové délky
P, Hodnota, udavajici miru vyznamnosti rozdilu mezi zkoumanymi daty
P20 e e e e e e et aeaeeaes 20. den postnatalniho vyvoje
S0 SRS Period
PVN e e Paraventrikularni jadro hypotalamu
2 510 TSP PPRR PP Rodopsin
RHT oo et e e e ettr e e e e tare e e e eenees Retino-hypotalamicky trakt
ROR oo e Retinoic acid-related orphan receptor
RORE.....otiiiiieeee e Retinoic acid-related orphan receptor response element
RT-qPCR...oooiiiieeeeeeeeee e, Real-time kvantitativni polymerazova fetézova reakce
L PRSP Suprachiasmatické jadro
] 21 (PSPPI Stfedni chyba priméru
S Z ettt e e s et e e st e e e Subparaventrikularni zéna
SHAL3 .. Signal transducer and activator of transcription 3
TTEL oot Transkripcné transla¢ni zpétnovazebna smycka
VP ettt e Vasoaktivni intestinalni polypeptid
VL SCN Lo Ventrolateralni ¢ast suprachiasmatického jadra
VPO . Ventrolateralni preoptickd oblast

Y 2 TSRO PRPPPSRN Ventralni tegmentalni oblast



1. UVOD

Biochemické a molekularni procesy vétSiny tkéni a organti se v pribéhu 24 hodin rytmicky méni.
Diky funkei cirkadidnniho systému muze télo ptredvidat, kdy nastane den nebo noc a podle toho
regulovat ¢innosti jako jsou napiiklad konzumace potravy, zvySena télesna i mentalni aktivita ¢i
spanek, a navysit metabolickou aktivitu potiebnych organt jesté pred zacatkem ocekéavané akce.
VétSina tkani v téle odmétuje piibliznou 24hodinovou periodu diky zpétnovazebnym molekularnim
smyckam hodinovych genti. Tato perioda je ale nepfesna a k prfesnému chodu cirkadiannich hodin
je nezbytna synchronizace se solarnim cyklem. Synchronizace probihd pfedevsim registraci stiidani
svételné a temnostni fdze dne centrdlnimi hodinami v suprachiasmatickém jadie (SCN).
V neperiodickém prostiedi stalé tmy mohou funkci synchronizatoru ptevzit napt. periodické zmény
v socidlni interakci ¢i jiné, periodicky se opakujici déje. Metabolicky aktivni periferni oscilatory
mohou byt synchronizované také pravidelnym piijmem potravy. Dobfe synchronizovany
cirkadianni systém umoznuje nacasovani fyziologickych funkci na ptesnou denni dobu.
Desynchronizovany systém at’ uz mutaci nékterého z komponentii transkripcné translacni
zpétnovazebné smycky (TTFL), Castou praci ve sménném provozu ¢i Castym vystavenim svétlu v
noci, ma za nasledek mnozstvi zdravotnich problémt, jako jsou napi. zvysené riziko rozvoje
cukrovky, pfibytky na vaze a rozvoj leptinové rezistence ¢i dokonce urychleni tumorogeneze.
Svétlo v noci tedy prestavuje vazny enviromentalni stresor, jehoz intenzita se v poslednich letech
neustale zvySuje at’ uz v domacim nebo venkovnim prostiedi, a pfedstavuje zdravotni riziko pro

cloveka i ostatni organismy.

Prestoze existuje jiz docela dobré povédomi o vlivu svétla v noci na dospélé jedince,
pomérné malo je zndmo o tom, jak svételny stres plisobi na vyvijejici se organismus a jaké dusledky
to ma v dospélosti. Zivot ve stalém svétle miize mit u dospélych a mlad’at rozdilny efekt. Vime
napriiklad, ze rozvoj insulinové rezistence je typicky pouze v dospélosti, ale nevyskytuje u mlad’at
vystavenych stalému svétlu. Naopak zvysené uzkostné chovani u jedincti odchovanych na stalém
svétle se u dospélych nevyskytuje. Tato diplomova prace se zamértila na sledovani vlivu zivota ve
stalém svétle v asném postnatalnim vyvoji na zmény v rytmické genové expresi v mozku a rozvoj
uzkostného chovani v dospélosti. V dnesni dobé zvysujiciho se svételného znecisténi ptirody a
trendiim usinat se zdrojem svétla v mistnosti, mohou mit nase vysledky vyznam jak pro ¢lovéka,

tak pro zdravy vyvoj mnoha zivoc¢isnych druhti ve volné ptirode.



2. LITERALNI PREHLED
2.1. CIRKADIANNI SYSTEM

Vétsina organismil na planeté se vyvinula v prostfedi se stfidajicim se dnem a noci, a stejn€ jako na
fadu dalSich proménnych v prostiedi si i na zmény intenzity a spektra svétla béhem 24hodinového
dne vytvoftila adaptaci - cirkadianni systém. Diky tomuto systému télo méii a predvida ¢as a mize
tak prizptsobit svou aktivni periodu denni ¢i no¢ni Casové nice. V souvislosti s tim se také
pfizpisobuje faze rytml v produkci hormont ¢i aktivité autonomniho nervového systému
(Balsalobre et al., 2000; Cailotto et al., 2009; Vujovi¢ et al., 2008). Cirkadianni systém sam vsak
nedokdze odmeétovat 24 hodin pfesné a bez synchronizace s vnéjsim, solarnim cyklem by se zacatek

vnitini periody kazdy den vice a vice odchyloval od solarniho zac¢atku dne.

Ptevazna vétSina bunck v téle je schopna méfit ¢as pomoci TTFL hodinovych genti. Ta tvofi
podstatu cirkadidnniho systému, avSak bez sefizovacich, synchronizacnich signdli z prostiedi
(zvané jako ,,udavace Casu“ nebo ,zeitgebery*) odméiuje 24 hodin pouze piiblizné. Hlavnim
synchronizatorem z prostiedi je stfidani svétla a tmy, které je vniméno centralnimi hodinami
v SCN. Svétlo¢ivné SCN synchronizuje periferni oscilatory v organech a tkanich, ale nékteré
oscilatory je mozné synchronizovat napiiklad také ptijmem potravy v neobvyklou dobu ¢i zménami
v hormonalni signalizaci (Balsalobre et al., 2000; Brown et al., 2002; Damiola et al., 2000; Fonken

etal., 2013).

2.1.1. Transkrip¢né translacni zpétnovazebné smycky

Ptiblizné odmérovani 24hodinovych cykli na bunééné urovni je mozné diky aktivité TTFL (obr. €.
1). Kritickou roli v TTFL zaujima tzv. primarni smycka, skladajici se z pozitivnich (Clock a Bmall)
a negativnich transkrip¢nich faktorit (Per a Cry). Proteiny genti Clock a Bmall po své translaci
heterodimerizuji a vstupuji do jadra (Gekakis et al., 1998). Ptiblizn¢€ ve stiedni Casti dne tento
komplex naseda na E-box v promotorech fady jinych gent a aktivuje jejich transkripci (Menet et
al., 2012). Tato kazdodenni aktivace transkripce komplexem CLOCK:BMALI je nezbytna, a
v principu dostacujici k rytmické expresi hodinovych gent v bunce (Chiou et al., 2016). Mezi geny
aktivované prostfednictvim E-boxu patii naptiklad Perl,2,3 a Cryl,2, coz jsou negativni,
represorové faktory primarni smycky. Jejich proteiny se v prubéhu dne akumuluji v cytoplazmé
(Horstet al., 1999; Zheng et al., 2001), jsou zde fosforylovany mj. kinazami CKlIe a CKI5 (Camacho
etal., 2001; Eide et al., 2002) a nasledné odbouravany pomoci ubiquitin ligdzového komplexu nebo
transportovany do jadra (Akashi et al., 2002; Busino et al., 2007). Proteiny PER a CRY v

cytoplazmé tvofi heterodimery, které se vraci zpét do jadra, kde vyvazuji komplex



CLOCK:BMALI1 od DNA a zabranuji tak své vlastni transkripci (Ye et al., 2014). Hladiny PER a
CRY proteini se postupné v buiice snizuji az do té¢ doby, kdy jejich nizkd hladina nebrani
opetovnému nasednuti CLOCK:BMALI komplexu na E-boxy a cely proces, trvajici ptiblizné 24

hodin, za¢ina znovu.

Komplex CLOCK:BMALI iniciuje také transkripci jadernych receptori REV-ERBa
(kodovanych genem Nridl), které se vazi na promotor genu Bmall a potlacuji jeho expresi, tj.
prodluzuji periodu. Navzdory svym regulacnim vlastnostem neni REV-ERBa nezbytny pro
generovani cirkadianniho rytmu. Pfi jeho genetické deleci u mysi dochazi k akumulaci mRNA
Bmall, ale rytmicita v hladinach této mRNA zGstava zachovana i kdyz s vyrazné€ niz$i amplitudou
(Preitner et al., 2002). Komplexem CLOCK:BMALI1 je zarovei také aktivovana transkripce genu
pro RORa, ktery je vi€ci REV-ERBa antagonisticky. RORa mé pfi navazani na promotor Bmall
aktivacni uCinek, zkracujici tak cirkadianni periodu. Pti knockoutu genu pro RORa dochazi
k potlaceni exprese Bmall (Sato et al., 2004). U vSech objevenych zastupcti rodin REV-ERB (a, )
a ROR (a, B, v) byla prokazéna schopnost vazat se na RORE element v promotoru Bmall a
regulovat jeho expresi (Guillaumond et al., 2005). Studie potvrzuji, Ze sekundarni smycka zvysuje

amplitudu cirkadiannich oscilaci a stabilizuje cely mechanismu TTFL (Preitner et al., 2002).

V neposledni fad¢ CLOCK:BMALI nasedéa na E-boxy tzv. hodinami kontrolovanych gent
(CCGs; z angl. clock-controlled genes) a umoziuje tak regulovat cirkadianni rytmus velké fady
fyziologickych funkci (Panda et al., 2002A). Této aktivaci exprese podléha piiblizn¢ 10-20%
kédujicich genti v téle, ale procento zastoupeni CCGs se mezi jednotlivymi organy lisi (Deery et
al., 2009; Reddy et al., 2006). Valna vétSina téchto genu je organové a funkcéné specificka a
umoznuje tak ¢asovou regulaci organové fyziologie. Dalsi velké procento tkanoveé specifickych
molekul je regulovano na urovni translace ¢i posttranskripénich a posttransla¢nich modifikaci a

cirkadianni systém tak reguluje az 43% tkanové specifickych proteini (Zhang et al., 2014).
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Obrazek €. 1: Schéma molekularnich hodin TTFL u savei. Komplex CLOCK:BMALLI se vaze
na E-box v promotorech genti Perl,2 a Cryl,2. Proteiny PER a CRY se vraceji do jadra a inhibuji
komplex CLOCK:BMALI a tim i svou vlastni transkripci (primarni smycka). Komplex
CLOCK:BMALI se zaroven navazuje na E-box gent jadernich receptortt Rev-Erba a Rora., které
inhibuji ¢i podporuji expresi Bmall a stabilizuji tak hodiny (sekundarni smycka). CLOCK:BMAL1
rovnéz aktivuje rytmickou transkripci fady CCGs, podilejicich se na rytmicité fyziologickych

funkeci téla. Prevzato z (Golombek et al., 2014).

2.1.2. Suprachiasmatické jadro

Cirkadianni pacemaker v SCN je kazdodenné synchronizovany svétlem do presné 24hodinového
oscila¢niho cyklu a slouzi organismu jako centralni hodiny (v anglicting: ,,the master clock*), které
poskytuji informace o ¢ase hodinam v perifernich tkanich a casové tak sefizuji cely organismus
(Nishino et al., 1976; Ralph et al., 1990). Jadra jsou slozena ze dvou ¢asti s odlisnou funkci a
riznymi neuromediatory: ventrolateralniho jadra (VL), do kterého pfichézeji signaly z retiny oka,

a dorzomedialniho plaste¢ (DM) (de la Iglesia et al., 2004).

Cirkadianni oscilace v neuronech a gliich SCN jsou vytvafeny na principu TTFL, ale
jednotlivé builky musi byt spolu synchronizovany, aby vytvafely koherentni signal.

Neurotransmiter VIP (vasoaktivni intestinalni peptid) uvoliiovany VLSCN depolarizuje neurony ve



zbytku SCN a indukuje expresi Perl a Per2 (Nielsen et al., 2002; Pakhotin et al., 2006; Shinohara
et al., 2000). VIP je produkovéan az v 23% neurontt SCN a pfiblizné¢ 50% nervovych bunck SCN
exprimuje jeho receptory (Reed et al., 2002; Welsh et al., 1995). Pti absenci tohoto neurotransmiteru
nejsou nervoveé buniky SCN schopné synchronizované aktivity (Aton et al., 2005). Neuromediator
GRP (gastrin releasing peptide) produkovany VLSCN rovnéz vyvolava indukci exprese Perl a
Per2 a to vDMSCN (Aida et al., 2002). V celém SCN je nejzastoupengjSim neuropienaseCem
GABA a na vétSin¢ synapsich se vyskytuje jako koaktivator spole¢né s dal§imi neuropeptidy
(Moore & Speh, 1993; Strecker et al., 1997). GABA ma excita¢ni u¢inky v DMSCN, ale inhibi¢ni
ve VLSCN (Albus et al., 2005). Podobné jako VIP, i GABA pfispiva k synchronizaci neuronit SCN
(Liu & Reppert, 2000) a jeji absence znemoziiuje synchronizaci VLSCN a DMSCN a svétlem
indukovany fazovy posun exprese hodinovych genti v SCN (Albus et al., 2005; McNeill 4th et al.,
2018). Spolecné vytvaii tento soubor neurotransmiteri SCN plasticky systém schopny
synchronizace rytmu mezi svymi ¢astmi a je dulezity také pro fazovy posun exprese hodinovych

gent v SCN indukovany zménou fotoperiody.

Jednim z hlavnich vystupti z SCN a také vlastnosti samotného pacemakeru je rytmus ve
spontanni elektrické aktivité. Jeji frekvence dosahuje svého maxima zhruba v poloviné svételné
faze dne a pres noc klesa bez ohledu na to, zda se jednéa a denniho ¢i no¢niho zivocicha (Inouye &
Kawamura, 1979). Vystup zSCN do perifernich tkani a oscilatori je zprostredkovan také
cyklickymi zménami hladin hormont ¢i aktivitou autonomniho nervového systému. To je nezbytné
pro vnitini synchronizaci organismu a také re-synchronizaci po piipadném casovém posunu

(Balsalobre et al., 2000; Cailotto et al., 2009; Vujovic et al., 2008).

Jedna ze zakladnich vystupnich cest z SCN vede do paraventrikularniho jadra hypotalamu
(PVN). GABAergni inervace z SCN tlumi béhem dne glutamatergni neurotransmisi z PVN do celé
fady struktur a tim ovlivituje jak autonomni nervovy systém, tak napt. produkci kortikosteronu.
Nejlépe prostudovanym, a mozna nejvyznamnéj$im vystupem této regulacni drahy je vSak rytmicka
produkce hormonu melatoninu. Melatonin je produkovan pinealni zlazou neboli epifyzou na
zaklad¢ signalti z SCN a PVN tak, aby jeho hladina byla vysoka v noci. Hormon se vyléva do
krevniho ob€hu a aktivuje melatoninové receptory, které jsou exprimovany ve velké vétsiné organt
a tkani. Tim napomaha §ifit synchroniza¢ni casovy signal z SCN do celého organismu (Klein et al.,
1997; Pandi-Perumal et al., 2008; Perreau-Lenz et al., 2003; Roseboom et al., 1996). Syntetiza¢ni
proces melatoninu je také velice citlivy na svétlo v noci, a jiz velmi mald intenzita svétla vede k jeho

potlaceni, ¢i zpomaleni (Lewy et al., 1980).



2.1.3. Fotosenzitivni gangliové buiiky

Pro optimalni funkci cirkadidnniho systému je nezbytny stabilni synchronizétor, ktery pusobi
zejména na hlavni cirkadianni pacemaker v SCN hypotalamu (Ralph et al., 1990).
Nejspolehlivéjsim a nejsilnéjSim synchronizatorem je pro vétSinu druht svétlo, které je u savcu
registrovano pouze sitnici (Foster et al., 1991). Vedle fotosenzitivnich tyc¢inek a ¢ipkd umoziujici
obrazové vidéni, se v sitnici nachéazeji jesté dalsi fotosenzitivni buiiky oznaCované jako ipRGCs (z
angl. intrinsically photosensitive retinal ganglion cells, vnitin¢ fotosenzitivni gangliové bunky
sitnice) s fotopigmentem melanopsinem, které jsou zodpovédné za tzv. neobrazové vidéni (Berson
et al., 2002; Provencio et al., 2000). Melanopsin neni v ipRGCs koncentrovan ve specializovanych
strukturéch, ale je rovnomérné zastoupen ve vétsSing ¢asti gangliové buiiky (Provencio et al., 2002).
Tento strukturalni rozdil pfispiva k nizsi citlivosti ipRGCs na svétlo, nez je u svétlocivnych bunék
tyCinek a ¢ipkli obrazového vidéni. Melanopsin je nejcitlivéjsi na zafeni o vinové délce 480 nm, coz
je modré svétlo typické pro stiedni ¢ast dne (Berson et al., 2002). Vystaveni naptiklad vinovym
délkam pro oranzovou barvu (piiblizné 600 nm), vyskytujicim se v dobé vychodu ¢i zépadu slunce,

vyvolava v ipRGCs pfi stejné energii, znacné€ nizsi aktivitu (Berson et al., 2002).

Citlivost L-, M- a S- ¢ipkt ke svym ptislusSnym vlnovym délkdm (v maximech: L: 560 nm,
M: 530 nm a S: 440 nm) se mezi sebou signifikantné nelisi. Primér hodnot polovi¢ni saturace
aktivace ¢ipku pfi intenzité je mezi 1600 — 1900 fotont na pm™ (Schnapf et al., 1987, 1990). Clovék
je schopen barevného vidéni jiz pfi intenzitach svétla piiblizné 1 med/m? (Kelber & Lind, 2010).
Citlivost ¢ipkti na svétlo u hlodavcet je 10x nizsi nez u primatd (Nikonov et al., 2006). Ty¢inky a
¢ipky jsou zapojené do neuronalni sit¢ ipRGC a vyznamné ptispivaji k synchronizaci cirkadianniho
systtmu u zdravych jedinct, avSak jejich vyfazeni je téméf dokonale nahrazeno funkci
melanopsinu, pokud je pfitomno tzv. melanopické, modré svétlo (Brown et al., 2011; Freedman et
al., 1999). Vedle pienosu informace o svétle do centralnich cirkadiannich hodin v SCN, projikuji
ipRGCs do center v mozku regulujici naladu, kognitivni mysleni, spanek ¢i bdélost, jak shrnuje
review (LeGates et al., 2014; obr. 2). Svétlo tedy piimo pies ipRGCs a zaroven i nepiimo pies SCN
ovliviluje fadu oblasti centralni nervové soustavy (Krout et al., 2002). Da se tedy predpokladat, ze

stres v podobé¢ stalého svétla bude mit do urCité miry efekt na tyto ¢asti mozku.



Obrazek ¢. 2: Schéma inervace
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suprachiasmaticka jadra, SPZ: subparaventrikularni zéna, LH: laterdlni hypotalamus, VLPO:
ventrolaterdlni preoptickd oblast, Raphe nuclei, VTA: ventralni tegmentalni oblast, Septum

pellucidum, LC: locus coeruleus. Pfevzato a upraveno z (LeGates et al., 2014)

2.1.4. Svételna synchronizace

Kazdodenni sefizovani vnitini cirkadianni periody podle vnéjsi fotoperiody solarniho cyklu je
nezbytné pro optimalni funkci cirkadianniho systému a udrzeni exprese potfebnych hodinovych a
hodinami kontrolovanych genti v odpovidajici ¢asti dne. Citlivost SCN na svétlo se v pribéhu dne
meéni. Vystaveni stejné intenzit¢ svétla béhem subjektivniho dne uréeného chodem TTFL,
zpusobuje signifikantné nizsi aktivaci SCN, zobrazenou napft. funk¢éni magnetickou resonanci, nez
pokud svétlo ptisobi v dobé subjektivni noci (Vimal et al., 2009). Pokud ipRGCs zaregistruji
pritomnost svétla o dostatecné intenzité ¢i délce trvani mimo subjektivni den jedince, dochazi ke
spusténi fetézce reakci. Vysledkem je fazovy posun exprese hodinovych gen, ktery piizptisobi fazi
cirkadiannich rytmi k nové, zménéné fotoperiodé. Informace z ipRGCs depolarizovanych svétlem
je vedena jejich axony tvoficimi retinohypotalamicky trakt do VLSCN (Moore et al., 1995). Pii
vystaveni svétlu mimo svételnou fazi dne jsou ipRGCs depolarizovany a na svych synapsich s SCN
vypoustéji glutamat. Glutamat se vaze NMDA receptory ve VLSCN a zplisobuje vtok vapenatych
iontl do bunky, spoustéjici signaliza¢ni kaskddu MAPK a fosforylaci CREB (Carlezon Jr et al.,
2005; Colwell, 2001; Colwell et al., 1991). CREB se dale vaze na element CRE v promotorech

geni Perl a Per2, a indukuje expresi téchto genti (Travnickova-Bendova et al., 2002). Umoznuje



tak optimaliza¢ni ¢asovy posun cirkadianni exprese hodinovych genil, ktera bez moznosti svételné

korekce osciluje v pouze ptibliznych 24hodinovych cyklech.

2.1.5. Fazovy posun

Pti zasazeni svétla do subjektivni noci reaguje cirkadianni systém posunem vnitini faze tak, aby se
chod hodin srovnal s vnéjSim cyklem. Fazové responzni kiivka (obr. ¢. 3) popisuje zavislost
velikosti a sméru posunu (zpozdéni nebo predbéhnuti faze) na dob¢ vystaveni zeitgeberu. Svétlo o
dostatecné intenzité nebo trvani, plisobici béhem vecera a prvni poloviny noci zpiisobuje fazové
zpozdéni. Oproti tomu svétlo v druhé polovin€ noci a nad ranem vede k fdzovému predbchnuti.
Ptiblizné uprostied noci se nachazi kriticky ¢asovy bod, béhem kterého svétlo nezplisobuje fazovy
posun. U cloveka plati, Ze doba, pfi niz dochazi se kritickému bodu, ptiblizn¢ koresponduje
s minimalni hodnotou cirkadianniho rytmu télesné teploty (Czeisler et al., 1989; Khalsa et al.,
2003). Stejné intenzita svétla, kterd béhem nocnich hodin zplsobuje fazové posuny, vyvolava
béhem dne znatelné nizsi fazovy posun, ktery se signifikantné nelisi od kontrol, které nejsou
svételnym pulziim vystaveny. Velikost fazového posunu stoupd se zvysujici se intenzitou svétla a
dobou trvani vystaveni svétla (Boivin et al., 1996; Dewan et al., 2011). Maximalni hodnota
fazového posunu Cini vSak ptiblizn€ 3 hodiny bez rozdilu mezi pohlavimi (Kripke et al., 2007).

Systém je rovnéz nejcitlivéjsi na modré svétlo o vinové délce 480 nm (Riiger et al., 2013).
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Obrazek ¢. 3: Fazové responzni kiivka. Graf popisuje smer a velikost fazového posunu pii

aplikaci svétla v riznou denni dobu (vyobrazeno na ose X v hodinach cirkadianniho ¢asu). Usek



CTO0 az CT12 ptedstavuje svételnou ¢ast dne, CT12 az CT24 temnostni ¢ast. Pfevzato a upraveno z

(Lefta et al., 2011).

2.1.6. Periferni oscilatory v tkanich a jejich zavislost na SCN

Cirkadianni rytmus hodinovych a hodinami kontrolovanych gent je v perifernich tkanich a
organech zavisly primarné na rytmu vystupnich signdlti z SCN. Pouze v metabolicky aktivnich
organech jako jsou jatra, stfeva nebo slezina je mozné odpojeni od synchroniza¢nich signalti z SCN
a to v piipad¢, ze potrava je dostupna pouze v dobé mimo aktivni fazi zivocicha (Damiola et al.,
2000; Waddington Lamont et al., 2007; Wang et al., 2017A). Ve své diplomové praci jsem se
zaméfila na zmény rytmické genové exprese v nékolika ¢astech mozku u zvifat odchovanych na
stalém svétle. Proto je tato kapitola zamétend na oscilatory v ¢astech mozku, které jsou periferni ve

vztahu k hlavnimu cirkadiannimu pacemakeru v SCN, nikoliv na periferni organy.

Za béznych podminek jsou v mozkovych strukturdch méfitelné rytmické exprese
hodinovych genti (Shearman et al., 1997; Yamamoto et al., 2001). SCN je synapticky propojeno
s mnozstvim mozkovych struktur, naptiklad s ¢ichovymi laloky, areou postremou v prodlouzené
miSe, s ventralnim hipokampem, paraventrikularnim talamickym jadrem nebo s ostatnimi
strukturami hypotalamu vcetné lateralni preoptické oblasti a PVN dilezitého pro regulaci
neuroendokrinniho a autonomniho systému (Krout et al., 2002). Tato ¢etna spojeni umoziuji pienos

rytmického cirkadianniho signdlu do ostatnich ¢asti mozku.

Hipokampus exprimuje vSechny hodinové geny potfebné pro autonomni generovani
cirkadianniho rytmu (Jilg et al., 2010). Struktury hipokampu jsou neuronaln¢ propojeny s SCN
nepiimo, multisynapticky (Krout et al., 2002), synchronizuji se ale ptisobenim kortikosteront,
jejichz produkce je zavisla na signalech z SCN. Pfi snizeni hladiny kortikosteroni dochazi
k vymizeni hipokampalniho rytmu v expresi Perl (Gilhooley et al., 2011). Potlaceni cirkadianni
rytmicity exprese gentit TTFL v SCN zpusobuje deficit prostorové pracovni paméti a dlouhodobé
paméti v testu ,,long-term object recognition®, které jsou zavislé na hipokampu (Ruby et al., 2013).
Lokalni aplikace antagonisty GABAA receptoru obnovuje u zkoumanych zvirat oba typy paméti
do hodnot pozorovanych v jedincich s rytmickym SCN, indikujici GABAergni regulaci mezi témito
strukturami (Ruby et al., 2013). Rytmus SCN se zda byt nezbytny pro spravnou funkci této struktury
a naruseni funkce SCN stalym svétlem behem raného postnatalniho vyvoje by mohlo mit nasledky

pro behavioralni procesy zavislé na hipokampu.

Neokortex rovnéz exprimuje vSechny potiebné hodinové geny pro generovani

cirkadianniho rytmu (Rath et al., 2013, 2014). Amplituda rytmu hodinovych genti v neokortexu je



ale vyznamné potlacena pti 1ézi SCN, indikujici zavislost cirkadidnniho rytmu exprese v neokortexu
na tomto jadie (Rath et al., 2013). Pii potlaceni exprese hodinového genu Bmall pouze v kortexu
dochézi u téchto zvitat ke zvySenému vyskytu depresivniho chovani, ale naptiklad ke zmén¢ rytmy
télesné teploty ¢i pohybové aktivity nikoliv (Bering et al., 2017). Potlaceni ¢i posuny rytmické
exprese v kortikdlnich strukturach jsou typické naptiklad u pacientd s tézkou depresivni poruchou
(Li et al., 2013) a schizofrenii (Seney et al., 2019). Pokud by tedy vlivem stdlého svétla béhem
rané¢ho postnatalniho vyvoje dochézelo ke zménam v rytmu expresi hodinovych genti, mohlo by

téchto zvitat dojit naptiklad ke zménam v regulaci nalad ¢i chovéani.

Cichové laloky potkan®i jsou povaZovany za tzv. semiautonomni cirkadianni oscilatory,
které mohou fungovat i1 bez signali z SCN. Exprese hodinovych genli v €ichovych lalocich
pfetrvavaly rytmické i pfi ablaci SCN, na rozdil od ostatnich zkoumanych struktur koncového
mozku naptiklad primarniho motorického a somatosenzorického kortexu, ¢i nukleu accumbens,
caudate putamen a hipokampu (Abe et al., 2002). Cichové laloky vykazuji synchronizovanou
expresi hodinovych gentl jiz v embryonalnim dni E19 (Granados-Fuentes et al., 2004), a jsou
schopné ptizptsobit fazi rytmické exprese gentt TTFL ¢asu pfijmu potravy (Pavlovski et al., 2018).
Vyznam Cichovych lalokt v cirkadianni regulaci se zda byt druhové specificky. Po odstranéni obou
¢ichovych laloki béhem rané¢ho postnatalniho vyvoje kralika vykazovala mlad’ata abnormalné
nestabilni rytmy télesné teploty a pohybové aktivity indikujici roli ¢ichovych lalokd v regulaci
cirkadiannich rytma v raném vyvoji (Navarrete et al., 2016). Podobn¢ u mysi (Possidente et al.,
1990) a osmaka (Goel et al., 1998) odstranéni ¢ichovych lalokl zptsobilo prodlouzeni vnitini
periody tau a zmensSeni fazovych posunti po zméné svételnych podminek. Naopak u potkant,
odstranéni lalokii nezpisobovalo zmény v rytmu denni aktivity ani nesnizovalo miru fazového
posunu po svételném pulsu (Granados-Fuentes et al., 2004). Mechanické nebo funkéni naruSeni
¢ichovych lalokl je u hlodavch Casto asociovano s rozvojem depresivniho a tizkostného chovani
(Glinka et al., 2012; Taalman et al., 2017). Zajimalo nas tedy, jestli vyvoj ve stalém svétle, ktery
vede k podobnym zménam v chovani, ovliviiuje genovou expresi a cirkadianni rytmicitu také

v ¢ichovych lalocich.

Sitnice oka je, podobné¢ jako ¢ichové laloky, povazovana za dalsi semiautonomni oscilator.
Pti 1ézi SCN si zachovava ptvodni fazi cirkadiannich rytmu, ktera je synchronizovatelnd svétlem
nezavisle na SCN (Tosini & Menaker, 1996). Pti selektivni genetické deleci genu Bmall vyhradné
v sitnici, dochdzi ke stejnym zménam ve fyziologii sitnice, jako pfi celoorganismové deleci Bmall
(Storch et al., 2007). Sitnice také produkuje melatonin a kultury sitnice in vitro si v podminkach
stalé tmy zachovavaji rytmickou syntézu melatoninu po minimalné 5 dni (Binkley et al., 1979;

Tosini & Menaker, 1996). Vysledky méfeni elektrické aktivity sitnice elektroretinogramem vsak
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naznacuji, ze cirkadianni regulace sitnice je alespon Caste¢né pod vlivem ostatnich mozkovych
struktur (Miranda-Anaya et al., 2002). Hlavni funkei sitnice je zajiStovat transdukci informace o
svétle do zrakovych struktur mozku vcetné SCN. Svétlo v noci vyvolava fazovy posun a potlacuje
syntézu melatoninu (Czeisler et al., 1989; Lewy et al., 1980). Uroven potladeni melatoninu se li§i
druhové 1 mezi jednotlivei, a koreluje se zménami aktivity SCN pozorovanymi metodou BOLD-
fMRI (McGlashan et al., 2018). Jestli se tedy za vyvoje pfi stalém svétle méni vstupni signdly do
SCN na trovni sitnice je dulezité pro posouzeni at’ jiz synchronizacniho nebo patologického

pusobeni svétla v dospélosti.

Nahla nékolikahodinovd zména ve fotoperiodé zplisobuje desynchronizaci exprese
hodinovych genti mezi VL a DM oblastmi SCN. Geny Perl,2 a Cryl ve VLSCN se rychle fazoveé
pfizpisobuji zméné fotoperiody, o n€kolik dni pomalejsi je jejich zména v DMSCN. Po dobu
desynchronizace mezi VL a DM oblastmi SCN bylo u jedinct pozorovano signifikantni prodlouzeni
délky spanku, coz je rovnéz jeden ze symptomii pozorovanych u lidi po preletu pies nékolik

casovych pasem (tzv. jet lag) (Nagano et al., 2003).

V perifernich oscilatorech, které sviij cirkadianni rytmus synchronizuji primarné s rytmem
SCN, byly nalezeny trval¢ zmény amplitudy nebo fazové posuny hodinovych gent po vystaveni
stalému svétlu beéhem kritické periody vyvoje cirkadidnniho systému (Brooks et al., 2014).
Vyznamné snizeni amplitudy rytmu exprese Per?2 bylo zaznamenano naptiklad v plicich, které jsou
cirkadianné synchronizovany pouze SCN a nikoliv napft. piijmem potravy (Stokkan et al., 2001).
Autofi studie se domnivaji, ze dlouhodobé alternace cirkadianni exprese v periferiich jsou
amplitudy vystupti z SCN béhem vyvoje systému (Brooks et al., 2014). U organti travici soustavy,
které jsou cirkadianné synchronizovany primarn¢ dobou pfijmu potravy, tyto trvalé zmeény v expresi
hodinovych genti pozorovany nebyly (Brooks et al., 2014; Damiola et al., 2000). Je tedy mozné, ze
1 v mozkovych tkanich primarn¢ zavislych na cirkadiannim rytmu SCN budeme pozorovat podobné
dlouhodobé zmény exprese hodinovych gent. Tato diplomova prace se zamétila na zmény exprese
hodinovych a dalSich vybranych genti ve strukturach frontalniho a parietalniho kortexu, ¢ichovych

lalokti, hipokampu, sitnice a SCN, které vznikaji vlivem svétla v noci béhem raného postnatalniho

vyvoje.
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2.2. STALE SVETLO

Pro spravnou funkci cirkadianniho systému je nezbytny vysoky kontrast mezi dnem a noci, ktery
umoziuje synchronizaci cirkadidnnich oscilaci se solarnim cyklem, ale také adaptaci ke zméné
fotoperiody béhem roku. V moderni spolecnosti je vSak tento kontrast stale vyraznéji smazavan.
Clovék se pohybuje velkou &ast dne v zastfeSenych prostorach, které snizuji intenzitu denniho
svétla, kterému je vystaven, naopak zvecera a v noci je exponovan silnému umélému osvétleni.
Organismy ve volné piirod¢ jsou ohrozeny trvale se zvySujicim svételnym znecisténim, které
snizuje synchroniza¢ni silu zeitgeberu a naruSuje adaptaci ke zméndm fotoperiody dulezitou

napfiklad pro sezonni rozmnozovani.

2.2.1. Soucasna aroven svételného znecisténi

Urovei svételného zne¢isténi nad kontinenty dokumentuje studie (Falchi et al., 2016). Na obrazku
¢. 4 jsou zndzornény intenzity jasu no¢ni oblohy naméfené nad Evropou. Studie popisuje
znepokojivé vysledky méteni satelitni technikou a uvadi, ze vice nez tietina obyvatel planety Zije
ve svételn¢ zneCiSténém prostiedi, které znemoznuje pozorovat Mlécnou drahu. U métenich
provedenych nad Evropou je mozné pozorovat svételné znecisténi rozprostirajici se na 88% plochy
kontinentu a v hust& obydlenych oblastech dosahuje no¢ni obloha hodnot svitivosti 1 mcd/m? (na
obr. ¢. 4 znazornéno Cerven¢), kdy u ¢loveéka dochazi k aktivaci Cipkli v oku a prechodu mezi
skotopickym a mezopickym vidénim (Kelber & Lind, 2010). V soucasnosti dosahuje intenzita

no¢niho svétla ve méstech i nasobki této hodnoty.
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Approximate total

brightness (med/m?) Culos
<0.176 Black I
0.176-0.177 Dark gray
0.177-0.181 Gray
0.181-0.188 Dark blue
0.188-0.202 Blue
0.202-0.230 Light blue
0.230-0.285 Dark green
0.285-0.397 Green
0.397-0.619 Yellow
0.619-1.065 Orange
1.07-1.96 Red
1.96-3.74 Magenta
3.74-7.30 Pink
>7.30 White

Obrazek ¢. 4: Mapa jasu nocniho nebe Evropy zpiisobena svételnym zneciSténim. Mapa byla
sestavena ze satelitnich snimki zenitu, potizenych v dobé ptiblizné 1:00 v noci pro kazdou casovou
oblast. Pfirozeny jas no¢ni oblohy (ustanoven na 174 pcd/m?) byl z naméfenych hodnot odeéten.
Vysledné hodnoty tak odpovidaji pouze svétlu v noci zpiisobenym umélym osvétlenim. Pro lepsi
predstavu: hodnota intenzity jasu na mapé€ znazornéna Cervené, je srovnatelna s intenzitou béhem
svitani se sluncem 6 ° — 12 ° pod horizontem. Pii té€chto intenzitdch rovnéz uz neni pozorovatelna

MIécna draha. Obrazek prevzat a upraven z (Falchi et al., 2016).

2.2.2. Dopad vecerniho sledovani displeje a obrazovky na fyziologii clovéka

Vedle zvysujici se hladiny noc¢niho svétla ve vnéjSim prostiedi, ptisobi na ¢loveka také svétlo
emitované elektrickymi zafizenimi, jako jsou iPody, tablety a podobné. Nedavné experimenty
ukazaly, ze pouzivani tabletu, pocitace ¢i ¢teCky knih ve vecernich hodinach po dobu delsi nez 2h
zpusobuje signifikantni potlaceni produkce melatoninu (Chang et al., 2015; Figueiro et al., 2011;
Wood et al., 2013). Kromé hladin melatoninu vecerni svétlo snizuje miru vecerni ospalosti a vyskyt
théta vin v pfednim mozku, coz je asociovano s pozdé€jSim usinanim a zhorSenou bystrosti a
kognitivnimi schopnostmi pfi feSeni uloh v rannim testovani (Cajochen et al., 2000, 2011; Lockley
et al., 2006). Vystaveni ¢lovéka jiz 100 luxiim po nékolik hodin vecer zhorSuje tyto funkce o

ptiblizn€¢ 50% maximalni hodnoty, které je dosazeno pfi vystaveni jedinct silnému svétlu o
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nékolika tisicich luxech (Cajochen et al., 2000; Zeitzer et al., 2000). Je zajimavé, Ze televizor ani
po 90 minutach nesnizuje vecerni hladinu melatoninu, pravdépodobné kvuli vzdalenosti od zdroje
svétla, kterd byla poznatelné vEtsi nez pii sledovani naptiklad tabletu (Figueiro et al., 2013). Po
vypnuti vecCerniho svétla syntéza melatoninu opét narlstd, ale dosahuje signifikantné nizsiho
maxima, které je zarovenl fazové zpozdéno i o nékolik hodin oproti kontrolnim, neosvétlenym
osobam. Déti ve véku 15 az 17 let vykazuji zvySenou citlivost na vecerni svétlo a znatelnéjsi
potlaceni syntézy melatoninu nez ostatni vékové skupiny (Figueiro & Overington, 2015). Pozdé&jsi
usinani vlivem vecerniho svétla mize v kombinaci s Casnym rannim vstavanim vést ke spankové
deprivaci. Obzvlasté u Skoldkd byly pozorovany Casté spankové deprivace béhem vsednich dnt,
které vedly ke zvySeni vyskytu depresivnich ndlad a zhorSeni kognitivnich schopnosti u déti

(Carskadon et al., 2004).

2.2.3. SCN na stalém svétle

Kazdy neuron SCN je schopen individualni oscilace na zékladé¢ TTFL, ale synaptickd propojeni
mezi nimi zajist'uji jejich vzdjemnou synchronizaci a vznik jednotného ¢asového signalu (Welsh et
al., 1995). Pti nedostate¢ném synchroniza¢nim stimulu v podob¢ stfidani se svételné a dostatecné
tmavé temnosti faze dne, nejsou neurony SCN mezi sebou dobie synchronizované, vysledny casovy
signal z SCN je slaby a dochézi k desynchronizaci cirkadianniho systému. Studie indikuji, ze
neurony SCN nejsou schopny synchronizované cirkadianni aktivity v podminkach stalého svétla
(LL). V in vitro kulturach SCN arytmickych jedinci z LL podminek byly cirkadianni rytmy v
expresi hodinovych genii v jednotlivych neuronech nesynchronizované, a vysledna amplituda
rytmt celého SCN byla v porovnani s kontrolami signifikantn¢ snizena. Amplituda rytmu u
jednotlivych neurontt SCN ztistala zachovana (Ohta et al., 2005). Desynchronizaci neuronti na LL
potvrzuji i pozorovani in vivo (obr. €. 5). Pi vystaveni stalému svétlu o 180 luxech po dobu 5 tydnt
se amplituda rytmu ve frekvenci akénich potenciali sniZila 0 66% (Coomans et al., 2013). Casové
signaly, které vychazeji z SCN pak nejsou dostatecné silné pro efektivni synchronizaci perifernich
oscilatori a dochazi fazovym posuniim jednotlivych rytmti od sebe navzajem (naptiklad teplotni
rytmus se neshoduje s fazi rytmu denni aktivity) (Depres-Brummer et al., 1995). Vysledkem je

desynchronizace oscilatorti cirkadianniho systému od sebe navzajem na Grovni celého organismu.
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Obrazek €. 5: Zaznam elektrické aktivity SCN in vivo. Graf zndzorfiuje zmény frekvence akéniho
potencialu (¢erné body) SCN na svétle o intenzité 180 luxii (svétlé pozadi grafu) a ve tmé (tmavé
pozadi grafu). Zvifatim byl umoznén volny pohyb po vyb&hu. V levé casti grafu je SCN
synchronizovano LD podminkami a amplituda SCN aktivity je nejvyssi. Zvitata v DD vykazovala
prodlouzeni vnitini periody (tau) a zachovanou vysokou amplitudu aktivity SCN. V levé ¢asti grafu
byla zvifata vystavena 180 luxiim stalého svétla a jejich amplituda rytmu ve frekvenci ak¢nich
potencialit SCN se po 5 tydnech LL podminek snizila o 66%. Pievzato a upraveno z (Coomans et

al., 2013).

2.2.4. Vliv stalého svétla na dospély organismus

Pti vystaveni stdlému svétlu dochéazi k desynchronizaci jednotlivych oscilatori v perifernich
tkanich od sebe navzajem a od SCN. Vysledkem cirkadianni desynchronizace mohou byt zdvazné
metabolické komplikace v podobé nadmérného ptibyvani na vaze a snizeni energetického vydaje
(Coomans et al., 2013), snizené inzulinové citlivosti a glukdzové tolerance (Fonken et al., 2010) ¢i
dokonce podpora riistu nadorové tkan¢ (Guerrero-Vargas et al., 2017). Tyto metabolické a imunitni
komplikace se ve velké mife vyskytuji i u arytmickych mysi s mutaci hodinového genu Clock
(Turek et al., 2005). U osob spicich pti 40 luxech v noci byl vyznamné narusen spanek, lidé se
vyznamné Castéji budili a méli snizenou amplitudu a aktivitu pomalych spankovych vin ¢i
prodlouzenou fazi spanku N1 (Cho et al., 2013). Pozd¢jsi studie téze laboratoie ukazala zvySeny
pocet probuzeni a zmény struktury spanku u lidi dokonce pfi pouhych 5 luxech v noci, coz je

intenzita svétla srovnatelna se svitanim kdy je slunce jesté pod horizontem (Cho et al., 2016).

Intenzita svétla potfebna pro vyvolani signifikantnich rozdila v kognitivnich schopnostech
je druhove specificka. Pii testech na dobrovolnicich se ptisobeni 10 luxti béhem spanku projevilo
na zhorSeni vysledku v testech pracovni paméti a snizeni aktivity vybranych oblasti mozku méfené
fMRI, zatimco 5 luxi v noci nemélo dostatecny efekt (Kang et al., 2016). Laboratornim hlodavcim

vsak uz 5 luxti béhem noci stacilo k vyznamnému zhorseni kognitivnich schopnosti métenych testy
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v Barnesové bludisti (Fonken et al., 2012). U sav€ich animalnich modelt mély nizké intenzity svétla
behem noci za nasledek potlaceni cirkadidnni rytmicity télesné teploty a pohybové aktivity (Depres-
Brummer et al., 1995). Mezi citlivé fyziologické funkce organismu patii rovnéZ imunitni systém.
Vystaveni laboratornich zvifat po n¢kolik tydnli nocnim intenzitdm svétla o 5 luxech zptsobilo
vyznamné snizeni efektivity imunitniho systému (Bedrosian et al., 2011B). V neposledni fad¢
dochazi k signifikantnim zménam naptiklad v hormonalnich hladindch, jmenovité k potlaceni
pinedlniho melatoninu vlivem svétla (obzvlasté u modrého) béhem noci (Lewy et al., 1980) ¢i
narusSeni cirkadidnniho biorytmu hladiny kortizolu (Rahman et al., 2019). SCN je multisynapticky
propojeno s nadledvinami a se zvySujici intenzitou svétla koreluje zvySujici se hladina
glukokortikoidi v krvi, které nasledn¢ indukuji expresi genii rodiny Per v perifernich oscilatorech
(Balsalobre et al., 2000; Buijs et al., 1999; Ishida et al., 2005). Negativni efekt stalého svétla je u
dospélého cloveka pocit'ovan na trovni celého organismu, rozsah diisledktl vystaveni svételnému

stresu na vyvijejiciho se jedince zlstava predmétem studii.

2.3. Vyvoj cirkadianniho systému

Ptestoze je cirkadianni systém nezbytny pro optimalni fungovani naseho t€la, jeho vyvoj neni jesté
zcela prozkouman. Vime, ze matetsky cirkadianni systém neni nezbytny pro vyvoj cirkadidnniho
systému mlad’at, nebot’ samicim s odstranénym SCN se narodila mladd’ata s pln¢ funkcénim
cirkadiannim systémem (Davis & Gorski, 1988). Stejn¢ tak samicim s deleci hodinového genu
Clock se narodila mlad’ata s neporusenymi hodinami (Jud & Albrecht, 2006). B€hem prenatalniho
vyvoje dochazi mezi dny E13,5 a E17 k tvorbé vétSiny nervovych bunék SCN, a zhruba v tomto
obdobi je jiz také méfitelnd, a¢ nerytmicka, exprese hodinovych genti v stale jest¢ nedokonc¢enych

organech na periferiich (Altman & Bayer, 1978; Landgraf et al., 2015).

Citlivost cirkadianniho systému k zeitgebertim se vSak vyviji pozvolna. Po narozeni je u
potkanti v den P10 dotvoien retinohypotalamicky trakt (RHT) pienasejici informace o svétle ze
sitnice do SCN, a v P15, den po otevieni oCi potkana, je teprve citlivost a odpovéd’ sitnice a SCN
na pritomnost svétla srovnatelna s hodnotami pozorovanymi v dospélém systému (Llamosas et al.,
2000; Speh & Moore, 1993). Cirkadianni exprese hodinovych gent je spolehlivé métitelna okolo
P3 ale teprve v P10 jsou cirkadidnni oscilace pfizptisobené rizné délce dne (Bendova et al., 2004;
Kovacikova et al., 2005). Maturace SCN a jeho funkci je u potkana dokoncena béhem 3. tydne

postnatalniho vyvoje, kdy dochézi k dozravani astrocyti v jadie (Munekawa et al., 2000).
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2.3.1 Efekt stalého svétla béhem Kkritické periody vyvoje cirkadianniho systému potkana

Studii zabyvajicich se vlivem svétla v noci na maturaci cirkadianniho systému a kognitivnich funkci
je pomeérn¢ malo. Laboratoi prof. Canal-Corretger se zabyvala vymezenim tzv. kritické periody
vyvoje cirkadidnniho systému a ukazala, ze vystaveni stdlému svétlu mezi P10 a P20 mélo za
nasledek vyznamné snizeni svétlem-indukovaného fazového posunu exprese TTFL v SCN
v dospélosti (Canal-Corretger et al., 2001). Pigmentovana zvifata nevykazovala zadné zmény
morfologie ¢i funkce sitnice vlivem LL v mladi, které by mohly byt pfi¢inou snizeného fazového
posunu (Brooks et al., 2014; Gonzéalez-Menéndez et al., 2010A). U potkanti albinti ale studie
objevily poskozujici efekt stalého svétla v raném postnatadlnim vyvoji a degeneraci jejich Cipkl a
tyCinek (Brooks et al., 2014; Rapp & Williams, 1980). Stal¢ svétlo v mladi u albinii rovnéz snizilo
pocet maturovanych ipRGCs (Gonzalez-Menéndez et al., 2010B). Signaly ze sitnice jsou vSak
nezbytné pro zajisténi spravné funkce a morfologie SCN (Laemle et al., 2002). Ackoliv albini
potkanii kmene Wistar mohou poskytnout dobré informace o provézanosti funkce SCN se sitnici
oka, pro studium efektu stalého svétla predstavuji extrém, ktery je pravdépodobné pftilis vzdalen

aplikaci vysledki v biomedicinég.

Studie, zkoumajici dlouhotrvajici zmény v SCN a cirkadidnnim systému v dospélosti
vlivem LL béhem rané¢ho postnatalniho vyvoje, popisuji fadu signifikantnich zmén spiSe
adaptac¢niho charakteru. Zvitata vyrustajici na LL si v LL podminkach v dospélosti zachovavala
vetsi cirkadianni rytmicitu chovani nez zvitata vyrastajici na LD a stala se tak odoln¢jSimi vici
stalému svétlu. (Cambras et al., 1998). Vznik arytmického cirkadianniho chovani LD zvitat na
stalém svétle koresponduje se snizenim amplitudy vystupnich signalit z SCN (Mason, 1991) a
ztratou rytmické exprese Per2 v SCN (Sudo et al., 2003). Naopak u zvitrat vystavenych LL v mladi
byla amplituda exprese Per2 v SCN zvySena. Zda se tedy, ze stres stalého svétla béhem casného
vyvoje zpusobuje adaptacni ptizptisobeni a posiluje synchronizaci mezi buitkami SCN kvuli vyssi
amplitudé Per2 exprese (Brooks et al., 2014; Meijer et al., 2012). Jina studie vSak ukazuje, ze u
zvirat vyrustajicich na stalém svétle v mladi jsou v dospélosti snizené hladiny AVP a VIP v SCN
(Smith & Canal, 2009), tedy neuropeptidt podilejicich se na synchronizaci SCN neuronti (VIP)
(Aton et al., 2005) a outputu z SCN (AVP) (Kalsbeek et al., 2010). Expozice stalému svétlu
v juvenilnim veku také vedlo ke strukturalnim zménam astrocyti v SCN (Canal et al., 2009).
Astrocyty se uplatiuji v regulaci cirkadianniho chovani (Moriya et al., 2000) a pravdépodobné se

podileji i na pienosu svételné informace v SCN (Lavialle et al., 2001).

U mlad’at odchovanych na stalém svétle, byly rovnéz v dospélosti pozorovany zmény
v expresi hodinovych genti v celém hypotalamu. Byla prokdzana zvysena amplituda v rytmu

exprese genu Clock a snizend amplitudu exprese genu pro REV-ERBa. Produkty genli Per, Cry a
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Bmall, stejné jako ostatni geny TTFL v hypotalamu, nevykazovaly signifikantni zmény
v amplitudé (Cissé et al.,, 2016). Pro porovnani, vystaveni dospélych zvifat stejnym nizkym
intenzitam svétla (5 luxt) béhem temnostni periody, mélo za nasledek vzdy snizeni amplitudy
rytmu transkriptd hodinovych gend, jmenovit¢ u Perl a 2 vSCN, a genu pro REV-ERB
v perifernich orgénech (Fonken et al., 2013).

V oblasti hipokampu bylo u dospé€lct pod stalym svétlem pozorovano signifikantni snizeni
exprese genu BDNF (angl. brain-derived neurotrophic factor), doprovazené depresivnimi stavy a
snizenou hustotou dendriti CA1 neurond (Bedrosian et al., 2011A; Fonken & Nelson, 2013). BDNF
ve strukturdch centralniho nervového systému podporuje vyvoj a synaptickou plasticitu (Park &
Poo, 2013) a zaroven se pii jeho nedostatku stava struktura zranitelngjsi k posSkozeni kyslikovymi
radikaly (Hacioglu et al., 2016). Snizené hladiny BDNF zapfticinéné svétlem v noci by mohly byt
jednim z dGvoda zhorSeni prostorové paméti a dalSich kognitivnich funkci (Fonken et al., 2012).
Jaky je stav BDNF v nervovych strukturach mladd’at odchovanych v LL podminkach ztstava
neznamé. Studie rovnéz naznacuji, ze hodinové geny reguluji oxidativni stres ve strukturach mozku

(Kondratov et al., 2006).

Studii zkoumajici trvalé zmény v expresi geni TTFL a v ostatnich genech u zvifat
vyrustajicich v LL podminkéch vSak zlstava nedostatek. Snizena amplituda a/nebo fazovy posun
rytmu cirkadianni exprese Per?2 byla nalezena také v perifernich organech, v srdci, plicich a sleziné
(Brooks et al., 2014). Exprese hodinovych gent vSak zlstala nezménéna napiiklad v jatrech,
pravdépodobné diky schopnosti organt traviciho systému synchronizovat se spise s dobou piijmu

potravy a nikoliv se signaly z SCN (Damiola et al., 2000).

2.3.2. Rozvoj uzkostného chovani mlad’at na stalém svétle

Abnormalni exprese hodinovych gent je asociovana s vyskytem dusevnich poruch ¢i uzkostnymi
stavy. Nové poznatky ukazuji, ze zvySena intenzita svétla v noci béhem kritické periody miize
zpusobit dlouhodobé zmény exprese téchto genti. U mlad’at odchovanych na 5 luxech no¢niho
svétla béhem prvnich péti tydnt postnatalniho vyvoje byl v dospé€losti pozorovan zvyseny vyskyt
uzkostného chovani. Studie rovnéz zaznamenala dlouhodobé zvysené amplitudy transkriptt Clock
a snizené Rev-Erb v hypotalamu (Cissé et al., 2016). Podobné navyseni amplitudy exprese Clock
genu bylo pozorovéano v nucleu acccumbens pii vystaveni jedince chronickému stresu (Logan et al.,
2015). Dospéla zvitata na stalém svétle vykazovala oproti kontrolam naopak snizené projevy
uzkostného chovani v aparaturach otevien¢ho pole, vyvyseného kruhového bludisté i light/dark

boxu (Aubrecht et al., 2013; Bedrosian et al., 2011A).
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U zvitat odchovanych v LL podminkach po dobu prvnich 3 tydnd, se v dospélosti projevily
zmény v odpovédi na stres, odchylky v HPA ose a regulaci nalad. Zvirata méla sniZenou expresi
glukokortikoidového receptoru v oblasti hipokampu, zvySenou expresi kortikoliberinu
v paraventrikuldrnim jadie hypotalamu, zvySené hladiny kortikosteronu pti zacatku temnostni faze
a celkové zvySené depresivniho chovani v dospélosti (Coleman et al., 2016). Dlouhodobé podminky
stalého svétla mohou zvySovat stres zvifete (Claustrat et al., 2008) a samice ve stresovém prostieni
vykazuji snizeni prijevii matefského chovani, které vede ke zménam stresovych odpovédi potomkii
(Ivy et al., 2008; Liu et al., 1997). Recentni studie vSak ukazala, ze i silné stal¢ svétlo n¢kolik dnii
pied porodem a béhem doby sani nezpusobuje u matek zvyseni zadného ze zkoumanych stresovych
markerti (hladiny kortizolu v krvi, AVP a glukokortikoidovych receptort v mozku) a nesnizuje ani
zadny z pozorovanych projevii mateifského chovani (prenédseni, CiSténi a olizovani mladat)

(Coleman & Canal, 2017). Vysledky studie tak potvrzuji, ze zmény v HPA ose mlad’at ve stalém

v

2.4. NMDA receptor a jeho podjednotky

NMDAR jsou glutamatové ionotropni receptory, které jsou stézejni pii excitatnim synaptickém
prenosu v CNS a umoziuje mj. synaptické modifikace LTP (dlouhodoba potenciace) ¢i vyvoj tkani
CNS. Jejich pftilisna aktivita miize rovnéz pusobit excitotoxicky v nervovych buiikach. NMDA
receptory se skladaji celkem ze 4 podjednotek, které determinuji vlastnosti receptoru (Moriyoshi et
al., 1991). Receptor se sklada ze dvou GluN1 podjednotek, vazajici koaktivator receptoru glycin
(Kuryatov et al., 1994) a dvou GIuN2 podjednotek vazajici glutamat (Anson et al., 1998). Ze ¢tyiech
GluN2 podjednotek A-D jsou ve strukturach koncového mozku nejzastoupenéjsi podjednotky A a
B (Chazot & Stephenson, 1997). Se zvysujici se afinitou NMDAR ke glutamatu, se prodluzuje doba
odvazani glutamatu od receptoru a zpusobuje tak déle trvajici EPSC (excita¢ni postsynapticky
proud) (Lester & Jahr, 1992). Jednotlivé podjednotky GluN2 se lisi afinitou k ligandu, pricemz
GIluN2A disponuje afinitou nejnizsi a jeji Casova konstanta desenzitizace je 3 - 4x kratsi néz
podjednotky GluN2B a GluN2C. U receptori z GluN1-GluN2D byla pozorovana nejvyssi afinita k
ligandu a casova konstanta desenzitizace byla az 40x del$i nez u receptorit GluN1-GluN2A (Monyer

et al., 1994).

Procentualni zastoupeni jednotlivych podjednotek NMDA receptoru se zhruba v prvnich 3
tydnech postnatalniho vyvoje drasticky méni, a to i v SCN (Bendova et al., 2009). Exprese GluN1
a GluN2A podjednotek v nervovych buiikach se od dne narozeni rapidné navysuje a ustaluje se do

konstantnich hodnot mezi 2. a 3. tydnem. Tento pribéh byl pozorovan ve vétSiné zkoumanych
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mozkovych struktur (kortexu, hipokampu, talamu, mozecku). Oproti tomu exprese GluN2B
podjednotky dosahovala svého maxima na konci prvniho postnatalniho tydne a po maximu
zustavala konstantni. Exprese GIluN2B byla uz od prvniho dne narozeni vyssi, néz pro podjednotku
GIluN2A a pievySuje ji az to zhruba konce prvniho tydne vyvoje. I pfes konstantni expresi po
dosaZeni svého maxima exprese GluN2B jednotek ve vétSin€ struktur, byl na kortikalnich synapsich
pozorovan dokonce signifikantni ubytek po dosaZeni maxima exprese podjednotky GIluN2B.
Ptiblizné¢ na konci prvniho tydne exprese i zastoupeni 2A podjednotek na synapsi, pievysuje
hodnotu pro 2B jako je tomu u dospélych jedincii (Liu et al., 2004; Riva et al., 1994; Zhong et al.,
1995). Aplikace NMDA antagonisty v kritické period¢ vyvoje, kdy exprese podjednotek GluN2B
prevysuje GluN2A ma za nésledek pretrvavajici snizeni citlivosti na podmét a plasticitu nervové
struktury, které nenastava pokud je antagonista aplikovdn mimo tuto periodu (Bear et al., 1990).
NMDA receptory jsou stézejni pro synchronizaci svétlem (Bendova et al., 2012; Ding et al., 1994;
Wang et al., 2008) a zména jejich podjednotkového slozeni byva privodnim znakem ¢i pti¢inou
rozvoje fady neurodegenerativnich ¢i neurovyvojovych onemocnéni (Endele et al., 2010; Paoletti

etal., 2013).
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3. CILE PRACE

Cilem diplomové prace bylo zjistit vliv vystaveni stalému svétlu o intenzité 50 luxit béhem raného
postnatalniho vyvoje mezi dny PO a P20 na rozvoj uzkostného chovani a rytmickou genovou expresi
v ne€kolika strukturdch mozku. Prvnim cilem bylo stanoveni miry tizkostného chovéni u potkanti po
dni P60 pomoci behavioralnich testl otevieného pole, vyvySeného kruhového bludisté a light/dark
box testu. Druhym cilem bylo determinovat zmény exprese hodinovych genli Per2 a Nridl, gent
Stat3, BDNF, a genli podjednotek NMDA receptoru GluN 1, GluN2A, GluN2B a dal$ich vybranych
tkanoveé specifickych gent v sitnici oka. Zmény v expresi byly urCeny pomoci kvantifikace
pfitomné mRNA daného genu s pouZzitim metody kvantitativni Real-Time PCR ve strukturach

frontalniho kortexu, parietadlniho kortexu, hipokampu, ¢ichovych laloki, SCN a sitnice.

21



4. METODY A VYBAVENI
4.1. Laboratorni zvirata

Pokus byl provadén na samcich a samicich potkanii kmene Long-Evans (n = 56). Zvitata byla
chovéana v boxech o maximalné tfech jedincich se standartni podestylkou, a pfistupem k vodé a
krmivu ad libitum. V chovné mistnosti byla udrzovana pokojova teplota 23 + 2 °C. Zdroje svétla
byly umistény nad kazdou z chovnych nadob a intenzita svétla (50 luxii) byla kontrolovana pomoci
luxmetru. Svételné spektrum osvétleni pouzité v tomto experimentu je znadzornéno na obrazku €.
6B. Automatické zapinani a vypinani svétel bylo zajiSténo spinacimi hodinami v chovné mistnosti.

Zvitata byla n¢kolikrat tydné handlovana v prabéhu trvani experimentu.

Kazd4 brezi samice byla samostatné¢ umisténa do chovného boxu, kde byla az do porodu
mlad’at na standartnim svételném rezimu, tj. od 7:00 (CTO) do 19:00 (CT12) na svétle o intenzité
50 luxti a v noci od 19:00 do 7:00 ve tm¢ O luxa (déle jako LD12:12). V den porodu (P0) byla
mlad’ata ndhodné rozdélena do dvou skupin. Prvni skupiné byl zménén svételny rezim na stalé
24hodinové svétlo o intenzité 50 luxt (dale jako skupina LL, n = 29). Druha skupina, slouzici jako
kontrola, byla umisténa do oddélené mistnosti se standartnim svételnym rezimem LD12:12 (n =
27). Zvitata na téchto svételnych podminkach zistala po dobu 20 dni (do P20), poté byly ob¢

skupiny umistény do LD12:12 svételném rezimu po cely zbytek experimentu.

A
SPECTRUM

Obrazek ¢. 6: Svételné spektrum standardnich zarivek (A) a LED osvétleni pouZité v naSem

experimentu (B). Svétlo bylo nastavené na intenzitu svétla 50 luxi uvnitf chovné nadoby a
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umisténé nad chovnymi boxy. Tento typ osvétleni vice odpovidal svételnému spektru slunecniho
svétla nez bézné zarivky a zaroven poskytoval dostatek biologicky aktivniho modrého svétla, na
které je cirkadianni systém nejvice citlivy. Na obrazku A je pro porovnani znazorné€no svételné

spektrum bézného zativkového osvétleni v chovech.

4.2. Behavioralni testy

Po dni P60 byla kontrolni a LL zvifata podrobena behaviordlnim testim pro zjisténi miry
uzkostného chovani. Testovani probihalo vzdy ve stejnou denni dobu pii pokojové teplote 23 £2°C
a konstantni intenzit€ svétla pro jednotlivé typy testil. Zvitata byla 30 minut pied zacatkem testovani
pfemisténa do prostoru sousediciho s behavioralni testovaci mistnosti a ponechdna minimalné 30
minut v klidu odpocinout. Potkani byli rozdéleni do 5 skupin srovnomérnym zastoupenim
kontrolnich/LL zvifat a samcti/samic. Jeden den byla testovana vzdy jen jedna skupina zvifat.
Testovani vSech skupin v aparatuie otevieného pole a vyvyseného kruhového bludisté probéhlo
vzdy mezi 9:00 a 11:00 dopoledne. Pro test v light/dark boxu muselo byt testovani vSech skupin
posunuto na 13:30 az 15:30 odpoledne. Pohyb a chovéni zvitete bylo zaznamenavano od okamziku
jejich umisténi do aparatury po dobu vzdy 5 minut. Po ukonceni testu bylo zvite vraceno do svého
boxu v pfilehlé habitua¢ni mistnosti. V aparatute bylo vzdy v jeden Cas pfitomno a testovano pouze
jedno zvife a pted umisténim nového zvitete do aparatury byla vzdy cela plocha vycisténa 70%
ethanolem. Kamera umisténd nad aparaturou monitorovala pohyb zviiete po dobu méteni a data
byla vyhodnocena po skonceni méfeni ze zdznamu za pouziti AnyMaze software (Ugo Basile,

Italie).

V testu otevieného pole byla zvitata umisténa vzdy doprostied aparatury o rozmérech 92 x
92 cm ohrani¢ené 40 cm vysokou neprtuhlednou sténou. V zdznamu byla aparatura rozdélena na
dvé plochy o stejném obsahu, a to na oblast ,,stfedovou® v centru aparatury a ,,okrajovou po
stranach. Program zaznamenaval celkovou urazenou drahu zvifete v jednotlivych oblastech,
celkovy Cas straveny v oblastech, pocet vstupi do oblasti a délku nejdelsiho setrvani v kazdé
oblasti. Po dobu trvani experimentu byla nad aparaturou udrzovana konstantni intenzita svétla 180

luxti ve stfedu a okolo 120 luxti pii okrajich.

Aparatura vyvysené¢ho kruhového bludisté o priméru 120 cm se sklddala ze dvou
otevienych a dvou zakrytych ramen, vyzdvizenych 60 cm nad zemi. V uzavienych ramenech
ohrani¢enych 30 cm vysokymi neprihlednymi sténami byla udrzovana konstantni intenzita svétla
50 luxt. V otevienych ramenech bez stén dosahovala intenzita svétla 180 luxt. Zvitata byla vzdy

na zaCatku métfeni umisténa do stfedu jednoho z otevienych ramen a mohla se voln€ pohybovat
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mezi jednotlivymi rameny. V mistnosti s aparaturou byl pfitomen védecky pracovnik, kvili
moznosti padu zvifete zotevienych ramen. Byla zaznamenavéna celkovd urazena driha
v jednotlivych oblastech, celkovy Cas v oblastech, pocet vstupli do uzaviené oblasti, nejdelSi

setrvani v uzaviené oblasti a doba do prvniho vstupu do uzaviené oblasti.

V testu light/dark box bylo zvife umisténo do aparatury skladajici se z oteviené oblasti
ohranic¢ené prithlednou sténou a uzaviené zastreSené Casti, které byly vzajemné oddéleny otvorem
umoziyjici prichod zvifete mezi oblastmi aparatury. Intenzita svétla v oteviené oblasti dosahovala
cca 180 luxt, v otvoru mezi oblastmi cca 50 luxid a uvniti zatemnéné ¢asti bylo 0 luxt. Zvife bylo
na zaCatku méfeni umisténo do osvétlené Casti aparatury a bylo ponechdno po dobu 5 minut
volnému pohybu po aparatufe. Z divodu zastfeSeni temné Casti aparatury nebylo mozné
monitorovat pohyb zvifete v této oblasti a ani celkovou urazenou drahu. Zaznam kamery byl zpétné
analyzovan po skonceni méteni s pouzitim programu BORIS (Friard & Gamba, 2016), ktery
umoznuje presné stanovit dobu stravenou v jednotlivych oblastech aparatury a pocet vystupt

z kazdé oblasti.

4.3. Statistické zpracovani dat z behavioralnich testi

Nameétené hodnoty z behavioralnich testi obou testovanych skupin zvifat byly vyhodnoceny
pomoci neparového t-testu s Welchovou korekci. Byl ur€en priimér zkoumanych parametrii pro obé
skupiny, stfedni chyba priméru SEM a hodnota P, vyjadiujici pravdépodobnost platnosti nulové
hypotézy (tj. hypotéza, ze dva zkoumané soubory dat se signifikantn¢ nelisi mezi sebou a jejich
rozdil je tak nizky/nulovy). Pokud platilo P < 0,05 rozdil mezi skupinami byl oznacen jako
signifikantni. Analyza dat a tvorba grafii prob&hla v programu GraphPad Prism software version 8

(GraphPad Software, San Diego, Kalifornie, USA).

4.4. Odbér tkani a izolace tkani

V den P90 byla zvirata pievedena do stalé tmy, aby se odmaskoval okamzity vliv svétla na genovou
expresi, a ve Ctyfech Casovych bodech (CT2, CTS8, CT14, CT20) byla uspana intraperitonealni
injekci thiopentalu (50mg/kg) a usmrcena dekapitaci. Zvifata zkontrolni/LL skupiny a
samci/samice byli rovnomérné rozdéleni mezi jednotlivé odbérové body. Thned po usmrceni byly
odebrany vzorky frontalniho a parietalniho kortexu, hipokampu, ¢ichovych lalokt, hypotalamicky

blocek obsahujici SCN a sitnice o¢i, a vzorky byly umistény do sterilnich Eppendorfovych
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zkumavek na suchy led. Po ukonceni odbéru v kazdém casovém bod€ byly vzorky tkani ihned

uloZeny do -80°C.

Pro izolaci RNA z odebranych tkéni, byly vzorky umistény do sterilnich Eppendorfovych
zkumavek s roztokem RNAzol RT (Molecular Research Center) a homogenizovany pii 30 Hz po
dobu 10 minut. Vzorky byly po homogenizaci stoceny pii 4°C a 11000G na centrifuze a supernatant
odebran do sterilnich zkumavek. Pro izolaci RNA ze ziskaného supernatantu byl pouzit Direct-
zolTM RNA Miniprep Kit (Zymo Research) a zde jsme postupovali podle instrukci v pfilozeném
protokolu izola¢niho kitu. Po stanoveni koncentrace RNA byly vzorky nafedény podle nejnizsi
koncentrace (k vzorku s nejnizsi koncentraci, u kazdé tkané individualni hodnota, cca 200 ng/ul) a
pfepsany z RNA do cDNA s pouzitim High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo
Fisher Scientific). Po ptepisu byly vzorky umistény do -20°C. Homogenizace, izolace a ptepis do

cDNA prob¢hla pro kazdou tkan a vSechny zvitata vzdy v jeden den.

Hypotalamické blocky obsahujici SCN byly na kryokatu nafezany na 30 pm tlusté koronalni
fezy. Rezy byly barveny po dobu 30 vtefin roztokem kresylové violeté a jemn& promyty etanolem.
Po zaschnuti byly z fezi pomoci laserové mikrodisekce izolovany vzorky SCN do roztoku RLT
bufferu (soucast RNeasy Plus Micro kitu, Qiagen) a zamrazeny na -80°C do pokracovani izolace.
K izolaci byl pouzit RNeasy Plus Micro kit a pii postupu byli dodrzeny pokyny v protokolu vyrobce
kitu. Vysledna RNA byla ptepsana do cDNA s pouzitim Enhanced Avian Reverse Transcriptase
eAMV RT (Sigma-Aldrich). Kviili nizkému vytézku RNA ze vzorkd SCN byla provedena
preamplifikace pomoci TagMan™ PreAmp Master Mix (Thermo Fisher Scientific). Vzorky byly
posléze ulozeny do -20°C a do 7 dnti po preamplifikaci byla provedena qPCR.

4.5. Kvantitativni RT-qPCR

Vzorky cDNA byly ve sterilnim boxu napipetovany do jamek desticky pro qPCR méfeni po 2 ul
spolu s 3,1 ul 5x HOT FIREPol® Probe qPCR Mix Plus (Solis BioDyne), 10,3 pl injekéni vody a
0,6 ul TagMan proby (Life Technologies; Tab. ¢. 1) pozadovaného genu. Méteni qPCR probihalo
v pristroji LightCycler® 480 Instrument (Roche Life Science, Indianapolis, Spojené Staty). Po
15minutové denaturaci v 95°C probéhlo v pristroji celkem 60 cykli denaturace (95°C po 18 s) a
syntézy DNA (60°C po 60s). Ze ziskanych hodnot Ct (treshold cycle) byla s pouzitim metody 2

AMCT (Livak & Schmittgen, 2001) determinovéna relativni mira exprese zkoumanych gentl.
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Tabulka ¢. 1: Seznam vSech pouzitych préb v experimentu. Proby pro Perl, Opn4, Opns,
Opnlsw a Rho pouZity pouze v sitnici. Tabulka udava zkratku zkoumaného genu, jaky produkt tento

gen koduje a identifikacni kod ptrislusné proby od vyrobcee.

Jméno genu Zkratka genu Kod eseje
Glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenaza Gapdh Rn01775763 gl
Period hodinovy gen 1 Perl Rn01325256 m1l
Period hodinovy gen 2 Per2 Rn01427704_m1
Jaderny receptor rodiny 1, skupina D, ¢len 1 (REV-ERBAALPHA) Nridl Rn01460662_m1l
Signal transducer and activator of transcription 3 Stat3 Rn00680715_m1
Glutamatovy receptor, ionotropicky, N-metyl D-aspartat 1 Grinl Rn01436034 m1l
Glutamatovy receptor, ionotropicky, N-metyl D-aspartat 2A Grin2a Rn00561341 m1l
Glutamatovy receptor, ionotropicky, N-metyl D-aspartat 2B Grin2b Rn00680474 m1
Brain-derived neurotrophic factor Bdnf Rn02531967 si
Aralkylamin N-acetyltransferaza Aanat Rn01461110_m1l
Opsin 4 Opnd Rn00593931 m1l
Opsin 5 Opn5 Rn00710997 m1l
Opsin 1 kratkovinné senzitivni Opnlsw Rn00578824 m1l
Rodopsin Rho Rn00583728 m1l

4.6. Statistické zpracovani dat cirkadianni genové exprese

Analyza hodnot s pouzitim 22T metody (Livak & Schmittgen, 2001) probihala v nékolika
krocich v programu Microsoft Office Excel. Prvni fad¢ jsme vypocitali pramér Ct z tripleti pro
kazdy vzorek. Pro ziskani ACt z primérnych hodnot tripleti jsme v rdmci kazdého vzorku zvIast

odecetli Ct housekeeping genu Gapdh od Ct zkoumaného genu a tento krok jsme opakovali pro

cvwr

nalezenou hodnotu vzorku ACt ve stejném genu a tento ukon jsme opakovali pro vSechny vzorky a
vSechny zkoumané geny. V poslednim kroku jsme vypocitali relativni hodnotu exprese
zkoumanych genii s pouzitim vzorce 2*-AACt pro kazdou hodnotu ziskanou z ptedchoziho kroku.

Pro piehlednost jsou viechny pouZité vzorce a ikony 22T metody rozepsany ve &tyfech bodech:
1) Primér Ct hodnoty z tripletii pro kazdy vzorek

2) ACt = Ct (zkoumaného genu napt. Per2) — Ct (housekeeping genu Gapdh)

Vv

4) Hodnota relativni genové exprese = 2*-AACt (pro kazdou hodnotu)

26



Vysledné hodnoty byly pfeneseny do programu GraphPad Prism 8, kde prob¢hlo finalni
zpracovani hodnot analyzou jednocestna a dvoucestna analyza variance (ANOVA) a kosinorovou
analyzou. Kosinorova analyza popisuje vlastnosti cirkadianniho rytmu a poskytnutymi hodnotami

proklada sinusoidu kosinorové kiivky podle vzorce:
Y =mesor + (amplituda * -cos (2 * p *(X - akrofdze) / vlnova délka

Mesor pfedstavuje hodnotu priméru mezi maximalnim a minimalni hodnotou prolozené sinusoidy,
amplituda kosinorové kiivky popisuje hodnotu mezi maximalnim bodem sinusoidy a hodnotou
mezoru, a akrofaze je ¢asovy bod kdy kosinorové kiivka doséhla svého maxima pii konstantni
vlnové délce rytmu 24 hodin. Mesor a amplituda kosinorové kiivky byly stanoveny v hodnotach
relativnich mRNA hladiny a akrofdze v hodinach cirkadianniho ¢asu CT. Hodnota P udavéa miru
vyznamnosti rozdilu mezi zkoumanymi hodnotami. Pokud analyza vyhodnotila P < 0,05, rozdil
mezi témito daty byl oznacen jako signifikantni a hodnota byla v tabulce ¢i grafu pro piehlednost

tucn¢ oznacena (Tab. €. 2a, 2b).

Ptitomnost rytmu v cirkadianni expresi byla potvrzena nebo zamitnuta dvéma testy. Jednak
kosinorovou analyzou, kterd srovnéavala testovany profil genové exprese s nulovou hypotézou
definovanou jako horizontdlni ¢ara (HO), a jednak testem jednocestna ANOVA, ktery posuzuje
rozdil hodnot mezi ¢asovymi body. Pokud ob¢ analyzy vyhodnotily rozdil P < 0,05, rytmicita
exprese zkoumaného genu byla potvrzena. Pokud byla hodnota P jednoho z testii vétsi nez 0,05,
rytmus exprese nebyl signifikantni a do prislusného grafu byl zakreslen preruSovanou carou. U
potvrzenych rytma v expresi genil byla ur¢ena akrofaze, amplituda a mesor, které byly porovnany

mezi skupinami kosinorovou analyzou.

Rozdil mezi hodnotami skupin kontrolnich a LL zvitat byl hodnocen testem dvoucestné
ANOVy. Jako v pfedchozim piipad¢ rozdil mezi skupinami P < 0,05 byl oznacen jako signifikantni
a v prislusném grafu byla tato hodnota tu¢né¢ oznacena. Ve vSech zkoumanych strukturach (tj. ve
frontalnim a parietalnim kortexu, ¢ichovém laloku, hipokampu, SCN a sitnici) probéhla analyza

hodnot bez oddéleni pohlavi.
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5. VYSLEDKY
5.1. BEHAVIORALNI TESTY
5.1.1. Vysledky testu otevireného pole

Tento test analyzuje miru Gzkostného chovani porovnanim ¢asu straveného ve stfedové a krajové
oblasti a celkové uraZzené drahy v té€chto oblastech. Zvife se zvySenymi projevy uzkostného chovani
stravi v okrajové oblasti del$i dobu nez zvifata zdrava. Uzkostné zvitata maji také tendenci méné
prozkoumdvat nové prostiedi, coz se projevi zkracenim délky urazené drahy v aparatufe
v porovnani ze zdravymi jedinci. Po analyze dat z testu otevieného pole, byl nalezen signifikantni
rozdil ve 4 z 8 méfenych paramentt (obr. ¢. 7). Zvifata LL skupiny b&hem testovani stravila
signifikantné kratSi dobu ve stfedové oblasti (P = 0,0485), a delsi dobu u okrajii aparatury (P =
0,0287) v porovnani s kontrolami. U LL skupiny zvitat byl rovnéz zjistén signifikantné nizsi pocet
vstupt do stfedoveé oblasti (P =0,0433) a vyznamné kratsi celkova urazend draha ve stfredové oblasti
(P =0,0027). Hodnoty mezi skupinami se od sebe signifikantné¢ neliSily v poctu vstupt do okrajové
oblasti (P = 0,0790), v urazené vzdalenosti v okrajové oblasti (P = 0,0649) a v nejdelsi navstéve

sttedové (P = 0,6758) i okrajové oblasti (P = 0,4465).
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Obrazek ¢. 7: Porovnani vysledkii testu otevieného pole mezi kontrolni a LL skupinou. Grafy
ukazuji primér hodnot + stfedni chyba priméru SEM. Byla sledovana doba stravena v jednotlivych
oblastech, pocet vstupti do oblasti, urazend vzdalenost v oblastech a nejdelsi navstéva oblasti.
Kazdy z grafti obsahuje hodnotu P, udavajici vyznamnost rozdilu hodnot mezi obéma skupinami
determinovanou pomoci neparového t-testu s Welchovou korekci. Rozdil mezi skupinami byl
povazovan za signifikantni, pokud platilo P < 0,05 (hodnota v grafu oznacena tu¢n¢). Signifikantni
rozdil byl nalezen v dob¢ stravené ve stiedové a okrajové oblasti, poctu vstupti do stfedové oblasti

a celkové urazené vzdalenosti ve stiedové oblasti.

5.1.2. VysledKky testu vyvySeného kruhového bludisté

Tento test analyzuje miru tizkostného chovani porovnanim ¢asu straveného v otevienych ramenech
a uzavienych ramenech aparatury, a celkové urazené drahy v téchto oblastech. Zvife se zvySenymi
projevy tizkostného chovani stravi v uzavienych ramenech delsi dobu nez zvifata zdrava. Uzkostna
zvifata maji rovnéz tendenci méné prozkoumavat nové prostiedi, coz se projevuje kratsi délkou

urazené drahy v aparatufe v porovnani ze zdravymi jedinci. V tomto testu se hodnoty skupiny
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kontrolnich a LL zvitat signifikantné liSily pouze v 1 z 6 sledovanych parametrii (obr. ¢. 8).
Vyhodnoceni vysledkl odhalilo signifikantné niz$i urazenou vzdalenost v uzaviené oblasti u LL
skupiny zvitat (P =0,0456), ale nikoliv ve vzdalenosti urazené v otevienych ramenech (P = 0,5878).
RovnéZ rozdily mezi skupinami v poctu vstupli do uzaviené oblasti (P = 0,4102), celkovém case
strdveném v uzaviené oblasti (P = 0,6220), nejdelsi navstéveé uzaviené oblasti (P = 0,8792) a ani

dobé od zac4tku testu do prvniho vstupu do uzavieného oblasti (P = 0,7835) nebyly signifikantni.

Pocet vstupl do uzaviené oblasti Cas straveny v uzaviené oblasti Vzdalenost urazena v uzaviené oblasti
8- 300+ -
P =0,4102 P =0,6220 20
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Obrazek €. 8: Porovnani vysledku testu vyvySeného kruhového bludisté mezi kontrolni a LL
skupinou zvirat. Grafy ukazuji primér hodnot + stiedni chyba priméru SEM. Kazdy z grafii
obsahuje hodnotu P, udavajici vyznamnost rozdilu hodnot mezi obéma skupinami determinovanou
pomoci neparového t-testu s Welchovou korekci. Rozdil mezi skupinami byl povazovan za
signifikantni pokud platilo P < 0,05 (hodnota v grafu oznacena tu¢n¢). Grafy znazoriuji pocet
vstuptl a Cas straveny v uzavienych ramenech aparatury. Dale byla méfena nejdelsi navstéva
uzaviené oblasti, doba do prvniho vstupu do uzaviené Casti aparatury, celkova urazena draha
v uzavienych a otevienych oblastech. Signifikantni rozdil mezi skupinami byl nalezen v urazené

draze v uzaviené oblasti.
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Vstupy

5.1.3. Vysledky testu light/dark box

Tento test analyzuje miru tizkostného chovani porovnanim ¢asu straveného v oteviené, osvicené
oblasti a uzaviené, zatemnéné oblasti aparatury a poc¢tu pruchodi mezi oblastmi. V tomto testu neni
mozné monitorovat urazenou drahu zvifete, z divodu zastfeSeni uzaviené oblasti aparatury. Zvite
se zvySenymi projevy uzkostného chovani stravi v uzaviené zatemnéné ¢asti aparatury delsi dobu
nez zvitata zdrava. Uzkostna zvifata také maji tendenci méné prozkoumavat nové prosttedi, coz se
projevuje nizSim poctem prechodli mezi oblastmi nebo nizsi frekvenci vystrkovani hlavy do
osvétlené oblasti. V testu light/dark box byl po vyhodnoceni vysledkti determinovan signifikantni
rozdil v chovani kontrolni a LL skupiny zvitat ve 2 z 5 zkoumanych parametrii (obr. €. 9). Zvirata
LL skupiny ptechazela ze svétlé ¢asti do zatemnéné oblasti (P = 0,0073) a naopak (P = 0,0034)
s mnohem niz$i frekvenci nez kontroly. Celkovy cas, ktery v oteviené (P = 0,7821) a uzaviené
oblasti (P = 0,7821) stravila, se vSak mezi skupinami signifikantné neli§il. Rovnéz bylo
zaznamenano, kdy zvife vykouklo otvorem propojujicim Casti aparatury, ze zatemnéné do osvétlené
oblasti, ale nevstoupilo do n&j. Pokud zvife vykrocCilo do svételné oblasti obéma piednimi
koncetinami, byl pohyb vyhodnocen jako vstup do osvétlené oblasti. Tyto hodnoty se opét mezi

skupinami signifikantné nelisily (P = 0,1813).

Pocet vstupti do zatemnéné oblasti Pocet vstupti do osvétlené oblasti Cas straveny v zatemnéné oblasti
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Obrazek €. 9: Porovnani vysledkii testu light/dark box mezi kontrolni a LL skupinou zvirat.
Grafy ukazuji pramér hodnot + stfedni chyba priméru SEM. Kazdy z grafti obsahuje hodnotu P,
udavajici vyznamnost rozdilu hodnot mezi obéma skupinami determinovanou pomoci neparového

t-testu s Welchovou korekci. Rozdil mezi skupinami byl povazovan za signifikantni pokud platilo
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P < 0,05 (hodnota v grafu oznacena tu¢n¢). Grafy znazoriuji pocet vstupli do zatemnéné a osvétlené
oblasti, Cas straveny v zatemnéné a osvétlené oblasti a pocet vystieni pouze hlavy do osvétlené
oblasti. Signifikantni rozdil mezi skupinami byl nalezen v poc¢tu vstupli do zatemnéné i osvétlené

oblasti.

5.2. VYSLEDKY MERENI CIRKADIANNICH RYTMU EXPRESE
5.2.1. Prokazani rytmicity genové exprese a parametry kosinorové analyzy

Odmitnutim nulové hypotézy (HO) kosinorovou analyzou a potvrzenim odliSnosti hodnot
v jednotlivych €asech jednocestnou ANOVoubyl prokdzovan rytmus v expresi v jednotlivych
genech ve vSech strukturach a u obou skupin. Kosinorovou analyzou byly poté vypocitany hodnoty
mesoru, amplitudy a akrofaze rytmu a srovnany mezi skupinami téze analyzou (Tab. ¢. 2a, 2b).
Pokud platilo P < 0,05, hodnota byla v tabulce oznacena tu¢né. Pokud v nékteré ze skupin nebyl
nalezen signifikantni rytmus exprese, hodnoty mesoru, amplitudy a akrofize nemohly byt

vypocitany a srovnany s druhou skupinou.

Tabulka ¢. 2a: Hodnoty mesoru, amplitudy a akrofaze prokazanych rytmii zkoumanych geni
ve frontalnim a parietalnim Kortexu, ¢ichovém laloku a hipokampu ziskané kosinorovou
analyzou kontrolnich a LL skupin zvirat. Mesor (primérnd hodnota rytmu) a amplituda rytmu
uvedeny v hodnotach relativni hladiny mRNA. Akrofiaze (doba maximalni hodnoty rytmu) je

stanovena v hodinéch cirkadianniho ¢asu CT. Hodnoty se signifikantnim rozdilem mezi skupinami

(P <0,05) jsou v tabulce oznaceny tucn¢.

Frontalni kortex Parietdlni kortex Cichovy lalok Hipokampus

Kontrola LL = Kontrola LL = Kontrola LL p= Kontrola LL P=
mesor 1250 1,138 0415| 0514 0557 0225 0410 0426 0661 0631 0691 0,084
Per? amplitudal 0301 0680 0051 0200 0251 0337 0219 0303 000 0103 0037 0,157
akrofdze | 17,050 16,190 0661] 18270 18800 0515 15180 14,820 0676| 4381 1500 0,480
mesor 0,990 0,825 0,037 0,791 0,973 0,003] 0480 0462 058| 0661 0,752 0,004
Nridl amplituda| 0616 0451 0150 0346 0495 0098 0224 0164 0225 0,200 0,185 0,018
akrofaze 7,894 10,380 0,002] 6032 7,141  0,134] 8355 9905 0085 4527 5564 0,166
mesor 0685 o e 0816 e 0968 .o o 0674 0738 0,012
stat3 amplitudal 0172 o oo | 0183 o oL 0006 o | 0132 0069 0,063
akrofaze 4217 0,983 9.016 3210 075 0161
sone mmotuda| 0145 012 0of] NN g NN | new 0 wen | oD O e

amplituda : ‘ =23 pNTMUS A5 eyTMUS | RYTMUS 22 pvTMUS : ‘ :
akrofaze 1,036 22748 0,113 21,480 16,460 4768 4030 0,659
mesor 0,807 0,892 0,208 NENI 0,650 NENI NENI NENI NENI 0,745 NENI NENI

Grinl amplitudal 0,153 0,263 0,232} o 0o 0109 poriiis | Retmus  RvTvus Rytmus | 2122 rvtmus | RvTMUS

akrofaze 5396 3172 0285 3,115 2,989
6rin2 mes?rd g'gg; NENT  NENT | NENI g-g;g NENT | NENT  NENI  NENI g’f:g g’;g: g’?g:
rinca amplituda 2 pvTMUS | RYTMUS | RYTMUS <<l pYTMUS | RYTMUS | RYTMUS  RYTMUS = ‘ =
akrofaze 5,567 2,570 3,544 1957 0441
mesor 0818 0844 0595 ] 0,846 ) ] ] ] 0,679 ] ]
Grin2b amplitud 0143 0185  0496| o 0202 NN NENI NENI NENI 0141 NN NENI
plituca : : =0l pyTMUS “2Z RYTMUS | RYTMUS  RYTMUS  RYTMUS 151 RYTMUS | RYTMUS
akrofaze 5852 4967 0544 4,660 3,578
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Tabulka ¢. 2b: Hodnoty mesoru, amplitudy a akrofaze prokazanych rytmi zkoumanych gent
v SCN a sitnici ziskané kosinorovou analyzou kontrolnich a LL skupin zvifat. Mesor
(primérma hodnota rytmu) a amplituda rytmu uvedeny v hodnotach relativni hladiny mRNA.
Akrofaze (doba maximalni hodnoty rytmu) je stanovena v hodinich cirkadidnniho casu CT.
Hodnoty se signifikantnim rozdilem mezi skupinami (P < 0,05) jsou v tabulce oznaceny tu¢né.
V ptipadé genu Grin2a byla v SCN pfistrojem LightCycler ve vzorcich detekovana nulova exprese
tohoto genu. Tento fakt je v tabulce znazornén uhlopfi¢né proskrtnutym polem vysledka. Pokud

ve struktufe detekce n€kterého z gent neprobihala, pole vysledk je ponechano prazdné.

SCN Sitnice Sitnice
Kontrola LL P= Kontrola LL = Kontrola LL =
mesor 1,036 1,268 0,157 0,445 0,434 0,703 mesor 0,530 0,492 0,256
Per2 amplituda 0,934 0,987 0,831 0,206 0,185 0,662 Perl amplituda 0,170 0,120 0,308
akrofaze 6,871 7,759 0,293 7,271 9,551 0,006 akrofaze 10,510 10,080 0,733
mesor 1,147 1,096 0,742 0,509 0,500 0,778 mesor 0,348 0,399 0,155
Nridi amplituda 0,652 0,679 0,893 0,166 0,148 0,717 AANAT amplituda 0,206 0,291 0,082
akroféaze 3,565 1,083 0,261 6,863 9,239 0,029 akroféaze 16,330 15,810 0,541
mesor 1,086 1,410 0,066 mesor 0,551 0,508 0,146
Stat3  amplituda 0,480 0,809 0,209 Opnd4 amplituda 0,181 0,205 0,560
akrofaze 5,219 8,717 0,030 akrofaze 10,110 11,410 0,119
mesor NENI 1079 eni | newi 0465 \eni mesor NENI  NENI  NENP
BDNF  amplitudal oo rps 0465 ovriiis [rvivus - 2119 ryrmus Opn5  amplitudal oo rhis RyTMUS  RYTMUS
akrofaze 8,965 1,869 akrofaze
mesor 1,197 NEN NENI mesor 0,491 NEN NENI
Grinl amplituda 0,623 RYTMUS | RYTMUS Opnlsw amplituda 0,116 RYTMUS  RYTMUS
akrofaze 5,866 akrofaze 5,446
mesor T mesor 0666 0593 0,051
Grin2a ampli‘ruda\ Rho  amplituda 0,099 0,148 0,373
akrofaze \ akrofaze 8,745 10,700 0,251
mesor 0,949 " "
] . NENi NENi
Grin2b amplituda 0,494 RYTMUS | RYTMUS
akrofaze 3,674

5.2.2 Exprese genu Per2

Exprese hodinového genu Per2 byla méiena ve strukturach frontalniho a parietalniho kortexu,
¢ichovém laloku, hipokampu, SCN a sitnici (obr. ¢. 10). Jednocestna ANOVA i kosinorova analyza
prokazaly rytmicitu exprese v tomto genu u vSech zkoumanych struktur a skupin. Dvoucestna
ANOVA nedetekovala signifikantni rozdil v relativnich hladinach mRNA mezi kontrolni a LL
skupinou v zadné ztéchto struktur. Srovnani hodnot mesoru, amplitudy a akrofaze ukazalo

signifikantni zpozdéni akrofaze LL skupiny oproti kontroldm v sitnici oka (Tab. €. 2b).

Jednocestna ANOVA potvrdila ptitomnost rytmické exprese Per2 u kontrolni (P = 0,0003;
F (4,27)=17,779)1 LL (P <0,0001; F (4, 27) = 13,43) skupiny zvitat v oblasti frontalniho kortexu.
Kosinorova analyza odmitla HO s pravdépodobnosti P = 0,0417 pro kontrolni skupinu a P <0,0001

pro LL skupinu. I pfes drobné odchylky v amplitudé ¢i akrofazi kosinorovych kiivek, nedosahoval
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rozdil mezi skupinami v zddném z ptipadi signifikantni hodnoty P. Test dvoucestnda ANOVA
potvrdil nesignifikantni rozdil mezi skupinami ve frontdlnim kortexu (P = 0,0747; F (1, 54) =
3,303). V parietalnim kortexu jednocestnd ANOVA prokézala rytmickou expresi Per2 u kontrol (P
=0,0003; F (4, 29) = 7,472) i u LL zvitat (P < 0,0001; F (4, 31) = 10,43). Kosinorova analyza
odmitla HO s pravdépodobnosti P < 0,0001 pro kontrolni skupinu a P < 0,0001 pro LL skupinu.
Dvoucestnda ANOVA stanovila rozdil skupin v parietalnim kortexu jako nesignifikantni (P =
0,1934; F (1, 60) = 1,730). Rytmus Per2 v ¢ichovém laloku byl opét prokazan testem jednocestna
ANOVA v obou skupinach zvitat kontrol (P < 0,0001; F (4, 28) = 10,51) a LL skupin€ zvitat (P <
0,0001; F (4, 27) = 17,43). Kosinorova analyza odmitla HO s pravdépodobnosti P < 0,0001 pro
kontrolni skupinu a P < 0,0001 pro LL skupinu. Dvoucestnda ANOVA determinovala v ¢ichovém
laloku opét nesignifikantni rozdil mezi skupinami (P = 0,9930; F (1, 55) = 7,718e-005). Rytmicka
exprese Per2 v hipokampu byla potvrzena jednocestnou ANOVou ve skuping¢ kontrol (P =0,0152;
F (4, 28) = 3,711) i LL zvitat (P = 0,0057; F (4, 30) = 4,514). Kosinorova analyza odmitla HO
s pravdépodobnosti P = 0,0233 pro kontrolni skupinu a P = 0,0457 pro LL skupinu. V hipokampu
op€t nebyl nalezen signifikantni rozdil mezi skupinami (P = 0,1247; F (1, 58) = 2,427). Rytmus
Per2 v SCN byl nalezen v obou skupinach kontrol (jednocestnd ANOVA: P <0,0001; F (4, 26) =
11,80; kosinorova analyza: P < 0,0001) a LL zvifat (jednocestna ANOVA: P =0,0041; F (4, 27) =
4,918; kosinorova analyza: P = 0,0004). V SCN test dvoucestnd ANOVA nenalezl signifikantni
rozdil mezi skupinami (P = 0,2176; F (1, 19) = 1,220). Test jednocestna ANOVA v sitnici potvrdil
rytmicitu exprese u skupiny kontrolnich (P < 0,0001; F (4, 28) = 11,74) i LL zviiat (P = 0,0005; F
(4, 29) = 6,929). Kosinorova analyza odmitla HO s pravdépodobnosti P < 0,0001 pro kontrolni
skupinu a P <0,0001 pro LL skupinu. Rozdil mezi skupinami zde, podobn¢ jako u ostatnich struktur
nedosahoval pozadované signifikantni hodnoty (P =0,3009; F (1, 56) = 1,090). Kosinorova analyza
ale v sitnici detekovala signifikantni zpozdéni akrofaze LL skupiny o pfiblizn€ 2 hodiny a 20 minut

(Tab. &. 2b).
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Obrazek €. 10: Grafy rytmu exprese Per2. Grafy znazornuji kosinorovou kiivku pro kazdou ze
skupin, prolozenou praméry relativnich hladin mRNA genu Per2 + SEM v cirkadiannim case 2, 8,
14, 20 a 26 (hodnoty v CT2 a CT26 jsou identické, hodnota v CT26 byla ptidana pro lepsi
konstrukci grafil). VSechny grafy zahrnuji hodnoty obou pohlavi a hodnoty kontrolni skupiny jsou
vzdy znazornény Cerné a LL skupina Cervené. Do grafi byla vlozena hodnota P urcend testem
dvoucestna ANOVA, udavajici miru rozdilu mezi v§emi hodnotami obou skupin. Signifikantniho

rozdilu (P < 0,05) nedosahovala exprese Per2 v zadné ze zkoumanych struktur.

5.2.3. Exprese genu Nrldl

Exprese hodinového genu Nridl byla méfena ve strukturach frontdlniho a parietalniho kortexu,
cichovém laloku, hipokampu, SCN a v sitnici (obr. ¢. 11). Kosinorova analyza a jednocestna
ANOVA potvrdily ve vSech strukturach signifikantni rytmus exprese bez vyjimky. Dvoucestna
ANOVA detekovala signifikantni rozdil v hladinaich mRNA mezi kontrolni a LL skupinou zvirat
ve struktufe frontalniho kortexu, parietalniho kortexu a hipokampu. Kosinorova analyza detekovala
signifikantni rozdil v mesoru a akrofazi rytmu frontalniho kortexu, mesoru parietalniho kortexu, v

mesoru a amplitudé hipokampu a v akrofazi rytmu v sitnici (Tab. ¢. 2a, 2b).

Rytmickéd exprese byla ve frontdlnim kortexu nalezena u skupiny kontrol (jednocestna
ANOVA: P <0,0001; F (4, 29) = 11,36; kosinorova analyza: P < 0,0001) i LL zvifat (jednocestna
ANOVA: P <0,0001; F (4, 29) = 9,907; kosinorova analyza: P < 0,0001). Ve frontalnim kortexu

odhalila kosinorova analyza u skupiny LL signifikantni snizeni mesoru a opozdéni akrofaze rytmu
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o pfiblizn€ 2 hodiny a 30 minut ve srovnani s kontrolami (Tab. ¢. 2a). Test dvoucestna ANOVA
potvrdil, Ze se exprese ve skupinach kontrol a LL frontalniho kortexu signifikantn¢ lisila (P =
0,0054; F (1, 58) = 8,350). Rytmické exprese byla v parietalnim kortexu potvrzena jak u kontrolni
(jednocestna ANOVA: P <0,0001; F (4, 29) = 15,29; kosinorova analyza: P < 0,0001) = 15,29),
tak 1 u LL skupiny (jednocestnd ANOVA: P <0,0001; F (4, 29) = 15,29; kosinorova analyza: P <
0,0001). V rytmu exprese v parietalnim kortexu byl kosinovou analyzou detekovan signifikantné
zvySeny mesor u LL skupiny zvitat (Tab. €. 2a). Rozdil mezi hodnotami skupin byl v parietalnim
kortexu testem dvoucestna ANOVA vyhodnocen jako signifikantni (P = 0,0034; F (1, 57) =9,370).
Rytmus exprese byl v ¢ichovém laloku opét ptitomen u obou skupin kontrol (jednocestnd ANOVA:
P <0,0001; F (4, 29) = 18,97; kosinorova analyza: P <0,0001) a LL zvifat (jednocestna ANOVA:
P =0,0010; F (4, 29) = 6,201; kosinorova analyza: P < 0,0001). V ¢ichovém laloku kosinorova
analyza neodhalila signifikantni rozdil v zddném ze zkoumanych parametri a test dvoucestna
ANOVA rovnéz determinoval rozdil mezi skupinami jako nesignifikantni (P = 0,3719; F (1, 58) =
0,8099). Jednocestna ANOV A v hipokampu u skupin kontrol (P < 0,0001; F (4, 27) =26,00) i LL
zvirat (P < 0,0001; F (4, 31) = 14,41) nalezla signifikantni rozdil mezi hodnotami CT, a potvrdila
tim tak pfitomnost rytmu v expresi Nr/dl. Kosinorova analyza odmitla HO s pravdépodobnosti P <
0,0001 pro kontrolni skupinu a P < 0,0001 pro LL skupinu. V hipokampu kosinorova analyza
odhalila signifikantni snizeni amplitudy a zvySeni mesoru rytmu LL skupiny v porovnani
s kontrolni skupinou (Tab. ¢. 2a). Rozdil mezi skupinami v hipokampu byl vyhodnocen jako
signifikantni (P = 0,0287; F (1, 58) = 5,035). Exprese Nridl v SCN kontrolni skupiné (P = 0,0003;
F (4,27)=17,540) i skupiné LL zvitat (P =0,0072; F (4,27) =4,402) byla v SCN testem jednocestna
ANOVA urcena jako rytmicka se signifikantnimi rozdily mezi CT. Kosinorova analyza odmitla HO
s pravdépodobnosti P < 0,0001 pro kontrolni skupinu a P = 0,001 pro LL skupinu. Rozdil
v hladindich mRNA mezi skupinami v SCN nebyl signifikantni (P = 0,7415; F (1, 54) = 0,1099).
V sitnici jednocestna ANOV A potvrdila rytmicitu exprese Nr/dI u kontrolni (P <0,0001; F (4, 30)
= 8,740) i LL skupiny (P = 0,0113; F (4, 29) = 3,940). Kosinorova analyza odmitla HO
s pravdépodobnosti P = 0,0001 pro kontrolni skupinu a P = 0,0022 pro LL skupinu. Stejné jako
v piipad¢ Per2 i zde byla odhaleno signifikantni zpozdéni akrofaze rytmu exprese, zde o ptiblizné
2 hodiny a 30 minut (Tab. ¢. 2b). Dvoucestnd ANOVA ur¢ila rozdil mezi skupinami v sitnici jako

nesignifikantni (P = 0,4201; F (1, 58) = 0,6595).
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Obrazek ¢. 11: Grafy rytmu exprese Nrldl. Graty znazornuji kosinorovou kiivku pro kazdou ze
skupin, prolozenou priméry relativnich hladin mRNA genu Nridl + SEM v cirkadiannim case 2,
8, 14, 20 a 26 (hodnoty v CT2 a CT26 jsou identické, hodnota v CT26 byla ptidana pro lepsi
konstrukci grafil). VSechny grafy zahrnuji hodnoty obou pohlavi a hodnoty kontrolni skupiny jsou
vzdy znazornény Cerné a LL skupina Cervené. Do grafii byla vlozena hodnota P urcend testem
dvoucestna ANOVA, udévajici miru rozdilu mezi vSemi hodnotami obou skupin. Signifikantni
rozdil (P < 0,05) byl nalezen a tu¢n¢€ oznaCen ve strukturach frontalniho kortexu, parietalniho

kortexu a hipokampu.

5.2.4. Exprese genu Stat3

Exprese genu Stat3 byla métena ve strukturach frontalniho a parietalniho kortexu, ¢ichovém laloku,
hipokampu a SCN (obr. ¢. 12). V sitnici detekce exprese genu Stat3 neprobéhla z technickych
divoda. Kosinorova analyza a jednocestna ANOVA prokazala ve strukturach obou skupin
signifikantni rytmus exprese s vyjimkou frontalniho kortexu, parietalniho kortexu a ¢ichového
laloku LL skupiny. Dvoucestnd ANOVA detekovala signifikantni rozdil v hladinich mRNA mezi
kontrolni a LL skupinou ve struktufe parietalniho kortexu, Cichového laloku a hipokampu.
Kosinorova analyza odhalila v hipokampu signifikantni zvySeni mezoru LL skupiny a v SCN

zpozdéni akrofaze rytmu LL skupiny (Tab. €. 2a, 2b).

Rytmicita exprese byla testem jednocestnda ANOVA zamitnuta ve frontalnim kortexu LL

skupiny zvitat (P = 0,5472; F (4, 28) = 0,7808), na rozdil od kontrolni skupiny (P < 0,0001; F (4,
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27) = 17,00). Kvtli rytmické expresi pouze u jedné ze skupin, nemohly byt kosinorovou analyzou
zjiStény hodnoty mesoru, amplitudy a akrofaze a posouzen jejich rozdil mezi obéma skupinami.
Kosinorova analyza odmitla HO s pravdépodobnosti P = 0,0006 pouze u kontrolni skupiny, ale u
LL skupiny s pravdépodobnosti P = 0,3111 nikoliv. Rozdil mezi skupinami byl testem dvoucestna
ANOVA ve frontalnim kortexu vyhodnocen jako nesignifikantni (P = 0,8981; F (1, 54) = 0,01655).
Jednocestna ANOVA v parietalnim kortexu LL skupiny nepotvrdila signifikantni rytmus v expresi
Stat3 (P =0,0646; F (4, 26) = 2,530), zatimco v kontrolni skupiné byl rytmus prokézan (P =0,0189;
F (4, 29) = 3,500). Kosinorova analyza odmitla HO s pravdépodobnosti P = 0,0027 pro kontrolni
skupinu a P =0,0024 pro LL skupinu. Dvoucestnd ANOVA nalezla signifikantni rozdil mezi obéma
skupinami v této struktuie (P =0,0093; F (1, 60) = 7,233). V ¢ichovém laloku jednocestna ANOVA
prokazala rytmickou expresi pouze u kontrolni skupiny (P = 0,0151; F (4, 29) = 3,688) au LL
skupiny zvitat nikoliv (P = 0,5617; F (4, 29) = 0,7569). Kosinorova analyza odmitla HO
s pravdépodobnosti P = 0,023 pouze u kontrolni skupiny, a nikoliv u LL skupiny
s pravdépodobnosti P = 0,6189. Dvoucestna ANOVA potvrdila signifikantni rozdil v ¢ichovém
laloku mezi kontrolni a LL skupinou (P = 0,0455; F (1, 58) =4,179). V hipokampu byl detekovan
zvySeny mesor u LL skupiny (Tab. €. 2a) a signifikantni rytmicka exprese u kontrolni (jednocestna
ANOVA: P < 0,0001; F (4, 29) = 10,77; kosinorova analyza: P < 0,0001) i LL skupiny zvifat
(jednocestna ANOVA: P=0,0088; F (4,31)=4,097; kosinorova analyza: P = 0,0258). Rytmy obou
skupin se v hipokampu od sebe signifikantné lisily (P = 0,0340; F (1, 60) = 4,707). Kosinorova
analyza v SCN odhalila u LL skupiny vyrazné zpozdéni akrofaze o ptiblizné 3 hodiny a 30 minut
(Tab. ¢. 2b). Signifikantni rozdil mezi hodnotami pro riznd CT byl pfitomen u kontrolni (P =
0,0049; F (4, 25) =4,853) i LL skupiny (P = 0,0230; F (4, 26) = 3,399) a pfitomnost rytmu exprese
tedy byla potvrzena. Kosinorova analyza odmitla HO s pravdépodobnosti P = 0,0102 pro kontrolni
skupinu a P = 0,003 pro LL skupinu. Rozdil mezi hodnotami obou skupin byl v SCN i pies zpozdéni
faze rytmu oznacen jako nesignifikantni (P = 0,1722; F (1, 51) = 1,917).
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Obrazek €. 12: Grafy rytmu exprese Stat3. Grafy znazoriuji kosinorovou kiivku pro kazdou ze
skupin, prolozenou praméry relativnich hladin mRNA genu Stat3 + SEM v cirkadidnnim case 2, 8,
14, 20 a 26 (hodnoty v CT2 a CT26 jsou identické, hodnota v CT26 byla ptidana pro lepsi
konstrukci grafit). VSechny grafy zahrnuji hodnoty obou pohlavi a hodnoty kontrolni skupiny jsou
vzdy znazornény ¢ern¢ a LL skupina Cervené. Pokud byla statistickymi testy zamitnuta rytmicita
exprese, prislusna sinusoida je v grafu znazornéna prerusovane. Do grafii byla vlozena hodnota P
urcend testem dvoucestnd ANOVA, udavajici miru rozdilu mezi vSemi hodnotami obou skupin.
Signifikantni rozdil (P < 0,05) byl nalezen a tu¢né oznacen ve strukturach parietalniho kortexu,

¢ichového laloku a hipokampu.

5.2.5. Exprese genu BDNF

Exprese genu BDNF byla studovana ve strukturach frontalniho a parietalniho kortexu, ¢ichovém
laloku, hipokampu, SCN a v sitnici (obr. €. 13). Kosinorova analyza a jednocestna ANOVA zamitly
rytmicitu exprese u kontrol v parietalnim kortexu, ¢ichovém laloku, SCN a sitnici. Dvoucestna
ANOVA detekovala signifikantni rozdil v hladinaich mRNA mezi kontrolni a LL skupinou ve
struktufe hipokampu. Kosinorova analyza odhalila v hipokampu signifikantni zvySeni mesoru u LL

skupiny zvifat (Tab. ¢. 2a).

Ve frontalnim kortexu byl prokazan signifikantni rytmus exprese u kontrolni (jednocestna
ANOVA: P =0,0420; F (4, 29) = 2,841; kosinorova analyza: P =0,0206) i LL skupiny (jednocestna
ANOVA: P =0,0011; F (4, 24) = 6,445; kosinorova analyza: P = 0,0224). Dvoucestna ANOVA
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nenasla ve frontalnim kortexu signifikantni rozdil v expresi genu BDNF mezi obéma skupinami (P
=0,4037; F (1, 52) = 0,7089). V parietalnim kortexu byl detekovan signifikantni rytmus exprese
BDNF pouze u LL zvifat (jednocestna ANOVA: P=0,0023; F (4, 31) =5,298; kosinorova analyza:
P =0,0001), zatimco u kontrol nebyl prokézan (jednocestnda ANOVA: P=0,1292; F (4,29)=1,948;
kosinorova analyza: P = 0,1052). Rozdil mezi skupinami zvitat v parietdlnim kortexu byl urcen
testem dvoucestna ANOVA jako nesignifikantni (P = 0,5758; F (1, 57) = 0,3168). V ¢ichovém
laloku byl rovnéz detekovan signifikantni rytmus exprese pouze v LL skuping¢ zvitat (jednocestna
ANOVA: P =0,0006; F (4, 27) = 6,811; kosinorova analyza: P < 0,0001), ale v kontrolni skuping
nikoliv (jednocestnd ANOVA: P = 0,2184; F (4, 29) = 1,534; kosinorova analyza: P = 0,0604).
Rozdil mezi hodnotami obou skupin v ¢ichovém laloku nebyl signifikantni (P = 0,7943; F (1, 56)
=0,06866). V hipokampu kosinorové analyza odhalila zvySeny mesor rytmu exprese BDNF u LL
skupiny bez vyrazné zmény amplitudy ¢i akrofaze (Tab. €. 2a). Signifikantni rytmicka exprese byla
v hipokampu pozorovana u kontrolni (jednocestna ANOVA: P = 0,0207; F (4, 29) = 3,423;
kosinorova analyza: P =0,0137) i LL skupiny (jednocestnd ANOVA: P=0,0019; F (4,31) =5,456;
kosinorova analyza: P = 0,0023). Dvoucestnd ANOVA vyhodnotila rozdil mezi rytmy LL a
kontrolni skupiny jako signifikantni (P = 0,0074; F (1, 60) = 7,694). V SCN byl opét detekovan
signifikantni rytmus exprese BDNF pouze v LL skupiné zvitat (jednocestnda ANOVA: P <0,0001;
F (4, 28) = 10,84; kosinorova analyza: P < 0,0001), a v kontrolni skupin¢ nikoliv (jednocestna
ANOVA: P =0,1714; F (4, 27) = 1,735; kosinorova analyza: P = 0,0431). Dvoucestna ANOVA
stanovila rozdil mezi skupinami v SCN jako nesignifikantni (P = 0,0644; F (1, 55) = 3,562).
V sitnici byla opét (jako u vétSiny predchozich zkoumanych struktur) detekovéana signifikantni
rytmicita exprese genu BDNF pouze v LL skupin€ (jednocestnda ANOVA: P =0,0128; F (4, 28) =
3,855; kosinorova analyza: P = 0,0094), a ve skupiné kontrol nikoliv (jednocestna ANOVA: P =
0,5654; F (4, 28) = 0,7516; kosinorova analyza: P = 0,7218). Rozdil skupin urceny testem
dvoucestna ANOVA v sitnici nedosahoval signifikantni hodnoty (P = 0,0695; F (1, 58) = 3,421).

40



Relativni hladina mRNA

Relativni hladina mRNA

Frontalni kortex 1.2- Parietalni kortex Cichovy lalok

1.5+ 1.0+
P = 0,4037 g P=05758 S P =0,7943
4 & 0.8
E . P E _
107 R i"/ii 2 06 _,/-% %
o TNt et E=] e
= T ; S
0.5 E 0.4 £ A :
£ B 0.2
@ (7]
& &
0.0 T T T T 1 0.0 T T T T 1 0.0 T T T T 1
2 8 14 20 26 2 8 14 20 26 2 8 14 20 26
CT CT cT
1.0- Hipokampus 2.0- SCN - 0.8 Sitnice
; P =0,0074 ! % P = 0,0644 2 P =0,0695
- [
£ 1.5 ) ~ E 064 % —
g / . £ ™~ -
S P T /i < ; R
z i '
Z 0.5 = 0.2
0.2 & 5
& &
0.0 T T T 1 0.0 T T T 1 0.0—— T T T |
2 8 14 20 26 2 8 14 20 26 2 8 14 20 26
CT
CcT cT
-= Kontrola - LL

Obrazek €. 13: Grafy rytmu exprese BDNF. Graty znazoriuji kosinorovou kiivku pro kazdou ze
skupin, prolozenou primeéry relativnich hladin mRNA genu BDNF + SEM v cirkadiannim case 2,
8, 14, 20 a 26 (hodnoty v CT2 a CT26 jsou identické, hodnota v CT26 byla ptidana pro lepsi
konstrukci grafi). Na vSech grafech je vzdy znézornéna kontrolni skupina ¢erné a LL skupina
cervené. Pokud byla statisticky zamitnuta rytmicita exprese, prislusnd sinusoida je v grafu
znazornéna pierusovanou Carou. Do grafti byla vlozena hodnota P urcena testem dvoucestna
ANOVA, udavajici miru rozdilu mezi sadami hodnot obou skupin. Signifikantni rozdil (P < 0,05)

byl nalezen a tu¢né oznacen v hipokampu.

5.2.6. Exprese genu Grinl

Exprese genu Grinl kédujici podjednotku glutamatového NMDA receptoru GluN1, byla métena
ve strukturach frontalniho a parietalniho kortexu, ¢ichovém laloku, hipokampu a SCN (obr. ¢. 14).
Kosinorova analyza a jednocestna ANOVA nepotvrdily rytmus v expresi u skupiny LL
v parietalnim kortexu, u obou skupin v ¢ichovém laloku, u LL skupiny v hipokampu a v SCN u LL
skupiny. Kosinorova analyza nenasla v zadném z rytmu signifikantni rozdil v hodnotach mesoru,
amplitudy ¢i akrofaze (Tab. €. 2a, 2b). Dvoucestnd ANOVA v zadné z téchto struktur nedetekovala

signifikantni zmény mezi kontrolni a LL skupinou.

Ve frontalnim kortexu jednocestnda ANOVA prokazala rytmickou expresi genu Grinl v
kontrolni (P = 0,0145; F (4, 29) = 3,727) i LL skupiné zvitat (P = 0,0003; F (4, 29) = 7,283).
Kosinorova analyza odmitla HO s pravdépodobnosti P = 0,0059 pro kontrolni skupinu a P = 0,0061
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pro LL skupinu. Rozdil mezi skupinami nedosahoval stanovené hranice (P = 0,0558; F (1, 56) =
3,815). V parietalnim kortexu byla u LL skupiny (jednocestna ANOVA: P =0,0454; F (4, 31) =
2,754; kosinorova analyza: P = 0,0094) prokézana rytmicka exprese. Rytmus kontrolni skupiny
v parietalnim kortexu nebyl detekovan (jednocestna ANOVA: P = 0,4758; F (4, 29) = 0,9017;
kosinorova analyza: P = 0,2044). Hodnoty relativni hladiny mRNA genu Grinl skupin zvifat LL a
kontrol v parietdlnim kortexu nedosahovaly signifikantniho rozdilu mezi sebou (P = 0,0720; F (1,
60) = 3,355). V ¢ichovém laloku nebyla prokdzdna rytmicita exprese v kontrolni skupiné
(jednocestna ANOVA: P =0,1806; F (4, 27) = 1,693; kosinorova analyza: P = 0,1318) ani v LL
skupin€ (jednocestnda ANOVA: P = 0,2123; F (4, 29) = 1,557; kosinorova analyza: P = 0,0498).
Hodnoty obou skupin se v ¢ichovém laloku od sebe signifikantné nelisily (P = 0,1877; F (1, 56) =
1,779). V hipokampu byl potvrzen rytmus v expresi Grinl pouze u kontrolni skupiny (jednocestna
ANOVA: P = 0,0003; F (4, 29) = 7,535; kosinorova analyza: P < 0,0001) a nikoliv u LL zvifat
(jednocestna ANOVA: P=0,0951; F (4,31) =2,174; kosinorova analyza: P =0,1303). Rozdil mezi
obéma skupinami v hipokampu nepiekonal stanovenou hodnotu P pro signifikanci (P = 0,0509; F
(1, 59) = 3,971). Ani v SCN nebyl detekovan signifikantni rozdil mezi skupinami (P = 0,6886; F
(1, 53)=0,1624). Rytmicka exprese Grinl byla v SCN prokazana u kontrolni skupiny (jednocestna
ANOVA: P = 0,0154; F (4, 27) = 3,726; kosinorova analyza: P = 0,0024), zatimco u LL zvifat
nikoliv (jednocestna ANOVA: P =0,2042; F (4, 26) = 1,600; kosinorova analyza: P = 0,0539).
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Obrazek €. 14: Grafy rytmu exprese Grinl. Grafy znazornuji kosinorovou kiivku pro kazdou ze
skupin, prolozenou priméry relativnich hladin mRNA genu Grinl £ SEM v cirkadiannim case 2,

8, 14, 20 a 26 (hodnoty v CT2 a CT26 jsou identické, hodnota v CT26 byla piidana pro lepsi
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konstrukci grafit). Na vSech grafech je vzdy znazornéna kontrolni skupina c¢erné¢ a LL skupina
cervené. Pokud byla statisticky zamitnuta rytmicita exprese, pfisluSna sinusoida je v grafu
znazornéna prerusovanou carou. Do grafli byla vlozena hodnota P urcena testem dvoucestna
ANOVA, udavajici miru rozdilu mezi sadami hodnot obou skupin. Signifikantni rozdil (P < 0,05)

nebyl nalezen ani v jedné ze zkoumanych struktur.

5.2.7. Exprese genu Grin2a

Exprese genu Grin2a koédujici podjednotku glutamatového NMDA receptoru GluN2A byla métena
ve strukturdch frontalniho a parietalniho kortexu, ¢ichovém laloku a hipokampu (obr. ¢. 15).
Jednocestna ANOVA a kosinorova analyza neprokazaly rytmus ve frontdlnim kortexu LL skupiny,
parietalnim kortexu kontrolni skupiny a v obou skupinach v ¢ichovém laloku. Kosinorové analyza
detekovala signifikantni rozdil pouze v mesoru rytmt v hipokampu (Tab. ¢. 2a). Dvoucestna
ANOVA prokézala signifikantni rozdil mezi skupinami kontrol a LL ve strukturach frontalniho

kortexu, parietalniho kortexu a hipokampu.

Ve frontalnim kortexu byl prokazan rytmus pouze u kontrolni skupiny (jednocestna
ANOVA: P <0,0001; F (4, 27) = 13,93; kosinorova analyza: P < 0,0001). Kosinorova analyza a
jednocestna ANOVA stanovily v LL skupin¢ rytmus exprese GrinZa jako nesignifikantni
(jednocestna ANOVA: P=0,5050; F (4,28)=0,8512; kosinorova analyza: P =0,1875). Dvoucestna
ANOVA stanovila rozdil mezi skupinami ve frontalnim kortexu jako signifikantni (P = 0,0163; F
(1, 55) = 6,145). V parietalnim kortexu byl naopak prokazan rytmus exprese pouze u LL skupiny
zvirat (jednocestna ANOVA: P = 0,0002; F (4, 30) = 8,047; kosinorova analyza: P < 0,0001), au
kontrolni skupiny nikoliv (jednocestna ANOVA: P=0,0533; F (4, 29) = 2,650; kosinorova analyza:
P =0,0169). Rozdil mezi skupinami v této struktute byl testem dvoucestna ANOV A determinovan
jako signifikantni (P = 0,0048; F (1, 59) = 8,570). V ¢ichovém laloku nebyl prokazan rytmus
exprese Grin2a v kontrolni (jednocestna ANOVA: P = 0,5283; F (4, 29) = 0,8112; kosinorova
analyza: P =0,3909), ani v LL skupin¢ zvifat (jednocestna ANOVA: P=0,2168; F (4, 29) = 1,540;
kosinorova analyza: P = 0,1074). Rozdil mezi hodnotami skupin tu rovnéz nebyl signifikantni (P =
0,7769; F (1, 58) = 0,08104). V hipokampu jednocestna ANOVA i kosinorova analyza prokazaly
rytmicitu exprese genu Grin2a u kontrolni (jednocestna ANOVA: P = 0,0004; F (4, 29) = 7,123;
kosinorova analyza: P =0,0007) i LL skupiny (jednocestnda ANOVA:P=0,0212; F (4,31)=3,368;
kosinorova analyza: P = 0,0396). Kosinorova analyza urcila v této struktufe signifikantni zvySeni
mesoru rytmu u LL skupiny zvitat (Tab. ¢. 2a) a dvoucestna ANOVA stanovila v hipokampu

signifikantni rozdil mezi obéma skupinami (P = 0,0091; F (1, 60) = 7,273).
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Obrazek €. 15: Grafy rytmu exprese Grin2a. Grafy znazoriuji kosinorovou ktivku pro kazdou
ze skupin, prolozenou praméry relativnich hladin mRNA genu Grinl +£ SEM v cirkadiannim Case
2, 8, 14, 20 a 26 (hodnoty v CT2 a CT26 jsou identické, hodnota v CT26 byla ptidana pro lepsi
konstrukci grafi). Na vSech grafech je vzdy znazornéna kontrolni skupina ¢erné a LL skupina
cervené. Pokud byla statisticky zamitnuta rytmicita exprese, prislusnd sinusoida je v grafu
znazornéna pierusovanou Carou. Do grafti byla vlozena hodnota P urcena testem dvoucestna
ANOVA, udavajici miru rozdilu mezi sadami hodnot obou skupin. Signifikantni rozdil (P < 0,05)

byl nalezen a tu¢né oznacen ve frontalnim kortexu, parietdlnim kortexu a hipokampu.

5.2.8. Exprese genu Grin2b

Exprese genu Grin2b kodujici podjednotku glutamatového NMDA receptoru GluN2B byla
pozorovana ve strukturach frontalniho a parietalniho kortexu, ¢ichovém laloku, hipokampu a SCN
(obr. €. 16). Kosinorova analyza a jednocestna ANOV A neprokazaly rytmus v parietalnim kortexu
kontrolni skupiny, obou skupinich v ¢ichového laloku, v hipokampu LL skupiny a v SCN LL
skupiny. Kosinorové analyza nenasla v zadném z rytmu signifikantni rozdil v hodnotach mesoru,
amplitudy ¢i akrofaze (Tab. ¢. 2a, 2b). Dvoucestnda ANOVA determinovala signifikantni rozdil

mezi skupinami kontrol a LL zvifat pouze v oblasti ¢ichového laloku.
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Ve frontalnim kortexu byla i ptes nizkou amplitudu, testem jednocestnd ANOV A potvrzena
pritomnost rytmické exprese u kontrolni (P = 0,0010; F (4, 29) =6,219) i LL skupiny (P = 0,0004;
F (4, 27) = 7,364). Kosinorova analyza odmitla HO s pravdépodobnosti P = 0,0029 pro kontrolni
skupinu a P =0,0029 pro LL skupinu. Dvoucestna ANOVA nenalezla signifikantni rozdil v oblasti
frontalniho kortexu mezi kontrolni a LL skupinou (P =0,2655; F (1, 56) = 1,265). Rytmicka exprese
Grin2b byla nalezena v parietalnim kortexu pouze u LL skupiny (jednocestnda ANOVA: P <0,0001;
F (4, 28) = 13,45; kosinorova analyza: P < 0,0001) a u kontrolni skupiny nikoliv (jednocestna
ANOVA: P = 0,0639; F (4, 29) = 2,504; kosinorova analyza: P = 0,0101). Rozdil mezi témito
skupinami v parietalni kortexu byl opét vyhodnocen jako nesignifikantni (P = 0,2731 F (1, 57) =
1,225). V cichovém laloku jednocestna ANOVA vyvrdtila pfitomnost rytmu exprese Grin2b u
kontrolni (P = 0,4051; F (4, 29) = 1,037) i LL skupiny (P = 0,2867; F (4, 29) = 1,318). Kosinorova
analyza rovnéz neodmitla HO s pravdépodobnosti P = 0,1381 pro kontrolni skupinu a P = 0,3373
pro LL skupinu. Rozdil mezi hodnotami téchto skupin byl v ¢ichovém laloku pfesto vyhodnocen
jako signifikantni (P = 0,0306; F (1, 58) =4,911). Rytmicita exprese tohoto genu byla v hipokampu
prokazana pouze u kontrolni skupiny (jednocestna ANOVA: P = 0,0014; F (4, 29) = 5,850;
kosinorova analyza: P = 0,0002). Rytmicka exprese genu Grin2b nebyla v hipokampu LL skupiny
potvrzena (jednocestna ANOVA: P =0,0899; F (4, 31) = 2,218; kosinorova analyza: P = 0,0451).
V hipokampu rozdil v expresi Grin2b mezi obéma skupinami nedosahoval signifikance (P =
0,6112; F (1, 60) = 0,2612). Ptitomnost signifikantniho rytmu byl testem jednocestna ANOVA
v SCN prokazan pouze u kontrolni skupiny (P = 0,0002; F (4, 27) = 7,917), pro LL skupiny nebyl
tento rozdil mezi CT signifikantni (P =0,7849; F (4, 28) = 0,4312) a pfitomnost rytmu v této skupiné
tak nebyla potvrzena. Kosinorova analyza rovnéz odmitla HO s pravdépodobnosti P = 0,0008 pro
kontrolni skupinu, ale nikoliv pro LL skupinu P = 0,4728. Test dvoucestna ANOVA vyhodnotil
miru rozdilu v SCN mezi obéma skupinami jako nesignifikantni (P = 0,1020; F (1, 55) = 2,765).
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Obrazek ¢. 16: Grafy rytmu exprese Grin2b. Graty znazoriuji kosinorovou kiivku pro kazdou
ze skupin, prolozenou priméry relativnich hladin mRNA genu Grin2b + SEM v cirkadiannim Case
2, 8, 14, 20 a 26 (hodnoty v CT2 a CT26 jsou identické, hodnota v CT26 byla ptidana pro lepsi
konstrukci grafi). Na vSech grafech je vzdy znézornéna kontrolni skupina ¢erné a LL skupina
cervené. Pokud byla statisticky zamitnuta rytmicita exprese, prislusnd sinusoida je v grafu
znazornéna prerusovanou carou. Do grafii byla vlozena hodnota P urcena testem dvoucestna
ANOVA, udavajici miru rozdilu mezi sadami hodnot obou skupin. Signifikantni rozdil (P < 0,05)

byl nalezen a tu¢né oznacen v ¢ichovém laloku.

5.2.9. Exprese tkanové specifickych gent v sitnici

V sitnici oka byly kromé vyse uvedenych genti Per2, Nridl a Bdnf méfeny jesté hladiny mRNA
genl Perl, AANAT, Opn4, Opn5, Opnlsw a Rho (obr. ¢. 17). Kosinorova analyza a jednocestna
ANOVA prokazaly rytmus exprese u vétSiny téchto gentl, s vyjimkou Opn5 v obou testovanych
skupinach a Opnisw u LL skupiny zvitat. Kosinorova analyza nenasla v zadném z rytma gent
signifikantni rozdil v hodnotach mesoru, amplitudy ¢i akrofaze (Tab. €. 2b). Dvoucestna ANOVA

determinoval signifikantni rozdil mezi skupinami kontrol a LL v genech Opn4 a Rho.
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Kosinorova analyza a jednocestna ANOVA prokazaly pfitomnost rytmu v expresi Perl u
kontrolni (jednocestna ANOVA: P <0,0001; F (4, 30) = 9,107; kosinorova analyza: P < 0,0001) i
LL skupiny zvitat (jednocestna ANOVA: P = 0,0056; F (4, 29) = 4,558; kosinorova analyza: P =
0,0075) a rozdil mezi témito dvéma rytmy byl urfen testem dvoucestnd ANOVA jako
nesignifikantni (P = 0,3941; F (1, 58) = 0,7371). V piipad¢ exprese genu AANAT byly opét
prokazany rytmy cirkadidnni exprese u skupin kontrolnich (jednocestnd ANOVA: P <0,0001; F (4,
30) = 15,02; kosinorova analyza: P < 0,0001) i LL zvifat (jednocestna ANOVA: P <0,0001; F (4,
27) = 13,55; kosinorova analyza: P < 0,0001) a rozdil mezi nimi byl opét stanoven jako
nesignifikantni (P = 0,4089; F (1, 59) = 0,6917). V sitnici pro gen Opn4 jednocestnd ANOVA opét
potvrdila pfitomnost cirkadianni rytmické exprese u kontrolni (P < 0,0001; F (4, 30) = 11,72) i LL
skupiny zvitat (P <0,0001; F (4, 29) = 16,79). Kosinorova analyza odmitla HO s pravdépodobnosti
P <0,0001 pro kontrolni skupinu a P < 0,0001 pro LL skupinu. Narozdil od ptedchozich dvou gent
byl rozdil mezi rytmy exprese Opn4 obou skupin vyhodnocen jako signifikantni (P = 0,0412; F (1,
57) = 4,364). V ptipad¢ genu Opn5 byla v sitnici zamitnuta rytmicita exprese u kontrolni
(jednocestna ANOVA: P=0,1981; F (4, 28) = 1,615; kosinorova analyza: P=0,2771) i LL skupiny
(jednocestna ANOVA: P =0,1552; F (4, 30) = 1,798; kosinorova analyza: P = 0,0329). Dvoucestna
ANOVA ur¢ila rozdil v expresi OpnS mezi skupinami jako nesignifikantni (P = 0,0553; F (1, 58) =
3,826). Jednocestna ANOVA potvrdila rytmus v expresi Opnlsw pouze v kontrolni skupiné (P =
0,0006; F (4, 30) = 6,697), ale v LL skupin¢ zvitat nikoliv (P = 0,7471; F (4, 30) = 0,4843).
Kosinorova analyza rovnéz odmitla HO s pravdépodobnosti P = 0,0074 pro kontrolni skupinu, ale
nikoliv pro LL skupinu P = 0,4499. Rozdil v expresi genu Opnlsw mezi skupinami nebyl
signifikantni (P = 0,7904; F (1, 59) = 0,07127). Rytmicita exprese genu Rho byla prokazana
u kontrolni (jednocestnda ANOVA: P =0,0029; F (4, 27) = 5,250; kosinorova analyza: P = 0,0389)
i LL skupiny (jednocestnd ANOVA: P=0,0023; F (4,29) =5,395; kosinorova analyza: P = 0,0022).
Nasledna analyza odhalila snizeni mesoru rytmu LL skupiny zvitat, vysledna hodnota P udavajici
vyznamnost rozdilu mezi mesory rytmt obou skupin vSak nedosdhla pozadované hodnoty (P =
0,051; Tab. ¢. 2b). Dvoucestnd ANOVA nalezla signifikantni rozdil mezi skupinami (P = 0,0075;
F (1, 56) = 7,686).
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Obrazek €. 17: Grafy rytmu exprese tkanové specifickych gent sitnice. Grafy
znéazornuji kosinorovou kiivku pro kazdou ze skupin, proloZenou priméry relativnich hladin
mRNA gent Perl, AANAT, Opn4, Opn5, Opnlsw a Rho = SEM v cirkadidnnim Case 2, 8, 14, 20 a
26 (hodnoty v CT2 a CT26 jsou identické, hodnota v CT26 byla ptidana pro lepsi konstrukci graft).
Na vsech grafech je vzdy znazornéna kontrolni skupina ¢erné a LL skupina ¢ervené. Pokud byla
statisticky zamitnuta rytmicita exprese, ptislusnd sinusoida je v grafu znazornéna pierusovanou
carou. Do grafii byla vlozena hodnota P ur¢ena testem dvoucestnda ANOV A, udavajici miru rozdilu
mezi sadami hodnot obou skupin. Signifikantni rozdil (P < 0,05) byl nalezen a tu¢né¢ oznacen

v rytmech gentt Opn4 a Rho.
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6. DISKUZE

6.1. Vliv stalého svétla v raném postnatilnim obdobi na rozvej uzkostného chovani

v dospélosti

Vysledky provedenych testii chovani potvrdily zvySeny rozvoj uzkostného chovéni v dospélosti,
pokud byla mlad’ata vystavena béhem rané periody postnatdlniho vyvoje 24hodinovému stalému
svétlu (tj. LL skupina zvifat). VSechny tii provedené behavioralni testy vyuZzivaji pfirozené
tendence hlodavct vyhybat se velkym otevienym a dobie osvétlenym plocham, kterd kontrastuje
se spontannim prozkoumdavanim nového prostiedi (Choleris et al., 2001; Crawley & Goodwin,
1980; Crawley, 1985). U uzkostnéjsich zvitat je posilena averze k pohybu v otevieném prostiedi a

utlumena pfirozend zvédavost.

V testu oteviené¢ho pole jsou k uréeni miry uzkostného chovani vyuzita data o urazené draze
zvirete béhem testu a ¢asu stradveném v jednotlivych ¢astech aparatury (Carola et al., 2002). Studie
potvrzuji u Gzkostnych zvifat nizsi urazenou drahu v obou oblastech aparatury. Dale se izkostna
zvirata typicky vice zdrzuji v okrajové oblasti a frekvence prechodt mezi oblastmi u nich byva nizsi
nez u zdravych zvifat (Carola et al., 2002). Detailnéjsi studie v n¢kterych ptipadech vyhodnocuji
kromé drahy i chovani v aparatufe jako napiiklad oCichavani stén, ¢isténi se nebo miru defekace.
Tyto parametry ale v této diplomové praci z technickych a ¢asovych diavodi vyhodnocovéany

nebyly.

Nase vysledky ukazuji, ze zvitata, ktera vyrtstala na stalém svétle o intenzité 50 luxt po
prvnich 20 dni svého postnatalniho vyvoje, setrvavaji signifikantné kratsi dobu ve stiedové oblasti,
a naopak delsi dobu pobyvaji v okrajové oblasti aparatury oteviené¢ho pole v porovnani s kontrolni
skupinou. Podle dostupné literatury je toto chovani typické pro zvirata s vyssi mirou tzkosti (Carola
et al., 2002). Také draha urazena ve stiedové oblasti byla u LL skupiny zvitat vyznamné¢ kratsi nez
u zvifat kontrolni skupiny. Zvitata LL skupiny vSak rovnéz urazila primérné krat$i drahu nez
kontrolni zvifata i v okrajové oblasti. V tomto ptipad¢ rozdil mezi hodnotami nebyl signifikantni.
Z obou srovnani je presto patrné, ze LL skupina zvifat se méné pohybovala v otevieném poli, coz
naznacuje, Ze se tato skupina vice bala nového prostiedi testovaci aparatury (Choleris et al., 2001).
U LL skupiny zvifat byla detekovéna nizsi frekvence prechodii mezi oblastmi aparatury. Po
vyhodnoceni byl ale signifikantni rozdil pouze mezi pocty vstupl do stiedové oblasti, a nikoliv
vstupl do okrajové oblasti. Domnivame se, ze zvifata LL skupiny se vice bala stiedové oblasti a
pohybovala se vni mnohem méné. Z tohoto divodu také mnohem pravdépodobnéji svou
Sminutovou drahu testu ukoncila v okrajové oblasti. Protoze vSechna zvifata byla umisténa na
zacatku testu do stiedové oblasti, byl tak u vétSiny LL zvitat pocet vstupti do okrajni oblasti o jeden

veétsi, néz pocet vstupt do stiedové. Naproti tomu kontrolni zvifata, u kterych se méné projevovaly
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znamky uzkostného chovani, se ve stiedové oblasti pohybovala mnohem vice a rovnéz mnohem
cast¢ji ukoncovala Sminutovy test ve sttedové oblasti. Pocet vstupll se tak rovnal poctu vystupti
¢ast¢ji u skupiny kontrol nez u LL skupiny. Tento fakt zpisobil, Ze byl rozdil v poc¢tu vstupti do
sttedové oblasti vyhodnocen jako signifikantni a pocet vstupti do okrajové oblasti nikoliv. Nicméné
signifikantni snizeni poc¢tu vstupti LL skupiny zvifat do této oblasti opét svéd¢i o tzkostnéjSim
chovani u této skupiny. Poslednim zkoumanym parametrem byla délka nejdelSi navstévy stiedové
a okrajové oblasti. Rozdil mezi kontrolni a LL skupinou vSak v obou ptipadech nebyl vyhodnocen

jako signifikantni.

Mira tzkostného chovani byla dale zkoumana testem vyvysSeného kruhového bludisté.
[ v této aparatufe bylo jiz dfive prokdzano, Ze uzkostné zvife se vice zdrzuje v uzavienych a
zastinénych oblastech aparatury (Carola et al., 2002; Shepherd et al., 1994). Nizs8i pocet vstupt do
oblasti a procentudlni sniZeni ¢asu straveného v otevienych ramenech je podle predchozich studii

znak typicky pro uzkostna a stresovana zvifata (Carola et al., 2002; Shepherd et al., 1994).

Nase vysledky ukdzaly nesignifikantni rozdil mezi skupinami v poctu ptechodii mezi
oblastmi, v dob¢ stravené v jednotlivych oblastech i v dobé ptfed prvnim vstupem do uzaviené
oblasti. Signifikantni rozdil mezi skupinami byl nalezen pouze ve vzdalenosti urazené v uzavienych
ramenech aparatury. Zvifata LL skupiny urazila v porovnani s kontrolami mensi drédhu
v uzavienych ramenech, nebyly ale nalezeny signifikantni rozdily v dob¢ stravené v této oblasti ani
ve vzdalenosti urazené v oteviené oblasti. Z téchto dat vyplyva, ze se zvifata LL skupiny

N 24

oblasti.

V testu light/dark box bylo opét vyuzivano konfliktu mezi ptirozenou averzi hlodavci
k pohybu v osvétlenych plochéach a spontannim zkouméanim nového prostredi (Choleris et al., 2001;
Crawley & Goodwin, 1980; Crawley, 1985). U tzkostnych zvitat se predpoklada kratsi doba
stravena v osvétlené Casti aparatury a potlaceni explorativniho chovani téchto zvirat (Costall et al.,

1989; Crawley & Goodwin, 1980).

Nase skupina LL zvitat se primérné pohybovala v osvétlené casti srovnatelné dlouhou dobu
jako kontrolni skupina a rozdil v hodnotach mezi skupinami nebyl signifikantni. Naproti tomu, LL
zvirata prechdzela mezi oblastmi s vyrazné€ nizsi frekvenci nez kontrolni skupina. Z naSich dat
vyplyva, ze pokud LL zvitata vstoupila do osvétlené oblasti, stravila v ni béhem jedné navstévy
primérné delsi Cas, nez tomu bylo u kontrol. Zvitata kontrolni skupiny prochazela mezi oblastmi
s mnohem vétsi frekvenci a oblasti vzdy navstivila jen kratkodobé. Do vstupti do osvétlené oblasti
nebyly pocitany ptipady, kdy zvife vykouklo hlavou do osvétlené oblasti a poté se opét schovalo

do zastfeSené Casti. Pokud zvife do osvétleného prostoru vstoupilo obéma pfednimi koncetinami,
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jednalo se jiz o vstup do druhé oblasti. Primérny pocet vystréeni hlavy do osvétlené ¢asti se mezi
skupinami signifikantn¢ neliSil. Domnivame se vsak, ze nase vysledky potvrzuji zvyseni projevi
uzkostného chovani u LL skupiny zvifat. SniZzend frekvence vstupli do oblasti aparatury totiz
indikuje niZ§i miru spontanniho explorativniho chovani u LL skupiny a vétsi strach z nového
prostiedi. Kvili zasteSeni oblasti nemohla byt z technickych diivodti monitorovana draha zvitete
v zatemnéné oblasti a stejn¢ tak v osvétlené oblasti, kde mél systém monitorujici drahu zvirete

problémy s opétovnym zamérovanim zvitete, v divodu Castého prechdzeni zvirat mezi oblastmi.

Nase vysledky ukazaly, ze test otevieného pole poskytl nejvice prikaznych rozdilti mezi
kontrolni a experimentalni skupinou a naznacil, ze ¢asné postnatalni vyvoj ve stdlém svétle miize
zesilovat izkostné chovani jedinct v dospélosti. Testy vyvyseného kruhového bludisté a light/dark
boxu tyto vysledky pftili§ nedoplnily, ale ani nevyvratily. Je pravdépodobné, ze pouzitim vétsiho
poctu zvirat bychom dosahli statisticky vyznamnych rozdili 1 ve vétSin€ parametrti v ostatnich
testech. Vysledky vSech tii testil se ale shoduji v jednom zavéru a to, ze experimentalni skupina

zvitat byla signifikantné¢ méné pohybliva nez skupina kontrolnich zvirat.

Nase data se shoduji s nalezy ptedchozi studie (Roman & Karlsson, 2013), provedené na
potkanech vystavenych stadlému svétlu v pozdnim prenatalnim a casném perinatalnim obdobi (den
E20 — P4). Stejn¢ jako v nasem experimentu pozorovali autofi v testu otevieného pole signifikantni
rozdily mezi kontrolnimi a experimentalnimi zvitaty, indikujici rozvoj tizkostného chovani u LL
skupiny zvirat, které pretrvava do dospélosti. Podobna studie (Cissé et al., 2016) provedena na
mysSich prokazala izkostné chovani u dospélcii, pokud byla zvitata chovéana od narozeni do 3. nebo
5. tydne svého postnatalniho vyvoje na stalém svétle. V testu oteviené¢ho pole zvirata vyrustajici na
stalém svétle stravila v obou piipadech signifikantné kratsi dobu ve stifedové oblasti nez kontrolni
skupiny. V této studii byl proveden i test vyvyseného pole, ve kterém nebyl nalezen signifikantni
rozdil mezi skupinami ani v jednom ze zkoumanych parametrd. Navzdory signifikanci rozdili z
pouze v jednom behavioralnim testu, autoii tohoto ¢lanku prohlasili hypotézu rozvoje uzkostného

chovani kvili stalému svétlu v mladi za potvrzenou.

Zajimavé vysledky ukézala ptredchozi prace stejné vyzkumné skupiny (Borniger et al.,
2014), na kterou navazovala citovana studie (Cissé et al., 2016). U mysi vyristajicich na stalém
svétle 3 tydny byl rovnéz potvrzen rozvoj tzkostného chovani, na zakladé rozdili v chovani
v aparatufe vyvyseného bludiste. V této studii naopak nebyly nalezeny signifikantni rozdily v dobé
stravené ve stiedové a okrajové oblasti v testu otevieného pole. Autofi této prace se domnivaji, ze
faze dne mysi (tedy v noci), zatimco test otevieného pole byl provadén ve dne. Tuto teorii podporuje

prace (Verma et al.,, 2010), kterda odhalila signifikantni rozdily ve vysledcich testi uzkosti
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provadénych béhem dne a b&hem noci. V aparaturach zkoumajicich dobu pobytu hlodavce
v zastinénych ¢i osvétlenych oblastech se zvifata (obzvlasteé samice) béhem noci zdrzovala vice
v zastinénych castech aparatur, nez tomu bylo v pokusech odehravajicich se béhem dne. Tato
cirkadianni variabilita v preferenci zastinénych oblasti mohla v na§em méfeni pfispét k malému
poctu signifikantnich rozdili v testu light/dark box. Nase méfeni v aparaturadch otevieného pole a
vyvySeného kruhového bludist¢ zacinala vzdy v 9:00 dopoledne, coz bylo 2 hodiny po
automatickém rozsviceni svétel v chovné mistnosti, a tedy pomérné blizko aktivni faze dne potkani.
Zacatek testu light/dark box ale musel byt posunut z organiza¢nich divodu na 13:30 odpoledne, a
tedy pozd¢ji do neaktivni faze dne potkana. Posun testu do neaktivni faze potkani, kdy se zvirata
pfirozené¢ vice vyskytuji v osvétlenych céastech aparatury, mohl byt jednou =z pficin
nesignifikantniho rozdilu mezi skupinami v Casech strdvenych v osvétlenych a zastinénych

oblastech aparatury light/dark testu.

Nase vysledky spolu se zavéry piedchozich studii naznacuji, ze podminky stalého svétla
behem raného postnatalniho vyvoje zptisobuji rozvoj uzkostného chovani jedinct, které pietrvava
do dospélosti. Domnivame se, Ze stalé svétlo je hlavnim faktorem této zmény chovani. Predeslé
studie potvrzuji (Coleman & Canal, 2017), Ze podminky stalého svétla nékolik dni pfed porodem a
v dob¢ sani nesnizuji u samic potkant projevy mateiského chovani (pfenéaseni, olizovani a ¢isténi
mlad’at). Nedostatecné matetské chovani matky totiz zptisobuje u potomkti zvyseni odpovédi na
stres a alternace v HPA ose v dospélosti (Ivy et al., 2008; Liu et al., 1997). U matek na stalém svétle
rovnéz neni pozorovano zvySeni hladiny kortizolu ¢i glukokortikoidnich receptortt v mozku
(Coleman & Canal, 2017). Ackoliv stalé svétlo pisobi na organismus jako vyznamny stresor, jeho
ucinky na chovani zviiete a zvyseni stresovych markeru se zacinaji projevovat az zpravidla 3. tyden
zvitete na svételném rezimu LL (Claustrat et al., 2008), tedy pftiblizné v dobé¢, kdy jsou zvitata
v naSem pokusu prevedena zpé€t na stiidavé svételné podminky LD12:12. Domnivame se tedy, ze
rozvoj uzkostného chovani nebyl zplisoben zvySenym stresem samice kvili LL podminkam, ale

pusobenim LL podminek piimo vyvoj mladat.

6.2. Vliv stalého svétla v raném postnatalnim vyvoji na pretrvavajici zmény v cirkadiannich

rytmech exprese zkoumanych geni

V nasich experimentech jsme vychazeli z praci, které dokéazaly, ze podminky stalého svétla béhem
raného postnatalniho vyvoje zptisobuji trvalé zmény rytmii exprese hodinovych genti v perifernich
organech (Brooks et al., 2014) a v hypotalamu mysi (Cissé et al., 2016). Plny rozsah téchto alternaci
v expresi genl vSak zlstdvd nezndmy. V nasi praci jsme se rozhodli zkoumat rozsah zmeén

v rytmech exprese gend Per2, Nridl, Stat3, BDNF, Grinl, Grin2a, Grin2b ve strukturach
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frontalniho a parietalniho kortexu, Cichového laloku, hipokampu a SCN, a gent Per2, Nridl,
BDNF, Perl, AANAT, Opn4, Opn5, Opnlsw a Rho v sitnici. NaSe métfeni hladin mRNA téchto genti
detekovala nejvyraznéj$i zmény mezi skupinami v expresi genu Nr/d I kodujiciho jaderny receptor
REV-ERBua, ktery je také soucasti cirkadidnni zpétnovazebné smycky TTFL (Preitner et al., 2002).
Ve vétSing€ testovanych struktur se také mezi skupinami liSila exprese genu Stat3 kodujici €lena
signaliza¢ni kaskady zanétlivé odpovédi v mozku (Rummel, 2016) a velmi casto se také liSila
exprese Grin2a kodujici GluN2A podjednotku NMDA glutamatového receptoru. Nejvétsi pocet

zmeén v expresi gend mezi kontrolni a experimentalni skupinou jsme pozorovali v hipokampu.

Nase experimenty neodhalily signifikantni zmény v rytmu exprese hodinového genu Per?2
mezi skupinami v Zadné ze zkoumanych struktur. Jediny signifikantni rozdil byl akrofazi rytmu v
sitnici, kterd byla u LL skupiny pfiblizné o 2 hodiny a 30 minut zpozdéna oproti kontrole. Pfestoze
pfedchozi vysledky ukazaly, ze stalé svétlo v dospélosti zpisobuje v SCN vyrazné snizeni
amplitudy exprese genu Per2 (Sudo et al., 2003), naSe vysledky naznacuji, ze LL podminky ¢asné
postnatalné nemaji na vyvoj rytmu v expresi Per2 vliv a rytmus Per2 se v SCN nelisi od kontrol,
pokud je jedinec v dospélosti na svételném rezimu LD12:12. NaSe vysledky jsou také v rozporu
s vyse zminénou studii (Brooks et al., 2014), ktera detekovala ve svych experimentech trvalé snizeni
amplitudy Per2 rytmu SCN a rovnéz v oscilatorech perifernich organti (srdce, plice). Tato studie
ale provadéla sviij experiment na mysich, coz by mohl byt divod neshody s naSimi vysledky. Dalsi
pri¢inou rozporu vysledkti miize byt prodlouzeni podminek stalého svétla ve zminéné studii od
embryondlniho dne 18 (E18) az po 21. den postnatalniho vyvoje (P21). Vysledky nasi a této studie
naznacuji, ze pro trvalé snizeni amplitudy rytmu Per2 exprese v SCN a perifernich oscilatorech je
stalé svétlo 3 tydny postnatalniho vyvoje nedostacujici, a klicové by mohli byt LL podminky hlavné
be&hem prenatalniho vyvoje.

Ptedchozi studie potvrzuji vliv stalého svétla v dospé€losti na rytmicitu v expresi Nridl
(Cissé et al., 2016; Fonken et al., 2013). Ackoliv studie (Cissé¢ et al., 2016) deklaruje, ac
nedokumentuje, snizenou amplitudu rytmu v expresi Nridl, jina prace ukazuje (Fonken et al.,
2013), ze exprese Nridl v hypotalamu zlstava nezménéna. Snizeni rytmu exprese genu Nrldl,
bylo ale v této studii detekovano naptiklad v jatrech ¢i bilé tukové tkani. Nase méteni odhalila
pretrvavajici zmény v rytmu exprese genu Nrldl ve frontalnim kortexu, parietalnim kortexu a
hipokampu. Ve frontalnim laloku jsme nalezli signifikantni snizeni mesoru rytmu a zpozdéni
akrofaze o ptiblizn€ 2 hodiny a 30 minut u LL skupiny zvifat. Stejné jako v ptipad¢ Per2, detekovali
jsme signifikantni zpozdéni akrofaze exprese rytmu Nr/d1 v sitnici o ptiblizn€ 2 hodiny a 20 minut.
Nase experimenty dale odhalily signifikantni zvySeni mesoru rytmu exprese Nrldl v parietalnim

kortexu LL skupiny a v hipokampu a snizeni amplitudy rytmu exprese tohoto genu v hipokampu.
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Oproti tomu studie zkoumajici efekt stalého svétla na dospélé jedince, nenalezla v oblasti
hipokampu zménu v Nrid1 expresi (Fonken et al., 2013). Ve strukturach ¢ichového lalokua v SCN

jsme nedetekovali zménu v rytmu exprese Nridl genu.

Dlouhodobé snizeni exprese genu Nridl v mozkovych strukturach mize mit své disledky.
Inhibici exprese tohoto genu u dospélych jedinct, dochazi naptiklad k rozvoji stavii manie a zvyseni
hladiny dopaminu ve stfednim mozku (Chung et al., 2014). Zmény v expresi hodinovych gent jsou
rovnéz asociovany s rozvojem bipolarni poruchy, a podavani 1é¢iva pacientt s bipolarni poruchou
ma synchroniza¢ni efekt na TTFL, zvySuje amplitudu rytmu v expresi hodinovych genti a zmirfiuje
tak ptiznaky nemoci (Kripke et al., 2009; McCarthy et al., 2013). Ptetrvavajici zpozdéni v rytmech
exprese Per2 1 Nrldl v sitnicich zvifat LL skupiny indikuje zmény v cirkadidnni expresi
hodinovych genti v této struktufe. Cirkadianni systém sitnice je dilezity pro regulaci fyziologickych
procest v sitnici samotné, a tedy pro kvalitni obrazové i neobrazové vidéni. Otazkou budouciho
studia zustava, jak naruSeni cirkadidnnich oscilaci stalym svétlem ovlivituje maturaci zrakového

systému potkanti.

Transkripéni faktor Stat3 je soucasti intracelularni signalizacni kaskady aktivované
cytokiny, ristovymi faktory a fadou dal$ich stimulantd vrozené i adaptativni imunity (Hirano et al.,
2000; Takeda & Akira, 2000). V mozku hraje Stat3 kritickou roli naptiklad v signaliza¢ni kaskadé
podporujici astrogliogenezi a diferenciaci nervovych progenitorovych bun¢k (Chen et al., 2013;
Koblar et al., 1998; Nakashima et al., 1999). Studie prokazuji, Ze transkripce Stat3 je naruSena,
pokud je geneticky deletovan hodinovy gen Cry2, coz rovnéz zpisobuje naruSeni chodu TTFL
(Hoffman et al., 2009). Sta3 rovnéz piisobi jako represor transkripce hodinového genu Nridl
(Wang et al., 2017B) a Stat3 by tak mohl piedstavovat jeden z mnoha faktort propojujici imunitni
a cirkadianni systém. Stat3 je také povazovan za potencialni onkogen a jeho zvySena transkripce a
aktivace svétlem v noci je povazovana za soucast kaskady procest vedoucich ke vzniku karcinomu

prsu u zen pracujicich na smény (Hill et al., 2017; Xiang et al., 2019).

Nase vysledky prokazaly zmény rytmické exprese genu Stat3 v oblasti parietalniho kortexu,
¢ichového laloku a hipokampu. Piestoze dvoucestna ANOV A neprokazala rozdil mezi skupinami
ve frontalnim kortexu a v SCN, exprese Stat3 u LL skupiny v kortexu nebyla, na rozdil od kontrol,
rytmickd a v SCN mél rytmus experimentalnich zvirat vyznamné zpozdénou akrofazi. Rovnéz ve
strukturach parietalniho kortexu a ¢ichového laloku nebyl u skupiny LL zvitat prokazan rytmus
exprese genu Stat3. V hipokampu byl naméfen signifikantné zvySeny mesor rytmu exprese Stat3 u
LL skupiny zvifat. Hlavnim znakem exprese Stat3 u experimentdlni skupiny zvifat ve vSech
strukturach s vyjimkou SCN, je snizena amplituda rytmu az jeho vymizeni. Takto snizend amplituda

rytmu exprese by mohla zpisobovat dlouhodobé zmény v signaliza¢ni kaskad€ imunitniho systému
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a potencialné snizit efektivitu imunitni odpovédi v zasazenych oblastech. BohuZzel nejsou
k dispozici zadné studie dokumentujici efekt stalého svétla na expresi Star3, at’ uz v raném
postnatalnim vyvoji ¢i v dospélosti, a tuto teorii ani nase vysledky nemizeme porovnat s Zadnou
dostupnou literaturou. Rytmicka exprese Stat3 v SCN je v souladu s piedchozi studii nasi laboratoie
(Moravcova et al., 2018). Na rozdil od jinych struktur jsme vSak v SCN testem dvoucestnda ANOVA
nedetekovali signifikantni rozdil v rytmu exprese mezi kontrolni a LL skupinou zvifat a Zadny

pokles amplitudy.

Stalé svétlo mé vliv na expresi BDNF genu. U jedinct na stalém svétle béhem dospélosti
byly detekovany snizené hladiny BDNF v oblasti hipokampu a autofi pfedchozich studii se
domnivaji, zZe by tato zména exprese mohla pfispivat ke zhorSeni kognitivnich schopnosti u téchto
zvitat (Bedrosian et al., 2011A; Fonken & Nelson, 2013). Snizené hladiny BDNF ¢ini danou
strukturu zranitelngj$i ke kyslikovému poskozeni a rovnéz je negativné ovlivnén vyvoj a synapticka
plasticita (Hacioglu et al., 2016; Park & Poo, 2013). V naSem experimentu jsme ale objevili
signifikantné zvySené hladiny BDNF v hipokampu v dospélosti. V oblastech parietalniho kortexu,
¢ichového laloku, SCN a sitnice nebyl naopak potvrzen rytmus u kontrolnich skupin. Domnivame
se, ze pozorované zvyseni exprese BDNF u naSich LL zvitat je soucasti adaptivniho ptizptisobeni,
nebot’ na rozdil od jinych studii, stdlé svétlo v naSi praci ptisobilo v ¢asné ontogenezi pfi
maturacnich procesech mozku. Zvyseni exprese BDNF a amplitudy jejiho rytmu v oblasti
parietalniho kortexu, ¢ichovych lalokti, SCN a sitnice znaci, Ze se tato adaptace mohla vyskytovat
ve vys$Sim procentu mozkovych struktur. Prace provedena na sitnicich potkanti vystavenych béhem
prvnich 3 tydnt vyvoje stdlému svétlu potvrzuje signifikantni zvysSeni hladin BDNF v gangliovych
a amakrinnich bunkach sitnice (Fujieda & Sasaki, 2008). Nase nalezy se ale neshoduji se studii, ve
které nebyla pozorovana v oblasti hipokampu a prefrontalniho kortexu u zvitat vyristajicich na
stalém svétle zadna signifikantni zména v rytmu exprese BDNF (Borniger et al., 2014). Domnivame
se, ze pricinou této neshody by mohla byt ptilis nizka intenzita svétla v noci u této studie (5 luxt),
oproti intenzité svétla pouzité v nasem experimentu (50 luxt). Rozdil ve vysledcich zminéné studie
mohl byt rovnéz zptisobem provedenim tohoto experimentu na mysich, a nikoli jako v nase ptipadé

na potkanech.

V nasem experimentu jsme se rozhodli zjistit, zda stalé¢ svétlo béhem rané postnatalni
periody zpusobuje dlouhotrvajici zmény v rytmech exprese podjednotek glutamatovych NMDA
receptori. Recentni studie odhalily potlacujici efekt stalého svétla na expresi y2 podjednotky
ionotropniho receptoru GABAA na synapsich ve VLSCN, pfijimajicich signdly ze sitnice, a
zpusobuje tak zménu funkce receptoru (Stell & Mody, 2002; Walton et al., 2017). Bylo rovnéz

prokézano, ze aplikace GABAA agonisty béhem druhého tydne Zivota potkana zplisobovala, mimo
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zmény chovani, i dlouhodobé modulace v podjednotkach a afinit¢ NMDA receptoru (Kubova et al.,
2018). Domnivali jsme se tedy, ze podminky stalého svétla v této kritické periodé vyvoje by mohly
mit dlouhotrvajici dopad na expresi NMDA podjednotek. Zda ma stalé svétlo v mladi vliv na zménu

exprese podjednotek NMDA receptoru neni z literatury znamo.

Nase vysledky naznacily dlouhotrvajici zménu v expresi podjednotek NMDA receptoru,
obzvlasté¢ v GIuN2A podjednotce. GIuN2A se lisi od ostatnich podjednotek GluN2 tiidy afinitou
4x kratsi nez podjednotky GluN2B (Monyer et al., 1994). Procentudlni zména v zastoupeni GluN2

podjednotek by tak méla dopad na celkovou afinitu receptoru k ligandu a jeho funkci.

Ve velkém poctu ptipadi nebyl detekovan u kontrolnich i LL skupin zvifat rytmus exprese
gent pro NMDA podjednotky, pravdépodobné kvili své nizké amplitudé a Sirokému rozptylu mezi
vzorky v jednotlivych CT. Ve frontdlnim kortexu jsme pozorovali pouze malé odchylky exprese
GluN1 a GluN2B podjednotky mezi skupinami. Signifikantni rozdil v expresi mezi skupinami byl
detekovan v pifipadé¢ GIuN2A podjednotky, jejiz rytmus v expresi u LL skupiny nebyl rytmicky.
V parietalnim kortexu byla u vSech zkoumanych podjednotek naznacena zvySena amplituda rytma
exprese u LL skupiny zvitat, ktera zajistila prokazatelnost rytmicity v expresi vSech podjednotek,
avSak dvoucestnd ANOVA potvrdila rozdil mezi skupinami pouze pro GluN2A podjednotku.
Domnivame se, ze zvysSena rytmicita exprese v parietdlnim kortexu, ¢i snizena rytmicita GluN2A
ve frontalnim kortexu, by mohly vést ke zméné€ ve slozeni NMDA receptori ve svételné ¢asti dne,
kde jsme detekovali maxima rytmu exprese podjednotek. Pro posouzeni fyziologického vyznamu
téchto zmén je vsak tfeba prihlédnout i k dynamice translace jednotlivych mRNA a post-

translac¢nich modifikacich, které vyznamné moduluji funkci receptoru.

V ¢ichovém laloku nebyla prokazana rytmicka exprese v zadné z podjednotek u kontrolni i
LL skupiny zvifat. Signifikance mezi skupinami byla detekovana pouze u GluN2B podjednotky,
exprese se ale liSila pouze v jednom casovém bod¢, coz neumoznuje ucinit spolehlivy zavér. Nase
data prokazuji vliv stalého svétla béhem vyvoje na potlaceni rytmické exprese podjednotek
NMDAR v hipokampu a signifikantni zvyseni mesoru rytmu GluN2A. Domnivame se, ze stalé
svétlo pii vyvoji jedince zpiisobuje trvalé zvyseni poméru této podjednotky v NMDAR hipokampu
a snizuje tim afinitu receptoru k ligandu. V oblasti SCN jsme nenalezli méfitelné mnozstvi mRNA
podjednotky GluN2A. Ptiprava vzorki pro qPCR probéhla v SCN pro detekci Grin2a exprese
stejnym postupem jako u ostatnich genti zkoumanych v tomto jadie. Ptistroj LightCycler pouzity v
metodé qPCR ale nebyl schopen detekovat dostatecné vysokou koncentraci mRNA tohoto genu pro
urceni Ct jak u kontrolni, tak i u LL skupiny. O mife exprese GIuN2A podjednotky v SCN nebyla

nalezena Zadna literatura. Nepublikované vysledky nasi laboratote ukazuji, Ze tato podjednotka neni

56



v SCN detekovatelnd ani na urovni proteinu imunohistochemicky, ¢i mRNA metodou in situ
hybridizace. U zbyvajicich dvou podjednotek, GluN1 a GluN2B, nebyl nelezen signifikantni rozdil
mezi skupinami, ale u obou podjednotek byla v LL skupiné zamitnuta rytmicita jejich exprese.
V SCN jsme tak nezaznamenali signifikantni zménu mezi skupinami kontrolnich a LL zvifat
v zadném ze zkoumanych genit metodou dvoucestné ANOVy, avSak kosinorova analyza ukézala
fazovy posun rytmu v expresi Stat3 a ztratu rytmicity exprese podjednotek NMDA receptoru GluN1
a GluN2B.

Nase vysledky naznacuji, ze stalé svétlo béhem vyvoje zptisobuje ve strukturach frontalniho
kortexu, parietdlniho kortexu, cichovém laloku a hipokampu zménu v zastoupeni GIluN2
podjednotek v receptorech NMDA, coz by mohlo zptsobovat zmény ve funkci receptoru a afinitu
k ligandu. Pro potvrzeni této teorie by bylo nutné provést vazebné eseje receptort, které jsou
schopny zmény afinity k ligandu lépe a pfesnéji determinovat. Zadné obdobné studie zkoumajici
vliv stalého svétla na NMDAR podjednotky nebyly provedeny a nase vysledky tak nemtizeme

porovnat s zadnou existujici praci.

Studie provadéné na pigmentovanych mysich vyrustajicich na stdlém svétle nedetekovaly u
téchto zvitrat pretrvavajici zmeény v morfologii ¢i funkci sitnice (Brooks et al., 2014; Gonzalez-
Menéndez et al., 2010A). Rovnéz vSak bylo prokazano, Ze vystaveni zvirat stalému svétlu mezi dny
P10 a P20 zptisobuje v dospélosti snizeni maximalniho mozného fazového posunu po svételném
pulsu (Canal-Corretger et al., 2001). Dodnes neni zcela zndmo, jak stalé svétlo zptisobuje takové
snizeni plasticity cirkadidnniho systému. Podobny nalez byl popsan i pro zvifata s potlaCenou
expresi fotopigmentu melanopsinu (Opn4) (Panda et al., 2002B). Cht¢li jsme proto zjistit, zda stalé
svétlo v Casné ontogenezi neovlivituje expresi genu Opn4 v dospélosti. Nase vysledky odhalily
signifikantni snizeni exprese Opn4 genu u zvitat vyrustajicich na stalém svétle. Domnivame se, ze
toto trvalé sniZzeni exprese melanopsinu, by mohlo pfispivat ke snizené citlivosti drahy pro
neobrazové vidéni na svétlo, a tim zmenseni fazového posunu cirkadidnnich rytmt po svételném
pulsu u téchto zvifat. Rovnéz jsme u LL skupiny zvifat detekovali signifikantni sniZzeni exprese
genu pro rodopsin. Studie zaznamenaly u zvifat s potlacenou expresi rodopsinu v tyCinkach
zvySeny prah citlivosti na svétlo a celkové snizenou odpovéd’ na pfitomnost svétla na urovni
jednotlivych bun¢k (Lem et al., 1999; Rosenfeld et al., 1992). Neni tak vylouceno, Ze i u nasSich
zvitat vyrUstajicich na stalém svétle doslo k podobnému snizeni citlivosti ke svétlu, obzvlasté
v temnostni fazi dne, kde jsme zaznamenali nejvétsi pokles exprese. OPNS je UVA-fotosenzitivni
pigment gangliovych bunék sitnice savct (Kojima et al., 2011). Jeho funkci neni dodnes zcela plné
porozuméno, ale studie indikuji, ze by se mohl Gcastnit svételné cirkadianni synchronizace. Sam

OPNS5 bez pritomnosti ostatnich fotosenzitivnich pigmentl sitnice ale nebyl schopen vyvolat
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signifikantni fAzovy posun (Buhr et al., 2015; Ota et al., 2018). Rozhodli jsme se rovnéz zjistit, zda
stalé svétlo v raném vyvoji nebude zplsobovat zménu exprese kratkovinnych opsinti v ¢ipcich
sitnice (gen Opnlsw) (Peichl, 2005). AANAT je enzym zodpovédny za syntézu melatoninu
v epifyze (Klein et al., 1997), a jak studie prokazuji, rovnéz také v sitnici (Binkley et al., 1979).
Gen pro AANAT, stejné jako cela fada ostatnich CCGs, obsahuje v oblasti svého promotoru E-box
(Chong et al., 2000) a dlouhodoba zména v expresi hodinovych genti by tak mohla mit dopad i na
syntézu melatoninu v sitnici. V expresi kratkovlnného opsinu Cipkt (Opnlsw), Opn5, enzymu
AANAT zodpovédného za produkci melatoninu a v hodinovém genu Per/ jsme nezaznamenali

zadné signifikantni zmény.

Nase vysledky odhalily dlouhodobé zmény rytmi v expresi genti, zpisobené stalym svétlem
v raném postnatdlnim vyvoji. Vysledky indikuji, Ze v hipokampu v podminkéch stalého svétla
behem vyvoje doslo k zvyseni exprese BDNF, ktery v nervovych strukturdch podporuje jejich vyvoj
a chrani pfed poSkozenim kyslikovymi radikaly (Hacioglu et al., 2016; Park & Poo, 2013). Je
mozné, ze k témto zmeéndm dochazi pii snaze organismu adaptovat se na zvySeny vyskyt svétla
behem své kritické periody vyvoje. Stalé svétlo v Casné ontogenezi vedlo rovnéz k trvalému snizeni
exprese v genech pro melanopsin a rodopsin. Rovnéz bylo u hodinovych genti Per2 a Nridl
v sitnici zaznamenano zpozdéni faze rytmu o pfiblizn€ 2 hodiny a 30 minut. Domnivame se, ze by
tyto zmény v expresi mohly vést k dlouhodobé snizené citlivosti na svétlo o vinovych délkach, které
melanopsin a rodopsin registruji. Vzniklé snizeni exprese genu pro melanopsin by mohlo
vysvétlovat snizeni fazového posunu cirkadidnniho systému pii zméné svételnych podminek,
potvrzené v predchozi studii (Canal-Corretger et al., 2001). Rovnéz jsme detekovali mnozstvi
struktur s ptetrvavajici zménou exprese v genu Stat3. Domnivame se, Ze by tato zména mohla u
zvitat vyrastajici na stalém svétle zptisobit zmény v intenzité nékterych typti imunitnich odpovédi,
a v budoucich pracich by bylo vhodné tuto hypotézu ovéfit. Je prekvapenim, ze stalé svétlo
nezpusobovalo tak zavazné zmény v expresi hodinovych genti v cirkadiannim pacemakeru, jak jsme
pred zacatkem experimentu ocekavali. V SCN jsme nepozorovali zadnou signifikantni zménu
v rytmu exprese zkoumanych gend a rovnéz jsme v zadné ze struktur (mimo opozdéni akrofaze
v sitnici) nedetekovali zmény v expresi Per2. Navzdory tomu, jsme ve vét§iné zkoumanych struktur
objevili signifikantni alternace v Nridl expresi. Kvuli funkci REV-ERBa v potlaceni exprese genu
Bmall (Preitner et al., 2002), by v zasazenych strukturach mohly rovnéz vznikat alternace v rytmu
tohoto genu a potencialn€ zmény v délce vnitini periody. Zda u zvifat vyristajicich na stalém svétle
dochazi ke zménam délce vnitini periody pii absenci svételného zeitgeberu, musi ur¢it budouci
studie. Kvuli signifikantni zméné rytmu exprese Nrldl pouze v n€kterych strukturach, by rovnéz
pfi absenci synchroniza¢niho stimulu mohlo u téchto zvitat dochéazet k rychlejsi a intenzivnéjsi

desynchronizaci cirkadianniho systému. Vzniklé odchylky v Nridl expresi by mohly déle souviset
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s rozvojem psychickych zmén, naptiklad zvySenym projeviim uzkostného chovani. Nase vysledky
rovnez odhalily vliv stalého svétla v mladi na expresi NMDAR podjednotek (obzvlast¢ GIluN2A) a
naznacuji tak mozny rozvoj zmén v afinité a funkei téchto receptoru. Pro potvrzeni této teorie by
bylo vhodné stanovit zmény afinity NMDAR pomoci vhodnych vazebnych eseji. NaSe prace
potvrdila zvySeny rozvoj Uzkostného chovani u zvifat vyrlstajici béhem své rané postnatalni
periody na stalém svétle, ktery byl popsan v piedchozich studiich (Borniger et al., 2014; Cissé et
al., 2016; Roman & Karlsson, 2013). Na zéklad¢ srovnani naSich dat s pfedchozimi studiemi
(Coleman & Canal, 2017) se rovnéz domnivame, Ze tyto zmény v expresi a uzkostném chovani
nevznikly kviili zvySenému stresu samice na stalém svétle. Je ale mozna, ze tyto zmény mohou byt
sekundarné zptisobeny narusenim nocni aktivity stalym svétlem ¢i kvuli potlaCenym hladindm

melatoninu.
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7. ZAVER

Tato prace poskytuje informace o dlouhotrvajicich zménach exprese hodinovych a dalSich genti a
rozvoji uzkostného chovani u zvirat vyrtstajicich na stalém svétle béhem raného postnatalniho
vyvoje. Nase vysledky prokazuji snizeni exprese genti pro melanopsin a rodopsin v sitnici, které je
patrné v dospélosti. Domnivame se, ze tyto zmény v expresi fotoreceptorti by mohly u téchto zvirat
vést ke snizeni citlivosti na pfislusné vinové délky. Dale jsme u téchto zvifat detekovali
signifikantni zmény v rytmu exprese pro geny Nrldl, BDNF, Stat3 a Grin2a ve zkoumanych
mozkovych strukturdch. V SCN nebyla detekovana zadna trvald zména exprese v hodinovych
genech Per2, Nridl a ani v zddném z dalSich zkoumanych gend. V zddné zkoumané struktuie
rovnéz nebyla prokazana zmeéna v rytmu exprese v Per2. Vysledky prokazuji odolnost centralnich
hodin cirkadidnniho systému vici zméndm zpusobenych stalym svétlem v mladi, ale dodatecné
studie by mély byt provedeny pro determinaci rozsahu a disledku zmén v rytmech exprese Nridl
v perifernich oscilatorech. Ve vétsin€ testovanych struktur jsme rovnéz detekovali zmény v rytmu
exprese genu Stat3, které by mohly mit potencidlni dasledky v odpovédich imunitniho systému
mozku. Nase vysledky odhalily zmény v rytmech exprese GluN2A podjednotky NMDA receptoru,
které by mohly znamenat zmény v afinité a funkci tohoto receptoru v priibéhu dne. Tato teorie by
vSak musela byt potvrzena vhodnou vazebnou eseji, kterd by urcila pfimé zmény afinity NMDA
receptoru. Rovnéz jsme odhalili trvalé zvyseni exprese BDNF v hipokampu, které miize znamenat
adaptacni prizptsobeni svételnému stresu béhem vyvoje. V neposledni fadé¢ nase experimenty
potvrdily zvySeny rozvoj uzkostného chovani u zvifat vyrGstajicich béhem svého raného
postnatalniho vyvoje na stalém svétle. Nase vysledky potvrzuji rozséhlé dlouhotrvajici zmény v
expresi a uzkostném chovani a naznacuji tak, jaké nasledky mize mit napt. usinani mladych déti

v mistnosti se zapnutym svétlem ¢i displejem.
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