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Abstrakt

Vyvoj a synchronizace fetdlnich suprachiasmatickych jader (SCN) jsou fizeny matetskymi
podméty, mimo jiné hormony prochéazejici v cirkadiannim rytmu placentou. Nedavna studie
poukazala na pusobeni glukokortikoidii (GC) na fetalni SCN in vitro a in vivo, pticemz
po aplikaci syntetického GC dexametazonu (DEX) in vivo byla zaznamenana regulace genové
exprese c-Fos (Ceémanova et al., 2019). S vyuZitim organotypickych explantatt SCN
ze 17. embryonélniho dne (E17) transgenniho mysiho modelu mPer2¢ bylo navéazano
na prvotni studii s cilem bliz§iho objasnéni ptisobeni GC pfi aplikaci in vitro. Zaznamem
PER2-bioluminiscence E17 SCN explantati v redlném case bylo potvrzeno, ze DEX zvySuje
amplitudu E17 SCN explantati a aplikace DEX v CT 15-18 vede k fdzovému ptedbéhnuti
rytmu. Specificita pisobeni DEX byla potvrzena aplikaci antagonisty glukokortikoidovych
receptoril, mifepristonu. Inhibice signalnich drah protein kindz A a C, vedoucich k regulaci
genové exprese c-Fos, neméla na pisobeni DEX in vitro u E17 SCN explantatd zadny vliv.
Zaznamenan nebyl ani vliv DEX na dynamiku degradace hodinového proteinu PER2. Pomoci
noveé zavedené metody izolace RNA nasledované RT-qPCR byla u E17 SCN explantati po 1h
od aplikace DEX detekovana zvysSend hladina c-Fos v porovnani s kontrolni skupinou VEH,
zatimco pii aplikaci DEX v CT 4 nebyl tento rozdil zaznamenan. Po 3h od aplikace DEX
v CT 16 jiz nebyla zvySend hladina c-Fos detekovana. Na expresi dalSich z testovanych gent,
konktrétné Vip, Nr3cl, Fkbp5, Sgkl, Perl, Per2 a E4bp4, nemél DEX vliv pfi aplikaci v CT 4
ani CT 16 po 1h ani 3h piisobeni.

Kliova slova: fetus, glukokortikoidy, suprachiasmatickd jadra, cirkadianni hodiny,

synchronizace



Abstract

The development and entrainment of fetal suprachiasmatic nuclei (SCN) are controlled
by maternal cues, including hormones that cross through the placenta in a circadian rhythm.
A recent study highlighted the effect of glucocorticoids (GC) on fetal SCN both in vitro
and in vivo, where the application of the synthetic glucocorticoid, dexamethasone (DEX)
in vivo regulated the c-Fos gene expression (Ceémanova et al., 2019). Using organotypic SCN
explants from embryonic day 17 (E17) of a transgenic mPer2"" mouse model, this research
built on the initial study to further elucidate the action of GC upon in vitro application.
Real-time recording of PER2-bioluminescence in E17 SCN explants confirmed that DEX
increases the amplitude of E17 SCN explants, and DEX application at CT 15-18 leads to a phase
advance of the rhythm. The specificity of the DEX effect was confirmed by application of the
glucocorticoid receptor antagonist, mifepristone. Inhibition of the protein kinase A and C
signalling pathways, which regulate c-Fos gene expression had no effect on DEX action in vitro
in E17 SCN explants. No effect of DEX on PER2 protein turnover was observed. Using a newly
optimized RNA isolation method followed by RT-qPCR, an increased level of c-Fos was
detected in E17 SCN explants 1h after DEX application at CT 16 compared to the VEH control
group, while this difference was not observed when DEX was applied at CT 4. After 3h of DEX
application at CT 16, no increased level of c-Fos was detected in DEX-treated explants
compared to VEH-treated explants. For the other genes tested, namely Vip, Nr3cl, Fkbp5, Sgkl,
Perl, Per? and E4bp4, DEX had no effect when applied at CT 4 or CT 16 after 1h or 3h

of exposure.
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1 Uvod

Za ucelem adaptace na pravidelné zmény ve vnéjSim prostiedi byly v pribéhu evoluce
u organismu vyvinuty endogenni biologické hodiny. Hodiny s periodou pftiblizné¢ 24 hodin se
nazyvaji cirkadidnni. Cirkadianni hodiny fidi pravidelné opakovani mnoha biologickych
procest. Jedna se napiiklad o cyklus spanku a bdéni, fizeni télesné teploty, produkci a sekreci
hormonit a dals$i metabolické procesy, jako je naptiklad glukozova homeostaza a metabolismus
lipidi. U savell jsou centradlni hodiny uloZeny v suprachiasmatickych jadrech (SCN)
hypotalamu. Cirkadianni hodiny v SCN jsou s okolnim prostfedim synchronizovany pomoci
externich ¢asovych signalii (ném. Zeitgeber). Pro dospéla SCN jsou dominantnim Zeitgeberem
svételné signaly. Endogenni rytmus cirkadianniho systému vSak pfetrvava i v nepfitomnosti
Zeitgebert, naptiklad za stale tmy. V takovém piipadé¢ hodiny tzv. volné¢ bézi. Vyvoj
cirkadianniho systému a hodin v SCN zalind jiz v prenatalnim obdobi. Pro synchronizaci
fetalnich SCN jsou dominantnimi Zeitgebery rytmické signaly od matky. Mezi tyto signaly patti
zejména matefské hormony rytmicky prochazejici placentou, mimo jiné steroidni hormony
glukokortikoidy (GC). GC vyznamné ovliviuji cirkadidnni hodiny v perifernich organech
a patfi mezi hlavni signalni molekuly mezi centrdlnimi a perifernimi hodinami. Nedavna studie
prokézala diileZitou roli mateiskych GC také pii vyvoji a synchronizaci hodin ve fetalnich SCN.
In vitro aplikace syntetického agonisty glukokortikoidového receptoru, dexametazonu (DEX),
zvysila amplitudu rytmu, a v zavislosti na konkrétnim ¢ase aplikace vyznamné posouvala fazi
cirkadidnnich hodin ve fetdlnich SCN. Pti in vivo podani DEX bifezim samicim byla ve fetalnich
SCN zaznamenana snizena exprese c-Fos (Ce¢manova et al., 2019). Diplomova prace navazuje
na tyto vysledky scilem podrobnéji objasnit mechanismus pisobeni GC pfii vyvoji
a synchronizaci hodin fetalnich SCN. Pro vyzkum jsou vyuzivany organotypické explantaty
fetalnich SCN odebrané¢ v 17. embryonalnim dni (E17) z transgenniho mySiho modelu

mPer2c.



2 Prehled literatury
2.1 Cirkadianni systém savci

2.1.1 Molekularni mechanismus cirkadiannich hodin

U savcu se cirkadianni hodiny nachazeji pravdépodobné v kazdé jaderné buiice. Zakladem je
tzv. transkripcné-translacéni zpétnovazebna smycka, ktera reguluje expresi hodinovych genti
(Obr. 1). U savet tuto smycku tvoii hodinové geny Circadian locomotor putput cycles kaput
(Clock) a jeho paralog Neuronal PAS domain protein 2 (Npas2), Brain and muscle Arnt-like
protein-1 (Bmall), Periodl, 2, 3 (Perl, Per2, Per3) a Cryptochromel,2 (Cryl, Cry2). Proteiny
CLOCK a BMALI jsou transkrip¢nimi faktory (TF), ptisobicimi ve form¢ heterodiméru
CLOCK::BMALI1. V pruibéhu subjektivniho dne CLOCK::BMALI1 aktivuje transkripci
proteinti PER a CRY skrze E-box v jejich promotorech (Gekakis et al., 1998). PER a CRY se
akumuluji v cytoplazmé a na konci subjektivniho dne utvareji spolecné s kasein kinazou I (CKI)
proteinovy komplex, ktery nasledné translokuje do jadra. V pribchu subjektivni noci tyto
proteinové komplexy interaguji s heterodimérem CLOCK::BMALI, inhibuji jeho transkripcni
aktivitu, a tim zpétnovazebné reguluji svou vlastni expresi (Lee et al., 2001). Na konci
subjektivni noci jsou proteiny CRY a PER degradovany a transkripéni aktivita heterodiméru
CLOCK::BMALI je obnovena (Shearman et al., 2000). Degradace PER a CRY je regulovédna
posttranslacnimi modifikacemi. Protein PER2 je fosforylovan CK1 a nasledné degradovan
v proteazomu (Lee et al., 2001). Proteiny CRY 1,2 jsou oznaceny k proteozomalni degradaci E3
ubikvitin ligdzovym komplexem SCF-Fbx/3 (Busino et al., 2007). Degradaci CRY dale reguluje
kindza glykogen syntazy 3 B (GSK3f) (Harada et al., 2005). GSK3p je vyznamnou kindzou
molekuldrniho mechanismu cirkadiannich hodin, dale se podili naptiklad na jaderné translokaci

proteinu PER2 (Iitaka et al., 2005).

Kromé proteinti PER a CRY heterodimér CLOCK::BMALI iniciuje transkripci Nridl,
kodujici jaderny receptor REV-ERBa, Nrid2 kodujici jaderny receptor REV-ERBp a Nrif]
kodujici retinoidni sirot¢i receptor RORa. RORa zpétnovazebné aktivuje expresi Bmall,
REV-ERBa naopak jeho expresi inhibuje (Guillaumond et al., 2005). DalSim z genl
regulovanym heterodimérem CLOCK::BMALLI je TF D-box vdzajici PAR (DBP) (Ripperger &
Schibler, 2006). DBP a jaderny faktor regulovany interleukinem 3 (E4BP4) se podileji
na regulaci transkripce tzv. hodinami kontrolovanych genti (CCG). Pti vazbé DBP na D-box
v promotorech CCG je jejich transkripce aktivovéana, vazbou E4BP4 naopak inhibovana.
Vzajemna kooperace mezi DBP a E4BP4 pfispiva k rytmické expresi konkrétnich CCG

(Yoshitane et al., 2019). CCG jsou zapojeny v regulaci mnoha rozli¢nych procesti organismu
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a jejich exprese je siln¢ tkanoveé specificka. Jedna se napiiklad o geny zapojené v regulaci
bunécného déleni, metabolismu, sekreci hormonti, modulaci imunitni odpovédi, atd. (shrnuto

v Rijo-Ferreira & Takahashi, 2019).
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Obr. 1 Molekularni mechanismus cirkadiannich hodin. Zdklad tvoii negativni transkripcné-translacni
zpétnovazebna smycka hodinovych gemit Clock, Bmall, Per a Cry. Pridavna smycka je tvorena jadernymi faktory
REV-ERBo. a RORa, které zpétnovazebné reguluji expresi Bmall. DiileZitou soucasti molekularniho mechanismu
cirkadiannich hodin jsou posttranslacni modifikace, které mimo jiné reguluji degradaci proteinii PER a CRY
a délku periody cyklu. Upraveno z (Cox & Takahashi, 2019).
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2.1.2 Parametry cirkadianniho rytmu

Cirkadianni rytmus je charakterizovan ctyfmi zakladnimi parametry, a to fazi, periodou
amplitudou a mezorem (Obr. 2). Faze vyjadiuje ¢asovy vztah mezi referenénim bodem rytmu,
naptiklad jeho maximalni hodnotou (acropfaze), a fixnim externim ¢asovym bodem, napiiklad
zaCatkem subjektivni noci. Pokud dojde k posunuti faze rytmu oproti ocekavané fazi, jedna se
o tzv. fazovy posun. Perioda vyjadiuje ¢asovy interval mezi dvéma referen¢nimi body,
napfiklad mezi dvéma maximy. Délka periody volné bézicich hodin je druhové specificka
a pohybuje se okolo 24 hodin. Na délku pfesné¢ 24 hodin je perioda upravovana ptisobenim
Zeitgeberi. Amplituda je definovana jako maximalni odchylka od stfedni hodnoty métené

veli¢iny, neboli mezoru (shrnuto v Reid, 2019).

Perioda

Amplituda
rry— Mezor
azovy
posun "\__
Minimum Maxlimum

1 1 1 1 1 1

0 6 12 18 24 30 36
Cas (h)

Obr. 2 Zikladni parametry cirkadiannich hodin: amplituda, perioda a faze. Upraveno z (Khizhkin et al., 2018).

2.1.3 Usporadani cirkadianniho systému

Cirkadianni systém savcii je sloZzen ze vstupnich drah zprostfedkovavajicich pfenos informaci
z externiho prostiedi, oscilatorti generujici cirkadianni rytmy a vystupnich drah pro komunikaci
centralniho oscilatoru s dal$imi ¢astmi organismu (Obr. 3). Jednotlivé cirkadianni oscilatory
jsou v organismech hierarchicky uspotadany (Pittendrigh, 1960). Centralni oscilator se nachézi
v suprachiasmatickych jadrech (SCN) hypotalamu (Stephan & Zucker, 1972). Pomoci
vystupnich neuralnich a hormondlnich signalti synchronizuji SCN hodiny v ostatnich ¢astech
mozku a perifernich organech (Pittendrigh, 1960). Nejedna se vSak o vyhradni kontrolu, rytmus
perifernich hodin je déale regulovan dal§imi faktory. Dominantnimi Zeitgebery v perifernich
organech jsou podméty souvisejici s pfijmem potravy. Pfijimani potravy v nepiirozenou denni
dobu tak vede k posunuti faze hodin v perifernich tkanich a desynchronizaci centralnich

a perifernich hodin (angl. decoupling) (Le Minh, 2001).
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Obr. 3 Schématické zndzornéni savéiho cirkadidnniho systému. SCN uloZena v hypotalamu jsou s vnejsSim
prostredim synchronizovana pomoci svételnych signali. Skrze neurdlni a hormondalni signaly SCN synchronizuje
hodiny perifernich tkanich. Upraveno z (Korf & Von Gall, 2013).

2.2 SCN

2.2.1 Stavba a struktura SCN

SCN jsou bilateralni struktura nachazejici se v anteriorni ¢asti hypotalamu nad kiizenim o¢nich
nervii. Tato lokace umoziuje vnimani stfidani svétla a tmy a spravnou synchronizaci
cirkadiannich hodin s okolnim ¢asem (S. T. Inouye & Kawamura, 1979). SCN jsou u hlodavct
tvofena pfiblizn€é 20,000 neurony a gliovymi bunikami oscilujicimi ve stejné fazi a rytmu.
Synchronizace faze rytmu mezi jednotlivymi neurony vede k signdlu pozorovatelnému
na tkanové urovni. Izolované neurony SCN v in vitro podminkach pokracuji ve spontannim

generovani cirkadidnniho rytmu (Welsh et al., 1995).

Kazdé SCN je rozd€leno do dvou prostorové oddélenych podoblasti, tvofenych
strukturné a funkcéné odlisitelnymi neurony (R. Y. Moore et al., 2002). Ventrolaternalni ¢ést
(VISCN), neboli jadro (angl. core) je siln€ fotosenzibilni. Pfijimané svétlené signaly jsou dale
skrze spojeni neuroni pfedavany do ¢asti dorsomedialni (dmSCN)), tzv. obalu (Gu et al., 2016).
Neurony kazdé z podoblasti produkuji specifické neurotransmitery (R. Y. Moore et al., 2002).
Hlavnim neuropeptidem produkovanym neurony vISCN je vazoaktivni intestinalni peptid
(VIP). VIP je dulezity zejména pro bunécnou synchronizaci mezi vISCN a dmSCN. U mysi
s deleci genu pro VIP a jeho receptor dochdzi v SCN k arytmicité a snizeni amplitudy signalu
na tkanové urovni (Aton et al., 2005). Neurony dmSCN produkuji jako hlavni neuropeptid

arginin-vazopresin (AVP) (S.-I. T. Inouye, 1996). Na synchronizaci neuront se dale podili
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kyselina y-aminoméaselna (GABA), ktera je produkovana neurony obou podoblasti SCN (Liu
& Reppert, 2000).

Svételna synchronizace cirkadiannich hodin SCN

SCN dospé€lcti jsou jediny savci oscilator pfimo reagujici na svételné podméty. Fotické
informace z okolniho prostiedi jsou pfijimany fotosenzitivnimi gangliovymi bunkami sitnice
a dale vedeny do SCN pfes retinohypotalamicky trakt (RHT) (R. Y. Moore et al., 1995).
Vylevem neurotransmiteru glutamatu ze synapsi bunék RHT dochazi ke zvySeni akéniho
potencialu neuronit SCN a navyseni intracelularni koncentrace Ca+ (Ding et al., 1998; Irwin
& Allen, 2007). ZvySena hladina intracelularniho vapniku vede ke zvysené produkci cAMP
a aktivaci Ca+/cAMP dependentnich kindz. Mezi tyto kinazy patii napiiklad protein kindza A
(PKA), protein kinaza G (PKG), protein kindza C (PKC), Ca+/kalmodulin dependentni kindza
(CaMK) a dalsi (Ding et al., 1998; Jakubcakova et al., 2007; Tischkau et al., 2003). Aktivované
kinazy fosforyluji transkripéni faktor (TF) cAMP responzivni element-vazajici protein (CREB),
ktery nasledné translokuje do jadra. Skrze CREB responzivni element (CRE) aktivuje pCREB
transkripci hodinovych genti Perl,2 a protoonkogenu c-Fos, ¢imz dochéazi k posunu faze hodin

(Kornhauser et al., 1990; Tischkau et al., 2003).

2.2.2 Vyvoj SCN ve fetalnim obdobi

SCN je derivovano z neuroepitelu preoptickych vyklenkl tieti mozkové komory (Altman
& Bayer, 1978). Anatomicky vyvoj sav¢ich SCN probiha v nékolika fazich. Neurony SCN jsou
formovany prenatalng, u potkanti mezi 13. a 17. embryondlnim dnem (E13-E17). Samostatn¢
rozliSitelnou strukturou se stavaji v E18, tedy zhruba tii az pét dni pfed narozenim (R. Moore
& Bernstein, 1989). U mysi probihd cytogeneze neurontt SCN mezi E12 a E15. Vyvoj zacina
u neuroni VISCN a dale pokracuje do okolnich neuront (Kabrita & Davis, 2008). Fetalni SCN
obsahuji pouze malé mnoZstvi synapsi a vé&tSina synaptickych spojeni je tvofena
az v postnatalnim obdobi. Nejvice probiha synaptogeneze mezi 4. a 10. postnatdlnim dnem (P4

a P10), pfi¢emz ve sniZené mite pokracuje v dospélosti (R. Moore & Bernstein, 1989).

Vyvoj cirkadianniho rytmu ve fetalnich SCN

Cirkadianni rytmus je v SCN detekovatelny jiz v prenatdlnim obdobi. Vyzkumy
zalozené na detekci hladin transkriptti hodinovych genii ve fetdlnich SCN odebranych béhem
24 hodin ukézaly, ze u potkanti zac¢ind rytmickd exprese hodinovych genii v E20. Rytmus
v expresi hodinovych gentl je pravdépodobné generovan snizenim piivodné vysoké transkripce

Per2 a Bmall a zvySenim puvodné nizké transkripce Per/ a Cryl (Houdek & Sumova, 2014;
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Sladek et al., 2004). U mysi byl metodou in situ hybridizace prvné detekovan rytmus v expresi
Perl ve fetalnim SCN v E17 (Shimomura et al., 2001). Pozd¢jsi studie poukdzaly na pfitomnost
bioluminiscence explantatti SCN transgenniho mysiho modelu mPer2: je na tkafiové irovni
rytmus pozorovatelny jizv E15 (Wreschnig et al., 2014). Pfestoze jedna z prvotnich studii uvadi
obdobi nepotvrdily (Landgraf et al., 2015). Explantaty E17 SCN, které byly pouzity v této studii
pravdépodobné obsahovaly také ventralni ¢ast dorzalniho hypotalamu, ve které je v tuto dobu
protein PER2 siln¢ exprimovan. V pozdéjsich fazich vyvoje jiz exprese PER2 nebyla v okoli

SCN zaznamenana (Carmona-Alcocer et al., 2018).

Rytmicka exprese zacind u mensi populace bun¢k v SCN a dale se §ifi mezi okolni
neurony (Wreschnig et al., 2014). Na Grovni jednotlivych neuronti byl slaby cirkadianni rytmus
v hladin¢ proteinu PER2 u nékterych explantati zaznamenan uz v E14,5 a to u zhruba
10 % neuronti. V E15,5 byl synchronizovany rytmus pozorovan u vsSech bunék SCN
(Carmona-Alcocer et al., 2018). Jednim zmoZnych proteini odpovédnych za rozvoj
cirkadidnni rytmicity mezi jednotlivymi neurony je RORa, ktery je ve fetalnich SCN

exprimovan ve vysoké mife (Carmona-Alcocer et al., 2018; Greiner et al., 2022).

S postupnym vyvojem se rytmus stava robustnéj$i a v postnatalnim obdobi dochazi
k dalSimu vyraznému zvySeni amplitudy (Carmona-Alcocer et al., 2018; Sladek et al., 2004).
V P10 dosahuji SCN stejnych vlastnosti, jako SCN dospélct (Kovacikova et al., 2006). Nekteré
ze studii dale uvadéji vyvoj rytmu také v in vitro podminkéch, tedy za absence matetskych
podméthi. Spontanni vyvoj rytmu in vitro po ptiblizn€ 5 dnech v kultufe byl zaznamenan u E14
SCN explantath (Wreschnig et al., 2014). Stejny trend byl pozorovan u E15 SCN explantatd,
které byly &erstvé po explantaci arytmické (Ceémanova et al., 2019). V jiné studii naproti tomu
u E14 SCN explantati nebyla zaznamenan zadnd zména v parametrech cirkadidnniho rytmu
ani po 7 dnech v kultufe (Carmona-Alcocer et al., 2018). Ziejmé je, Ze organotypické
explantaty jsou ovliviiovany procesy v in vitro podminkéch a zcela nenapodobuji in vivo situaci

(Sumova & Ceémanova, 2020).

Vliv materskych signalii na vyvoj a synchronizaci hodin ve fetalnim SCN

Pro spravny vyvoj a synchronizaci fetalnich SCN je nezbytnd pfitomnost rytmickych
signalti fizenych matefskym SCN (Greiner et al., 2022; Reppert & Schwartz, 1983).

Komunikace mezi cirkadidnnim systémem matky a plodu probihd skrze velké mnozstvi
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vzajemn¢ propojenych drah. Jednd se predevSim o hormondlni signaly a signaly spojené
s rezimem bdéni a aktivity a pfijmem potravy (Ce¢manova et al., 2019; Greiner et al., 2022;
Houdek et al., 2015). Chronodisrupce matky ma za nasledek naruseni genové exprese
ve fetalnich SCN na trovni celého genomu. Pfi naruseni svételného rezimu biezich matek

dochazi ke snizené expresi jak hodinovych gent, tak CCG ( Luzna et al., 2021).

Matetské signaly jsou diilezité pro vyvoj rytmické exprese ve fetdlnich SCN. Rytmus
v genové expresi se objevuje nejdiive u genit c-Fos, Vip, Avp a Nridl. U potkani byla
zaznamenana rytmickd exprese téchto gent jiz v E19, tedy v dobé, kdy je exprese hodinovych
gend arytmickd a fetdlni SCN nemohou autonomné fidit expresi zminénych gent. Rytmicka
pravdépodobné pod kontrolou matefskych signali (Houdek & Sumové, 2014). NaruSeni
cirkadidnniho rytmu matky vede k naruSeni rytmu c-Fos a Nrldl ve fetdlnich SCN.
Nejcitlivéjsi je vaci mateiskym signalim c-Fos, jehoz expresni profil nejrychleji odpovida
na zménu faze matetského SCN. Rytmus v expresi Vip a Avp v SCN ve fetech ziistava zachovan
1 u biezich matek chovanych ve stdlém svétle (LL) reZimu ¢i opozdéném LD rezimu. Exprese
neurotransmiterii a c-Fos je tedy pravdépodobné regulovana skrze odlisné signaliza¢ni drahy
(Luzna et al., 2021). Jak neurotransmitery Vip a Avp, tak c-Fos obsahuji ve své promotorové
sekvenci CRE a je tedy mozné, Ze exprese téchto gentl je regulovana skrze pCREB. Na regulaci
exprese Nrldl ve fetdlnim SCN mohou mit vliv rytmické matetfské signaly metabolismu skrze

vazbu hemu na promotor tohoto genu (Houdek & Sumova, 2014).

Matetské signaly se dale podileji na mezibunécné synchronizaci neurond fetalnich SCN
(Greiner et al., 2022). Synchronizace neuroni fetdlniho SCN pravdépodobné neni zavisla
na neurotansmiterech VIP a AVP jako u dospélych SCN. Piestoze patii mezi prvni z rytmickych
gentl ve fetalnich SCN, delece genu pro VIP receptor ani blokace jeho receptoru nemély vliv
na normalni vyvoj rytmu u fetalnich SCN. K normalnimu rozvoji doslo také v pfipad¢ blokace

GABA receptoru a mezerovych spoji (angl. gap junction) (Carmona-Alcocer et al., 2018).

Faze SCN fetalnich SCN je fizena mateiskym SCN. Fetalni SCN nepfijimaji Casové
informace skrze RHT a jejich synchronizace je tak zavisla na nesvételnych signalech fizenych
matefskym SCN. Zména svételného rezimu a posunuti faze hodin u bfezi matky vyvolava
fazovy posun u SCN fizené aktivity plodu (El-Hennamy et al., 2008; Luzna et al., 2021; Reppert
& Schwartz, 1983). K synchronizaci faze svételnymi podméty dochazi azZ v postnatalnim
obdobi. K fotoperiodé¢ se SCN stavaji citlivé mezi P4 a P10, tedy v obdobi, kdy v SCN dochazi
k zvysené synaptogenezi (Bendova et al., 2004).

16



Hormonalni regulace

Hormonalni signalizace je vyznamny komunikacni prostfedek mezi matetfskym
a fetdlnim SCN. Hormony, které v cirkadiannim rytmu prochazeji placentou a ve fetalnim SCN
je pro né v dostate¢né mife exprimovan receptor, mohou potencidlné ovliviiovat vyvoj fetalnich
SCN. Jednim z hormont prochazejicim v cirkadidnnim rytmu placentou je melatonin (Okatani
et al., 1998). Odstranéni epifyzy produkujici melatonin u bifezich matek narusilo rytmus
v expresi c-Fos a Avp v SCN jedno dennich mlad’at téchto samic. Farmakologické podéani
melatoninu zabranilo naruSeni rytmu (Houdek et al., 2015). Melatoninové receptory Mitnrl
a Mtnr2 vsak byly ve fetdlnich SCN detekované jen ve velmi nizké hladin¢€ (Greiner et al.,
2022). Mezi dalsi z kandidatnich hormonta patii dopamin. Dopaminovy receptor Drdl je
na rozdil od melatoninovych receptor ve fetalnich SCN rytmicky exprimovan ve vysokych
hladinach (Greiner et al., 2022). Aplikace agonisty dopaminového receptoru vedla ve fetalnich
SCN ke zvySené mife transkripce c-Fos (Weaver & Reppert, 1995). Dlouhodoba role dopaminu
ve vyvoji a synchronizaci fetalnich SCN vSak zatim nebyla prokézana. Vlivu dalSich
z kandidatnich hormont, glukokortikoidu, pfi vyvoji a synchronizaci fetalnich SCN se vénuji

nasledujici kapitoly.

2.3 GC a cirkadianni hodiny

2.3.1 Regulace syntézy a sekrece GC cirkadiannim systémem

Glukokortikoidy, u hlodavct kortikosteron (CORT) a u clovéka pievazné kortizol, jsou
hormony produkovény v dfeni nadledvinek (Hench & Kendall, 1949). Jednd se o steroidni
hormony syntetizovany fadou enzymatickych procest z prekurzorové molekuly cholesterolu.
Nové€ nasyntetizované GC jsou uvoliovany do krevni plazmy a moduluji velké mnozstvi
fyziologickych procest. GC jsou zapojeny ve vyvoji, udrZeni télesné homeostazy, reakce

-----

Stewart, 2005).

Produkce GC je zahdjena aktivaci hypotalamo-hypofyzarni-nadledvinové osy (HPA
osy). HPA osa je neuroendokrinni systém skladajici se zneuronli hypotalamického
paraventrikularniho jadra (PVN), neuroni hypofyzy a nadledvin. Neurony PVN jsou
aktivovany limbickou oblasti reagujici na stres, zahrnujici mimo jiné amygdalu (Van De Kar
& Blair, 1999). Aktivované neurony PVN koexprimuji kortikotropin uvoliujici faktor (CRF)
a AVP. Uvolnéni CRF a AVP do neuronii anteriorni hypofyzy ma za nésledek sekreci
adrenokortikotropniho hormonu (ACTH) kortikotropnimi bunikami hypofyzy (Vale et al., 1981).

Cirkulujici ACTH aktivuje v kiife nadledvin melanocortionovy receptor typu 2, coz vede
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k zahdjeni nové syntézy glukokortikoidii (Gallo-Payet et al., 2017). Po syntéze jsou GC
uvolnény do krevniho obéhu, kde se vyskytuji pievazné v neaktivni formé v komplexu
s plazmatickymi proteiny. Zhruba 95 % GC je vyvazano v komplexu s globulinem vazajicim
kortikosteroid (CBG) ¢i jinymi plasmatickymi proteiny a 5 % GC se v plazmé vyskytuje volné
(Nenke et al., 2017). Diky své lipofilni povaze CORT pasivné difunduje nejen vSemi

bunécnymi membranami, ale také hematoencefalickou bariérou (Mason et al., 2010).

Aktivita HPA osy je déale regulovana cirkadiannim systémem, coZz umoziuje
optimalizaci odpovédi na stres a adaptaci na stiidajici se podminky vnéjSiho okoli (Windle,
Wood, Shanks, et al., 1998). Selektivni odstranéni SCN narusuje denni rytmus v hladin¢ GC
a vyrazn¢ snizuje jeho amplitudu (R. Y. Moore & Eichler, 1972). Pti absenci stresu vykazuje
sekrece CORT robustni cirkadidnni rytmus s né€kolikandsobnym rozdilem mezi minimalni
a maximalni hladinou. Hladina cirkulujicich GC dosahuje maximalni hodnoty na zacatku
aktivni faze, u ¢lovéka v brzkém ranu, u hlodavct s nastupem vecera (Guillemin et al., 1959;
Windle, Wood, Lightman, et al., 1998). Kromé cirkadianniho rytmu vykazuje hladina GC
ultradidnni oscilace s maximy pfiblizné kazdych 60-90 min (Windle, Wood, Lightman, et al.,

1998).

Aktivita HPA osy je SCN regulovana skrze synaptickd spojeni s neurony PVN a dalsi
nepiima spojeni mezi neurony. Pravdépodobné se zde nevyskytuje Zadny excitacni
mechanismus a regulace je zaloZena na inhibici neuroni PVN neurony SCN béhem dne.
Komunikace mezi SCN a PVN probiha skrze neurotransmitery VIP a AVP (Jones et al., 2021;
Kalsbeek et al., 2008). Pro udrzeni cirkadianniho rytmu v hladin€ glukokortikoidt je nezbytna
koordinace hodin v vISCN, dmSCN a PVN. Denni rytmus v AVP je se svétlem synchronizovan
skrze VIP signalizaci z vISCN, coZz umoziuje fizeni aktivity neuronti v PVN v zavislosti
na svételnych podminkéch (Li & Androulakis, 2021). Funkéni cirkadianni hodiny v PVN jsou
pro udrZeni vysoké cirkadianni amplitudy GC zcela nezbytné. Delece Bmall v neuronech PVN

vede ke snizeni amplitudy a naruSeni rytmu v hladiné GC (Jones et al., 2021).

2.3.2 Mechanismus pusobeni GC
Glukokortikoidové receptory (GR)

GC pulsobi skrze svou vazbu na ubikvitné¢ exprimované glukokortikoidové (GR)
a mineralokortikoidni (MR) receptory (Arriza et al., 1987). Tyto receptory jsou intraceluldrni
a membranové vazané (Bamberger et al., 1996). V neaktivnim stavu se intracelularni GR

nachazeji v cytoplazmé ve vazbé s chaperonem Hsp90, coZ je nezbytné pro vazbu CORT na GR
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(Kirschke et al., 2014). Soucasti proteinového komplexu je dale ko-chaperon FK506-vazajici
protein 52 (FKBP4) nebo ko-chaperon FK506-vazajici protein 51 (FKBPS). Pii vazbé FKBPS
je snizena vazba GR ke CORT a zpomalena translokace do jadra. Exprese FKBPS je aktivovana
GR signalizaci a jedna se tak o zpétnovazebny mechanismus pro ukonceni glukokortikoidové
odpovédi (Vermeer et al., 2003; Wochnik et al., 2005). Aktivace GR probiha skrze interakci
steroidniho jadra CORT s ligand vézici doménou (LBD) (Bledsoe et al., 2002). GC se na GR
aMR vazi pouze ve své metabolicky aktivni formé¢. Neaktivni forma, u hlodavci
11-dehydrokortikosteron a u ¢lovéka kortizon, je na aktivni formu konvertovan pomoci enzymu
11B-hydroxysteroid dehydrogenazy 1 (113-HSD1). Opacnou roli zastdva enzym 11B3-HSD?2,
ktery konvertuje aktivni formu na inaktivni. Konverze mezi aktivni a neaktivni formou CORT
umoznuje regulaci aktivni formy CORT na urovni jednotlivych bun¢k a tkéni (Diederich et al.,
2002). Krom¢& CORT s LBD s vysokou afinitou interaguje synteticky GC dexametazon (DEX).
GR jsou blokovany vazbou syntetického agonisty mifepristonu (MIF) (Bledsoe et al., 2002).
CORT mé 6-10 krat vyssi afinitu k MR nez ke GR. Cca 90% MR je CORT nasyceno
pfi minimalni denni hladiné. GR jsou saturovany az pti vysSich koncentracich, jakych je
dosahovano pii akutnim stresu a cirkadidnnim maximu, tedy pfiblizné¢ 25ug/100ml (Reul

& Kloet, 1985).

Genomické pusobeni GC

Po vazbé CORT na LBR intracelularniho receptoru dochdzi ke zméné konformace GR,
uvolnéni z chaperonového komplexu a jeho translokaci do jadra (Wochnik et al., 2005). V jadie
se GR ve formé¢ tetramerl specificky vaZe na glukokortikoidovy responzi element (GRE)
nebo polovicni GRE v promotorech a enhancerech GC responzivnich gent, a tim aktivuje
nebo inhibuje jejich transkripei (Obr. 4) (Johnson et al., 2021). Na genomové urovni bylo
identifikovano vice GRE neZ regulovanych genli a pouze na zékladé¢ sekvence tedy nelze
regulaci pfedvidat (A. B. Reddy et al., 2007). Pisobeni glukokortikoidii je vysoce bunétné
a tkanove specifické, ¢ehoz je dosazeno pomoci rozli¢nych mechanismu. Negativni i pozitivni
regulace genové exprese zdavisi na struktufe promotoru a dostupnosti chromatinu,
epigenetickych modifikacich, pfitomnosti koregulatorti a dalSich TF a celkovém stavu bunky

(Goldberg et al., 2022; Oster et al., 2006; Polman et al., 2012; Quagliarini et al., 2019).

Umisténi GRE v promotoru, a to zejména ptitomnost vazebnych mist pro specifické TF
v blizkosti GRE, je dulezity mechanismus specificity regulace na trovni jednotlivych gend.
Ptestoze jsou mozné protein-proteinové interakce mezi GR a dal§imi TF, pro regulaci genové

exprese je pravdépodobné vzdy nutnd piima vazba GR na DNA (Johnson et al., 2021). Mezi TF
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koregulujici genovou expresi spolecné s GR patii naptiklad NFkB, AP-1 a CREB (Biddie et al.,
2011; Rao et al., 2011). Interakce s dalSimi TF je siln¢ tkanovée specificka. V neuronalnich P12
bunikach byly v blizkosti vazby GR rozpoznany vazebné sekvence pro jiné TF nez napiiklad

v jatrech (Polman et al., 2012; Quagliarini et al., 2019).

Mezi geny, jejichz exprese je aktivovana v brzké odpovédi na GC patii naptiklad
ubikviné exprimovand sérem a glukokortikoidy indukovana kindaza 1 (Skgl) (Webster et al.,
1993). Dalsi zgenti, jehoz exprese je zvySena v odpovédi na GC nebo syntetick¢ho
dexametazonu je protizanétlivy glukokortikoidy indukovany leucinovy zip ( Gilz) (D’ Adamio
et al., 1997). ZvySena transkripce Gilz, Sgkl, Fkbp5 po aplikaci CORT nebo DEX souvisi

s genomickym mechanismem piisobeni GR v dané tkani.
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Obr. 4 Model GRwt p¥i vazbé na chromatin. Vazba ligandem aktivovaného GR na DNA indukuje tranzici dimeru
na tetramer. GRwt se vaze jak na otevieny chromatin s jiz navdazanymi kofaktory, tak na uzavieny chromatin, kde
indukuje vazbu dalsich kofaktorii a TF. Upraveno z (Johnson et al., 2021).

Negenomicky mechanismus piisobeni GC

Pisobeni GC genomickym mechanismem se projevuje v fadu desitek minut az hodin.
Nékteré ucinky GC jsou vSak pozorovatelné jiz v fadu né€kolika minut. Mechanismus ptsobeni
GR, pfii kterém neni GR translokovan do jadra a neni vyzadovana de novo syntéza proteint,
se nazyva negenomicky. Negenomicky mechanismus plisobeni GR zahrnuje specifickou vazbu
s intracelularnimi a membranovymi GR a pfimym kontaktem s plasmatickou membranou
(J. Han et al., 2005; Sotelo-Rivera et al., 2017). Jednim z pfikladii negenomického plisobeni
glukokortikoidli je interference s dal§imi extraceluldrnimi signdlnimi drahami. Jedna

se naptiklad o PKA signaliza¢ni drahu. V hypotalamickych neuronech byla zaznamenéna piima

20



protein-protein interakce GR a PKAc. Tato interakce vedla ke sniZzeni fosforylace CREB a niZzsi
hladinu pCREB v jadfe (Sotelo-Rivera et al., 2017). V HT4 neuroblastomovych buiikkach DEX
snizil ATP dependentni intracelularni hladinu Ca+. Vliv DEX byl zcela odstranén, pokud byl
k bunécné kultute aplikovan spolecné s DEX inhibitor PKA, H-89 (J. Han et al., 2005). Hladina
intracelularniho Ca+ byla snizena také v neuroblastomech B103. V B103 bunkach byl vliv
DEX blokovan pii aplikaci inhibitortd PKC (J.-Z. Han et al., 2002). Interference CG s PKC byla
dale zaznamenéana v PC12 (Lou & Chen, 1998). Dalsi z kinaz zapojenych do GC signalizace je
ERK. V neuronech hipokampu DEX aktivuje ERK signalni drahu a nasledné zvysuje proud
v draslikovych Kv2.2 kanalkach (Wang et al., 2024). Zapojeni PAK-ERK drahy v GC

signalizaci bylo dale prokazano v choroidnim plexu (Liska et al., 2021).

2.3.3 GC a hodiny perifernich tkani

GC patii mezi vyznamné signalni molekuly zprostiedkovavajici kontakt mezi centralnimi
a perifernimi hodinami. /n vitro a in vivo aplikace DEX posouva a synchronizuje fazi v bunééné
kultufe fibroblasti a mnoha dalSich perifernich tkénich (Balsalobre et al., 2000). V kultufe
primarnich fibroblasti stimuloval DEX oscilaci v 10 hlavnich hodinovych genech (So et al.,
2009). GC moduluji chod hodin naptiklad v ledvinach, jatrech, srdci a tukové tkani (Balsalobre
et al., 2000; Sotak et al., 2016). U hlodavcu s 1ézi SCN jednorazova aplikace DEX postacuje
k synchronizaci zhruba 60 % cirkadianniho transkriptomu v jatrech (A. B. Reddy et al., 2007).
V mozkovych oblastech mimo SCN byl vyznamny vliv GC zaznamenin napiiklad

v hipokampu, choroidnim plexu a kortexu (Liska et al., 2021, 2022; Tahara et al., 2015).

U zvifat s mutovanymi GR nebo selektivnim odstranénim nadledvin, adrenalektomii
(ADX), pfetrvava rytmicnost a faze v oscilaci hodinovych genti, pfestoze je v zavislosti
na organu a typu tkané rozdilné ovlivnéna jejich amplituda a faze. GC tak maji vliv pfevazné
na udrzeni vysoké amplitudy hodinovych genl v perifernich hodinach (Sotak et al., 2016).
Skrze regulaci perifernich hodin GC napoméhaji adaptaci na ¢asovou zménu v potravnim
rezimu (angl. restricted feeding) a kratkodobé zmirfiuji desynchronizaci faze perifernich hodin
a hodin SCN (Le Minh, 2001). Dlouhodobé& zvysena hladina, napiiklad pfi opakovaném stresu
naopak zptisobuje desynchronizaci mezi perifernimi tkanémi a SCN. Nejvétsi efekt je
pozorovatelny, pokud jsou zvifata stresu vystavovana v obdobi mimo GC cirkadianni

maximum (Ota et al., 2020; Tahara et al., 2015).
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Molekularni mechanismus piisobeni GC na hodiny perifernich tkanich

Glukokortikoidova signalizace probihda skrze nékolik hierarchicky uspofadanych
a propojenych mechanismu. Chod cirkadidnnich hodin je regulovan skrze aktivaci a potlac¢eni
exprese konkrétnich genti v riiznych casovych intervalech. Transkripce je regulovana
v nékolika vinach, nékteré geny jsou akutné regulovany jiz po né¢kolika malo hodinach
od aplikace DEX, dalsi az po ptiblizné 30 hodinéach od aplikace (Oster et al., 2006). Zhruba dvé
tretiny hodinovych genti a CCG, jejichZ transkripce je regulovana GC, ma ve svém promotoru
GRE a mohou tak byt GC regulovany pfimo. VétSina téchto genlt mé ve svém promotoru navic
vazebné sekvence pro dalsi TF. CCG, které ve svém promotoru neobsahuji GRE, jsou GC
regulovany neptimo skrze ptimo regulované hodinové geny. Jednim z téchto genti je Dbp, jehoz
mira exprese je v disledku GC signalizace vyznamné sniZena, pfestoze ve svém promotoru
neobsahuje GRE (A. B. Reddy et al., 2007). Promotory hodinovych genii obsahuji mimo GRE
také CRE sekvenci a jsou regulovany jak vazbou GR, tak vazbou pCREB na promotor (Doi
et al., 2019; Cheon et al., 2013).

Mezi ¢asné aktivované geny GC signalizace patii v perifernich organech hodinové geny
Perl,2. Tyto geny jsou ziejm¢ dulezité¢ po regulaci dal§ich hodinovych genli v perifernich
tkanich. ZvySena hladina mRNA Perl,2 byla detekovana jiz po cca 3-4 hodinach po aplikaci
DEX, nésledované snizenim exprese po 4 a 8 hodinach (Balsalobre et al., 2000; A. B. Reddy
etal., 2007; So et al., 2009). Perl je ke GC vysoce responzivni (Johnson et al., 2021). Jako
jediny z celého genomu je aktivovan jiZz pifi koncentraci 0,5nM DEX, tedy koncentraci
odpovidajici nejniz§im hladindm CORT v priibéhu dne (T. E. Reddy et al., 2012). Per2 je
aktivovan skrze ptekryv GRE s E-boxem v jeho promotoru. Pro regulaci transkripce Per2
v dusledku GC je dale dulezity Bmall, jelikoz citlivost Per2 vuci GC je naruSena pii deleci
genu Bmall (Doi et al., 2019; Cheon et al., 2013). Mezi ¢asné indukované geny, jejichz
transkripce je zvySena po cca 3-4 hodinach patii dale E4bp4 (T. E. Reddy et al., 2012; So et al.,
2009). Krom¢ hodinovych genti dochazi v kratkém casovém horizontu v perifernich tkanich
také ke zvySené expresi Sgkl, coz poukazuje na genomické pusobeni glukokortikoida (A. B.
Reddy et al., 2007). ZvySenou expresi Perl,2 nasleduje zvyseni exprese Cryl. Ve stejnou dobu
jsou regulovany Bmall a Nridl (Balsalobre et al., 2000; A. B. Reddy et al., 2007).

Kromé genomického plsobeni byl zaznamendn také negenomicky mechanismus
pusobeni GC na cirkadidnni hodiny. V choroidnim plexu vyvolala injekce DEX v zavislosti
na ¢ase podani vyrazny fazovy posun a zvySeni amplitudy. Tento fdzovy posun byl ¢astecné

blokovan blokaci PAK-ERK dréhy. Na transkripéni tirovni byla pozorovéna zvySena exprese
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v Gilz a Perl. Aplikace DEX dale v choroidnim plexu snizila polocas zivota proteinu PER2

a urychlila jeho degradaci (Liska et al., 2021).

2.4 Vliv GCN na SCN
2.4.1 Vliv GC na SCN v postnatalnim obdobi

Exprese Nr3cl v dospélych SCN a jejich citlivost vici GC je kontroverzni. Prvni
imunohistochemickd studie zabyvajici se expresi GR v mozku bcéhem prenatalniho
a postnatalniho obdobi uvadi pfitomnost GR v SCN pouze v prvnim postnatdlnim tydnu.
V SCN dospélcti nebyly GR vibec detekovany (Rosenfeld et al., 1988). V nedavno
zvetejnéném prehledovém ¢lanku naproti tomu byla detekovana ptitomnost GR i v dosp€lych
SCN, v kolokalizaci s glidlnim fibrilarnim acidickym proteinem (GFAP) (Lehmann et al., 2023).
Vliv GC na astrocyty v dospélych SCN byl pozorovan jiz dfive. Podle jedné ze studii GC
reguluji hladinu GFAP v dospélém SCN a dal§ich mozkovych oblastech a u ADX zvitat dochazi
ke snizené expresi GFAP (Maurel et al., 2000). Na urovni mRNA byly v dospélych SCN
detekovany MR 1 GR. Hladina Nr3c! byla navic zvySena u zvitat s provedenou ADX (Su et al.,
2015). Jednorazova aplikace DEX vSak neovliviluje genovou expresi hodinovych genl
v dospélém SCN a nezptisobuje posun faze hodin (Balsalobre et al., 2000). Regulace genové
exprese hodinovych genti a fazi hodin v dospélém SCN neovliviiuje ani dlouhodoby stres (Ota
et al., 2020; Tahara et al., 2015). Jedna ze studii uvadi zmény v expresi VIP v SCN v genové
expresi po dlouhodobém podavani DEX (Larsen et al., 1994). Dalsi ze studii uvadi zmény
v genové expresi v dusledku GC také u AVP (Su et al., 2015). Neni tedy zcela jasné, jakym
mechanismem piisobi GC na dospéla SCN, jelikoz GR jsou zde exprimovany v pomérné nizké
hladin€. Je mozné, Ze v disledku stresu miize dochazet ke zméné neuroplasticity v SCN, ale
pro piesné pochopeni pisobeni GC na dospéla SCN je nutné provést dalsi studie (Maurel et al.,

2000).

V Casné postnatdlnim obdobi jsou GR exprimovany ve vyS$§im mnoZstvi
nez u dospélych SCN a fetdlni hodiny jsou vici GC vysoce senzitivni. V P4 je v SCN
exprimovan Nr3cl v biologicky relevantni hladiné (Olejnikova et al., 2018). GR byl v prvnim
postnatalnim tydnu detekovan i na urovni proteinu (Rosenfeld et al., 1988). U stresovanych
mlad’at dochazi ke zvySené hladin€ GC ve fetalni plazmé a naruSeni rytmu v Bmall (Olejnikova

etal., 2018).
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2.4.2 Vliv GC na vyvoj a synchronizaci fetalnich SCN

GC jsou nezbytné pro normalni vyvoj plodu a to zejména pro vyvoj plic, mozku, jater a ledvin.
Béhem biezosti se hladina volnych GC v plazmé samice vyrazné zvysSuje (Wieczorek et al.,
2019). T¢hotnym zenam, u nichz hrozi ptfedcasny porod, jsou GC farmakologicky podavany
pro urychleni vyvoje plodu, zejména plic. Nadmérna expozice GC béhem fetalniho obdobi vSak
vede k mnozstvi zavaznych zdravotnich problémt. Jednd se naptiklad o kardiovaskularni
a metabolickd onemocnéni a behavioralni a psychiatrické poruchy (shrnuto v Reynolds, 2013).
U potomkti samic, kterym byl v pribéhu casu opakované podavan DEX v dobé mimo piirozené
cirkadianni maximu GC v krvi, doslo v dospélosti k rozvoji uzkosti a Spatné regulaci stresu
(Astiz et al., 2020). Vliv nadmérmné expozice GC je pohlavné zavisly, u samcti dochazi

ptedevsim k rozvoji depresi, zatimco u samic ADHD (Elberling et al., 2023).

V normélnim ptipad¢ odpovida hladina GC ve fetdlnim ob&hu pfiblizné€ 10 % matefské
hladiny GC a vykazuje cirkadidnni rytmus (Astiz et al., 2020). K nadmérné expozici feti GC
dochazi v ptipad¢ nedostatecnosti obranych mechanismi branici priichodu GC k plodu. Hlavni
obranny mechanismu je u bfezich samic zvyseni hladiny CBD vyvazujici volny CORT, ¢imz
je zabranéno jeho nadmérnému prichodu placentou (Wieczorek et al., 2019). Dalsi stupeni
regulace je na urovni placenty. Regulaénim enzymem je zde 113-HSD2 (Burton & Waddell,
1999). 11B-HSD2 je exprimovana nejvice v prvnich dvou tietinach t€hotenstvi, poté je exprese
sniZena. SniZeni hladiny 11B-HSD2 souvisi s vy$§im mnozstvi GC ve fetalni plasmé v posledni
tietin€ t¢hotenstvi. Exprese 11B-HSD2 v placenté pifi zvySené hladiné GC je regulovana
v zavislosti na pohlavi plodu. Pfi indukovaném stresu u biezich samic je zvySena exprese
11B-HSD2 v placenté pouze u samicich potomk, zatimco u samic zlstava nezvysena. Hladina
GC v plazmé je tedy zvySena pfevdzné u placenty samic, zatimco u samic zlistdva hladina
neovlivnéna (Wieczorek et al., 2019). DEX neni vzhledem ke své struktute 11B-HSD2
inaktivovan a volné prochazi placentou (Diederich et al., 2002). Reakce na nadmérnou hladinu
GC je dale regulovana fetalnimi hodinami. V ptipadé, ze fetalniho ob&hu dosahla zvySena
hladina GC mimo pfirozené cirkadianni maximum, doslo ve fetu ke zvySené indukci Sgkl

a Fkbp35. Pokud bylo zvySeni dosazeno ve fazi, ke zvysené expresi nedoslo (Astiz et al., 2020).

GR jsou v matetské i fetalni cCasti placenty exprimovany v cirkadidnnim rytmu
(Ceémanova et al., 2019). V relativng vysoké mite je Nr3c/ exprimovan také ve fetalnich SCN
(Greiner et al., 2022). Exprese Nr3c! je fetdlnich SCN pravdépodobné rytmicka (Ceémanova
et al., 2019). V SCN feti, jejichz matky byly béhem biezosti vystaveny omezené dobé& piijmu

potravy (angl. restricted feeding)vdochazi k naruSeni exprese Nr3c/ (Luzna et al., 2021).
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V nedavné studii Ce¢manové (2019) byl testovan vliv GC pii vyvoji a synchronizaci
fetalnich hodin. DEX byl in vitro aplikovan k explantatim z matetské a fetalni Casti placenty,
E17 SCN explantatl a E15 SCN explantatd mPer2:“¢ mysi. K explantatiim byl po cca tfech
dnech nahravani PER2-bioluminescence aplikovan DEX ve vysledné koncentraci 100nM.
Po dalsich tfech dnech bylo nahravani ukonceno a byla provedena analyza vlivu DEX na
parametry cirkadiannich hodin. Vliv DEX na cirkadidnni hodiny byl pozorovan v obou ¢astech
placenty i fetdlnim SCN. V matetské Casti placenty aplikace 100nM DEX vyvolala fazové
posuny. Ve fetalnich ¢astech placenty, které byly pred aplikaci arytmické, indukoval DEX slaby
rytmus. Pokud byl DEX aplikovan do média k E15 SCN, doslo u nich k rychlejSimu rozvoji
rytmu oproti kontrolni skupiné. Aplikace DEX k E17 SCN explantatim zvysila jejich
amplitudu a zpomalovala ztratu amplitudy (angl. damping). DEX mél dale vliv na délku periody,
pficemz u explantati s aplikovanym DEX doslo oproti vehikulu k prodlouzeni periody.
Aplikace mezi CT 15 a CT 18 navic vedla k vyrazné fazové predbéhnuti oproti kontrolam VEH
(Obr. 5). Tento fazovy posun byl zcela vyblokovan plisobenim MIF, coz poukazuje

na specifické pisobeni GC.

Vliv GC pii vyvoji a synchronizaci fetalnich SCN byl dale testovan in vivo. Bfezim
matkam v ZT 15, tedy tfi hodiny po setméni, byl injekéné aplikovan DEX a kontrolni skupiné
PBS. Vzorky fetalnich SCN byly odebirany po 1, 2, 4 a 8 hodinach od aplikace DEX. Nasledné
byla pomoci metody RT-qPCR ve fetdlnich SCN métena exprese Nr3cl, Nridl, Sgkl, Perl,
Per2, Cryl, Avp a Vip. Ptekvapivé, ani v jednom casovém bodé¢ nebyla detekovana zména
v expresi zadného z hodinovych genli ani genti souvisejicich s ptisobenim GC. V SCN fet
jejichz matkam byl aplikovan DEX vSak byla jiz po 1h plisobeni detekovéana sniZend hladina
c-Fos. V obou castech placenty byla naproti tomu detekovana zvySena hladina c-Fos.
Vzhledem k tomu, Ze exprese hodinovych ani dalSich testovanych genl nebyla in vivo
po aplikaci DEX ovlivnéna, je ve studii navrzen negenomicky mechanismus pusobeni GC
pfi vyvoji a synchronizaci fetdlnich SCN. Vzhledem k pfitomnosti CRE v promotoru c-Fos,
autofi studie navrhuji pfi GC signalizaci ve fetalnich SCN regulaci c-Fos skrze pCREB. Jako
mozné vysvétleni rozdilu v ovlivnéni exprese c-Fos ve fetdlnim SCN oproti placenté je zde

poukazano na rozdilnou strukturu promotru pro c-Fos v téchto tkanich (Ceémanova et al., 2019).
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Obr. 5 In vitro piisobeni DEX na E17 SCN explantdty. 100nM DEX zvysuje amplitudu, prodluzuje periodu
a v CT 15-18 vyznamné posouvd fizi oproti VEH. Prevzato z (Cecmanova et al., 2019).
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3 Cile diplomové prace
Diplomova prace ma za cil rozsitit dosavadnich poznatky o mechanismu ptisobeni GC na fetalni
SCN pfi aplikaci in vitro. Na zékladé¢ dosavadnich vysledkli, a to pfedevSim vysledka

Ce¢manové (2019), byly stanoveny nasledujici cile:

1. Potvrzeni vlivu GC na parametry cirkadianni hodiny ve fetalnich SCN pfi aplikaci in vitro

2. Ov¢fteni potencialnich mechanismi ptisobeni GC na fetalni SCN

3. Zavedeni metody izolace RNA z E17 SCN organotypickych explantati mPer2-
pro nasledné pouziti v RT-qPCR

4. Detekce vlivu GC na tirovni transkriptli v E17 SCN explantatech pii aplikaci in vitro

27



4 Material a metody

4.1 Laboratorni zviiata

K pokustim byl pouzit transgenni mysi model mPer2t
(kmen. B6.129S6-Per2tm1Jt/J, JAX, USA)  zchovu  Oddéleni biologickych  rytmu
na Fyziologickém ustavu AV CR. mPer2"“ je my$i model exprimujici fizni protein
PER2::LUC. Tento model byl vytvofen transfekci embryonalnich kmenovych bunék mysi
vektorem pKO Scrambler 916 s fuzovanym genem pro svétluSkovou luciferazu (Luc)
na 3' konec genu Per2 (Yoo et al., 2004). Umisténim tkani mPer2"“* mysiho modelu do média
obsahujiciho luciferin dochézi k oxidaci luciferinu luciferazou a svételné emisi (Gates

& DeLuca, 1975). Nahrdvani emitované bioluminiscence umoZiiuje sledovat cirkadianni

dynamiku proteinu PER2 v redlném case.

Pro ziskavani E17 SCN explantatii byly mPer2“ samice planovang piipoustény tak,
aby byl ptesn€ znam den pocatku jejich brezosti. U samic byly provadény pravidelné vaginalni
vyplachy a urovana faze estralniho cyklu. Béhem ovulace byly samice na noc pfipustény
k samctm. V piipad¢ nalezu spermii den po pareni byla samice oznacena jako btezi a tento den
oznaCen jako EO embryondlniho vyvoje. Bfezi samice byly chovany oddélné, s volnym
ptistupem k vodé a krmivu, pfi svétleném rezimu LD 12:12. Teplota v chovu byla udrZzovana

na 23+2°C. 17. den od zabteznuti byly samice a jejich plody usmrceny pro experimentalni ucely.

Vsechny pokusy na zvitatech byly schvaleny Komisi pro péci o zvitata a jejich pouziti
Fyziologického ustavu. Provedené pokusy byly v souladu se Zékonem €. 246/92 Sb. na ochranu

zvifat proti tyrani, Vyhlaskou & 419/12 Sb. o ochran& pokusnych zvitat Ceské republiky
a Smérnici Rady evropského spolecenstvi 86/609/EEC.
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4.2 Pouzité chemikalie a Kity

Pouzité chemikalie

B27, B-27™ Supplement (50X), serum free, (Gibco, USA)

Dexametazon, Dexamethasone (Sigma-Aldrich, USA)

DMEM, Dulbecco's Modified Eagle's Medium DMEM, (Sigma-Aldrich, USA)
DPBS, Dulbecco's phosphate buffered saline DPBS (Sigma-Aldrich, USA)
Etanol 96% (Penta, Ceské republika)

Glukoéza, D-(+)-Glucose (Sigma-Aldrich, USA)

GlutaMAX, GlutaMAX™ Supplement (100x) (Gibco, USA)

Go 6983, (Sigma-Aldrich, USA)

H-89, H-89 dihydrochloride hydrate, (Sigma-Aldrich, USA)

HCI, Kyselina chlorovodikova 35% (Lach-Ner, Ceské republika)

HEPES, HEPES solution, (Sigma-Aldrich, USA)

Luciferin, D-Luciferin (Biosynth, Svycarsko)

Mifepriston, Mifepristone (Sigma-Aldrich, USA)

NaCl, Chlorid sodny (Penta, Ceska republika)

NaHCOs Sodium bicarbonate solution 7,5% (Sigma-Aldrich, USA)
Penicilin-streptomycin, Penicillin-Streptomycin (Sigma-Aldrich, USA)
B-Merkaptoethanol, 2-Mercapthoethanol (Sigma-Aldrich, USA)
Cykloheximid, Cycloheximide (Sigma-Aldrich, USA)

RNAlater (Qiagen, Némecko)

Pouzité kity

Kit na izolaci RNA, RNeasy Mini Kit, (Qiagen, Némecko)

RLT lyzac¢ni pufr , RW1 pufr, RPE pufr, Voda bez RNaz

DNa4za I, RNase-Free DNase Set (Qiagen, Némecko)

RDD pufr bez RN4z, Voda bez RNaz, DNaza I bez RNaz

Kit pro RT, High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystem, USA)

10X RT pufr, 25X 100mM dNTP mix, 10X RT ndhodné oligonukleotidy, MultiScribe
reverzni transkriptaza

Kit na q-PCR, Xceed qPCR SG 2x Mix Lo-ROX (Institute of Applied Biotechnologies,
Ceska republika)
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4.3 Priprava roztoka a médii
Z divodu minimalizace kontaminace byla v§echna média pfipravovéana v laminarnim boxu Safe

Flow 1.2-Biohazard box (Bioair, Italie).
AIR médium STOCK (zasobni roztok vzduchem pufrovaného nahravaciho média)

Zasobni roztok AIR média byl pfipravovan nasledovné (Tab. 1), upraveno podle (Yamazaki

& Takahashi, 2005):

Tab. 1 Slozeni AIR média STOCK.

Slozka m/v
DMEM 0,83 %
D-glukéza 0,45 %
NaHCO:s (7,5%) 0,51 %
ImM HEPES 1 %
Penicilin-streptomycin 1,01 %
ddH-0 96,2 %

pH média bylo zméteno pomoci pH metru pHenomenal pH 1100L (VWR, USA) a podle
potfeby upraveno na pH 7,2 postupnym ptidavanim 2M HCI nebo 2M NaOH. Pomoci
vakuového odsavani bylo médium piefiltrovano pies nddobu s 0,2 pm poéry a uschovano v 6 °C

pro dalsi pouziti.
AIR médium pro SCN (vzduchem pufrované nahravaci médium pro SCN)

Nahravaci AIR médium pro SCN bylo pfipravovano nasledovné (Tab 2.), upraveno podle

(Yamazaki & Takahashi, 2005):

Tab. 2 Slozeni AIR média pro SCN.

Slozka viv
0,1M Luciferin 0,10%
GlutaMAX (100x) 1,01%
B27 (50%) 2,02%
AIR médium STOCK 96,86%

Osmolalita média byla zméfena pomoci osmometru Osmomat 3000basic (Gonotec, Némecko).
V piipadé potfeby byla osmolalita pfiddnim 5,3 NaCl upravena na 300mOsm/kg. Médium bylo
ptefiltrovano ptes kruhového filtru s 0,22 pm pory. Pro okamzité pouZiti bylo médium zahtato

ve vodni lazni predehiaté na 37°C. Pro pozdéjsi pouziti bylo médium uchovavéno pii 6 °C.
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HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution)

HBSS bylo piipravovano nasledovné (Tab. 3), upraveno podle (Yamazaki & Takahashi,
2005):

Tab. 3 Slozeni HBSS.

Slozka viv
NaHCOs (7,5%) 0,25%
HEPES 0,99%
DPBS 98,76%

pH roztoku bylo zméteno pomoci pH metru pH metru pHenomenal pH 1100L (VWR, USA)
a podle potteby upraveno na pH 7,2 postupnym pifidavanim 2M HCI nebo 2M NaOH.

Pro pozdé&jsi pouziti bylo médium uchovévano pti 6 °C.

4.4 Prtiprava organotypickych E17 SCN explantati

Bfezi samice mPer2" mysi byly 17. den od poceti v ¢ase 7:00-15:00 usmrceny rychlym
zlomenim vazu a naslednou dekapitaci. Usmrcenym samicim byla rozfiznuta dutina bfiSni
a vyjmuty fety s placentami. Nizkami byla fetiim postupné provedena dekapitace a odhalena
lebka. Po nastfizeni lebky byl vynat fetdlni mozek a umistén do Petriho misky s HBSS médiem.
Nasledné byly mozky po jednom krijeny mechanickym sekédCkem Tissue Slicer 51425
(Stoelting Co., USA) na fezy o $ifce 500 pm. Rez obsahujici SCN byl uréen podle morfologie
kiizeni optickych nervii. Rez obsahujici SCN byl Ziletkou zredukovan na oblast obsahujici
pouze SCN a nejblizsi okoli. Takto pfipravené explantaty byly preneseny na inzerty samostatné
umistény v 1 ml Cerstvého Air média pro SCN a ihned pouzity nebo uloZeny do inkubatoru
Incubator BD 53 (Binder, Némecko) udrzujiciho teplotu na 37 °C. Kazdé 2 az 3 tydny byly

inzerty s explantaty preneseny do cerstvého AIR média pro SCN a ulozeny zpét do inkubatoru

Usmrcovani zvifat a pfiprava organotypickych E17 SCN explantatii byla provadéna
odbornym persondlem Odd¢leni biologickych rytmi. Vzhledem k tomu, Ze nebyl zaznamenéan
signifikantni rozdil mezi pohlavimi pfi plisobeni GC na fetdlni SCN (nepublikovanéd data),

nebylo pohlavi fet dale urcovano.
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4.5 Nahravani bioluminiscence E17 SCN explantati v pristroji LumiCycle

Pted zacatkem nahravani PER2-bioluminiscence byly inzerty s E17 SCN explantaty umistény
do Petriho misek obsahujici 1 m Cerstvé pripravené¢ho AIR média pro SCN zahtéatého na 37 °C.
Petriho misky byly zalepeny pomoci vazeliny kruhovym sklickem a v maximalnim poctu 32
misek vlozeny do pristroje nahravajiciho bioluminiscenci LumiCyclu 32 (Actimetrics, USA).
Jedna se o systém se 4 fotonasobi¢i (ang.photon mutliplying tubes, PMTs) a karuselovym
nosi¢em pro 32 Petriho misek. Bunécné kultury nebo tkanové explantaty se inkubuji v zivném
médiu pufrovaném vzduchem obsahujicim luciferin a fotonasobice pocitaji kazdych 8 minut
emitované fotony po dobu 1 minuty; zdznam se ukladd a analyzuje pomoci programu

LumiCycle Analysis (Actimetrics), ktery umoziuje analyzu ¢asovych sérii.

4.5.1 In vitro aplikace DEX, MIF, H-89 a G6-6983 a VEH

V zévislosti na konkrétnim pokusu byly DEX, MIF, H-89 a G5-6983 nebo jejich kombinace
(Tab 4., 5.) po tfech dnech nahrévani aplikovadny do nahravaciho média k poloviné¢ E17 SCN
explantatim. K druhé poloving explantatt byl aplikovan VEH, slouzici jako negativni kontrola.
Pii aplikaci byly Petriho misky s explantaty po ¢tyfech vyjimény z LumiCyclu a pfenaseny
do laminarniho boxu na vyhfaty varny blok za ii¢elem minimalizace zmény teploty a moznosti
kontaminace. Po odlepeni sklicka byl pinzetou nadzvednut inzert s explantitem a do média

byly aplikovany testované latky nasledujicim zptisobem:

Tab. 4 Aplikace VEH a DEX v riznych koncentracich.

Aplikace DEX
Aplikovana latka Roztok testované latky Aplikovany V' | ¢ v 1 ml média
ImM DEX (rozpustén v DMSO), nafedéno
DEX v AIR médium STOCK 1 ul 1uM
DEX 10mM DEX (rozpustén v DMSO) 1 pl 10uM
DEX 10mM DEX (rozpustén v DMSO) 10 pl 1uM
VEH pro DEX DMSO, natedéno v AIR médiu STOCK 1 pul
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Tab. 5 Aplikace MIF, H-89, Go-6983 a VEH pred aplikaci DEX.

Aplikace antagonistt pied aplikaci 1uM DEX

Aplikovana latka Roztok testované latky Aplikovany V' fnz dli;nl Zdroj
W W 0 Mo v r
MIF (antagonista GR) llartlz)l\l/l{)l\/HF (rozpustén v 96% 1l " (ZCO?cgr)nanova etal.,
VEH pro MIF 96% EtOH 1 ul
H-89 (antagonista PKA) 10mM H-89 (rozpustén v H,O) |1 ul 10uM (Liska et al., 2021)
VEH pro H-89 H,O 1l
(Bhattarai et al.,

G6-6983 (antagonista PKC) | ImM G6-6983 (rozpusten 1 ul 2014; Vasefi et al.,

v DMSO) 1uM 2013)
VEH pro G6-6983 DMSO 1 ul

Po aplikaci a promichani média byl inzert vlozen zpét do média, Petriho misky zalepeny
a vlozeny zpét do LumiCyclu. Nahravani bioluminiscence pokracovalo po dobu minimalné tii
nasledujicich dnii. Po ukonceni pokusu byly explantaty se stabilnim rytmem 2x promyty v 1 ml
vyhtatého PBS po dobu 5 minut. Poté byly inzerty s explantaty vloZeny do cerstvého média
a ulozeny do inkubatoru pro ptipadné opakované pouziti. Jednotlivé explantaty byly pouzity

maximalné tiikrat.

4.5.2 Analyza degradace proteinu PER2

Analyza degradace proteinu PER2 probihala podle diive popsané¢ho metodického postupu
(Liska et al., 2021). Po 1 dni nahrédvani, v maximu PER2-bioluminiscence, byl ke viem E17
SCN explantatim piidan 1 pl 40 pg/ml CHX. Spolecné s CHX byl k explantatim ptidan 1 pl
0,1mM DEX, nebo 1 ul VEH. Po aplikaci a promichani média byl inzert vlozen zpét do média,
Petriho misky zalepeny a vlozeny zpét do LumiCyclu. Po pfiblizné 24 hodinach od aplikace
CHX byly explantaty 2x promyty v 1 ml vyhtatého PBS po dobu 5 minut, inzerty byly vloZeny
do Cerstvého média a Petriho misky vlozeny zpét do LumiCyclu. Nahravéani bioluminiscence
nasledné probihalo minimalné¢ po dobu dalSich 24 hodin. Poté byly inzerty s explantaty vloZzeny

do cerstvého média a uloZeny do inkubatoru pro opakované pouZiti.

4.5.3 Meérené parametry a statisticka analyza dat z Lumicyclu

Pro analyzu primarnich dat z LumiCycle byl pouzit program LumiCycle Analysis (Actimetrics).
Z programu LumiCycle Analysis byl odecitan pramér periody tii cykli pted aplikaci a tii cyklt
po aplikaci. Pomér periody po a pied aplikaci byl vyjadren jako relativni perioda. Déle byla
odecitana amplituda rytmu posledniho cyklu pted aplikaci a prvniho po aplikaci a jejich pomér
byl vyjadfen jako akutni zména v relativni amplitudé. Pro statistickou analyzu dat byl pouzit

program GraphPad Prism a zmeéna v relativni period¢ a akutni zména v relativni amplitudé byly
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mezi jednotlivymi skupinami porovnany s vyuzitim neparového t-testu. Amplitudy
jednotlivych cykla byly vypocitany z primarnich dat v programu Microsoft Excel podle vzorce:
(max n-té¢ho cyklu — min n-tého cyklu)/2. Amplitudy jednotlivych cykli daného explantatu byly
dale normalizovany podle amplitudy prvniho cyklu, jemuz byla pfidélena hodnota 1.
Pro srovnani normalizovanych amplitud jednotlivych cykli byla pouzita dvoufaktorova
ANOVA nasledovana Siddkovym vicedetnym srovnavacim testem. Pro uréeni zmény faze
rytmu byla v programu LumiCycle Analysis do prvnich 3 dni zdznamu luminiscence
(pted aplikaci testované latky nebo VEH) vlozena sinusoida, kterd se poté extrapolovala,
aCasovy bod prvniho maxima cyklu extrapolované ¢asti sinusoidy se porovnal
s korespondujicim maximem cyklu bioluminiscen¢niho zdznamu po aplikaci testované latky
nebo VEH. Fazovy posun byl ur¢en rozdilem v predpokladané fazi (extrapolovana sinusoida)
a skutecné namétené fazi (zdznam luminiscence po aplikaci testované latky). Do statistické
analyzy byly zahrnuty pouze takové vzorky, jejichz rytmus nevykazoval pfiilisné
nepravidelnosti a jejichz amplituda z LumiCycle Analysis neklesla v pribéhu pokusu pod
hodnotu 3. Vytazeny byly také vzorky, u kterych po aplikaci doslo k akutnimu poklesu relativni
amplitudy pod hodnotu 0,5. Pro analyzu dat z degradacni eseje byla pouzita primarni data
z LumiCycle Analysis z Gseku mezi aplikaci CHX a nasledujicich 12 hodin nahravéni. Tato
data byla dale znormalizovana v programu GraphPad Prism a prolozena regresni kiivkou
jednofazového exponencidlniho rozpadu podle rovnice:

y=(y0—A)e —Kx + 1), kde K = degradac¢ni konstanta, y0 = poc¢atecni hladina PER2 a x = ¢as
Doba k prvnimu maximu PER2-bioluminiscence po odmyti CHX mezi DEX a VEH byla
porovnéna neparovym t-testem v programu GraphPad Prism. Do statistické analyzy degrada¢ni
eseje byly zahrnuty pouze takové vzorky, u nichz bylo jasné zfetelné maximum prvniho cyklu

po domyti z CHX, indikujici zivotaschopnost explantatii.

4.6 1Izolace RNA, RT a RT-qPCR z E17 SCN

Piiprava explantati

Pro pouziti v RT-qPCR byly explantaty pomoci skalpelu a binokularni lupy ofiznuty co nejblize
SCN tak, aby byla minimalizovana okolni tkan. Na zdklad¢ vyhodnoceni fotografii E17 SCN
explantatii z mikroskopu Luminoview LV200 (Olympus, Japonsko); jedna se o specializovany
invertovany mikroskop s extrémni numerickou aperturou, zkracenou optickou drahou s 0,2x
zvétsujici tubusovou Cockou a 20x objektivem; umozinuje zobrazovani bioluminiscence pomoci
nékolikaminutovych expozi¢nich ¢asi EM-CCD kamerou od firmy Hamamatsu chlazenou

na -91 °C), byl pfi pfipravé explantatu zménén smér fezu tak, aby explantaty obsahovaly co
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nejméne okolni tkang, a to predevsim ve sméru 3.mozkové komory. Takto pfipravené explantaty

byly zkontrolovany v mikroskopu LV200 (Obr. 6).

A)

Magnification: 4 x - Magnification: 4 x

Magnification: 4 x Magnification: 4 x

Obr. 6 Reprezentativni fotografie E17 SCN explantdtii v luminiscencnim mikroskopu Luminoview LV200,
zvétseno 4x. A) snimky nevhodné pripravenych explantati obsahujici vetsi cast okolni tkané a treti mozkové komory,
B) snimky vhodnéji pripravenych explantatii s mensi casti okolni tkané a bez treti mozkové komory.
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V den odbéru byly explantaty vlozeny do LumiCyclu a bylo zapocato nahravani jejich
PER2-bioluminiscence. Pro sledovani vlivu GC na fetalni SCN byly pouzity explantaty po dvou
dnech kultivace. Ve zvoleny cirkadidnni ¢as explantati (CT 4, CT16) v zavislosti na konkrétnim
pokusu byly explantaty bud’ piimo sejmuty z inzertu, nebo k nim byl aplikovan 1uM DEX,
piipadn¢ VEH a explantaty byly z inzertu sejmuty po uplynuti 1h nebo 3h od aplikace. CT 12
bylo wureno jako maximum PER2-biluminiscence a CT 0 jako minimum
PER2-bioluminiscence. V dobé pasobeni DEX nebo VEH byly explantaty udrZzovany
pii teploté 37 °C. Pro sejmuti explantatu z inzertu byly Petriho misky pfeneseny do laminarniho
boxu a uvolnény z inzertu kapkou PBS tak, aby nedoslo k poruseni jemné struktury explantatu
a ztraté bunck na inzertu. Nasledné byly explantaty s PBS 1000ul pipetou preneseny do RLT
lyzacniho pufru s pfidanym BME. V pilotnich pokusech byly explantaty homogenizovany
pomoci rotor-stator homogenizatoru. Diky malé velikosti explantath a struktuie nervové tkané
vSak dochazi k Gplnému rozpusténi explantatl jiz pii vloZzeni do RLT lyza¢niho pufru a nebylo
nutné rotor-stator homogenizator dale pouzivat. Po okem pozorovatelném rozpusténi explantatu
v RLT lyza¢nim pufru byly vzorky pouze kratce promichany za pouziti stolniho vortexu.
Nésledné¢ bylo okamzit¢ pokracovdno v procesu izolace RNA, pfipadné byly vzorky
v zavislosti na typu pokusu zamrazeny na suchém ledu a uchovavany v -80 °C aZ do dokonceni
procesu izolace RNA. Pro uchovéavani explantatli bez nutnosti okamzité izolace po jejich
sejmuti z inzertu byly v pilotnich pokusech nékteré z explantatd do izolace RNA uchovavany
v RNAlateru pfi teploté 6 °C. Vzhledem k technicky vysS§i narocnosti, nez pfi mraZzeni v RLT

pufru, nebyl tento postup déle pouzivan.

RNA byla z explantatii vyizolovana s pouzitim RNeasy® Mini kitu podle protokolu
Purification of Total RNA from Animal Tissues v RNeasy® Mini Handbook. Pro odstranéni
gDNA kontaminace byl pfidan krok Stépeni DNéazou I na izolani kolonce za pouziti
RNase-Free DNase Setu podle protokolu RNase-Free DNase Set Product Sheet. Koncentrace
a Cistota vyizolované RNA byla zmétfena na spektorfotometru NanoDrop™ One Microvolume

UV-Vis (Thermo Scientific, USA). Vyizolovana RNA byla do RT skladovana v -80 °C.
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Reverzni transkripce (RT)

RT probihala v 96 jamkové desticce v pfistroji Eppendorf Vapo.Protect Mastercycler®

Pro (Eppendorf, Némecko) v objemu 10 pul na jeden vzorek v reakcei (Tab. 6):

Tab. 6 Slozeni reakce RT.

High-Capacity cDNA Reverse Transcription |V
10X RT pufr 1 ul
25X dNTP Mix (100 mM) 0,4 pl
10X nédhodné RT oligonukleotidy (primery) 1ul
Reverzni transkriptaza 0,5 pl
RNA 7,1 ul
za nasledujicich podminek (Tab. 7):
Tab. 7 Podminky reakce RT.
T 25°C 37 °C 85 °C 4°C
t 10 min | 120 min |5 min -—-

cDNA byla skladovéana v -20 °C pro nésledné pouziti v RT-qPCR. Pro pouziti v RT-qPCR

byla cDNA 9x ziedéna.
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RT-qPCR

V RT-qPCR byly pouzity nasledujici oligonukleotidy (angl, primery) (Tab. 8),

KiCqgStart ® SYBR ® Green Primers (Sigma Aldrich, USA):

Tab. 8 Sekvence pouzitych oligonukleotidit v RT-qPCR z E17 SCN explantatii.

Sekvence pouzitych oligonukleotidii (primertii)

FM Bmall AAATCCACAGGATAAGAGGG
RM Bmall ATAGTCCAGTGGAAGGAATG
FM Per] GTTCTCATAGTTCCTCTTCTG
RM Perl GTGAGTTTGTACTCTTGCTG
FM Nrldl AGTCTCAGTGATGATAGCTC
RM Nrldl ATTCAGCTTGGTAATGTTGC
FM_Per2 CTTTCACTGTAAGAAGGACG
RM Per2 CTGAGTGAAAGAATCTAAGCC
FM Nr3cl GAAAACCTTACTGCTTCTCTC
FM Nr3cl GATTTTCAACCACATCATGC
FM Vip ATGATGTGTCAAGAAATGCC
RM Vip GGTGTAGTTATCTGTGAAGAC
FM Pgkl CTATCATAGGTGGTGGAGAC
RM Pgkl ACACTAGGTTGACTTAGGAG
FM Ywhaz ACTTAACATTGTGGACATCG
RM Ywhaz GGATGACAAATGGTCTACTG
FM_E4bp4 GCCCTTTCTTTTCCCCCTCA
RM_E4bp4 TGTCCGGCACAGGGTAAATC
FM_Hprt AGGGATTTGAATCACGTTTG
RM Hprt TTTACTGGCAACATCAACAG
FR_c-Fos AAAACTGGAGTTTATTTTGGC
RR c-Fos CACAGACATCTCCTCTGG

FM Fkbp3 CAATGCTGAGCTTATGTACG
RM Fkbp5 CTTTTCTTTGGTGTCCATCTC
FM Sgk! ATCCTGAAGAAGAAAGAGGAG
RM Sgk! ATGTAGTCCAGGACAAAGTAG
FM Gilz CAAGCTGAACAACATAATGC
RM Gilz GCTCAATCTTGTTGTCTAGG
FM _B2m TCTCACTGACCGGCCTGTATGCTATC
RM B2m AATGTGAGGCGGGTGGAACTGTG

38


https://www.sigmaaldrich.com/US/en/product/sigma/kspq12012
https://www.sigmaaldrich.com/US/en/product/sigma/kspq12012

RT-qPCR probihala v 384 jamkové desti¢ce v piistroji LightCycler 480 Roche®
(Qiagen, Némecko) v objemu 7 ul na jeden vzorek podle reakce (Tab. 9):

Tab. 9 Slozeni reakce RT-qPCR.

Xceed qPCR V
SYBR Green mastermix 3,5l
Voda bez RNaz 1,22 ul
10uM F+R oligonukleotidy (primery) 0,28 ul
10ng cDNA 2 ul

za nasledujicich podminek (Tab. 10):

Tab. 10 Podminky reakce RT-qPCR.

Pocet Cyklus T t

1x Preinkubace 95 °C 120s

45 x Denaturace 90 °C 20s

45 x Amplifikace 60 °C 30s
95°C 15s

Ix Stanoveni kiivky tani 60 °C 60s
60 °C -95°C |318s

1x Zchlazeni 95°C-40°C |22s

Jako referencni geny byly navrZzeny geny pro beta-2-mikroglobulin (B2m),
hypoxantin-guanin fosforibosyltransferazu (Hprt), fosfoglycerat kinazu 1 (Pgkl) a tyrosin
3-monooxygendzal tryptofan 5-monooxygendza aktivujici protein zeta (Ywhaz). U&innost
pouzitych oligonukleotidli byla pomoci sestrojeni standardni kiivky ovétfena na fetalnich SCN

mPer2"“ mysi piipravenych laserovou mikrodisekci (osobni sdélent).

Analyza probihala v programu LighCycler® 480 SW1.5. Po kazdém RT-qPCR probéhla
analyza ktivek tani za i¢elem detekce nespecifickych produktii. Pro vypocet relativni exprese
v Microsoft Excel byla pouzita metoda AACt (Livak & Schmittgen, 2001) s vyuZitim priméru
tii referencnich genl Hprt, Pgkl a Ywahz. Kontrolni vzorek byl pfipraven z E17 SCN

explantatu vykazujici pravidelny rytmus a vysokou amplitudu.
AACt = ACt testovaného vzorku — ACt kontrolniho vzorku, kde

ACt testovaného vzorku = Ct cilového genu — Ct priiméru referencnich genti
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5 Vysledky

5.1 Vliv aplikace DEX na parametry cirkadiannich hodin E17 SCN

Pro stanoveni vlivu GC na fetalni SCN in vitro, byl k E17 SCN explantatim aplikovan VEH
nebo 1uM DEX. Reprezentativni kiivky (Obr. 7) znazornujici zdznamy PER2-bioluminiscencie
explantati pti aplikaci DEX nebo VEH na vzestupu hladiny proteinu PER2, mezi CT 0-12
a aplikaci na poklesu hladiny proteinu PER2, mezi CT 12-24.

A)  Aplikace DEX na vzestupu hladiny PER2

2

Aplikace DEX na poklesu hladiny PER2

[<2]

[=3

o
]

[=2]

(=4

o
1

400 400

200 200

Bioluminiscence (pocet fotonui/s)
Bioluminiscence (pocet fotonu/s)

0 T T ir T T 1 0 T T T T T 1
0 24 48 72 96 120 144 0 24 48 72 96 120 144
Cas (hodiny) Cas (hodiny)
C) Aplikace VEH na vzestupu hladiny PER2 D) Aplikace VEH na poklesu hladiny PER2
@ 1000 @ 1000
3 3
c c
[*] [<]
8 800+ : S 800+ :
g 600 g 600
§ 400} \\,/\'/\ \ % 400} \7(&%\@[\
. 4 Vpﬂ

AVAVAN 1"V AL
£ ZOO-W £ 2007 : -
£ / 5 :
= . 3 :
2 : 2 :
m 0 T T 1T T T 1 m 0 T T T T T 1

0 24 48 72 96 120 144 0 24 48 72 96 120 144

Cas (hodiny) Cas (hodiny)

Obr. 7 Reprezentativni zaznamy PER2-bioluminiscence E17 SCN s aplikaci A) DEX v CT 0-12, B) DEX v CT
12-24 C) VEH v CT 0-12, D) VEH v CT 12-24. Na ose x je vynesen cas vyjadreny v hodindch nahrdvani
PER2-bioluminiscencie v pristroji LumiCycle. Osa y predstavuje namérenou bioluminiscenci vyjadrenou poctem
emitovanych fotoni za sekundu. Svisla prerusovand cara znaci aplikaci 1uM DEX, nebo VEH.
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Statistické porovnani prokazalo rozdilny vliv aplikace 1uM DEX (n = 20) oproti VEH
(n = 20) (Tab. 11). Po aplikaci DEX v porovnani s VEH doslo k signifikantnimu zvySeni
amplitudy prvniho cyklu nasledujiciho aplikaci (akutni zméné v amplitud€). Zvyseni amplitudy
po aplikaci DEX pietrvavalo po dalsi dva cykly. Na délku periody neméla aplikace DEX vliv
(Obr. 8 ). DEX byl nésledné aplikovan v koncentracich 10uM (n =16) DEX a 100uM DEX
(n =16). Zvyseni koncentrace nevedlo ke zvySeni vlivu DEX na amplitudu E17 SCN (Obr. 9).

Signifikantni rozdil nebyl zaznamenan ani ve zmén¢ periody (Tab. 11).

Akutni zména v amplitudé Zména v amplitudé Zména v periodé
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Obr. 8 Porovndni rozdilu v akutni zméné amplitudy, zmeéné amplitudy jednotlivych cyklii a ve zméné v periodé
po aplikaci VEH nebo 1uM DEX. Nepdrovy t-test prokdzal signifikantni zvySeni amplitudy po 1uM DEX oproti
VEH (**p < 0,005). Dvoufaktorova ANOVA ndsledovand Sidikovym vicecetnym srovndvacim testem prokdzala
signifikantni zvySeni amplitudy prvniho cyklu po aplikaci DEX (**p < 0,005) a dvou nasledujicich cyklii
(*p < 0,05). Neparovy t-test nepoukdzal na signifikantni rozdil v periodé pri aplikaci 1uM DEX oproti VEH
(p > 0,05). Data jsou vynesena jako hodnoty jednotlivych explantatii a jejich priimér + SD.

Tab. 11 Statisticka analyzy dat z LumiCycle Analysis pri aplikaci VEH, nebo 1uM DEX

Statisticky test Porovnévany parametr Porovnavany par p hodnota

Zmeéna v normalizované
amplitudé jednotlivych cykli

%Yg‘,llf;aktom"é ,ANQtV/?’ 4. cyklus VEH vs. IWM DEX | #%0,001
idakuv srovnavaci tes
5. cyklus VEH vs.1uM DEX *0,0206
6. cyklus VEH vs. 1uM DEX *0,014
L, Akutni zména v amplitudé VEH vs. 1uM DEX *%0,0028
Nepéarovy t-test — "
Akutni zména v periodé VEH vs. 1uM DEX 0,3185
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Obr. 9 Porovndni rozdilu v akutni zméné amplitudy, amplitudy jednotlivpch cyklii a ve zméné v periodé
po aplikaci VEH, nebo 1uM, 10uM, 100uM DEX. Jednofaktorova ANOVA nasledovana Dunnettovym viceCetnym
srovndvacim testem prokdzala zvyseni amplitudy pri aplikaci 1uM DEX oproti VEH (*p < 0,05). Dvoufaktorova
ANOVA nasledovana Sidakovym vicecetnym srovndvacim testem prokdizala zvyseni amplitudy prvniho cyklu
po aplikaci 1uM, 10uM, 100uM DEX a nasledujicich dvou cyklii (¥p < 0,05). Nepdrovy t-test nepoukdzal
na signifikantni rozdil v periodé 1uM DEX oproti VEH (p > 0,05). Data jsou vynesena jako hodnoty jednotlivych

explantatit a jejich priumer £ SD.

Tab. 12 Statisticka analyzy dat z LumiCycle Analysis po aplikaci VEH, nebo 1uM, 10uM, 100uM DEX

Statisticky test Porovnavany parametr Porovnavany par p hodnota
Zmeéna v normalizované
amplitude jednotlivych cyklu
VEH vs. 1uM DEX **0,0015
4. cyklus VEH vs. 10uM DEX **0,0011
Dvoufaktorova ANOVA, VEH vs. 100uM DEX **0,007
Dunnettiiv srovnavaci VEH vs. 1uM DEX *0,0201
test 5. cyklus VEH vs. 10uM DEX *0,0106
VEH vs. 100uM DEX 0,0922
VEH vs. 1uM DEX *0,0144
6. cyklus VEH vs. 10uM DEX *0,029
VEH vs. 100uM DEX 0,3481
VEH vs. IuMDEX *0,0124
) Akutni zména v amplitudé VEH vs. 10ul DEX 0,0853
I eg?l?lf;‘gtirv";’:‘oégggﬁ VEH vs. 100ul DEX | 0,1649
test VEH vs. 1ul DEX 0,5813
Zména v periode VEH vs. 10ul DEX 0,125
VEH vs. 100ul DEX 0,9952
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Specificita piisobeni DEX byla ovéfena pomoci blokady GR aplikaci 1uM MIF.
Statistické porovnani prokazalo rozdilny vliv aplikace MIF (n = 20) oproti aplikaci VEH
(n=20) (Tab. 13). V ptipad¢ aplikace MIF doslo ke snizeni vlivu DEX na amplitudu E17
(Obr. 10)

Akutni zména v amplitudé Zména v amplitudé Zména periody
*
5.0 1.2 1.4
a5 ! S -~ VEH + DEX .
[ B - -
T 4.0 £10 -+ MF+DEX & |
£ 3.5+ £ 0.8 = (]
g 3.0 © 5 : &
g 3. (] “© o o (]
Sa254 £ 0.6- = 1.0- ’%%’ T
S 2.0 L 3 >
> o - °
£ 1.5+ & 047 : ko
o ° © : O 0.8 °
& 1.0 %02 = € 0.24 : x
0.5 . o
0.0-— : Z 00— —T 0.6-— .
5 1 2 3 4 5 6 4 o
& & o & &
Q‘x < Poradi piku Q\x <&
& 8 & 8§

Obr. 10 Porovnani rozdilu v akutni zméné amplitudy, zméné v amplitudy a v zméné v periodé po aplikaci
VEH + 1uM DEX, nebo 1uM MIF + 1uM DEX. Neparovy t-test prokazal signifikantni snizeni amplitudy
pri aplikaci 1uM MIF oproti VEH (*p < 0,05). Dvoufaktorova ANOVA nasledovand Sidakovym vicecetnym
srovadvacim testem prokdzala signifikantni snizeni amplitudy prvniho cyklu pri aplikaci 1uM MIF oproti VEH
(*p < 0,05). Neparovy t-test nepoukdzal na signifikanti rozdil v periodé pri aplikaci 1uM MIF oproti VEH
(p > 0,05). Data jsou vynesena jako hodnoty jednotlivych explantatit a jejich priimér + SD.

Tab. 13 Statisticka analyay dat z LumiCycle Analysis po aplikaci VEH + 1uM DEX, nebo 1uM MIF + 1uM DEX

Statisticky test Porovnavany parametr Porovnavany par p hodnota

Zména v normalizované
amplitude jednotlivych cyklu

Dg\./gl’llt;aktorové A NC,)VA’ 4. cyklus VEH + DEX vs. MIF + DEX | #0,0346
kv srovnavact test 5. cyklus VEH + DEX vs. MIF + DEX | 0,2481
6. cyklus VEH + DEX vs. MIF + DEX |0,1524

Akutni zména v amplitudé | VEH + DEX vs. MIF + DEX | *0,0262
Akutni zména v periodé VEH + DEX vs. MIF + DEX | 0,184

Nepéarovy t-test
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Reprezentativni

kiivky (Obr. 13)

predstavuji  dvoudenni

zaznamu

PER2-bioluminiscence pii aplikaci DEX v riznych fazich cirkadianniho cyklu. Reprezentativni

kiivky (Obr. 14) ptedstavuji dvoudenni usek zdznamu PER2-bioluminiscence pii aplikaci VEH

nebo MIF + DEX. Signifikantni rozdil zvySeni amplitudy v zavislosti na CT aplikace (Obr. 11)

nebyl pozorovan (Tab. 14). Mira odpovédi se mezi jednotlivymi explantaty liSila (Obr. 12).

Zména v akutni amplitudé v zavislosti na CT aplikace

e%e
> ‘e *
w *3
[ Y ~$ ® '.- ------ g
L @ rY Y}

5.0
1] -
5 4.5 .
:E 4.0 .
= 3.5+ .
£ 3.04 ®
5 25+ )
- - .
S 2.0 0319%50°
5151 oot
S o] a3
¥ 0.5- o
0.0

| I 1 1
CT0-6 CT6-12 CT12-18 CT 18-24

14M, 10pM, 100uM DEX
VEH + 1uM DEX

Obr. 11 Zména v akutni amplitudé pii aplikaci DEX nebo VEH + DEX v CT 0-6, CT 6-12, CT 12-18, CT 18-24.
Jednofaktorova ANOVA s Turkyho testem nepotvrdila signifikantni rozdil v zavislosti na CT aplikace (p > 0,05).
Data jsou vynesena jako hodnoty jednotlivych explantatii a jejich primér + SD.

Tab. 14 Statistické porovnani zmeény v amplitudé pri aplikaci DEX v CT 0-6, CT 6-12, CT 12-18, CT1 18-24

Statisticky test Porovnavany parametr Porovnavany par p hodnota
CT 0-6 vs. CT 6-12 0,0668
CT 0-6 vs. CT 12-18 0,0983
Jednofaktorovda ANOVA, Akutni zména CT 0-6 vs. CT 18-24 0,9990
Turkyho test v amplitudé CT 6-12vs. CT 12-18 0,9551
CT 6-12 vs. CT 18-24 0,2680
CT 12-18 vs CT 18-24 0,2274
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Akutni zména v amplitudé pfi aplikaci DEX

=3 22.00% <1
B 32.00% 1-1,5
B 14.00% 1,5-2
B 32.00% >2

Akutni zména v amplitudé pfi aplikaci VEH + DEX

3 17.31% <1
B 51.92% 1-15
B 15.38% 1,5-2
m 15.38% >2

Akutni zména v amplitudé pfi aplikaci VEH

= 50.00% <1
B 40.00% 1-1,5
m 500% 1,5-2
m 5.00% >2

Obr. 12 Mira akutni zmény amplitudy u jednotlivych explantatii p¥i aplikaci DEX, VEH + DEX a VEH.
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Obr. 13 Reprezentativni zaznamy PER2-bioluminiscence E17 SCN s aplikaci DEX v 8 usecich cirkadianniho
cyklu: CT 0-3, CT 3-6, CT 6-9, CT 9-12, CT 12-15, CT 15-18, CT 18-21, CT 21-24.
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Obr. 14 Reprezentativni zaznamy PER2-bioluminiscence E17 SCN s aplikaci VEH (fialova) nebo MIF + DEX
(tyrkysova) v 8 usecich cirkadianniho cyklu: CT 0-3, CT 3-6, CT 6-9, CT 9-12, CT 12-15, CT 15-18, CT 18-21,
CT 21-24.
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U explantatd, u nichz probéhla aplikace DEX, VEH nebo MIF + DEX v CT 15-18,5, byl
zméten fazovy posun. Fazovy posun byl uréen rozdilem v predpokladané fazi (extrapolovana

sinusoida) a skute¢n¢ namétené fazi (zdznam luminiscence po aplikaci) (Obr 15.)
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Obr. 15 Zaznamy PE2-bioluminiscenéniho rytmu E17 SCN explantdtii v piistroji LumiCycle. Bila sinusoida
predstavuje zaznamenanou bioluminiscenci, zlutd pricna cara Cas aplikace (CT 15-18,5) a cervend sinusoida
predpokladané prirozené pokracovani rytmu bez jakékoliv manipulace s explantaty, A) aplikace vyvolala fazové
predbéhnuti, B) aplikace nevyvolal fazovy posun, C) aplikace vyvolala fazové zpozdeni.
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Aplikace DEX (n =7) v CT 15-18,5 u E17 SCN nevyvolala zddny fdzovy posun nebo
vyvolala fazové predbéhnuti. Aplikace VEH nebo MIF + DEX (n = 7) nevyvolala zadny posun

nebo vyvolala fAzové zpozdéni (Obr. 15) (Tab. 15).

Fazovy posun pfi aplikaci v CT 15 - 18,5

Xk Xk
124 | .'
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Obr. 16 Fazovy posun rytmu E17 SCN po aplikaci DEX, VEH nebo MIF + DEX v CT 15-18,5. Data jsou
vynesena jako hodnoty jednotlivych explantatii a jejich primeér + SD.

Tab. 15 Statisticka analyza fazového posunu pri aplikaci v CT 15-18,5.

Statisticky test Porovnavany parametr

Porovnavany par

p hodnota

Neparovy t-test Fazovy posun

DEX vs. VEH, MIF + DEX

*%0,0070
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5.2 Mechanismy ptsobeni GC v E17 SCN

5.2.1 Analyza degradace proteinu PER2

Pro detekci vlivu DEX na dynamiku degradace proteinu PER2 byla s vyuzitim CHX inhibovana
de novo transkripce. Reprezentativni bioluminiscencni kiivky (Obr. 17 A)). dokumentujici
pribéh pokusu. Statistické porovnani (Tab. 16) nepoukdzalo na signifikantni rozdil v rychlosti
degradace PER2 ani maximalni doby akumulace PER2 po odmyti CHX pfi aplikaci DEX
(n=12) oproti aplikaci VEH (n = 12)

A) Degradacni esej s vyuzitim cykloheximidu B) Degradaéni kfivka PER2 © Akumulace PER2
g 10007 cHx i Odmyti CHX & 100 77
E 400 BEXNEH% sVymena média — DEX g — VEH
> : ~— VEH & — DEX
g 600 g
8 g %0
£ 400 b
Q ®
2 N
c —
£ 200+ g
£ g
2 : J K]
o 0 | — T T 1 & 0-1 T T 1
0 24 48 72 96 120 0 4 8 12 VEH DEX
Cas (hodiny) Cas (hodiny)

Obr. 17 Reprezentativni zdaznamy PER2-bioluminiscence E17 SCN v priabéhu degradalni eseje.
A) Reprezentativni zdznamy PER2-bioluminiscence E17 SCN v pribéhu degradacni eseje Prvni svisld
prerusovana cara znaci aplikaci CHX + VEH, nebo DEX, druha prerusovana ¢ara znaci odmyti CHX a vyménu
média, B) Degradacni kiivka proteinu PER2 s vysledky z 1. a 2. opakovani, F-test nepoukdzal na signifikantni
rozdil (p > 0,05) C) Doba, za kterou je dosazeno maximalni akumulace proteinu PER2 po odmyti CHX, nepdrovy
t-test nepoukazal na signifikantni rozdil (p > 0,05).

Tab. 16 Statisticka analyzy dat z LumiCyclu z degradacni eseje.

Statisticky test | Porovnavany parametr Porovnavany par ho dII)lO ta (DI]§X) (VI]gH)
Degradacni kiivka
PER2
F-test 1. opakovani CHX + VEH vs. CHX + DEX | 0,5845 | 0,5279 | 0,5627
2.opakovani CHX + VEH vs. CHX + DEX | 0,4016 | 0,4639 | 0,4275

1.+2.0opakovani CHX + VEH vs. CHX + DEX | 0,9433 | 0,4893 | 0,4869
Akumulace proteinu
Neparovy t-test PER2
1.+ 2. opakovani CHX + VEH vs. CHX + DEX | 0,4367
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5.2.2 Inhibice PKA a PKC signalnich drah

Jako dalsi z potencialnich mechanismii piisobeni GC ve fetilnich SCN byla navrZena
interference DEX se signalnimi drahami PKA a PKC. Inhibice PKA (Obr. 18) (Tab. 17) ani
PKC (Obr. 19) (Tab. 18) nevedlo ve fetalnich SCN ke snizeni vlivu DEX na zvySeni amplitudy.

Akutni zména v amplitudé Zména v amplitudé Zména periody
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Obr. 18 Porovndni rozdilu v akutni zméné amplitudy, ;méné amplitudy a zméné v periodé po aplikaci
VEH + 1uM DEX, nebo 1uM H-89 +1uM DEX . Nepdrovy t-test neprokdzal zménu v amplitudé po aplikaci
VEH + 1uM DEX, oproti 1uM H-89 +1uM DEX (p > 0,05). Dvoufaktorovi ANOVA ndsledovand Siddkovym
vicecCetnym srovndvacim testem neprokdzala signifikantni zvysSeni amplitudy prvniho cyklu amplitude po aplikaci
VEH + 1uM DEX, oproti 1uM H-89 +1uM DEX (p > 0,05). Nepdarovy t-test nepoukdzal na signifikantni rozdil
v periodé pri aplikaci VEH + 1uM DEX, oproti luM H-89 +1uM DEX (p > 0,05). Data jsou vynesena jako
hodnoty jednotlivych explantatii a jejich priumeér + SD.

Tab. 17 Statisticka analyza dat z LumiCyclu po aplikaci VEH + DEX, nebo H-89 + DEX.

Statisticky test Porovnavany parametr Porovnavany par p hodnota

Zména v normalizované
amplitudé jednotlivych cyklu

%V.g‘,llfakto“wé ANOVA, 4. cyklus H-89 + DEX vs. VEH + DEX |>0,9999
dakuv srovnavact test 5. cyklus H-89 + DEX vs, VEH + DEX |0,9997
6. cyklus H-89 + DEX vs. VEH + DEX | 0.9975

Akutni zména v amplitudé¢ | H-89 + DEX vs. VEH + DEX | 0,9069

Nepéarovy t-test

Akutni zména v periodé H-89 + DEX vs. VEH + DEX | 0,2054
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Akutni zména v amplitudé Zména v amplitudé Zména v periodé
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Obr. 19 Porovndani rozdilu v akutni zméné amplitudy, zméné amplitudy a zméné v periodé po aplikaci
VEH + 1uM DEX, nebo 10uM Gé 6983+1uM DEX. Nepdrovy t-test neprokdazal zménu v amplitudeé po aplikaci
VEH + 1uM DEX, oproti 10uM Gé 6983+1uM DEX (p > 0,05). Dvoufaktorova ANOVA nasledovand Sidakovym
vicecCetnym srovndvacim testem neprokdzala signifikantni zvySeni amplitudy prvniho cyklu amplitude po aplikaci
VEH + 1uM DEX, oproti 10uM G6 6983+1uM DEX (p > 0,05). Nepdrovy t-test nepoukdzal na signifikannti rozdil
v periodé VEH + 1uM DEX, oproti 10uM Gé 6983+1uM DEX (p > 0,05). Data jsou vynesena jako hodnoty
Jednotlivych explantatii a jejich primer £ SD.

Tab. 18 Statisticka analyza dat z LumiCyclu po aplikaci VEH + DEX, nebo Go 6983 + DEX.

Statisticky test Porovnévany parametr Porovnavany par p hodnota

Zména v normalizované
amplitudé jednotlivych cykli

%‘fg‘,llfaktom"é ,ANQtV‘?’ 4. cyklus VEH + DEX vs. G 6983 + DEX | >0,9999
1dakuyv srovnavaci tes

5. cyklus VEH + DEX vs. G6 6983 + DEX | >0,0999

6. cyklus VEH + DEX vs. G6 6983 + DEX | >0,9999

Akutni zména v amplitudé | VEH + DEX vs. G6 6983 + DEX | 0,2661

Neparovy t-test —— — -
Akutni zména v periodé | VEH + DEX vs. G6 6983 + DEX | 0,3317

52



5.3 RT-qPCR z E17 SCN explantatii

Z explantati po 48 hodinach v kultivace a z explantati po 1 mésici kultivace byla v pilotnim

pokusu vyizolovana RNA a jeji koncentrace a ¢istota zmétena na piistroji NanoDrop (Tab. 19).

Tab. 19 Namérené hodnoty koncentrace NK, A260/4280 a CT hodnoty pro geny B2m, Per2, Bmall a Nrld.

Doba Pocet Koncentrace
ilives | eplomiEn | R il A260/A280 | CT B2m | CT Per2 | CT Bmall | CT Nridl
88,021 2,142 19,84 23,96 23,44 21

2 86,112 2,153 26,01 40 27,63 30,49

1 mésic 105,571 2,116 18,61 21,78 21,78 18,75

) 17,591 2,579 24,96 28,58 24,04 20,74

48,528 2,217 19,54 21,29 21,78 18,98

63,549 2,09 19,79 23,12 22,27 22,34

2 50,741 2,093 19,52 22,25 21,8 22,16

48 hodin 64,462 2,125 19,59 23,52 21,88 21,84

| 37,731 2,214 19,67 24,95 22,97 23,02

29,518 1,817 20 24,58 23,11 27,8

Nasledné byly otestovany zpiisoby skladovani explantati v ¢ase mezi jejich sejmuti

zinzertu a izolaci RNA. Zivotaschopné explantity po rizné dlouhé dobé kultivace byly

odebrany z inzertu a za a) pireneseny do RLT pufru s okamzitym dokoncenim procesu izolace

RNA (n = 8), b) pteneseny do RLT pufru s pfidanym BME a zamrazeny v -80 °C s naslednou
izolaci RNA po 3 dnech (n = 8), c) ptfeneseny do RNAlateru a uchovavéany v -6 °C s naslednou

izolaci RNA po 3 dnech (n = 6). U poloviny explantatd byl do procesu izolace zatazen krok

DNazového stépeni. Mezi jednotlivymi zptsoby skladovani pied izolaci nebyl zaznamenan

vyrazny rozdil (Tab. 20).

Tab. 20 Namérené koncentrace NK a A260/4A280 pri riiznych zpusobech skladovani explantatii do izolace RNA.

Doba Pocet Zpisob Stépeni Koncentrace NK
kultivace | explantatt skladovani DNAzou (ng/ul) AL
RLT, okamzZita Ano 6,151-27,577 | 2,054 -2,187
izolace RNA Ne 39,394 - 78,592 | 1,196 -2,113
2-4 1 RLT + BME Ano 19,506 - 70,988 | 2,066 - 2,136
tydny -80 °C Ne 15,563 - 59,389 | 1,890 - 2,106
Ano 15,416 - 49,293 | 2,067 - 2,107

RNAlater

Ne 40,605 - 51,175 | 1,969 - 2,109
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Jako referencni geny byly navrzeny B2m, Hprt, Pgkl a Ywhaz. Pro AACt metodu

vypoctu relativni exprese byla nasledné zvolena kombinace Hprt, Pgkl a Ywhaz (Obr. 20, 21).
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Obr. 20 Ct hodnoty referencnich genit B2m, Hprt, Pgkl a Ywhaz jednotlivych explantatii.
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Obr. 21 Amplifikacni kiivky a kiivky tini referencnich genu Hprt a Pgkl. CT hodnoty dvou negativnich kontrol,

vody a RNA, se blizi 40 a na kifivce tani je miZzeme videt jako nespecifické produkty.
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5.3.1 Exprese hodinovych geni vCT5a CT 17

S vyuzitim RT-qPCR byla porovnéna relativni exprese ¢tyt hlavnich hodinovych geni, Perl,

Per2, Bmall a Nridl uexplantati v CT 5 (n=7)a CT 17 (n =7) (Obr. 22). Signifikantni rozdil

byl zaznamenan pouze v ptipadé Nridl (Tab. 21).
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Obr. 22 Relativni genova exprese Perl, Per2, Nrldl a Bmall u E17 SCN explantatii v CT 5 a CT 17. Neparovy
t-test poukdzal na signifikantni rozdil u Nrldl (**p < 0,005), u Perl, Per2 a Bmall nebyla presahnuta hranice
signifikance (p > 0,05). Data jsou vynesena jako hodnoty jednotlivych explantatii a jejich prumeér £ SD.

Tab. 21 Statisticka analyza relativni genové exprese Perl, Per2, Nridl a Bmall v EI7 SCNv CT5a CT 17.

Relativni genova exprese

Nepéarovy t-test

Porovnavany par 1 st
o Perl | Per2 | Nrldl | Bmall
CT 5vs.CT 17 0,1200 | 0,6835 | **0,0032 | 0,3620
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5.3.2 Aplikace DEX v CT 4 a CT 16 in vitro

DEX nebo VEH byl aplikovan k explantatim v CT 4 (n=14) aCT 16 (n = 16) a 1h od aplikace
byla zmétena relativni genova exprese pro c-Fos, Vip, Nr3cl, Fkbp5, Sgkl a Gilz. DEX (n =15)
nebo VEH (n = 5) byl dale aplikovan k explantatiim v CT 16 a po 3h od aplikace byla zmétena
relativni genova exprese pro c-Fos, Vip, Nr3cl, Fkbp35, Sgkl,Gilz, Perl, Per2 a E4bp4 (Obr. 23,
24). Vzhledem k vysoké citlivosti E17 SCN na nespecifickou manipulaci byla dile métena
genova exprese zminénych gentl u explantatl, u kterych neprobéhla aplikace DEX, ani VEH
anebylo snimi jakkoliv manipulovano (n = 4). Z divodu vysoké citlivosti explantati
na nespecifické manipulace byl pocet nemanipulovanych explantati vzorka zvysen u c-Fos
(n=28). Gilz nebyl ve fetalnich SCN vubec detekovan. Statistické porovnani prokazalo
zvysenou hladinu c-Fos po 1h od aplikaci DEX v CT 16 oproti VEH a nemanipulovanym
explantatim (Tab. 23). Hladina mRNA Zadného s dalSich testovanych nebyla aplikaci DEX
ovlivnéna (Obr. 23, 24)

Per1 Per2 E4bp4
4.0 2.0 3.0
% 3.59 8 o ° % 2.5
g 3.0 . g 1.5 g
% 2.5- X x 207
t - ° > 1.0+ t 1.5
= 2.0 c c 1 e .
2 1.5 2 2
- - = 1.0
T 1.0- 8 0.5+ )
[} Qo S 054
¥ 054 (14 x v
0.0- 0.0- 0.0-
e A S
x x x x x x
R\ & R o@" RS &
'\6 \6 y\b y\b \6 \6
¢ d S ¢ $

Obr. 23 Relativni genova exprese Perl, Per2 a E4bp4 po 3h od aplikace DEX nebo VEH v CT 16. Nepdrovy
t-test nepoukadzal na signifikantni rozdil u zadného z testovanych genii (p > 0,05). Data jsou vynesena jako hodnoty
jednotlivych explantatit a jejich priumér + SD.

Tab. 22 Statisticka analyza relativni genové exprese Perl, Per2 a E4bp4 po 3h od aplikace DEX nebo VEH v CT.

Relativni genova exprese
Neparovy t-test

p hodnota
Perl | Per2 | E4bp4
CT 16 VEH + 3h vs. CT 16 DEX +3h | 0,8944 |0,6757 |0,3888

Porovnavany par
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Obr: 24 Relativni genova exprese c-Fos, Vip, Nr3cl, Fkbp5, Sgkl po 1h a 3h od aplikace DEX nebo VEH v CT
4 nebo CT 16, véetné explantdtii u kterych aplikace viibec neprobéhla. Jednofaktorova ANOVA se Sidakovym
vicecCetnym srovndvacim testem vybranych pari prokdzala vyznamné zvyseni hladiny c-Fos po 1h piisobeni DEX
pri aplikaci v CT 16 (****p < 0,0001). U dalsich testovanych genii nebylsignifikantni rozdil v hladiné mRNA
zaznamenan (p >0,05). Data jsou vynesena jako hodnoty jednotlivych explantatii a jejich priimér + SD.
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Tab. 23 Statisticka analyza relativni genova exprese c-Fos, Vip, Nr3cl, Fkbp5, Sgkl po 1h a 3h od aplikace DEX
nebo VEH v CT 4 nebo CT 16, véetné explantatii u kterych aplikace vitbec neprobéhla.

Relativni genova exprese

Jednofaktorova ANOVA, Sidakuv viceéetny srovnavaci test vybranych pari

Porovnavany par p hodnota

c-Fos Vip Nr3cl Fkbp5 Sgkl
Bez aplikace vs. CT 4 VEH + 1h 0,3533 0,6702 0,9609 0,9992 >0,9999
Bez aplikace vs. CT 4 DEX + 1h 0,772 0,5871 >0,9999 0,9977 0,9994
Bez aplikace vs. CT 16 VEH + 1h 0,1529 0,865 0,7198 0,0791 0,9648
Bez aplikace vs. CT 16 DEX + 1h *#%%<0,0001 | 0,3308 0,9697 0,9922 0,9883
Bez aplikace vs. CT 16 DEX + 3h 0,7966 >0,9999 |>0,9999 0,2619 >0,9999
Bez aplikace vs. CT 16 VEH + 3h 0,9099 >0,9999 10,9891 0,9995 >0,9999
CT4 VEH + lhvs. CT4 DEX + 1h 0,9998 >0,9999 10,9948 0,1589 0,9992
CT 16 VEH + 1h vs. CT 16 DEX + 1h | **0,0012 0,9866 0,9993 0,81 >0,9999
CT 16 DEX +3hvs. CT 16 VEH + 3h  [>0,9999 >0,9999  >0,9999 0,4469 >0,9999
CT 16 DEX + 1h vs. CT 16 DEX + 3h | **0,0025 0,4354 >0,9999 >0,9999 0,9848
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6 Diskuze

6.1 Vliv DEX na parametry cirkadiannich hodin ve fetalnich SCN

Citlivost SCN vu¢i matefskym GC byla prokazana ve fetalnim i brzce postnatalnim obdobi
(Astiz et al., 2020; Ce¢manova et al., 2019; Olejnikova et al., 2018). Nedavna studie zabyvajici
se aplikaci DEX in vivo a in vitro prokazala vyznamny vliv GC jak pfi synchronizaci, tak
pii vyvoji fetalnich SCN (Ceémanova et al., 2019). Diplomova prace navazuje na tyto vysledky
s cilem bliz§iho objasnéni mechanismu ptisobeni GC ve fetalnich SCN. V prvni ¢asti prace byl
s vyuzitim organotypickych E17 SCN explantatti mPer2“ mysi ovéfen vliv aplikace DEX
invitro na parametry cirkadiannich hodin. V soucasné dobé& pouzivané explantity jsou
ptipravovany vylepSenym zpiisobem, a sice pomoci mechanického sekdcku, na rozdil od diive
pouzivaného zptisobu mikrodisekce niizkami ve studii Ceémanové (2019). Dalsim rozdilem
v metodickém pfistupu oproti ptechozi studii je zvySeni koncentrace DEX z 100nM na 1uM
DEX, a to z divodu potencialniho vlivu vyssi koncentrace DEX pfi ptisobeni na E17 SCN
explantaty. Nasledn¢ byl DEX testovan také v koncentracich 10uM a 100uM. In vitro aplikace
1uM DEX k E17 SCN explantatim vedla v souladu s pfedchozimi vysledky Ceémanové (2019)
k signifikantné vyraznéj$Simu zvyseni amplitudy nez aplikace VEH. ZvySeni amplitudy prvniho
cyklu po aplikaci DEX bylo pozorovano pii aplikaci na vzestupu i poklesu hladiny proteinu
PER2. ZvySena amplituda u explantatii s aplikovanym DEX pfetrvavala po dobu dalSich dvou
cykla. Zvyseni amplitudy bylo pozorovano také pii aplikaci 10uM a 100pM. Vzhledem k tomu,
ze stejny vliv DEX byl pozorovén jiz pfi pouziti 100nM koncentrace ve studii Ce¢manové
(2019), dochazi pravdépodobné ve fetalnich SCN k saturaci GR jiz pti niz§i koncentraci 100nM
DEX a aplikace vysSich koncentraci vede u E17 SCN explantati ke stejné odezve.

U fetalnich SCN dochazi postupem casu pfi kultivaci in vitro k pfirozenému sniZovani
amplitudy (Ce¢manova et al., 2019). Tento proces (angl. damping) je pozorovatelny také
v perifernich tkénich (Yamazaki et al., 2000; Yoo et al., 2004). V dospélém SCN je rytmus
velmi robustni a k postupnému snizovani amplitudy dochazi pomaleji. V pfipade, Ze
v dospélém SCN byly zablokovany Na+ napét'ove zavislé kanalky a mezi neurony nemohl byt
Siten akéni potencidl, vSak zrychlilo postupné snizovani amplitudy také v dospélych SCN.
(Yamaguchi et al., 2003). Fetalni SCN obsahuji mensi mnozstvi synapsi (R. Moore & Bernstein,
1989) a k postupnému snizovani amplitudy in vitro tak pravdépodobné dochézi v disledku
nedostate¢ného spojeni mezi jednotlivymi neurony. ZvySeni amplitudy na tkdilové trovni
pozorované po aplikaci DEX tak mlzZe odraZet skutecnost, ze GC pfispivaji ve fetalnich SCN

k mezibunécéné komunikaci a zvysuji integritu vyvijejici se nervove tkane.
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Jednotlivé E17 SCN explantaty se ve své citlivosti vi¢i DEX 1isi. U nékterych explantat
doslo k vétsimu zvyseni amplitudy, nez u explantatii jinych ¢i ke zvySeni amplitudy vibec
Ce¢manové (2019), kdy zvySeni amplitudy dosahovalo mezi jednotlivymi explantaty
rozdilnych hodnot (Ce¢manova et al., 2019). P¥i¢ina rozdilné citlivosti explantatt viéi GC neni
zcela jasnd. Jednim z moznych vysvétleni je mirna odliSnost ve fazi vyvoje, ve které se SCN
nachazi pfi odbéru z matky. Rozdilna faze vyvoje cirkadidnniho rytmu v SCN jednotlivych fetd
byla zaznamenana ve stadiu E14,5 kdy byl u nékterych explantatii zaznamenana rytmus
v PER2-bioluminiscenci, zatimco u jinych ne (Carmona-Alcocer et al., 2018). Krom¢ vyvoje
cirkadiannich hodin SCN in vivo byl postupny vyvoj rytmu pozorovan také v in vitro
podminkach (Ce¢manova et al., 2019; Wreschnig et al., 2014). Je tedy mozné, e rozdil
citlivosti jednotlivych explantat je dana odliSnym stadiem in vitro vyvoje rytmu E17 SCN
explantati. Dal$im z moznych vysvétleni je zplUsob odbéru explantatl, kdy dochazi
k mirnym odliSnostem mezi jednotlivymi fezy, a to napiiklad posunuti fezu kaudalnim c¢i
rostralnim smérem. U dospé€lych SCN je dorzalni ¢ast SCN funkéné odlisna od kaudalni Casti
(Yan et al., 2007), a je tedy mozné, ze funkéni odliSnost mezi dorzalni a kaudalni ¢asti SCN

zacina jiz ve fetalnim obdobi.

Perioda zistala po aplikaci DEX neovlivnéna. V tom se ziskana vysledky odliSuji
od prvotnich vysledkii Ce¢manové (2019), kdy aplikace DEX vedla k prodlouZeni periody,
zatimco aplikace VEH k prodlouzeni periody nevedla (Ce¢manova et al., 2019). Tento rozdil
muize mit pric¢inu napiiklad v jiném zplsobu piipravy explantatii nebo ve vyse diskutované

rozdilné citlivosti jednotlivych explantatii.

Specificita pisobeni DEX byla dale ovétena pomoci antagonisty GR, MIF. Aplikace MIF
vedla k vyraznému sniZeni vlivu DEX na amplitudu E17 SCN explantatli, ¢imzZ bylo potvrzeno

specifické ptisobeni DEX pfes GR. Na zménu periody neméla aplikace MIF zadny vliv.

Fazové responzi kiivka Ceémanové (2019) poukazala na vyznamny rozdil piisobeni DEX

a VEH pfi aplikaci v CT 15-18. Aplikace VEH v tuto dobu vedla k fdzovému zpozdéni, zatimco
aplikace DEX k fazovému ptedbehnuti. K fazovému ptredbéhnuti nedoslo, pokud byly GR
pred aplikaci DEX zablokovany pomoci MIF (Ce¢manova et al., 2019). Za ucéelem ovéfeni
zvySené citlivosti fetalnich hodin vi¢i DEX pfi aplikaci v této ¢asti cirkadidnniho cyklu byl
u explantati, u kterych probéhla aplikace v CT 15-18,5, zméfen fazovy posun. V souladu
s predchozimi vysledky Ceémanové (2019) pii aplikaci DEX doslo k pfedbéhnuti faze
a u explantatid s aplikovanym VEH, nebo MIF + DEX k faizovému zpozdéni. U nékterych
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explantatii k posunu faze téméi nedoslo, coz muze byt dano vyse diskutovanou rozdilnou

citlivosti vii¢i GC mezi jednotlivymi explantaty.

6.2 Mechanismy piisobeni GC ve fetalnich SCN

Vzhledem k pozorovanému fazovému predbéhnuti v CT 15-18 pii aplikaci DEX in vitro, byl
v druhé &asti studie Ce¢manové (2019) v ZT 15 DEX aplikovan in vivo bfezim samicim. V. SCN
fetl, jejichz matkam byl injekéné aplikovan DEX, byla zaznamenana snizena hladina c-Fos
oproti SCN fetl, jejichz matkam byl injekéné aplikovan VEH. Prekvapivé, v zddném
z ¢asovych bodii od 1h do 8 h po injek¢ni aplikaci DEX nebo VEH nebyla ve fetalnich SCN
zaznamenana regulace genové exprese Perl, Per2, ani zadného jiného z testovanych genii
(Ce¢manova et al, 2019). Druha ¢ast diplomové prace se proto vénuje potencialnim
mechanismim ptsobeni GC vedouci ve fetalnich SCN k regulaci transkripce c-Fos a fAzovému

ptedbéhnuti hodin jinym zpisobem, nez indukci transkripce hodinovych genii Perl a Per?.

Prvnim z pfistupil byla analyza degradace proteinu PER2, kdy byla s vyuzitim inhibice
de novo transkripce CHX méftena rychlost degradace proteinu PER2 pii aplikaci DEX. Vliv
DEX na dynamiku degradace PER2 byl zaznamenan v choroidnim plexu (Liska et al., 2021).
Ve fetalnich SCN vSak nebyl zaznamenan signifikantni rozdil v dynamice degradace PER2
pti aplikaci DEX oproti VEH. Stejné tak nebyl zaznamendn vliv DEX na rychlost akumulace
proteinu PER2 po odmyti CHX. Vysledek prokazal, Ze DEX nema vliv na drahy souvisejici
s degradaci PER2 proteinu.

Jako dalsi z moznych mechanismti ptisobeni GC ve fetdlnich SCM byla navrhnuta
interference DEX se signalnimi drahami vedoucimi k fosforylaci CREB a regulaci genové
exprese c-Fos. V dospélych SCN jsou do regulace c-Fos mimo jiné zapojeny kinazy PKA
a PKC (Jakubcakova et al., 2007; Tischkau et al., 2003). Interference DEX a PKA signaliza¢ni
drahy navic byla zaznamenana také u perifernich hodin v choroidnim plexu (LiSka et al., 2021).
Inhibice signalnich drah PKA a PKC vSak v E17 SCN nevedla ke snizeni vlivu DEX na zvySeni
amplitudy. Je vSak mozné, ze do regulace c-Fos jsou ve fetdlnich SCN zapojeny jiné signalni
drahy. V dospélych SCN CREB fosforyluji dale naptiklad PKG a CaMK.(Ding et al., 1998;
Tischkau et al., 2003). Zkoumani téchto dalSich mechanismii bude pfedmétem pokracujicich

studii.
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6.3 RT q-PCR z E17 SCN explantatu

Vzhledem k negativnim vysledklim pii testovani potencialnich mechanismt ptisobeni GC se
tieti Cast diplomové prace vénuje detekci vlivu DEX v E17 SCN explantatech na trovni
transkripti pomoci metody RT-qPCR. Izolace RNA z SCN explantatl nepatii mezi b&zné
vyuzivané metody a vyzadovala proto optimalizaci na n¢kolika turovnich. Za ucelem
minimalizace zkresleni vysledkli byla vyvinuta snaha, aby explantaty obsahovaly co nejméné
tkan¢ v okoli SCN. Minimalizace okolni tkan¢ je vSak stizena skuteCnosti, ze ve stadiu E17
nelze SCN pozorovat pod svételnym mikroskopem jako samostatné odliSitelnou strukturu.
Z nékolika zplisobll, véetné ofezavani explantatli pred homogenizaci pfimo na inzertu, byl
nakonec zvolen bliZs§i ofez explantatl jiz pii jejich pfipravé. S vyuzitim luminiscenéniho
mikroskopu LV200 pro kontrolu fezu explantati, byl nasledné¢ pro pouziti v RT-qPCR
poupraven smér fezu tak, aby explantaty obsahovaly co nejmensi mnozstvi okolni tkan¢, a to
predevsim ve sméru 3. mozkové komory. E17 SCN explantaty maji velmi jemnou strukturu
a po nékolika dnech v kultivaci dochazi k ptisati explantatu k inzertu. Bylo tedy nutné najit
vhodny zpiisob sejmuti explantatu z inzertu tak, aby nedoSlo k poskozeni a ztrat¢ bunck
na inzertu. Vzhledem k charakteristice pokusii bylo dale nezbytné ovéfit mozné metody
skladovani explantatu od jeho sejmuti z inzertu po dokonceni procesu izolace RNA, pficemz se
jako nejvhodnéjsi zpisob ukazalo mrazeni homogenizované¢ho explantatu v RLT lyzacnim

pufru s pfidanym BME v -80 °C.

RNA vyizolovana v pilotnim pokuse z E17 SCN explantati po dvou dnech az po 1 mésici
kultivace dosahovala pfi méfeni na spektrofotometru NanoDrop potifebné koncentrace a Cistoty
pro pouziti v RT a RT-qPCR. V pokusech s DEX byly nasledné pouZivany Cerstvé explantaty
s pouze dvoudenni dobou kultivace. P10-12 SCN explantaty byly dfive pouZity pro pfipravu
vzorki na scRNAseq a lze tedy predpokladat, ze RNA v SCN explantatech vykazuje dostatecné
vysokou integritu i po nékolika dnech kultivace (Morris et al., 2021). Cerstvé explantaty
zaroven co nejveérnéji odrazi situaci in vivo, protoZe nejsou dlouhodobé ovliviiovany

podminkami kultivace.

Jako referen¢ni geny byly navrzeny Hprt, Pgkl, Ywahz a B2m. B2m byl pouZit jako jeden
z referen¢nich gent také pii in vivo pokusech na fetalnich SCN (Ceémanova et al., 2019; Luzna
et al., 2021) Stabilni mira dalSiho z navrzenych referen¢nich genii, HprtI napfic¢ jednotlivymi
vzorky byla ve fetalnim mozku ovétena naptiklad v hipokampu (Jiang et al., 2020). Stejné tak
Pgkl byla ovéfena jako vhodny referencni gen pfti studiu fetalni nervové tkdné (Boda et al.,

2009). Ywahz byl spolecné s Hprt a Pgkl vyhodnocen ve fetalnim mozku jako stabilné
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exprimovany napii¢ experimentalnimi podminkami (Kovalenko et al., 2024). VSechny
jmenované geny jsou také standardné vyuzivany jako referencni geny pfi studiu genové exprese
v dospélém SCN (Barca-Mayo et al., 2017; Harbour et al., 2014; Park et al., 2016). Na zakladé
stability miry exprese navrzenych referencnich gent u jednotlivych E17 SCN explantata byly

jako nejvhodnéjsi trojice referencnich gent vyhodnoceny Hprt, Pgkl a Ywahz.

6.3.1 Exprese hodinovych gent

Metodou RT-qPCR byla u E17 SCN explantati porovnana relativni exprese hodinovych genii
Perl, Per2, Nridl a Bmall ve dvou bodech cirkadianniho cyklu, a to v CT 5 a CT 17.
V dospélych SCN je faze rytmu hladiny PER2 pfiblizn€ o ¢tyfi hodiny zpozdéna fazi rytmu
mRNA Per2. V mozkovych oblastech mimo SCN se vSak tento rozdil fazi riizni. Napiiklad
v amygdale je rozdil fizze mRNA Per2 a proteinu PER2 pouhé¢ dvé hodiny, zatimco v dentatnim
gyru je tento rozdil okolo Sesti hodin (Harbour et al., 2014). Neni tedy zcela zfejmé, jak velky
posun faze je v nedovyvinutych, fetdlnich SCN a v jaké fazi rytmu mRNA Per2 se explantaty

nachazeji viici fazi proteinu PER2, pozorovatelnému na tirovni PER2-bioluminiscence.

U hodinovych genti Perl a Per2 nebyl mezi explantaty v CT 5 a CT 17 rozdil v hladiné
mRNA detekovan. Je vSak mozné, ze vzhledem k nezndmému fazovému posunu mezi fazi
mRNA Per2 a fazi proteinu PER2, dosahovala hladina mRNA Per2 v obou bodech
cirkadianniho cyklu podobné trovné. Dalsi z moZznych vysvétleni mize byt vyrazné slabsi
amplituda mRNA Per2 oproti amplitudé proteinu PER2. U E15 SCN explantatt byl dokonce
zaznamenan rytmus PER2-bioluminiscence, pfestoze hladina mRNA Per2 byla v tuto fazi
vyvoje arytmickd (Carmona-Alcocer et al., 2018; Landgraf et al., 2014; Shimomura et al., 2001).
Snizend amplitudu mRNA Per2 v porovnani s amplitudou PER2 proteinu byla dle pozorovana

také naptiklad v perifernich hodinach v amygdale (Harbour et al., 2014).

Rozdil v hladiné mRNA u E17 SCN explantati v CT 5 a CT 17 byl naproti tomu
zaznamenan u Nrldl, kdy bylav CT 5 zaznamendna signifikantné zvySena relativni exprese
oproti CT 17. Nrldl je in vivo ve fetdlnich SCN vyvojové prvni z hodinovych gent, v jehoz
expresi se objevuje cirkadianni rytmus (Houdek & Sumova, 2014). Je tedy mozné, ze i v in vitro
podminkach se jedna o siln€ rytmicky gen s vyraznou amplitudu. Rytmus Bmall je v in vivo
podminkach ve fetdlnich SCN v protifazi rytmu NrldI. Oproti Nridl ma vSak Bmall
ve fetalnich SCN slabsi amplitudu rytmu mRNA (Houdek & Sumova, 2014), coz muze byt
jeden z diivodi nesignifikantniho rozdilt v hladiné mRNA Bmall mezi CT 5a CT 17.
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Ziskana data, a to prevazné rozdil v expresi Nridl mezi CT 5 a CT 17 prokazuji
pfitomnost cirkadidnniho rytmu na trovni mRNA v E17 SCN vin vitro podminkach.
Pro pfesnéjsi stanoveni posunu faze mRNA Per2 a PER2 a detekci rytmu dal$ich hodinovych
genti by vSak bylo nezbytné vytvofit 24 hodinovy profil jednotlivych genli. Vzhledem
k postupnému vyvoji rytmu ve fetalnich SCN také v in vitro podminkach (Cedmanova et al.,
2019; Wreschnig et al., 2014), by bylo dale vhodné sledovat cirkadianni profil hodinovych genti

s ohledem na délku kultivace explantata.

6.3.2 Vliv aplikace DEX na urovni transkripti

Exprese Nr3cl byla ve fetalnich SCN detekovana in vivo (Ceémanova et al., 2019; Greiner
et al., 2022). Nové zavedenou metodou RT-qPCR byla ovérena exprese Nr3cl také v in vitro
podminkach organotypickych explantatii. Stabilni mirou exprese Nr3cl mezi jednotlivymi
explantaty bylo potvrzeno, Ze DEX miize in vitro v E17 SCN explantatech specificky plsobit
skrze svou vazbu na GR. Za ucelem detekce vlivu GC na urovni transkriptli in vitro byl poté
DEX aplikovan k E17 SCN explantatim v CT 4 a CT 16. Dale byla pfidana kontrolni skupina
explantati, u kterych neprobéhla Zadna aplikace a nebylo s nimi jakkoliv manipulovano. Po 1h
pusobeni byla vedle Nr3cl porovndna genova exprese c-Fos, Vip , Fkbp5, Sgkl a Gilz. c-Fos je
obecné pouzivan jako molekularni marker zvysené aktivity neuronti a regulace jeho transkripce
byla ve fetalnich SCN zaznamenana pfi aplikaci DEX in vivo (Ceémanova et al., 2019;
Dragunow & Faull, 1989). Fkbp5, Sgkl a Gilz byly zvoleny jako biomarkery ptsobeni GC,
jelikoz k regulaci jejich exprese GC dochdzi v mnoha typech bun¢k a tkani (shrnuto v Ayroldi
& Riccardi, 2009; Binder, 2009; Lang & Cohen, 2001; Vermeer et al., 2003). Gilz vSak nebyl
v E17 SCN explantatech viibec detekovan, stejné jako nebyl detekovan ve fetdlnich SCN
in vivo (nepublikovand data). Jedna se o pomérné piekvapivé vysledky, jelikoz Gilz je ubikviné
exprimovan v mnoha mozkovych oblastech jak v prenatdlnim, tak postnatalnim obdobi (Tesic

et al., 2015; Yachi et al., 2007).

Pii aplikaci DEX v CT 4 nebyl po 1h piisobeni zaznamenan rozdil v hladin€é Zadného
z testovanych genii oproti aplikaci VEH. Pii aplikaci DEX v CT 16 byla naméfena zvySena
hladina c-Fos oproti VEH. Porovnani se skupinou nemanipulovanych explantati poukézalo
na fakt, Ze 1 pouhou nespecifickou manipulaci pfi aplikaci DEX dochdzi k aktivaci neuronti

a mirnému zvyseni hladiny c-Fos.

DEX nebo VEH byl poté znovu aplikovan v CT 16 a genova exprese métena po 3h
od aplikace. Po 3h ptsobeni byla u explantati hladina c-Fos vyrazné€ sniZzena oproti hladiné

namétené po 1h DEX. V tuto dobu jiz také nebyl u c-Fos zaznamenan rozdil mezi aplikaci DEX

64



a VEH. DEX tak pravdépodobné aktivuje neurony fetdlniho SCN pouze v kratkém Casovém
horizontu. Rychld aktivace neuroni v fadu nékolika minut po aplikaci GC byla navic
pozorovana v mnoha dalSich mozkovych regionech (shrnuto v Jaszczyk & Juszczak, 2021).
Snizeni u¢inku DEX s piibyvajici dobou plisobeni byl pozorovan také in vivo (Ceémanova et al.,
2019). U zadného z dalSich gent tedy Nr3cl, Fkbp5 a Sgkl nebyl ani po 3h o aplikace DEX
nebo VEH zaznamenén v hladin€¢ mRNA rozdil. Podobné hladina mRNA Fkbp5 a Sgkl napftic¢
experimentalnimi podminkami v§ak mtize slouzit jako pozitivni kontrola, Ze naméfeny rozdil
v hladin€ c-Fos odrazi skutecnost a nejedna se o zkresleni zplisobené naptiklad rozdilnou

velikosti explantatu nebo rozdilnym poctem bunék SCN v rdmci explantatu.

Po 3h od aplikace DEX nebo VEH byla dale métena exprese hodinovych gent Per !, Per2
a E4bp4. V perifernich tkanich dochézi po ptiblizné 3h od aplikace DEX ke zvySené transkripci
Perl a Per2, coz vede v dané tkani k fazovému posunim hodin. Krom¢ toho je v tomto
casovém horizontu pusobeni DEX pozorovana také zvySena transkripce E4bp4 (Balsalobre
et al., 2000; Ota et al., 2020; T. E. Reddy et al., 2012; So et al., 2009). V E17 SCN explantatech

vSak nebyla zvysSend exprese Perl, Per2 a E4bp4 po 3h plisobeni DEX zaznamenana.

Ziskané vysledky se ¢aste¢né shoduji s vysledky studii in vivo. Stejné jako ve studii
Ceémanové (2019), méla aplikace DEX vliv na aktivitu neuront fetalnich SCN. Na rozdil
od in vivo pokusu v8ak vedla v in vitro podminkach aplikace DEX ke zvySené aktivité¢ neuroni
pozorované zvysenou hladinou c-Fos. V in vivo podminkéch naproti tomu aplikace DEX vedla
k inhibici neuront fetalnich SCN a snizené hladiné c-Fos. Pouzité pristupy se vSak v mnoha
ohledech 1i8i a nelze je zcela srovnavat. In vivo fetalni hodiny jsou neustdle ovliviiovany
pusobenim dalSich matetskych faktorii a hormonti (Greiner et al., 2022; Luznd et al., 2021), coz
muze byt divod rozdilu v pisobeni GC in vivo a in vitro. Piisobeni GC je navic velmi tkanoveé
specifické a zavisi na mnoha faktorech jako je pfitomnosti dalSich TF, epigenetické modifikace
a energeticky stav bunky (Goldberg et al., 2022; Oster et al., 2006; Polman et al., 2012;
Quagliarini et al., 2019). Pfes predpoklady, Ze zacatek subjektivni noci odpovidd maximu
PER2-bioluminiscence a ze se fetdlni SCN se nachdzeji ve stejné fazi jako SCN mateiské
(Luzna et al., 2021; Reppert & Schwartz, 1983; Shearman et al., 1997; Sladek et al., 2004), si
dale nemtizeme byt zcela jisti, v jaké fazi cirkadidnniho rytmu se fetalni SCN v in vivo pokuse

pfi expozici DEX nachézely.

Na druhé strané se ziskanad data shoduji s vysledky Ce¢manové (2019) v tom, Ze
po aplikace DEX nebyla ve fetalnich SCN zaznamenéana zvySena hladina zadného z dalSich

testovanych gentl, konktrétng Vip. Nr3cl, Sgkl, Perl a Per2 (Ce¢manova et al., 2019). Kromé
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toho nebyl in vitro zaznamenan zadny rozdil v hladiné Fkbp5. Regulace transkripce Fkbp5 byla
pozorovana v jiné in vivo studii, kdy pii aplikaci DEX v ZT 0, tedy mimo fazi maxima
matetskych GC, doslo ke zvySené expresi Fkpb5 a Sgkl, zatimco pfi aplikaci v ZT 12 ne. Autofi
této studie predpokladaji, Ze pozorovany rozdil je disledek zvySené hladiny GR ve fetalnim
hypotalamu v Case okolo ZT 1 v porovnani s niz$i hladinou GR v ZT 13 (Astiz et al., 2020).
Stejny cirkadianni profil GR in vivo byl zaznamenan také Ceémanovou (2019) (Ceémanova
et al., 2019). Za ptedpokladu, ze ve fetalnich SCN in vivo ¢as (ZT) odpovida in vitro ¢asu CT,
1ze ptedpokladat, ze v CT 5 a CT 17 bude hladina Nr3cl zhruba na stejné urovni, coz odpovida
vysledki in vitro. Dalsi z moznych vysvétleni stejné hladiny Nr3cl v CT 5 a CT 17 muze byt
fakt, ze cirkadianni rytmus GR ve fetalnich SCN je regulovan mateiskymi GC (Ce¢manova
et al., 2019; Luzna et al., 2021) a Ize tedy oCekavat, ze v in vitro podminkach bude exprese GR
arytmicka. V1iv matefskych GC na cirkadianni expresi GR ve fetdlnim SCN vSak rozporuje jina

in vivo studie (Astiz et al., 2020).

Nové zavedenou metodou RT-qPCR z 17 SCN explantatii byla potvrzena cirkadidnni
zavislost puisobeni GC ve fetdlnich SCN s rozdilnou citlivosti hodin pfi aplikaci v CT 4 a CT
16. Otazkou vSak nadale zlstava, ¢im je vyvolano fazové piedb&hnuti rytmu pii aplikaci DEX
v CT 15-18, kdyz nedochazi ke zvysené transkripci Perl a Per2 vedouci v dospélych SCN
k posunu faze hodin (Tischkau et al., 2003; Travnickova-Bendova et al., 2002). Dalsi otdzkou
je, jak ptesné GC ovliviiuji vyvoj fetdlnich SCN a in vitro zvySuji amplitudu témét nezévisle

na CT aplikace.

6.4 Limity prace a moZnosti dalSiho vyzkumu

V porovnani s in vivo modelem umoznuje in vitro model fetalnich SCN sledovat plisobeni
pouze jedné latky bez soucasného plisobeni dalSich matefskych signald, jejichz vliv v in vivo
modelu nelze ucinné odstinit. V in vitro podminkach jsou na druhou stranu fetdlni SCN
ovliviiovany podminkami kultivace (Sumova & Ceémanova, 2020). E17 SCN explantaty jsou
dale velmi citlivé na nespecifické manipulace. Pti nahrdvani PER2-bioluminiscence samotna
aplikace VEH vyvolala mirné zvyseni amplitudy u pfiblizné poloviny explantatl a pii aplikaci
v CT 15-18,5 vyvolala aplikace VEH u nékterych explantatti vyrazné fazové zpozdéni. Velky
vliv nespecifické manipulace byl pozorovan také u SCN v ¢asném postnatalnim véku (Nishide
et al., 2008). U dospélych SCN aplikace VEH zvySeni amplitudy a fazovy posun nevyvolava
(Hamnett et al., 2019; Sladek & Sumova, 2019). Citlivost fetdlnich SCN vici nespecifické
manipulaci byla dale potvrzena metodou RT-qPCR, kdy aplikace VEH vedla k mirné aktivaci

neurontl a zvySené hladiné c-Fos. Duvody citlivosti E17 SCN viici nespecifické manipulaci
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nejsou zcela znamy. Miize se jednat o zménu teploty pfi vyndani explantati z LumiCyclu nebo
vyjmuti explantatti z média a promichdni média s vehikulem. Dospéld SCN na teplotni rozdily
nereaguji, avSak v brzce postnatalnim véku vedla zména teploty v SCN k vyraznému posunu

faze hodin (Herzog & Huckfeldt, 2003; Isojima et al., 2009).

Druhym limitem je rozdilnost jednotlivych E17 SCN explantatii pozorovatelna na urovni
rozdilné sensibility pfi aplikaci DEX nebo VEH a odlehlych hodnotach pii metodé RT-qPCR.
Ptestoze byly vyvinuty veSkeré snahy o minimalizaci okolni tkané, uniformitu pii pfipraveé
explantatii a stejnou miru manipulace se vSemi explantaty, dosahuji naméfené hodnoty

vzhledem k povaze pouzitého modelu pomérné velkych rozptyli.

Za ucelem minimalizace vlivu nespecifické manipulace by bylo déile vhodné
optimalizovat zavedeny protokol aplikace testovanych latek a VEH tak, aby byla dale snizena
nespecifickd manipulace. Jednim z moznych feSeni by byla naptiklad aplikace roztoku
testované latky pfimo na explantat, bez nutnosti vyjmuti inzertu z média. Poté by mohl vyzkum
pokracovat smérem aplikace DEX v dalSich fazich cyklu s cilem detekce mechanismu regulace
GR ve fetalnich SCN a ovéfeni specifického ptisobeni GC na hladinu c-Fos pomoci blokace

GR pfti aplikaci MIF.

Nové zavedené metodické postupy budou dale pouzity pro ptipravu vzorkii E17 SCN
explantatii do transkriptomické studie s cilem detekce ptisobeni GC na trovni celého genomu.
Za u¢elem porozuméni signalnich drah vedoucich k regulaci c-Fos by mohl byt pouzit Western
blot pro CREB/pCREB. Krom¢ jiz zminéné transkriptomické studie zamé&tujici se na vliv DEX
ve fetalnich SCN by mohly byt nové zavedené metodické postupy pouZity pro ovefovani

mohly byt detekovany zmény, ke kterym v explantatech dochdzi béhem jejich kultivace.

Ptes vSechny své limity a nevyjasnéné otazky poskytuji ziskané vysledky zcela unikatni
porovnani pusobeni GC na fetalni SCN pfi aplikaci in vitro a in vivo. Nadmérna expozice GC
in utero v zavislosti na cirkadiannim Case expozice muze vést v pozdé¢jSich obdobich zivota
k zavaznym psychickym porucham (Astiz et al., 2020; Murray et al., 2022). BliZ§i porozuméni
mechanismu ptisobeni GC je tak v dnesni dobé&, kdy jsou t€¢hotné Zeny vystavovany velkému

stresu, velmi dilezité.
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7 Souhrn

S vyuzitim organotypickych SCN explantati z mySiho modelu pfipravenych z E17 byl
potvrzen vliv GC na vyvoj a synchronizaci fetalnich SCN pfi aplikaci in vitro. Aplikace 1uM,
10uM a 10uM DEX vedla k vyraznému zvyseni amplitudy tii cykld po aplikaci, coz poukazuje
na pozitivni vliv GC pii vyvoji SCN. Vliv GC na synchronizaci fetdlnich SCN byl potvrzen
aplikaci v CT 15-18, kdy aplikace DEX podle ocekavani vedla k fazovému ptedbéhnuti,
zatimco aplikace VEH k fazovému zpozdéni. Specificita ptisobeni GC pies GR byla ovérena

antagonistou GR, MIF.

Pro detekci vlivu GC pfti ptisobenti in vitro byla noveé zavedena metoda izolace RNA z E17
explantati nasledovand RT-qPCR. Pti aplikaci v CT 16 byla po 1h od aplikace DEX detekovéana
zvySena hladina c-Fos v porovnani s kontrolni skupinou VEH, zatimco pfi aplikaci DEX
v CT 4 nebyl tento rozdil zaznamenan. Po 3h od aplikace DEX v CT 16 jiz nebyla zvysena
hladina c-Fos detekovana. DEX tak pfti in vitro aplikaci v CT 16 vede k rychlé aktivaci neuront
a postupem Casu plsobeni tento vliv odezniva. Inhibice signalnich drah PKA a PKC, regulujici
skrze fosforylaci CREB transkripci c-Fos, neméla na pisobeni DEX v E17 SCN Zadny vliv,

avSak neni vyloucena interference GR s jinymi signalnimi drahami.

Signifikantni rozdil v hladiné mRNA dalSich z testovanych gent, a to Vip, Nr3cl,Fkbp5
a Sgkl, nebyl zaznamenan po lh ani 3h od aplikace DEX v CT 4 ani CT 16. V souladu
s vysledky in vivo studie Ce¢manové (2019) nevedla aplikace DEX k regulaci transkripce Per!
ani Per2 a fazovy posun po aplikaci GC je tak fetdlnich SCN vyvolavan jinym mechanismem
nez v perifernich tkanich. Potencidlni vliv DEX na dynamiku degradace hodinového proteinu
PER2, zaznamenany v choroidnim plexu, nebyl potvrzen a piesny mechanismus ptisobeni GC
pti synchronizaci fetdlnich SCN tak zGstava nezndmy. Noveé zavedena metoda izolace RNA
zE17 SCN explantatd vSak muze dale prispét k porozuméni tohoto procesu a blizSimu

objasnéni pisobeni GC na SCN.

Ziskané vysledky potvrdily pozitivni vliv GC pfi vyvoji a synchronizaci fetdlnich SCN
s rozdilnou citlivosti SCN v zavislosti na ¢ase aplikace. Nadmérnd expozice GC in utero
v zavislosti na cirkadiannim Case muze vést v pozdéjSich obdobich Zivota k zdvaznym

duSevnim onemocnénim a bliz§i porozuméni mechanismu ptsobeni GC je tak velmi dulezité.
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