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Abstrakt

Tato prdce se zaméfuje na vyvoj a funkci cirkadianniho systému, ktery reguluje biologické
procesy v organismu podle cyklu 24 hodin. V Uvodu je predstaven cirkadidanni systém a jeho
klicové slozky, véetné suprachiasmatickych jader hypotalamu a perifernich oscilatort. Je zde
i zminén molekuldrni chod cirkadidannich hodin, ktery je ovlivnén dvéma smyckami. Hlavnim
tématem je ontogeneze cirkadiannich hodin, ke které dochdazi autonomné béhem bunécéné
diferenciace embryonadlnich kmenovych bunék. Tento proces je ovlivnén riznymi faktory, jako
jsou ultradianni rytmy segmentacnich hodin a vliv materskych faktor(. Ne vSechny signaly jsou
vsak pro vyvoj téchto hodin, a hlavné jejich rytmQ, zdsadni, jak odhalily metody in vitro. Dale
je v praci diskutovano, jak se chovani embryondlnich kmenovych bunék lisi od bunék
diferenciovanych z nich, a pro€ jsou v téchto burikach cirkadianni hodiny nefunkéni. Prace
pfinasi hlubsi porozuméni ontogeneze cirkadianniho systému, jeho rytmU a jeho regulacnich

mechanismu — tedy toho kdy, kde a za jakych okolnosti se hodiny zacinaji vytvaret a ,tikat”.

Klicova slova: cirkadianni hodiny, cirkadidanni rytmy, embryo, embryonalni kmenové buriky,

ontogeneze, suprachiasmaticka jadra, periferni oscilator



Abstract

This thesis focuses on the development and function of the circadian system, which regulates
biological processes in the body according to the 24-hour cycle. The circadian system and its
key components, including the suprachiasmatic nuclei of the hypothalamus and peripheral
oscillators, are introduced. The molecular operation of the circadian clock, which is influenced
by two loops, is also discussed. A major theme is the ontogeny of the circadian clock, which
occurs autonomously during embryonic stem cell differentiation. This process is influenced
by various factors such as ultradian rhythms of the segmentation clock and the influence
of maternal factors. However, not all signals are essential for the development of these clocks,
and especially their rhythms, as revealed by in vitro methods. Furthermore, the thesis
discusses how the behaviour of embryonic stem cells differs from cells differentiated from
them, and why the circadian clock is dysfunctional in these cells. The work provides a deeper
understanding of the ontogeny of the circadian system, its rhythms, and its regulatory
mechanisms - that is, when, where and under what circumstances the clock starts to form and

"tick".

Keywords: circadian clock, circadian rhythms, embryo, embryonic stem cells, ontogeny,

suprachiasmatic nucleus, peripheral oscillator



Seznam poutzitych zkratek

AVP arginin vasopresin

bHLH basic helix-loop-helix

Bmall Brain and muscle Arnt-like proteiny 1
CCGs hodinami fizené geny

CKle Casein kindza 1 epsilon

Clock Circadian locomotor output cycles kaput
Cry Cryptochrome 1-2

DBP D site albumin promoter binding protein

E4BP4 E4 binding protein 4

ESC embryonalni kmenové buriky
Ex x embryonalni den

GABA kyselina y-aminomdselnd

GC glukokortikoidy

Gfap glidIni fibrilarni kysely protein
GRP gastrin uvoliujici peptid

miRNA mikroRNA

PAR receptory aktivované proteazami
PAS PER-ARNT-SIM

Per Period 1-3

PSM zadni presomiticky mezoderm

Px x postnatalni den



Rev-erb o Reverse-erb alfa

RHT
RNA-seg
Rora, B
SCN
TTFL

VIP

retinohypotalamicky trakt

sekvenovani RNA

Retinoic acid-related orphan receptor alfa, beta
suprachiasmaticka jadra hypotalamu
transkripéné-translacni zpétnovazebné smycky

vasoaktivni intestinalni peptid
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1. Uvod

U vSech Zivych organism( se projevuji biologické rytmy s pravidelné se opakujici periodou.
Rytmy s pfiblizné denni periodou maji na starosti tzv. cirkadianni hodiny. Cirkadianni hodiny
jsou zodpovédné za casovou synchronizaci biologickych funkci v organismu, predstavu;ji
klicovy aspekt biologického rytmu. Tyto hodiny jsou pod vlivem rliznych vnitinich a vnéjsich
faktor( — tzv. ,zeitgebers” (némecky ,,udavac casu®) a reguluji opakujici se biologické udalosti
s periodou pfiblizné 24 hodin. Jiz béhem procesu ontogeneze dochdzi kformovani
molekuldrniho hodinového mechanismu, jeZ predstavuje klicovy prvek bunéénych
cirkadiannich  oscilaci. Cirkadianni systém zajiStuje synchronizaci behavioralnich,
fyziologickych a molekuldrnich funkci u vétsiny zkoumanych organism(. Jeho evoluéni vyvoj
probéhl jako adaptace na jiz zminéné cyklické zmény svétla a tmy zpUlsobené rotaci Zemé
béhem solarniho dne, trvajiciho 24 hodin (proto ,,cirkadianni“, vychazejici z latinskych slov
»circa” (priblizné) a ,dies” (den)). Cirkadianni systém zajistuje pfesné nacasovani klicovych
Zivotnich procesu u vétsiny doposud zkoumanych organism(. U savc( tvofi cirkadidnni systém
centralni hodiny, ulozené v suprachiasmatickych jadrech v mozku a periferni hodiny v rliznych
tkanich téla, které podléhaji fizeni centralnich hodin. Molekularni hodiny v burnikach vytvareji
cirkadianni rytmicitu a reguluji télesné funkce prostfednictvim rytmické transkripce gend.
Mohlo by se zdat, Zze kazda burika v téle, obsahuje tyto hodiny, existuji vsak vyjimky. Jednou
z vyjimek jsou embryonalni kmenové burky, ze kterych organismy vznikaji. Embryonalni
kmenové bunky tyto hodiny postradaji a jsou v ¢asné fazi vyvoje pod vlivem ultradiannich
rytm(0 segmentacnich hodin. Ateprve po dokoncéeni organogeneze, v pribéhu jejich

diferenciace, dochazi k postupnému vzniku cirkadiannich oscilaci.



2. Cirkadianni systém

Biologické hodiny jsou endogenniho plvodu a maji charakter vnitfniho oscilatoru, coz
znamena, Ze vykazuji rytmy i ve stalé tmé (shrnuto v Hastings, 1997). Tyto hodiny jsou
synchronizovény s denni dobou predevsim pomoci denniho svétla (Pittendrigh and Daan,
1976), ale také pohybové aktivity, teploty okolniho prostfedi, socidlni interakce a dalSich

faktorda.

Cirkadidanni systém savcd ma komplexni strukturu tvofenou centrdlnim pacemakerem
v mozku, perifernimi hodinami, vstupnimi cestami pro synchronizaci s vnéjSim prostfedim
a vystupnimi cestami pro prenos rytmického signalu na periferii (Leak and Moore, 2001).
Molekuldrni mechanismy vytvarejici rytmicky signdl jsou pritomny témér v kazdé bunce téla
savcll (Schibler et al., 2003). Bylo prokazano, Ze centralni cirkadianni hodiny sidli
v suprachiasmatickych jadrech hypotalamu (SCN), ktera jsou komplexni strukturou slozenou

ze vzajemné synchronizovanych bunécnych oscilator( (shrnuto v Welsh et al., 2010).

SCN jsou na vrcholu hierarchického usporadani cirkadianniho systému, jelikoZ synchronizuji
ostatni periferni hodiny v mozku i rliznych tkanich a organech téla a koordinuji cirkadianni
behavioradlni a fyziologické procesy (Abe et al.,, 2001; Herzog et al.,, 2004). Hlavnim
synchronizatorem SCN je svételny signal, ktery je detekovan retinou (Besharse and luvone,
1983). Tato synchronizace je klicova pro spravnou funkci cirkadianniho systému, ktery
organismim umoznuje prizplUsobit se pravidelnému stfidani dne a noci (Abe et al., 2001).
Vyzkum ontogeneze cirkadidnnich hodin ukazuje, Ze synchronizované molekularni oscilace
se vyvijeji postupné béhem ontogeneze a pretrvavaji i v postnatalnim obdobi (Sumova et al.,

2006).

2.1 Struktura a funkce suprachiasmatickych jader hypotalamu jako centra

rizeni cirkadiannich hodin

SCN se utvari z embryondlniho epitelu ventradlniho diencefalonu jako integralni cast
periventrikularnich bunécnych skupin (Altman and Bayer, 1986). SCN jsou pdrova jadra,

slozena z priblizné 20 000 nervovych bunék, umisténd v hypotalamu nad kfizenim optickych



nervll a po obou stranach treti mozkové komory (shrnuto v Klein and Moore, 1991). Tato

poloha je strategicka pro ptijem informaci z vnitiniho i vnéjsiho prostredi.

Neurony SCN jsou heterogenni a lisi se v rliznych aspektech, véetné aferentnich a eferentnich
spojeni, fenotypu neuropeptidd a funkce (Abrahamson and Moore, 2001). Tyto neurony tvofi
dvé subpopulace, nazyvané ventrolateralni ¢ast neboli jddro (angl. core) a dorsomedialni ¢ast
neboli obal (angl. shell) (Leak and Moore, 2001). Ventrolateralni subpopulace pfijima vétsinu
podnétl z retiny pres retinohypotalamicky trakt (RHT) a sekretuje latky jako vasoaktivni
intestindlni peptid (VIP) nebo gastrin uvoliujiciho peptidu (GRP) spolu s kyselinou
v-aminomaslenou (GABA) (Aton et al., 2005, 2006). Dorsomedialni obal, charakterizovany
populaci neuron( s arginin vasopresinem (AVP) a kalretininem, obklopuje jadro (Moore et al.,

2002).

Individudlni neurony SCN jsou samostatnymi oscilatory s periodou t, ktera je pfiblizné
24 hodin (Welsh et al., 2010). Tyto oscilatory jsou synchronizovany pomoci elektrické aktivity
a neurotransmiterd jako je GABA (Moore and Speh, 1993) a VIP (Aton et al., 2005). Hlavnim
synchronizatorem je svételny signal, ktery je detekovan gangliovymi burfkami sitnice
obsahujicimi melanopsin (Provencio et al., 2000). Svételny pulz aktivuje kaskadu signalnich
molekul a transkrip¢nich faktort v SCN, coZ vede k sefizeni hodin (shrnuto v Foster et al.,
2020). SCN nasledné prosttednictvim vystupnich humordlnich a neuronalnich drah upravuji
periferni oscilatory tak, aby odpovidaly spravné fazi béhem denniho cyklu a byly

synchronizovdny mezi sebou (obrdzek 1) (Buijs et al., 2003; Yoo et al., 2004).

2.2 Periferni oscilatory a jejich role v systému

Periferni hodiny, které jsou také klicové pro cirkadianni systém, mazeme rozdélit na dvé hlavni
kategorie, a to hodiny lokalizované v mozku a hodiny umisténé v jednotlivych organech

a tkanich.

Periferni hodiny v mozku jsou soucdsti cirkadidanniho systému, ktery umoziiuje pres informace
z SCN komunikaci s dalsimi jadry hypotalamu a s ostatnimi ¢astmi mozku, vytvarejice funkéni
celek schopny fidit tkarnové hodiny. Naptiklad néktera jadra talamu, jadra hypotalamu, bulbus
olfactorius koncového mozku, mozecek, amygdala a dalSi mohou fungovat jako oscilatory, jak
ukazaly studie (Abe et al., 2002; Lamont et al., 2005). Tyto rtzné oscilatory se ovsem lisi ve své

3



schopnosti udrzovat endogenni oscilace a vétsina z nich je brana jako oscilatory podfizené

SCN.

Z dalsi experimentli vyplyvd, Ze cirkadianni oscilace hodinovych genl jsou patrné
i v jednotlivych organech téla. Mezi tyto organy patfi slinivka, ledviny, slezina, jatra, srdce,
zaludek, plice, kosterni svalstvo, Stitna Zlaza, stfeva, rohovka a nadledviny (Balsalobre et al.,

1998; Sladek et al., 2007; Yamamoto et al., 2004; Yamazaki et al., 2000).

Jak mozkové, tak tkanové periferni hodiny vykazuji cirkadianni rytmicitu a mohou fungovat
nezavisle na SCN, avsak po odstranéni SCN postupné ztraci rytmus v genové expresi (Akhtar
et al., 2002). Toto utlumeni rytmu je zplsobené vzajemnou desynchronizaci jednotlivych
oscilatort v perifernich tkanich vlivem absence signalu ze SCN (Yoo et al., 2004). U savcl je
nastaveni faze perifernich oscilatord pro dosaZzeni synchronizace s cyklem dne a noci také
zavislé na signalizaci ze SCN (Hastings et al., 2003). V zavislosti na tkani jsou periferni oscilatory
za centralnimi hodinami zpoZdény o 3 az 9 hodin. Vyvoj perifernich hodin je ovlivnén zranim
organu, kde jsou umistény, a také zranim molekularniho hodinového mechanismu. Prvni
projev molekuldrnich oscilaci mGze byt vyrazné specificky pro konkrétni organ a druh

organismu (Sakamoto et al., 2002).



Circadian regulation system in mammals
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Obradzek 1 - U savcu, véetné cloveka, je cirkadidnni systém regulovdn SCN, které funguji jako centrdini hodiny. Cirkadianni
hodiny jsou vsak pritomny i v perifernich burikdch vétsiny organt nebo tkdani. SCN maji schopnost synchronizovat periferni
hodiny po celém tele (Yagita, 2024).

3. Molekularni mechanismy cirkadianniho fizeni

Rytmicka exprese hodinovych genli a jejich proteind fidi cirkadianni hodiny bunécné
autonomnim zpUlsobem. Rytmicky signdl vznika na bunécné urovni a viechny buriky téla maji
sadu genl, zvanou hodinové geny, nezbytnou pro cirkadianni funkci. V centralnich
i perifernich hodinach nalezneme podobné mechanismy pro vytvoreni rytmického signalu,
a to prostrednictvim autoregulacniho mechanismu fizeného vzajemné propojenymi zpétnymi
vazbami. Tento mechanismus spociva v rytmickém spinani hodinovych gend, které je fizené

transkripéné-translacnimi zpétnovazebnymi smyckami (shrnuto v Takahashi, 2016).

3.1 Klicové molekuly a signalni drahy

V molekuldrnim Fizeni cirkadidnnich regulaci hraji hlavni roli hodinové geny. K vyznamnym
hodinovym genlim patfi Brain and muscle Arnt-like proteiny 1 (Bmall), Circadian locomotor

output cycles kaput (Clock), Cryptochrome (Cry 1-2), Period (Per 1-3), Casein kindza 1 epsilon



(CK1g), Retinoic acid-related orphan receptor alfa (Rev-erb «) a Rore, [ (Bae et al., 2001;
Bunger et al., 2000; van der Horst et al., 1999; Vitaterna et al., 1994). Tyto geny tvofi vzajemné
propojené negativni a pozitivni transkripéné-translacni zpétnovazebné smycky (z angl.
transcriptional-translational feedback loops, TTFL), coZ vede k rytmické regulaci jejich exprese
(Shearman et al., 2000). V ramci téchto smycek jsou transkripnimi represory CRY1, CRY2,

PER1, PER2 a REB-ERBa. a transkripcnimi aktivatory BMAL1, CLOCK a RORA.

Celkové jsou cirkadianni hodiny sestaveny z TTFL, kde CLOCK a BMAL1 slouZi jako aktivatory,
zatimco PER a CRY funguiji jako inhibitory. Tyto smyc¢ky se opakuji s cirkadidnni periodou, coz

vytvafi robustni sebeudrzujici se cirkadianni oscilace v centralnich a perifernich tkanich savcu.

Soucasti téchto TTFL je heterodimer CLOCK:BMAL1, ktery vznikd pomoci domény
PER-ARNT-SIM (PAS) a aktivuje transkripci genl Cry, Per, Rev-Erbs a Rors, jako pozitivni
reguldtor. Tato aktivace probihd na E-box — regulaéni oblasti, obsahujici sekvenci CACGTG
anaseda na ni pomoci basic helix-loop-helix (bHLH) domény. Tento heterodimer
CLOCK:BMAL1 rovnéz indukuje expresi jadernych receptorli REB-ERBa. a RORa, ktefi ridi

transkripci genu Bmall.

Protein REV-ERBa pfistupuje k promotoru genu Bmall, kde efektivné potlacuje transkripci
tohoto genu. Tato vazba je v konkurenci s proteinovym produktem genu Rore, ktery naopak
pUsobi jako aktivator transkripce genu Bmall (Guillaumond et al., 2005; Preitner et al., 2002;

Sato et al., 2004).

Role BMAL1 a CLOCK je i v kontrole transkripce hodinami fizenych gent (z angl. clock
controlles gene, CCGs), které funguji jako efektor v tkanich. Naopak PER a CRY, negativni
reguldtory transkripce, vytvareji heterodimer. Tento heterodimer nasledné po fosforylaci
kindzou CK1 &/e migruje dojadra a plsobi inhibici transkripce gend aktivovanych
CLOCK:BMAL1 (Eide et al.,, 2002.; Eide and Virshup, 2001). Tim vznika hlavni cirkadianni
negativni zpétnovazebna smycka (Albrecht, 2004). Posttranslacni mechanismy, vcetné
fosforylace a degradace protein PER a CRY, jsou klicové pro udrZeni cirkadianni periody

mechanismu (Lee et al., 2001).



3.2 Stabilizace zpétnovazebné smycky

Kromé vySe zminéné smycky, existuje jeSté jind smycka, ktera pfrispiva ke stabilizaci
zpétnovazebné smycky PER/CRY. Jedna se o smycku sloZzenou z D site albumin promoter
binding protein (DBP), coZ je protein ze skupiny receptor( aktivovanymi protedzami (PAR)
azE4 binding protein 4 (E4BP4), ktefi jsou schopni aktivovat, respektive potladovat
transkripcni aktivitu pomoci sekvence zvané D-box (Mitsui et al., 2001). DBP dokaze transkripci
aktivovat, naopak tato transaktivace zavisla na DBP je potlacena kompetitivni vazbou pravé
E4BP4 na D-box. Tento E4BP4 obsahuje DNA vazebnou doménu, kterd je pfibuzna zminénému
DBP. Faze rytmu mRNA E4bp4 je opacnd nez faze rytmu Dbp v SCN a hladiny protein(i E4BP4
a DBP také kolisaji v opacné fazi. E4BP4 inhibuje expresi cilovych genl béhem denni faze,
kdy je jeho koncentrace vysokd, zatimco proteiny PAR je aktivuji v opacnou denni dobu.
Dochazi k prepinani mezi témito dvéma stavy, které ovliviuji aktivitu cilovych gend (Mitsui et
al., 2001). Ve studii Yamajuka publikoval fakt, Ze DBP a E4BP4 reguluji délku periody oscilaci
mPerl a mPer2 (Yamajuku et al.,, 2011). Z této studie je zfejmé, Zze D-box regulatory maji
vyznamnou roli pfi ur¢ovani délky periody. Dale bylo zjisténo, Ze okamzita aktivace proteinu
E4BP4 vyvolava fazovy reset perifernich hodin, coZz naznacuje, Ze D-box hraje dulezZitou roli
nejen pfi vystupu, ale i pfi vstupu do cirkadianniho hodinového systému (Yoshitane et al.,

2019).
4. Embryo

Embryo je v raném vyvoji organismu stadium mezi zygotou a narozenim. Embryo prochazi sérii
ontogenetickych procestd, béhem kterych se formuji zakladni struktury a organy téla.
Embryonalni vyvoj kon¢éi obvykle v okamziku narozeni, kde je organismus schopen existovat

samostatné mimo télo matky.

| kdyz jsou cirkadidanni hodiny po narozeni pfitomné v celém téle, savci zygoty, rana embrya
a zarodecné bunky nevykazuji cirkadidanni molekularni rytmy a vytvoreni cirkadiannich rytma
probiha postupné béhem vyvoje, viz kapitola 6 (Alvarez et al., 2003; Amano et al., 2009; Morse

et al.,, 2003).

Proces oplozeni se obvykle odehrava v ampulich vejcovodi. Nejprve ale musi u samice dojit

k ovulaci. Ovulace u potkan( nastava pfiblizné v dobé porodu a poté opét 29 az 30 dnu
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po porodu. Druhé obdobi ovulace je povaZované za ptiznivéjsi pro oplozeni vajicek (shrnuto

v Huber, 1915).

Ke vzniku embrya dochazi diky oplozeni, coZ je proces, béhem kterého pronikne samci spermie
do samiciho vajicka a dojde k zahajeni vyvoje nového jedince. Tento dllezity krok umoziuje
prenos genetické informace z rodicd na potomstvo a spousti celou fadu udalosti, které vedou

k vytvoreni nového organismu.

V nasledujicich kapitolach, se budu zamérovat na embrya hlodavcu, predevsim jde o data

ziskana pokusy s potkany a mySmi.

4.1 Vyvojova stadia embrya

Prenatalni obdobi trva u potkana 22—-23 dni, obdobi postnatdlni trva pfiblizné 3 tydny. Vyvoj

hlodavct probiha v nékolika krocich:
a) Ryhovani

Po oplozeni nastava pronuklearni faze, jejiz trvani se u potkana odhaduje na 12-15 hodin.
Na zacatku druhého dne po oplozeni nastdvd prvni segmentace, jejimz vysledkem je
dvoubunécéné stadium, které trva pfriblizné 24 hodin. Prvni dvé blastomery jsou identické
buriky, ale nedéli se synchronné. Jedna z blastomer se obvykle segmentuje dfive nez druha,
coz vytvari tfibunééné stadium, které je pritomné u kazdého vaji¢ka pouze po kratkou dobu.
Ctyrbunééné stadium nastava na konci tietiho dne po oplozeni. Ve druhé poloviné étvrtého
dne po oplozeni je pozorovano staddium obsahujici 8 bunék a na konci tohoto dne vajicka

opoustéji vejcovod a prechazeji do délohy ve stadiu 12 az 16 bunék (Huber, 1915).

Déleni blastomer pokracuje a formuje se kompaktni shluk bunék, ktery je znam jako morula.
V prvnich hodinadch patého dne po oplozeni jsou vajicka nalezena volné v lumen délohy
a rozmisténa podobné jako v pozdéjsich fazich vyvoje. Segmentace v této dobé jiz probéhla,
coz vede k vytvoreni morulovych hmot, které maji vejCity tvar a skladaji se z 24 az 32 bunék

(Huber, 1915).



b) Blastogeneze

Morula se ndsledné transformuje do pokrocilejsi struktury nazyvané blastocysta. Tato
komplexni formace se sklada z vnéjsi vrstvy bunék, zndmé jako trofoblast a z vnitfni skupiny
bunék, oznacované jako embryoblast. Trofoblast je klicovy pro budouci vyvoj placenty, ktera
zajistuje vyZivu a podporu rostouciho embrya. Na druhé strané, embryoblast obsahuje buriky,
které budou diferencovat do rliznych tkani a organti v embryonalnim vyvoji (shrnuto v Suckow

et al., 2005).
c) Implantace

Blastocysta se spojuje s endometridlni vrstvou délohy matky v procesu zvaném implantace.
Béhem této udalosti pronikd trofoblast do endometria a vytvari struktury, které navazuji
spojeni s embryem v pribéhu téhotenstvi. V dobé implantace se mysi blastocysta sklada ze tii
linii: epiblastu, trofoektodermu a primitivhiho endodermu, z nichZz vznika vlastni embryo,

placenta a Zloutkovy vacek (shrnuto v Suckow et al., 2005).
d) Gastrulace

Po implantaci zacind faze vyvoje nazyvana gastrulace. Béhem této faze se blastocysta
diferencuje na tfi zarodecné vrstvy, které se nazyvaji ektoderm, mezoderm a endoderm.
Na diferenciaci zarodeénych vrstev maji podil hlavné embryondlni kmenové buriky (ESC), které
maji schopnost diferenciace do rdznych bunécnych typ(, coz je klicové pro vytvoreni téchto
zarodecnych vrstev. Kazda z téchto vrstev ma specifickou roli a je zakladem pro tvorbu rliznych

organtl a tkani v téle embrya (shrnuto v Suckow et al., 2005).
e) Organogeneze

Po gastrulaci nasleduje organogeneze, pfi které se diky ESC jednotlivé organy a tkané formuiji
a diferencuji. Organogeneze je kli¢ova pro vytvoreni funkéniho systému téla, ktery zahrnuje

nervovy, kardiovaskularni, travici a respiracni systém (shrnuto v Suckow et al., 2005).
f) Fetdlni vyvoj a porod

Po organogenezi nasleduje faze fetdlniho vyvoje, béhem které probiha dalsi zrani organ(

a tkani a dochazi k poslednim Upravam, které jsou nezbytné pro Zivot mimo matcino télo.



V obdobi fetalniho vyvoje, obvykle trvajicim od 15 do 21 dn(, dochdzi k rychlému rdstu a zrani

plodu. Po 21 aZ 23 dnech nastava porod (shrnuto v Suckow et al., 2005).

4.2 Vliv matefskych hormonil na embryo

Mezi dalezité materské hormony majici vliv na vyvoj embrya patti progesteron, estrogen,

prolaktin, oxytocin, luteiniza¢ni hormon a glukokortikoidy.

Od 1. embryonalniho dne (E1) se zvySuje hladina progesteronu v téle matky a teprve v E20
s narGstem estrogenu dochazi k jeho poklesu (Morishige et al., 1973). Je produkovan vajecniky
a je zasadni pro rust endometria a pro proces implantace. Tento hormon ma také vliv na
periferni hodiny v déloze, jeho plisobenim se totiz zvysuje exprese perl v endometriu (Zhang
et al., 2019). Hladina estrogenu narlsta u brezi samice potkana v E10, maxima je dosazeno
v E18 a je udrZovano, az do porodu, poté hladina znacné poklesne. Tento hormon, ktery je
také produkovan vajecniky, je zodpovédny za spravnou funkci reprodukénich organa a také
ma podil na funkci hormonu prolaktinu (Rosenblatt et al., 1988). Hladina prolaktinu je u matky
mirné zvySena v E3 a poté vyrazné vice v E22, tato hladina stoupd aZ do 6. postnatalniho dne
(P6), nasledné postupné klesa (Morishige et al., 1973). Prolaktin je produkovan hypofyzou a je
zasadni v laktaci, jelikoZ stimuluje rtst mléénych Zlaz. Dalsi hormon produkovany hypofyzou
je oxytocin, ktery hraje roli pfi stimulaci kontrakci délohy béhem porodu a také pfi uvolfiovani
mléka béhem kojeni. Hypofyza produkuje jesté luteinizacni hormon, jehoZ hladina roste
béhem menstruacniho cyklu a stimuluje uvolnéni zralého vajicka z folikulu v procesu ovulace
(Morishige et al., 1973). Tento hormon ale také podporuje expresi genl perl a Bmall (Karman
and Tischkau, 2006). Poslednim dllezitym hormonem jsou glukokortikoidy, které jsou
produkovany nadledvinkami matky, maji vliv na rGzné aspekty vyvoje plodu, jako je
diferenciace bunék a regulace metabolismu. Jejich vliv na fetdlni cirkadidanni sytém je pfiblizen

v kapitole 7.1.

5. Embryonalni kmenové bunky

Embryonalni kmenové buriky jsou pluripotentni, tedy schopné vytvofit vSsechny buriky embrya

a jsou ziskavany z vnitfni vrstvy blastocysty. V in vitro podminkach se tyto buriky neomezené
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mnozi a mohou dat vzniknout bunkam vsech tfi zdrodecnych listl, véetné ektodermu,

mezodermu a endodermu.

5.1 Co se (ne)déje v ES bunkach oproti diferenciovanym bunkam

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 4, i presto, Ze cirkadianni hodiny jsou pfitomny v bunkach
celého téla, je fascinujici, Ze reprodukéni buniky jako jsou oocyty a spermatocyty, jsou vyjimkou
a nevykazuji oscilaci hodinovych genl (Alvarez et al.,, 2003; Amano et al., 2009). Vyzkum
na mySich a lidskych pluripotentnich ES bunkach poukazuje na nepfitomnost funkcnich
cirkadiannich hodin, i kdyz vétSina zdakladnich hodinovych genl je v téchto burkach
exprimovana (Dierickx et al., 2017; Yagita et al., 2010). Tyto bunky vSak nevykazuji cyklické
chovéni, coz naznacuje, ze odliSné mechanismy mohou ovliviiovat molekularni hodinovy
systém tak, aby nedochdzelo koscilaci TTFL. Cirkadianni zpétnovazebni smycka tedy
v ES burikdch neosciluje, ale pfi diferenciaci a preprogramovani bunék in vitro dochazi
k vytvoreni TTFL v bunikach, a naopak k vymizeni cirkadidannich hodin pfi pfeprogramovani

pomoci reprogramovacich faktort, Oct3/4, Sox2, KIf4 a c-Myc (obrazek 2) (Yagita et al., 2010).

In vitro recapitulation of circadian clock development using ES cells

Pluripotent stem cells

In vitro

Differentiated cells

s i
Escels Differentiation culture \'\{_,/
mPER2::Luc aEEEEEEEEEEEE * /!(‘“ mPER2::Luc
O 7\
- / >
) 1 L . L.
T pScols e . Let® - hours®
No circadian R e Robust
\ oscillation eprogramming circadian oscillation Ji
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Obrdzek 2 - V nediferencovanych ES burikdch nejsou zaznamendny Zdadné cirkadidnni oscilace molekuldrnich hodin, po kultivaci
in vitro se i tak samostatné rozvinuly robustni cirkadidnni oscilace hodinovych gend. Ovsem po prevedeni diferenciovanych
bunék s aktivnimi cirkadidnnimi hodinami na iPS buriky dojde k zdaniku cirkadidnnich hodin (Yagita, 2024).

Jednim zrozdilh mezi ES bunkami a bunkami diferenciovanymi jsou expresni hladiny
zakladnich hodinovych faktord. Ve srovnani s diferencovanymi burikami jsou tyto hladiny v ES
bunkach nizsi, s vyjimkou Cry1, ktery vykazuje vyssi Urovné v téchto bunkach. Zvysené hladiny
Cryl by mohly ovlivnit rozdily v rychlosti proliferace mezi témito bunikami (Dierickx et al.,

2017; Yagita et al., 2010). Naopak nizsi hladinu ve srovndani s diferencovanymi burikami
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pozorujeme u Per2, coz by mohlo prispét k rychlejsi proliferaci pluripotentnich bunék (Dierickx

et al., 2017; Yagita et al., 2010).

Nefunkéni hodiny v ES burikdch mohou byt spojeny také s anomalni lokalizaci zakladnich
hodinovych protein(i. Bylo teoretizovdno, Ze v této situaci hraje klicovou roli improtin-a.2,
ktery je zakédovan genem Kpna2. Importin-a.2, jako jaderny transportér, premistuje specifické
faktory pluripotence, naptiklad OCT3/4 a faktory spojené s diferenciaci, jako je OCT6, mimo
jaddro mysich ES bunék s cilem udrzZet pluripotentni stav (Yasuhara et al., 2013). Tento jaderny
transportér reguluje bunécnou diferenciaci s imyslem udrzet bunky v nediferenciovaném
stavu. CozZ vede k zadrzovani zakladnich hodinovych faktor(i PER1 a PER2 mimo jadro. Tim
dochazi knaruSeni funkéniho hodinového mechanismu prostfednictvim negativni

zpétnovazebné smycky zaloZzené na proteinech PER (Umemura et al., 2014).

Jiz vime, Ze TTFL je tedy potlacena v ES bunkach a v ranych stadiich embryi (obrazek 3).
K potlaceni ale dochazi i nékolika dalSimi mechanismy, véetné regulace posttranskripcni
exprese proteinu CLOCK. V pluripotentnich burikdch a v ranych embryich je exprimovana
MRNA Clock a represi exprese proteinu CLOCK reguluji posttranskripéni mechanismy.
Mechanismus posttranskrip¢ni represe zahrnuje mikroRNA (miRNA) (Chekulaeva et al., 2009;
Sonenberg, 2009). Je zvlastni, Ze zfejma exprese proteinu CLOCK byla zaznamenana u ES
bunék s nedostatkem gen(l Dicer nebo Dgcr8 (Umemura et al., 2017). Tyto geny Dicer a Dgcr8
jsou nezbytné pro biosyntézu miRNA, cozZ naznacuje, Ze posttranskripéni mechanismy spojené
s miRNA mohou ovliviiovat inhibici exprese proteinu CLOCK v ES burikach. U€innost translace
CLOCK v nediferencovanych mysich ES burikdch je nizka a vazba Clock mRNA na ribozom je
potladena (Ingolia et al., 2011). Jaderné zadrZovani Clock mRNA zavislé na Dicer/Dgcr8 je tedy
klicovym mechanismem pro potlaceni exprese proteinu CLOCK v pluripotentnich burikdch
»,bez hodin“ (Umemura et al.,, 2017). Striktni potlaceni cirkadidnnich molekularnich
mechanismd v pluripotentnich kmenovych bunkach a ranych embryich, muiZe pfispivat
k programovanému odddleni vyvoje cirkadiannich hodin u savcli. To naznacuje, zZe cirkadianni
hodiny nejsou klicovym faktorem béhem vyvojovych procesu savcd, jako je napriklad ¢innost
ES bunék béhem vzniku embrya, ale jejich vyskyt muize byt stéZejni pro regulaci urcitych

fyziologickych funkci v rdmci vyvoje (shrnuto v Yagita, 2024).
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CLOCK dale také v mysich embryonalnich fibroblastech omezuje proliferaci a zvySuje expresi
inhibitor( bunécné proliferace, p21 a p27 (Miller et al., 2007). Vyzkum ukazuje, Ze mysi ES
buriky s genetickym vytazenim genu Clock vykazuji snizenou proliferaci a zvySenou apoptézu,
coz naznacuje silnou interakci mezi hodinovymi faktory a regulaci buné¢ného cyklu (Lu et al.,
2016). Zména stechiometrie hodinovych faktor( v téchto bunkdch mlze tedy zménit jejich roli

z regulatord rytmicity na klicové regulatory bunécného cyklu.

Developmental Process of Mouse
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Obradzek 3 - Aktivita TTFL je pevné potlacena v ES butikdch a ¢asnych stddiich embryi prostrednictvim nékolika mechanismd,
vcetné inhibice exprese proteinu CLOCK, posttranskipcni regulace a neobvyklé akumulace proteinu PER v cytoplazmé (Yagita,
2024).

Vime, Ze exprese BMAL1 je pfitomna v ES bunkach. Umemura zjistil, Ze tento endogenné
exprimovany BMAL1 mUze byt posttranskripéné modifikovan tak, Ze je nefunkéni. Toto zjiSténi
se objevilo diky expresi samotného proteinu CLOCK v ES burikach, jejichz linie nesla gen Clock
indukovatelny doxycyklinem. Exprese vedla pouze k ¢aste¢né up-regulaci E-boxem fizenych

hodinovych genli (Umemura et al., 2022).

Jesté pred vyvojem hodin ES bunky vykazuji cirkadidnni rytmy ve vyuziti glukéz a mRNA
glukdzového transportéru mGlut8 (Paulose et al., 2012). Nediferencované kmenové buriky
projevuji spontanni rytmus v pfijmu glukdzy, ktery se nesynchronizuje s cirkadidnni expresi

hodinovych genl. Tento fyziologicky rytmus je paralelni s expresi mRNA glukézového
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transportéru mGlut8, coz poskytuje prvni dlikaz o existenci funkcnich cirkadiannich hodin
v téchto bunkdch. Zaroven to zpochybnuje predstavu, Ze rytmicka transkripce hodinovych
genu je nezbytna pro cirkadianni fyziologické jevy, naznacujic pritomnost fyziologicky fizenych
hodin v nejranéjsich fazich vyvoje (Paulose et al., 2012). To nas varuje pred jednoduchym
spojovanim absence rytmu hodinovych gen s nefunkénim ¢asovym mechanismem. Je kli¢ové
si uvédomit, Ze existuji dikazy o tom, Ze oscilace v hladiné hodinovych proteint nejsou vidy
nezbytné pro vznik cirkadidnnich rytm( (Hastings et al., 2008; Lakin-Thomas, 2006; Putker and
O’Neill, 2016). Tyto poznatky v kombinaci s neddvnym objevem cirkadiannich redoxnich cykl(,
nezavislych na transkripci, naznacuji existenci nekanonickych hodinovych mechanismu, které
by mohly tvofit zaklad cirkadidnnich rytm v ES burikdch (O’Neill and Reddy, 2011; Putker and
O’Neill, 2016; Reddy and Rey, 2014).

5.2 Diferenciace kmenovych bunék a vyvoj hodin

Dospélé kmenové buriky, schopné jak proliferace, tak diferenciace, se odlisuji od ES bunék tim,
Ze obsahuji funkéni cirkadidnni hodiny (shrnuto v Weger et al., 2017). Rytmicita téchto bunék
prispivd k neustdlé obnové bunék v lidskych organech a aktivuje se pti poranéni. Proces
bunécné diferenciace vytvari sit exprese genl specifickou pro danou bunécnou linii
aregulovanou globalnimi epigenetickymi a transkripénimi programy (Holmberg and
Perlmann, 2012). | kdyz pluripotentni markery mizi do 7. dne diferenciace v kulture,
cirkadidnni molekuldrni oscilace se u téchto bunék jesté neobjevily (Yagita et al., 2010;
Umemura et al., 2014). Tyto poznatky naznacuji, Ze k aktivaci cirkadidnnich hodin v savéich
burikach jsou pravdépodobné zapotiebi dalsSi mechanismy po vytvoreni specifické genové sité
pro danou bunécnou linii. Vyvoj cirkadidannich hodin spojeny s bunécnou diferenciaci je

v savcich bunkach regulovan bunééné autonomnim programem (shrnuto v Takahashi, 2016).

Studie odhalila genomickda mista obsazend CRY1 unikatni pro pluripotentni kmenové buriky,
mnohé z nich byly blizké genlm vysoce zastoupenych v diferenciaci, embryonalnim vyvoji
a urcovani linii. To naznacuje, Ze CRY1 reguluje exprese vyvojovych gena, véetné Sox, Pax, Hox

a Fox (Sato et al., 2023).

V diferenciovanych bunkach je pro molekularni oscilace klicovy protein CLOCK

a posttranskripéni regulace Clock hraje roli pti stanoveni ¢asu vzniku cirkadiannich hodinovych
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oscilaci béhem vyvoje savcu. Postupny vyskyt proteinu CLOCK béhem diferenciace ES bunék
koreluje se vznikem molekuldrni oscilace. Nadmérna exprese proteinu CLOCK nema vliv
na proces bunécné diferenciace. Na druhou stranu, ¢asna exprese proteinu CLOCK, kterd je
zpUsobena nadmérnou expresi Clock béhem diferenciace ES bunék, vede k urychleni vyvoje

cirkadidnnich hodin (Umemura et al., 2017).

Umemura ve své studii dale ukazal, Ze Dnmt1 je nezbytny pro diferenciaéné vazany vyvoj
cirkadiannich hodinovych oscilaci. DNMT1 hraje zasadni roli v diferenciaci savCich bunék tim,
Ze udrzuje epigenetické prostfedi metylace DNA (Umemura et al., 2014). Narus$eni jeho funkce
béhem bunécné diferenciace kriticky ovliviiuje globalni transkripéni programy a nasledné
zmény bunécénych struktur (Mikkelsen et al., 2008). Také naznacil nepfimou roli c-Myc
v zabranéni vyvoje cirkadiannich hodin na rozdil od pfimého zruseni exprese hodinovych genu.
A to diky zkoumani ES bunék s nadmérnou expresi c-Myc, jelikoZ pfi bunécné diferenciaci
s konstitutivni expresi c-Myc doslo k naruseni vyvoje cirkadiannich hodin v mysich ES bunkach

(Mikkelsen et al., 2008).

5.3 Vliv segmentacnich hodin na cirkadidanni hodiny

Moznym vysvétlenim striktniho potlaceni oscilaci cirkadidannich hodin u ranych embryi je také
vztah mezi oscilacemi cirkadidnnich hodin a segmentacnimi hodinami (Umemura et al., 2022).
Rany vyvoj vyZzaduje neporuseny segmentovany télni plan a somitogenezi, kterd je regulovéna
bunécné autonomnim oscilatorem, segmentacnimi hodinami, vzadnim presomitickém
mezodermu (PSM) (Harima et al., 2014; Hubaud and Pourquié, 2014). Segmentacni hodiny
jsou autonomnim oscildtorem v PSM, fizenym signadlnimi drdhami NOTCH, WNT
a fibroblastovym rdstovym faktorem (Hubaud and Pourquié, 2014). Jesté pred vznikem
cirkadidnnich hodin je embryo ovladano ultradiannimi rytmy, coz predstavuje dalsi ¢asovy rad,

jenz je fizen segmentacnimi hodinami (Matsuda et al., 2020).

Bylo prokadzano, Zze je zde souvislost mezi klicovymi slozkami cirkadianniho rytmu
a segmentacnimi hodinami. Napftiklad jeden z klicovych genl, Per1, fyzicky sousedi s lokusem
Hes7, ktery je stézejni slozkou segmentacnich hodin. Studie naznacuje, Ze exprese genu Perl
v embryich, kterym chybi cirkadidnni hodiny, mize byt pod kontrolou ultradianniho rytmu,

ktery je fizen segmentacnimi hodinami. To poskytuje dikaz o tom, Ze ultradianni rytmus ma
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vraném az stfednim stddiu vyvoje vliv na globdlni sité genové exprese embryi (shrnuto

v Yagita, 2024).

Jak jiz bylo zminéno, transkripcni regulace zprostfedkovana BMAL1/CLOCK neni funkéni v ES
burikdch ani vranych stadiich embryi (Yagita et al., 2010). V dlsledku toho je rytmicka
regulace genové exprese cirkadidnnich hodin potlacdena, aby nedoslo k ovlivnéni periodickych

molekuldrnich oscilaci segmentacnich hodin (obrazek 4).

Studie odhalily, Ze funkéni BMAL1/CLOCK ovliviiuje transkripci Hes7 a jeho regulacni drahy,
coz mlze mit vainé dasledky pro somitogenezi (Umemura et al.,, 2022). Suprese
BMAL1/CLOCK béhem somitogeneze se zda byt nezbytna pro intaktni vyvoj savcl. Takze
programované potlaceni cirkadidnnich hodin az do dokonceni tvorby télesného planu
a organogeneze muze byt faktorem zpUsobujici opozdény vyskyt cirkadiannich oscilaci béhem

vyvoje savcu (shrnuto v Yagita, 2024).
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Obradzek 4 - Dvoje riizné biologické hodiny reguluji "¢asovy rad" embryi. Béhem ranych aZ stfednich vyvojovych stddii jsou
cirkadidnni molekuldrni hodiny striktné potlaceny, zatimco jiné biologické hodiny, segmentacni hodiny, vykazuji molekuldarni
oscilaci s ultradidnni délkou periody (Yagita, 2024).

6. Casna ontogeneze cirkadiannich hodin

K vyvoji vnitfnich bunéénych hodin dochazi autonomné pfi procesu bunécné diferenciace,
prficemzZ tento vyvoj je Uzce propojen s posunem mezi somatickym a pluripotentnim
bunéénym programem (shrnuto v Sato et al., 2023). Rozvoj cirkadiannich hodin spojeny
s bunécénou diferenciaci mize probihat dvoustupriové, kdy dochazi nejprve k diferenciaci
bunék a poté k vytvoreni cirkadiannich zpétnovazebnych smycek (shrnuto v Umemura et al.,
2017). Postupny vznik synchronizovanych molekularnich oscilaci v centrdlnich a perifernich

hodindch je charakteristicky pro ontogenezi a presahuje do postnatalniho obdobi.
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Vyzkum u hlodavcli odhalil, Ze cirkadianni rytmy se postupné objevuji béhem stfedni az pozdni
bfezosti. Na tkanové nebo bunécné urovni, oplozend vajicka a rana embrya postradaji
cirkadidnni hodiny a molekularni oscilace, ale v pozdéjSich vyvojovych stadiich se bunééné
autonomné objevuji molekularni oscilace s pfiblizné 24hodinovym cyklem v SCN a perifernich
organech (Carmona-Alcocer et al., 2018; Davis and Gorski, 1988; Inada et al., 2014; Jud and
Albrecht, 2006; Reppert and Schwartz, 1986; Sumova et al., 2008).

6.1 Ontogeneze suprachiasmatickych jader

V perinatalnim obdobi prochazi SCN hlodavcu nékolika fazemi vyvoje, které obsahuji 1) zvyseni
poctu autonomnich bunécénych oscilatord, coZz je ovlivnéné bunécnou diferenciaci,
2) postupné navazovani spojeni mezi témito bunéénymi oscilatory, 3) vytvareni spojeni mezi
rGznymi bunéénymi subpopulacemi a 4) vyvoj schopnosti reagovat na vnéjsi stimuly.
U laboratornich druht hlodavcli probihaji faze 2 az 4 v raném postnatalnim obdobi (shrnuto
v Sumova and Ce¢manova, 2020). Dale je tieba poznamenat, Ze synchronizované molekularni

oscilace se v SCN vyvijeji dfive nez v perifernich hodinach (Sumova et al., 2008).

6.1.1 Chronologie morfologického vyvoje suprachiasmatickych jader

U potkana trva prenatdlni obdobi pfiblizné 22 dni, pfiéemz neurogeneze SCN zacdind mezi
E14 — E17. SCN vznikaji z urcité oblasti ventralniho diencefalického germindlniho epitelu, ktery
je soucasti periventrikularnich bunéénych skupin. V obdobi E15 — E16 se formuje jadro SCN,
coz je soustfedéni neuronl ve ventrolateralni c¢asti, které jsou citlivé na svételné stimuly.
Nasledné, v obdobi E16 —E17, dochazi k formaci obalu SCN, ktery tvofi neurony dorsomedialni
¢asti, ty vSak nereaguji na svétlo. Proces neurogeneze v SCN konci v E18, kdy se jddro SCN
stdva samostatnym jadrem hypotalamu. Morfologické zrani téchto neuront pokracuje az do
P10, kdy dochazi k jejich diferenciaci a specializaci (Sumova et al., 2008). V tomto stadiu P10

je SCN schopna reagovat na svételné a temné signaly a udrzovat stabilni cirkadidnni rytmus.

6.1.2 Prvni projevy cirkadiannich rytmu v embryonalnim stadiu

Jiz v E20 je ve fetalnich SCN potkana pozorovana vysoka amplituda rytma Perl a Per2 mRNA

(Ohta et al., 2002, 2003). Studie zabyvajici se dennimi profily mRNA Cry1, Per1, Per2 a Bmall
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v E19, tedy v dobé, kdy jsou fetalni SCN potkana jiz utvorena (Klein and Moore, 1991) a kdy je
pozorovan rytmus metabolické aktivity (Reppert and Schwartz, 1984), neprokdzaly rytmickou
existenci zadného z téchto hodinovych genl. Kromé toho, hladiny proteind hodinovych gen(
PER1, PER2 a CRY1 nejenze neprojevuji Zzadné cirkadidnni zmény, ale ve skute¢nosti jsou v E19
nedetekovatelné (Sladek et al., 2004). Nedavna transkriptomicka studie potvrdila absenci
cirkadianniho rytmu v expresi hodinovych gent v SCN potkana v E19 (Greiner et al., 2022).
Tato data naznacuji, Ze v této fazi vyvoje plodu mohou byt cirkadidnni hodiny SCN neschopné
generovat synchronizované oscilace. Dalsi vyvojova studie ukazala, Ze v E20 se nékteré rytmy
teprve zacinaji tvorit, avSak amplituda rytmicity je velmi nizka nebo nedosahuje vyznamné

urovné (Kovacikova et al., 2006).

Vyvoj rytmU v expresi hodinovych genl v postnatalnim obdobi probiha postupné a amplitudy
podobné tém v dospélém stadiu jsou dosazeny v P10 (Sladek et al., 2004). Rytmicka aktivita
s nizkou amplitudou v expresi hodinovych genl mulze byt pfitomna jiz v jednotlivych
neuronech SCN, avsak neni jesté vzdjemné synchronizovana kvuli nedostate¢nému mnozstvi

synaptickych spojeni v embryondlnich SCN (Klein and Moore, 1991).

Klicova je vzrastajici amplituda rytm0 v expresi Perl a Per2 vrytmickych burkdch SCN
az do P10 (Sladek et al., 2004), a to spolu s rozvojem synaptogeneze. Tato paralelni dynamika
zdlraznuje vyznam komunikace mezi jednotlivymi hodinovymi burkami pro efektivni

generovani rytmického signalu.

Hodinovy gen Bmall vykazuje u potkanu silnou expresi ve fetdlnich SCN, zatimco Perl a Cry1
jsou exprimovany pouze slabé (Sladek et al., 2004). SCN potkant zacinaji fidit vystupni rytmy
az kolem narozeni, nebot rytmus v AVP heteronuklearni RNA je detekovatelny v SCN potkan(
v E20, tedy 1-2 dny pfed narozenim, ale v P1 je jiz zfetelny (Kovacikova et al., 2006). Tyto Udaje
podporuji hypotézu, Ze potkan se rodi s relativné nezralymi hodinami SCN, které se dale
vyvijeji po narozeni. K tomu pfrispivaji i nedetekovatelné hladiny hodinovych protein(i v celém

cirkadiannim cyklu v E19 (Sladek et al., 2004).

Vétsina nalezenych vysledkd naznacuje, Ze synchronizované oscilace v genové expresi
hodinovych gen( prochazeji postupnym vyvojem béhem ontogeneze, pficemz tento proces
pokracuje i v postnatalnim obdobi. Existuje moZnost, Ze schopnost fungovat jako autonomni

hodiny se rozviji postupné a nezralé hodiny mohou nejprve operovat jako podfizené
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oscilatory. Teprve s dokoncenim komplexni sady molekularnich oscilaci se mohou stat

samostatné fungujicimi hodinami (shrnuto v Sumova et al., 2008).

6.1.3 Prvni projevy cirkadiannich rytmt ve fetalnich explantatech SCN in vitro

Vyvoj cirkadiannich hodin a jejich rytm( se diky transgennimu mySimu modelu mPer2luc
da zkoumat v organotypickych explantatech tkani pomoci metody in vitro. Tato transgenni
my$ ma hodinovy protein PER2 fluzovany s luciferdzou (Yoo et al., 2004), coZz umoziuje
zaznamenani rytmickych zmén bioluminiscenéniho signalu v explantatu fetdlnich SCN

v redlném case (Dolatshad et al., 2010; Wreschnig et al., 2014).

Pozorovani bioluminiscen¢nich zdznam fetdlnich SCN, které na pocatku nevykazovaly
cirkadianni rytmy, odhalilo, Ze béhem dlouhodobé kultivace doslo u téchto SCN k vzniku
spontannich rytmickych projevl a nasledné robustni oscilaci. To naznacuje, Ze hodiny mohou
vyvijet svou rytmickou povahu bez ohledu na vnéjsi signély, jako jsou ty od matky (Ceémanova

et al., 2019; Wreschnig et al., 2014).

Pozoruhodné je, Ze bioluminiscen¢ni rytmy byly zaznamendny jiz ¢tyfi dny pfed porodem
(Landgraf et al., 2015; Carmona-Alcocer et al., 2018), tedy v dobé, kdy hladiny transkriptd Per2
(Shimomura et al., 2001) a protein PER2 nebyly u in vivo fetdlnich SCN imunohistochemicky
detekovatelné (Ansari et al., 2009; Sladek et al., 2004). Tato nepfitomnost proteinu PER2
v in vivo modelech se velmi odliSovala od bioluminiscence, ktera byla spojena s proteinem
PER2 v in vitro modelech (Carmona-Alcocer et al., 2018; Landgraf et al., 2015; Wreschnig et
al., 2014). Interpretace vysledk( ziskanych pomociin vitro modelu ma ale jista omezeni, jelikoz
explantat fetdlnich SCN je vystaven mnoha nespecifickym stimuldm, jako jsou mechanické
vlivy béhem jeho pfipravy a kultivace ¢i chemické latky obsazené v médiu, které nejsou
ve stejnych koncentracich pfitomny v podminkdach in vivo. Oproti dospélym SCN jsou fetalni
SCN, kde jesSté neni vyvinuta mezibunécna komunikace, na takové stimuly citlivéjsi. Proces
kultivace mGze poskytnout nevazanym oscilatordm pocatecni signdl v resetovani ve stejny cas,
coz muze vést k synchronizaci rytma v ramci bunécné populace nebo dokonce k spusténi
rytmd na buné&né drovni (shruto v Sumova and Ce¢manova, 2020). To znamend, Ze asovani
disekce tkanového explantatu a expozice tkdné in vitro podminkdm meédia urcuje pocatecni

fazi hodin v explantatech SCN plodu (Carmona-Alcocer et al., 2018; Wreschnig et al., 2014).
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6.1.4 Synaptogeneze SCN

Proces synaptogeneze v SCN je pomalejsi nez proces neurogeneze. Ve vyvojovém stadiu E19
jsou v SCN pozorovany pouze obcasné synapse mezi neurony (Klein and Moore, 1991). Toto
stddium prindsi zac¢atek diurnalnich variaci v metabolické aktivité SCN (Reppert and Schwartz,
1984), coz signalizuje pocatek cirkadidanniho chovani, zahrnujici denni a nocni fluktuace
nékterych parametrll. Mezi tyto parametry patfi v E21 diurndlni rozdil v hladiné mRNA Avp
(Reppert and Uhl, 1987) a v E22 pfichazi diurnalni rozdil ve frekvenci vyboji neuron (Shibata
and Moore, 1987). Tyto poznatky naznacuji, Ze v prenatdlnim obdobi mohou byt cirkadianni
hodiny SCN neschopny generovat synchronizované oscilace (Sumova et al., 2008; Sumova et

al., 2012).

Béhem prenatdlniho obdobi obsahuji SCN pouze maly pocet synapsi, coz je podobné in vitro
kulturam disociovanych bunék SCN. V téchto in vitro kulturach jsou spoje mezi neurony také

fidké ¢i vibec neexistuji (Klein and Moore, 1991).

Zrychleni synaptogeneze se vyskytuje v pozdnim prenatalnim a brzkém postnatalnim obdobi
(obrazek 5), kdy dochazi k narlistu poctu a hustoty synaptickych spojeni. Synaptogeneze se
zvySuje od P4 do P10, kdy také dosahuje svého maxima (Moore and Bernstein, 1989). Prvni
vyznamné rytmy v expresi gend v populaci neurond SCN potkana se tedy objevuji paralelné

s vyvojem SCN.

Ve stadiu E19 u potkanl je neuropil v SCN tidky, prevainé obsahujici dendritické profily
a pouze okrajové svazky malych nemyelinizovanych axon( a nékolik gliovych bunék. Postupné
od stadia E21 do P6 dochazi k narlistu poctu dendritickych a axondlnich profild, stejné jako
k narlstu poctu synapsi. Rlst po¢tu axonovych zakonceni je pomaly az do stadia P2, kdy stale

predstavuje asi 10 % poctu u dospélych zvifat (Moore and Bernstein, 1989).

Podobné jako vjinych oblastech mozku nasleduje v SCN po neurogenezi proces
astrogliogeneze. Astrocytarni marker glialni fibrildrni kysely protein (Gfap) je poprvé

detekovatelny kratce pred narozenim, u potkan( se jedna o E20 (Munekawa et al., 2000).

V prenatdlnim obdobi jsou neurony SCN pfitomny, ale jejich mezibunééné spojeni jesté neni

plné funkcéni (Weinert, 2005). K efektivnimu fungovani cirkadiannich oscilatorli je treba
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dalsiho vyvoje genetickych a molekuldrnich mechanisml, které umozni generovani

a synchronizaci vnitfnich rytm@ v SCN.
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Obrdzek 5 - Behem perinatdlniho obdobi se postupné vyviji morfologie a rytmicnost SCN u potkand. Matciny signdly ovlivriuji
nezrald SCN plodu, coZ nastavuje fdzi vyvoje téchto cirkadidnnich hodin. Ovdly v Fadé zndzorriuji SCN ve vyvijejicim
se embryondinim nebo postnatdinim mozku potkana. Neurogeneze SCN zacind kolem E14 a konci v E18, zatimco astrocyty
se objevuji aZ kolem E20 nebo E21. Na druhou stranu, proces synaptogeneze zacind tésné pred porodem a pokracuje aZ do P10.
Schematicka krivka zndzorriuje vyvoj rytmu ve fetdlnich SCN, pricemZ amplituda rytmu koreluje s morfologickym zranim SCN
(Sumovd and Ce¢manovd, 2020).

6.2 Ontogeneze perifernich oscilatort

Vyzkum vyvoje perifernich hodin zacal po objevu, Ze rytmy v expresi hodinovych genu jsou
pfitomné v burnikach perifernich organt, coz naznacuje, Ze tyto rytmy nejsou omezeny pouze
na centralni hodiny v SCN (Abe et al., 2001; Balsalobre, 2002; Schibler and Sassone-Corsi,
2002). Vyvoj perifernich hodin zavisi na zrani organu, kde jsou hodiny umistény, a také
na vyvoji molekuldarniho hodinového mechanismu. Prvni projevy molekuldrnich oscilaci
mohou byt velmi specifické pro dany orgdn a druh organismu (Sakamoto et al., 2002;

Shimomura et al., 2001; Sladek et al., 2004).

Propojeni SCN a perifernich tkani se zesiluje béhem prvniho tydne po narozeni, kdy se zvySuje
aktivita a sila cirkadiannich gent (Sumova et al., 2008). V perifernich tkanich savcd ovliviiuje
genovou expresi a funkci perifernich tkani jak jejich vlastni bunéény oscilator, tak signaly

z centralniho hodinového pacemakeru v SCN (Pando et al., 2002; Sumova et al., 2012).
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Jako pfiklad uvedu pokusy na kardiomyocytech hlodavc(:

Vyzkum pomoci cirkadiannich genovych reportérli a analyza casového sekvenovani RNA
(RNA-seq) odhalili absenci TTFL ve fetalnich srdcich E10 — E12 a v ranych stadiich diferenciace
ESC. Naopak u srdci E18 byla oscilace jasné zaznamenana. Tato ¢asova analyza RNA-seq na
mysich fetalnich srdcich odhalila mnohem mensi pocet rytmickych gen( v srdcich E10 — E12
ve srovnani se srdci E17 — E19, coZ naznacuje nedostatek funkénich TTFL u zdkladnich
cirkadidnnich gend v mysich fetdlnich srdcich E10. To miiZe znamenat, Ze samotna
diferenciace bunécné linie, napfiklad kardiomyocytl nestaci k vytvoreni genovych oscilaci a ze
k dokonéeni vyvoje cirkadiannich hodin savcli je nutny dodate¢ny mechanismus. | kdyz
bunécné autonomni cirkadianni hodiny v srdecnich tkdnich E10 nebyly aktivni, je moiné, ze
matefrské cirkadianni rytmy ovliviuji nebo Fidi fetalni cirkadidnni hodiny in vivo (Umemura et

al., 2017).

7. Synchronizace béhem casné ontogeneze

vvvvv

vvvvvv

perinatdlniho obdobi to tak neni. V tomto obdobi jsou hodiny synchronizovany materskymi

signaly, tedy nesvételnymi podnéty.

7.1 Vliv materskych faktorti na ontogenezi cirkadiannich hodin

Plod vyvijejici se v matefském prostredi, je ovlivnén vnitfnimi rytmy matky, jako je teplota
a déni spojené s prijmem potravy a hladinou melatoninu (shrnuto v Serén-Ferré et al., 2012).
Predpokladame, ze v dobé, kdy mezibunééné synchronizace ve fetalnich SCN nejsou jesté
Uplné vyvinuty, materské signaly mohou ovliviiovat tyto prenatalni bunééné rytmické procesy
(Davis and Gorski, 1988; Reppert and Schwartz, 1986; Serén-Ferré et al., 2012; Sumova et al.,
2008), ale vyvoj cirkadiannich rytmQ neni zavisly na funkénich hodindch matky (Jud and

Albrecht, 2006).

Zminény melatonin je jeden z mala hormon( materského téla, ktery prochazi placentou

v nezménéné podobé a vytvari cirkadidanni rytmus v krevnim obéhu plodu. To mize
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poskytovat plodu informaci o cyklech svétla a tmy (Deguchi, 1975; Kennaway et al., 1992;
Kennaway et al., 1996; McMillen and Nowak, 1989). Mezi dalSi zndmé synchronizatory patfi
kromé hormonu melatoninu i dopamin. Receptory pro oba tyto hormony se nachazi jiz
v burikdch SCN plodu (Duncan and Davis, 1993; Reppert et al., 1988; Weaver et al., 1992).
Melatonin je signdlem noci a dopamin je naopak signal pro svételnou ¢ast dne. Bylo vSak

zjisténo, Ze hormony nejsou jedinym podnétem pro synchronizaci fetalnich SCN.

Fetdlni cirkadianni hodiny oproti dospélym reaguji na glukokortikoidy (GC), jak bylo dokazano
ve studii Ce€manova et al., 2019. Tyto GC jsou produkovany t&hotnymi samicemi, jejichz
materska ¢ast placenty obsahuje vlastni cirkadidanni hodiny. Tyto hodiny ovliviiuji mnoZstvi GC,
které se dostavaji k plodu, a to prostfednictvim genu Hsd11b2 kédujiciho enzym HSD2, ktery
ma klicovou ulohu v metabolismu GC. Dale studie potvrzuje pritomnost receptori GC ve
fetdlnich SCN a jejich reakci na GC. Experimenty prokazaly, Ze GC mohou ovliviiovat expresi
genu a faze rytm( ve fetalnich SCN. Vyzkum ukazuje, Ze fetalni SCN jsou citliva na zmény hladin

GCinvivoiin vitro, coZ naznacuje, Ze fetalni SCN mohou byt citliva na signdly GC matky.

Pro podporu teorie o jevu, pfi kterém matersky oscilator plisobi na nevyvinuty fetalni oscilator
byla analyzovdana data RNA-seq pro srdce plodu vobdobi E17 — E19, coz odhalilo
synchronizované rytmy s podobnymi vrcholovymi fazemi. Tato pozorovani naznacuji silnou
synchronizaci globalni genové exprese s materskymi signaly. Nicméné, pocet fluktuujicich
genu byl vyrazné nizsi a faze jejich rytma se vice liSily u srdci E10 — E12 neZ u srdci E17 — E19,
coZ naznacuje, ze u plod(i v ranéjsim stadiu reagoval na matefrské signaly nevyvinuty fetdlni

systém (Umemura et al., 2017).

Dalsi studie se zaméfila na identifikaci reakci fetdlnich SCN na rtGzné rytmické signdly matek.
Studie vyuzila transkriptomickych a proteomickych analyz dat odebranych z fetdlnich SCN
v asech, kdy jesté nedoslo k plnému vyvoji rytmU v expresi hodinovych genl na urovni
bunéénych populaci (Greiner et al.,, 2022). Timto zplUsobem se snazila rozlustit jaké
mechanismy jsou zodpovédné za komunikaci mezi matkou a plodem a jak tyto signaly ovliviuji

vyvoj SCN béhem prenatalniho obdobi.

Vyzkum odhalil, Ze ve fetalnich SCN potkan( ve véku E18 — E19 existuje mala skupina funkéné
si blizkych genl a protein(l, které vykazuji rGzné zavislosti na analyzovanych podminkach

(Greiner et al., 2022). Tato zjisténi naznacuji, Ze vyvoj fetalnich SCN je ovlivnén jak vnitfnimi
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signaly vychazejicimi z materského SCN, tak i vnéjSimi signaly, jako jsou rytmické projevy
chovani nebo krmeni matek (Novakova et al., 2010; Olejnikova et al., 2015, 2018). Je dllezZité
si uvédomit, Ze vysledky naznacCuji existenci komplexni sité interakci mezi matkou a plodem,

které ovliviuji vyvoj fetalnich SCN.

Analyza také ukazala, Ze ve fetdlnich SCN jsou materskymi signdly fizeny rytmicky dvé skupiny
genu, z nichZ kazda je spojena s riznymi biologickymi procesy. Jedna skupina genu je hlavné
zapojena do neuronalni aktivity a signalizanich drah, zatimco druha skupina je spojena
s vyvojem neurond. Tato rozmanitost genl poukazuje na komplexnost procest probihajicich
ve fetalnich SCN béhem prenatdlniho vyvoje. Bylo zjisténo, Ze exprese vétSiny genl
s neuronalni aktivitou dosahuje vrcholu béhem faze aktivity nebo krmeni matky. To naznacuje,
Ze stav aktivity a krmeni matky mdze mit vliv na neuronalni aktivity ve fetalnich SCN a tim
ovlivnit denni zmény v expresi danych genl. Geny souvisejici s tvorbou neurond reaguji
na metabolické Ucinky specifické stravy matky s vrcholy exprese ve stavu aktivity a zac¢atku
neaktivity. To poukazuje na dalsi Uroven interakce mezi Zivotnim stylem matky a vyvojem

jejich potomka (Greiner et al., 2022).

Data z této studie naznacuji, Ze v pocatecni fazi vyvoje fetadlnich SCN mohou materské podnéty
plnit funkci chybéjici mezibunécéné sité synapsi a ovliviiovat rytmy bunécénych populaci, dokud
se hodiny SCN zcela nevyvinou. VétSina periodicky se ménicich genovych aktivit dosahuje
svého vrcholu ve fetdlnich SCN v dobé, ktera koresponduje s aktivitou nebo krmenim matky.
Toto naznacuje, Ze tyto ¢asné se objevujici rytmické zmény v expresi urcitych gent ve fetalnich

SCN jsou pravdépodobné odpovédi na signaly pochazejici od matky (Greiner et al., 2022).

Je tedy mozné, Ze v prabéhu vyvoje plodu funguje cirkadidanni usporadani tak, Ze SCN plodu
a organy jsou vnimany jako periferni oscilatory matky, které reaguji na rlizné signdly z matcina

téla (Sumova et al., 2008).
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8. Zaver

V mé praci jsem se zaméfila na bunééné cirkadianni hodiny, zejména na jejich ¢asnou
ontogenezi a faktory ovliviujici tento proces. Cilem mé prdce bylo zjistit, jak dochazi
k formovani cirkadiannich hodin a jejich oscilacim v raném embryu, zejména v embryonalnich
hodiny pIné vyvinuté. ES bunky jsou v raném vyvoji ovliviiovany mnoha faktory, které maji
dopad na jejich nefunk¢ni cirkadidnni hodiny. Mezi tyto faktory miieme zahrnout vliv
ultradidannich rytmu segmentacnich hodin a molekuldrni mechanismy udrzujici pluripotentni

stav bunék.

Ukazalo se, Ze cirkadianni hodiny a jejich oscilace v hladiné hodinovych genli nejsou nezbytné
pro vznik cirkadidnnich rytmdQ, jak dokazuje spontanni rytmus v ptijmu glukdézy u rannych
embryi. Synchronizované oscilace v genové expresi hodinovych gen(l prochazeji postupnym
vyvojem béhem ontogeneze, ptriCemz tento proces pokracuje i v postnatdlnim obdobi. Pomoci
in vitro metody bylo zjisténo, Ze hodiny mohou vyvijet svou rytmickou povahu bez ohledu
na vnéjsi signaly, jako jsou ty od matky. Pfesto vSsak matciny signdly pomahaji pfi synchronizaci
hodin béhem casné ontogeneze a po jistou dobu nahrazuji absenci mezibunécnych spoju.

Béhem vyvoje plodu mizou tedy fetdlni SCN byt vnimana jako matcin periferni oscilator.

Z mé prace vyplyva, Ze cirkadianni hodiny nehraji zdsadni roli v procesech, jako je vyvoj ES
bunék u savci, ale mohou byt dilezité pro regulaci nékterych fyziologickych funkci béhem
vyvoje. Ontogeneze bunécnych hodin v ES bunkach probihd postupné a vyvoj cirkadidnnich

rytmU neni zcela zavisly na matce.

Prostor pro nové studie vidim napriklad ve vyuziti znalosti cirkadiannich rytm0 v ES burnkach
pro regeneracni Ucely ¢i ve zkoumani exprese a regula¢nich mechanismi hodinovych gent

a jejich proteina v diferenciaci kmenovych bunék in vivo.
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