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Souhrn

U vé&tSiny organismi bylo pozorovano mnoZstvi
rytmickych déju, které bézi i v prostiedi bez periodickych
podnéti s periodou + 24 hod (tzv. cirkadidnni rytmy). U
savcl jsou centrem, které fidi vznik cirkadiannich rytma
suprachiasmaticka jadra hypothalamu (SCN). Svétlo
synchronizuje cirkadidnni rytmy s 24-hodinovym dnem.
Informace o svétle se dostdvd do SCN ze sitnice a u
dospélych potkanti pisobi indukci exprese hodinovych genii
Periodl a Period2, které predstavuji fotosensitivni Cést
molekularniho mechanismu cirkadidnnich hodin v SCN. Tato
citlivost na svétlo je cirkadiannimi hodinami omezena
(vratkovana) na dobu tzv. subjektivni noci. Rytmicka exprese
téchto 1 dalSich hodinovych gent v SCN je navic u dospélych
potkani modulovana délkou svétlé ¢asti dne (fotoperiodou).
Cilem prace bylo zmapovat jak se bchem prenatdlni a
postnatdlni ontogeneze potkana vyvijeji mechanismy
synchronizace cirkadidnnich rytm svétlem. Vysledky
ukazuji, ze bcéhem prenatalniho a casného postnatalniho
obdobi dostavaji cirkadidnni hodiny mladéte informaci o
svétle zprostiedkovan¢ pies cirkadianni systém matky.
Cirkadianni hodiny v SCN jsou citlivé na svétlo jiz 1.
postnatalni den. Mechanismus vratkujici citlivost ke svétlu je
pritomen 3. postnatalni den a do 10. postnatalniho dne se dale
vyviji. Vysledky rovnéz naznacuji, Ze sitnice potkana reaguje
na svételné podnéty jiz 1. postnatdlni den, tedy jesté pied
dosazenim morfologické a funkéni zralosti. Fotoperioda
zac¢inad ovlivilovat molekularni mechanismus cirkadidnnich
hodin az okolo 10. postnatilniho dne a mechanismus
umoznujici synchronizaci cirkadiannich hodin fotoperiodou
jesté dale dozrava.



Abstract

In most organisms, behavioral and physiological events
oscillate with period + 24 h, i.e. exhibit circadian rhythms. In
mammals, circadian rhythms are generated by circadian
clock within the suprachiasmatic nuclei of the hypothalamus
(SCN). Light entrains circadian rhythms to the 24 h period of
solar day. Information about light is conveyed from the retina
to the SCN and induces expression of clock genes Periodl
(Perl) and Period2 (Per2) that represent photosensitive parts
of molecular circadian clockwork within SCN. Light
sensitivity of Perl and Per2 within SCN is temporally
restricted to the subjective night phase. In addition, daily
profiles of clock gene expression within SCN are modulated
by daylenght, i. e. the photoperiod. The aim of our study was
to elucidate how the mechanism of photic entrainment of the
rat circadian clock develops during prenatal and early
postnatal ontogenesis. Our results demonstrate that maternal
circadian system provides information about external light to
the fetal and early postnatal circadian clock. Circadian clock
within the SCN of rat pups is light sensitive already at the
first postnatal day. Mechanism gating the light sensitivity is
present at postnatal day 3 and gradually maturates until
postnatal day 10. The data suggest that the developing retina
is responsive to light at postnatal day 1, far before its
morphological and functional maturation. Photoperiod begins
to modulate daily profiles of clock genes within the SCN
around postnatal day 10 and the mechanism of photoperiodic
entrainment maturates gradually.



Uvod

U vétsiny zndmych organismu byla prokazana existence
biologickych hodin, které fidi rytmy s periodou piiblizn¢ 24
hodin, tzv. cirkadidnni rytmy (napf. rytmus v pohybové
aktivité, spanku a bdéni, piijmu potravy). Cirkadianni rytmy
v prostiedi bez periodicky se opakujicich podnéti bézi
s vlastni vnitini periodou, jejiz délka se zpravidla nerovna
zcela pfesné 24 hodinam. Cirkadianni hodiny jsou pravidelné
synchronizatorem cirkadiannich hodin je svétlo, a to jak
jednotlivé svételné zablesky (tzv. diskrétni synchronizace),
tak 1 délka svétlé ¢asti dne (tzv. kontinualni synchronizace).
Svétlo zvecera plsobi zpozdéni rytmi s periodou krat$i nez
24 hodin, zatimco svétlo zrdna predbéhnuti rytmil s periodou
delsi nez 24 hodin (Daan a Pittendrigh, 1976).

Centralnimi hodinami savcl vcetné Cloveéka je parové
jadro  nucleus suprachiasmaticus  hypothalami (SCN,
suprachiasmatic nuclei). SCN je mozno funkéné 1
morfologicky rozdé€lit na dvé Casti: ¢ast dorsomedialni
(dmSCN) a cast ventrolateralni (vISCN). DmSCN byva
povazovano za misto vzniku endogennich cirkadiannich
rytml, zatimco VISCN, které tésné pitiléha k chiasma
opticum, hraje dulezitou roli ve svételné synchronizaci
(ptehled viz Ibata et al., 1999; van Esseveldt et al., 2000).
Informace o svétle se do SCN dostava ze sitnice
retinohypothalamickym traktem (RHT, radix optica
hypothalamica).

Vlastni mechanismus vzniku endogennich oscilaci je
zaloZen na systému vzajemné propojenych zpétnovazebnych
transkripéné-translac¢nich smycek. Tyto smycky jsou slozeny
z tzv. hodinovych gend, tj. genl jejichz mutace ¢i vyfazeni
(knock-out) zpiisobi naruSeni az ztratu cirkadianni rytmicity.



Proteiny kddované témito geny vstupuji do jadra a reguluji
transkripci vlastnich geni. U savci byly jako hodinové
oznaceny geny: Clock, Bmall, Periodl (Perl), Period?2
(Per2) a 3, Cryptochromel a 2, Rev-erba, Rora a kasein-
kinasale/o (CKlIe/o) (piehled viz Reppert a Weaver, 2001,
Ko a Takahashi, 2006). Vysledkem C¢innosti vzajemné
propojenych pozitivnich a negativnich zpétnovazebnych
smycek jsou rytmické oscilace mRNA vétSiny hodinovych
gentl a jejich proteinovych produkti.

Vystup z cirkadianniho oscilatoru je zajisStovan tzv.
hodinami kontrolovanymi geny (CCGs, clock controlled
genes), resp. jejich proteinovymi produkty. Jedna se o geny,
které nejsou nutné pro vznik cirkadidnnich oscilaci, ale jejich
exprese je fizena molekularnim mechanismem a vykazuje v
SCN cirkadidanni  rytmus. Mezi CCGs patii napf.
argininvasopresin (AVP) a né¢které receptory a podjednotky
iontovych  kanali. Pomoci CCGs je tak ¢innost
molekularniho mechanismu pievadéna na rytmus ve vylevu
hormonii a v elektrické aktivit¢ neuroni SCN (ptehled viz
Reppert a Weaver, 2001).

Cirkadianni hodiny v SCN jsou citlivé k synchronizaci
svételnymi podnéty pouze v uréitém obdobi béhem 24-hod
cyklu — v dobé tzv. subjektivni noci. Dfive nez byly znamy
hodinové geny savct, vyuzivaly studie zkoumajici vliv svétla
na SCN jako ukazatel faze cirkadiannich hodin Casny rany
gen c-fos. Exprese c-fos mRNA v SCN je zvySend po
osvétleni vprvni 1 druhé poloviné subjektivni noci, tedy
v dobé kdy svétlo plisobi fazové zpozdéni, resp. predbéhnuti
cirkadiannich rytmi, ale nikoliv béhem subjektivniho dne. K
indukci exprese c-fos mRNA a naslednému zvySeni produkce
proteinu c-FOS dochazi vyhradné ve vISCN, tedy v mist¢,



které je v piimém spojeni se sitnici ptes RHT (Kornhauser et
al., 1990, Rusak et al., 1990, 1992).

Po osvétleni vnoci je v SCN uvolnén znervovych
zakonCeni RHT glutamat, ktery se vaZze na NMDA receptory
neuroni SCN a spousti tak systém signalnich drah uvnitf
bunky (pfehledn¢ viz Hirota a Fukada, 2004), coz vede
k aktivaci transkripce Perl a Per2 a c-fos. Aplikace
svételn¢ho pulsu béhem prvni a druhé poloviny subjektivni
noci indukuje v SCN expresi Perl. Exprese hodinového genu
Per2 je svétlem indukovana ptevazné v prvni poloving
subjektivni noci (Miyake et al., 2000). Hodinové geny Perl a
Per2 jsou povazovany za komponenty molekularniho
mechanismu cirkadiannich hodin nezbytné pro synchronizaci
cirkadiannich rytmt svételnymi podnéty (Albrecht et al.,
2001). Ke zvySeni hladiny Perl a Per2 mRNA, resp.
proteintit PER1 a PER2 po svételném pulsu dochazi zejména
ve VISCN (Yan a Silver, 2004). Odtud je zfejmé informace
predavana do dmSCN a ovliviiuje vystupy z oscilatoru.
Exprese hodinovych genit Perl a Per2 i genu c-fos je citliva
na svétlo pouze vdobé, kdy je jejich spontanni exprese
v SCN nizkd. Mechanismus regulace neboli ,,vratkovani‘
citlivosti ke svétlu je tak zakdédovan v samotném
molekularnim zékladu cirkadiannich hodin.

Krom¢ okamzité¢ho vlivu svételnych pulsii na expresi
hodinovych geni Perl a Per2, jsou také denni profily
v expresi hodinovych genti Perl, Cryl a Bmall v SCN
modulovany délkou svétlé casti dne (fotoperiodou) (ptehled
viz Sumova et al., 2003).

Pro zajisténi synchronizace cirkadiannich hodin
svétlem je u savcl nezbytnd svétloCivna funkce sitnice.
Nedavno bylo zjisténo, ze kromé tyCinek a Cipkl se v sitnici
nachézeji jesté dal§i fotoreceptivni buiiky. Cast gangliovych



bunék sitnice (RGCs, retinal ganglion cells) produkuje
opsinu podobny fotopigment melanopsin a jejich axony tvoti
podstatnou ¢ast RHT (Hattar et al., 2002; Berson et al.,
2002). Ptedavaji tak do SCN informaci o svétle nezdvisle na
tyC¢inkach a Ccipcich a funguji jako tzv. ,cirkadianni
fotoreceptory* (ptehled viz Morin a Allen, 2006).

Nekteré dalsi studie ukazuji, ze sitnice funguje také
jako cirkadianni oscildtor (Tosini a Menaker, 1996,
Sakamoto et al., 2000; piehled viz Tosini a Fukuhara, 2002).
V sitnici potkana dochdzi k expresi zdkladnich soucasti
molekularntho  mechanismu  cirkadidnnich  hodin -
hodinovych genti Perl, Per2, Cryl, Cry2, Bmall a Clock, ale
zda se, Zze molekularni mechanismus cirkadiannich hodin
v sitnici je jiny nez v SCN (piehled viz Tosini a Fukuhara,
2002; Tosini et al., 2008). Po osvétleni byla pozorovana
indukce exprese hodinovych genii Perl a Per2 ale také
Bmall a Clock (Namihira et al., 1999; 2001). Vysledky studii
exprese hodinovych gent v sitnici potkanti a mysi nejsou
dosud uplné konzistentni. PfiCinou muze byt fakt, Ze sitnice
je tvofena riznymi typy bunék, ve kterych miize dochazet
k rytmické expresi jednoho ¢i vice hodinovych geni, ale
rytmy jsou navzajem fdzove posunuty.

S ohledem na strukturu sitnice je také obtizné zjistit, ve
kterém typu bunc¢k se cirkadianni pacemaker nachazi.
Nekteré prace ho umist'uji do fotoreceptorové vrstvy (Tosini
et al., 2007), jiné naopak ukazuji koordinovanou expresi
hodinovych genii ve vnitinich vrstvach sitnice (Ruan et al.,
2006; Witkovsky et al., 2003). Cirkadianni oscilator v sitnici
by se mohl podilet 1 na regulaci citlivosti cirkadianniho
systému k vnéj$im svételnym podnétim.



V ptedkladané praci byl modelovym zvifetem
laboratorni potkan a proto je souhrn poznatki o vyvoji
cirkadianniho systému omezen na tento ZzivociSny druh.
Bfezost trva u potkanti 22-23 dni. SCN je tvofeno mezi 13. a
16. dnem embryonalniho vyvoje a vVISCN vznikd dfive nez
dmSCN (ptehled viz Weinert, 2005). Jednotlivé casti
molekuldrniho mechanismu cirkadidnnich hodin se vyvijeji
postupné a prevazné beéhem casného postnatalniho obdobi
(Sladek et al., 2004; Kovacikova et al., 2006).

U savcu dostava fetus informace o vng¢jSich svételnych
podminkach jiz pfed narozenim. Déje se tak zprosttedkované
ptes cirkadianni systém matky. SCN matky se pfimo nepodili
na vyvoji cirkadiannich rytmt mlad’at, ale slouzi jako
vyznamny synchronizator cirkadiannich rytma celého vrhu
(Shibata a Moore, 1988; Jud a Albrecht, 2006). Vliv matky
v prenatalni i Casné postnatdlni ontogenezi napomdha
synchronizaci cirkadidnniho systému mladéte s vnéjSimi
podminkami v dob¢, kdy jeho cirkadidnni systém neni jesté
pIn¢ vyvinut.

Reakce vyvijejiciho se cirkadidnniho systému na
svételné podnéty je zavisla i na vyvoji drah, kterymi je
informace o svétle prenasena ze sitnice do SCN. Cirkadianni
fotopigment melanopsin zacina byt ve vnitini vrstve
vyvijejici se sitnice potkana tvofen jiz od 18. dne
embryondlniho vyvoje (Fahrenkrug et al., 2004). Gangliové
buiiky produkujici melanopsin jsou citlivé na svétlo jiz pfi
narozeni a zaroven jiz v t€ dob¢ existuji prvni funk¢ni spojeni
mezi sitnici a SCN (Tu et al., 2005, Sekaran et al., 2005).
Tycinky a ¢ipky se zacinaji morfologicky diferencovat okolo
5. dne po narozeni a dozravaji az v tfetim postnatdlnim tydnu
(Weidman a Kuwabara, 1969; Sernagor et al., 2001).
Fotoreceptivni gangliové buiky jsou tedy vyvinuty diive nez
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klasické fotoreceptory a tzv. ,,cirkadianni vidéni je vyvinuto
diive nez obrazové vidéni. O¢i se potkanim oteviraji okolo
14. a 15. dne zivota. Mlad’ata vsSak 1 pfesto do urCité miry
vnimaji svétlo jeSt¢ pred timto dilezitym vyvojovym
meznikem (Duncan et al., 1986). Jiz 1. den po porodu byl
pozorovan vliv svételného pulsu na zvyseni exprese ¢asného
ran¢ho genu c-fos v SCN a to jak béhem subjektivni noci, tak
béhem subjektivniho dne (Leard et al., 1994). Produkce
proteinu  ¢-FOS v SCN pfestava byt indukovatelna
svételnymi podnéty béhem subjektivniho dne az 10. den po
narozeni (Bendova et al., 2004). Je pravdépodobné, ze vyvoj
diskrétni  (svételné) a  kontinudlni  (fotoperiodické)
synchronizace souvisi s vyvojem ,,vratkového* mechanismu,
ktery vymezuje dobu citlivosti ke svétlu.

Hypotézy a cile prace

Cile predkladané prace lze rozdélit do dvou
tématickych okruht:

A) Vyvoj cirkadidnnich hodin a synchronizaéni vliv

matky v prenatilnim a ¢asném postnatilnim obdobi

Cilem prace bylo zjistit kdy zacind molekularni
mechanismus cirkadidnnich hodin v SCN mladéte fungovat
nezavisle na matce a do jaké miry jsou cirkadianni hodiny
mladéte ovliviiovany matefskymi signaly béhem prenatalniho
a Casného postnatalniho obdobi.

B) Vyvvoj citlivesti cirkadianniho systému ke

svételnym podnétim

Cilem prace bylo odhalit kdy a jak v pribéhu casné
postnatalni ontogeneze zacind byt exprese hodinovych gent
Perl a Per2 a Casného raného genu c-fos v SCN a v sitnici
mladéte citlivd na svételné podnéty. Specidlnim cilem pak
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bylo objasnit, kdy zacinaji cirkadidanni hodiny regulovat
neboli ,,vratkovat svou citlivost ke svételnym podnétiim.
Dalsim cilem préace bylo zjistit, kdy béhem casné postnatéalni
ontogeneze zacina byt denni profil exprese hodinovych geni
modulovan délkou svétlé ¢asti dne, tzv. fotoperiodou.

Material a metodika

K experimentim byla pouzita mladata a dospéli
potkani (Rattus norwegicus) kmene Wistar. VSechny
experimenty byly provedeny vsouladu se zakonem na
ochranu zvifat proti tyrani (¢.42084/2003-1020).

Schémata pokusu

1) studium vlivu materské synchronizace

Nejprve byl dospélym potkanim chovanym na
svételném rezimu LD12:12 (12 hod svétla, 12 hod tmy)
zpozdén o 6 hod. zacatek tmavé faze svételného rezimu a na
konci nasledujiciho dne byli pfevedeni do konstantni tmy. Po
celou dobu experimentu byla monitorovana jejich pohybova
aktivita (systtm CAMS=Circadian Activity Monitoring
System).V samostatném experimentu byl stejny posun
svételného rezimu aplikovan biezim samicim 20., resp. 18.
den biezosti (tj. 20. den embryonalniho vyvoje = v E20, resp.
E18). Kontrolni bfezi samice byly ponechdny pii pivodnim
svételném rezimu a ob¢ skupiny pak byly prevedeny do
konstantni tmy. Denni profily v expresi Perl, Per2, c-fos a
hodinami kontrolovaného genu Avp byly stanoveny v SCN 1-
dennich, 3-dennich ¢i 6-dennich mlédd’at narozenych
experimentalnim a kontrolnim samicim.
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2) okamzity vliv svétla na SCN a sitnici béhem ¢asné
postnatalni ontogeneze

Samice potkana byly jesté¢ pted zabieznutim chovany
na svételném rezimu LD12:12. Samice s mlad’aty byly
vypustény do konstantni tmy v dobé ocekavaného
rozsviceni 1., 3., 5. ¢i 10. postnatalni den. Experimentalni
skupiny mlad’at byly vystaveny 30-min svételnému pulsu
v CT7, tj. béhem subjektivniho dne, nebo v CT15 ¢i CT21, .
v prvni, resp. druhé poloviné subjektivni noci. Kontrolni
skupiny mlad’at byly ponechany v konstantni tmé. U obou
skupin byly stanoveny hladiny mRNA Perl, Per2 a c-fos
v SCN ¢i sitnici 30 min, 1 hod a 2 hod po zacatku svételného
pulsu (v ptipadé¢ sitnice i 4 hod po zacatku svételného pulsu).

3) vliv délky dne (fotoperiody) na profily v expresi
hodinovych genti v SCN vyvijejiciho se potkana

K pokusiim byla pouzita 3-denni, 10-denni a 20-denni
mléd’ata chovana na dlouhé letni (LD 16:8) nebo na kratké
zimni fotoperiod¢ (LD 8:16). V dob¢ ocekavaného rozsviceni
v P3, P10 ¢i P20 byla mlad’ata pifevedena do konstantni tmy a
exprese hodinovych genti Perl, Per2, Cryl a Bmall v SCN
byla stanovena v 2-hodinovych intervalech v prubéhu
24hodinového cyklu.

Stanoveni mRNA hodinovych genii a genii Avp a c-

fos v SCN a sitnici

Exprese Perl, Per2, Cryl a Bmall, c-fos a Avp byla
stanovena pomoci in situ hybridizace s radioaktivné
znacenou RNA sondou s néslednou autoradiografii. Aby bylo
mozno lépe lokalizovat hybridiza¢ni signdl v ramci SCN
nebo sitnice, byla pouzita 1 emulsni autoradiografie.
Mnozstvi mRNA v SCN ¢i sitnici bylo stanoveno jako
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relativni  optickd densita hybridizacniho signalu na
autoradiografickém filmu nebo emulsnim preparatu.

Vysledky

A) Vyvoj cirkadidnnich hodin a synchronizacni vliv

matky v prenatialnim a ¢asném postnatilnim obdobi

Monitorovani pohybové aktivity dospélych zvitat
ukazalo, ze vlivem 6-h posunu LD dochazi k fazovému
zpozdéni rytmu v pohybové aktivit¢ béhem tii dni
nasledujicich po tomto posunu (viz Obr. 1). Stejné tak byly u
dospélych zvitat béhem tii dnii fazové opozdény i profily
v expresi Perl, Per2, Avp a c-fos v SCN v porovnani
s profily v SCN kontrolnich zvitat (viz Obr. 2).
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T TP R — i vadg v di i bk i da bl o d e i M
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Obrazek 1: Reprezentativni aktogram dospélé samice potkana.
V levé ¢asti je zaznam pohybové aktivity v tzv. dvojitém vyneseni, v
pravé casti je tentyZ zaznam s vyznacenym svételnym reZimem (Sedé
podbarveni oznafuje tmavou fazi svételného rezimu). Svislé silné
¢ary spojuji zacatky, resp. konce pohybové aktivity. Ze zaznami je
patrné, Ze aplikace posunu vede u dospélych zvirat béhem tii dni
k sefizeni crkadianniho rytmu v pohybové aktivité.
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Obrazek 2: Vliv 6-hod posunu svételného rezimu ve smyslu zpoZdéni
na genovou expresi v SCN dospélého potkana. Profily v expresi
¢asného raného genu c-fos (A), hodinami kontrolovaného genu Avp
(B) a hodinovych gent Perl (C) a Per2 (D) byly stanoveny v SCN
kontrolnich zvirat (¢erné body), a zviiFat vystavenych 6-hod posunu
svételného rezZimu (bilé body). Obé skupiny byl vypustény do
konstantni tmy a 24-hod profily v expresi byly stanoveny po tirech (A,
B) a péti (C, D) dnech v konstantni tmé. V grafech jsou vyneseny
priumérné hodnoty relativni optické density (n=4) + S. E. M.

Vyse popsany fazovy posun svételného rezimu jsme
aplikovali biezim samicim ve 20. dnu biezosti a zjistili jsme,
ze profily vexpresi c-fos a Avp v SCN experimentalnich
mlad’at nebyly 1. postnatdlni den (tj. 3 dny po posunu)
v porovnani s profily u stejné¢ starych mlad’at z kontrolni
skupiny nijak ovlivnény (Obr. 2: A, B). Pokud jsme vSak
porovnavali faze profili v expresi gent Perl a Per2 v SCN u
3-dennich a 6-dennich potkanich mladiat, tj. za 5 a 8 dni po
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posunu (Obr. 3), prokazali jsme jejich vyznamné fazové
opozdéni. Interval mezi E20 a P3 (tj. 5 dni) byl tedy pro
sefizeni SCN matetskou synchronizaci jiz dostacujici.
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Obriazek 3: Vliv 0-noa posunu svételného reZimu na expresi casného
raného genu c-fos (A, C) a hodinami kontrolovaného genu Avp (B, D)
v SCN potkanich mlad’at v P0-P1. Byl-li posun svételného rezimu
aplikovan bi'ezim samicim 20. den brezosti, tj. 20. den embryonalniho
vyvoje (E20), profily v expresi c-fos (A) i Avp (B) v SCN mlad’at
jejichZ matkam byl aplikovan posun svételného rezimu (bilé body) se
v P0-P1, tj. tFi dny po posunu neliSily od profili v SCN kontrolnich
zvirat (Cerné body). Byl-li posun svételného rezimu aplikovan v E18,
profily v expresi c-Fos (C) i Avp (D) v SCN mlad’at jejichZz matkdam
byl aplikovan posun svételného rezimu (bilé body) byly v P0-P1, tj.
pét dni po posunu posunuty oproti profilim Kkontrolnich zvirat ve
smyslu zpoZdéni. V grafech jsou vyneseny primérné hodnoty
relativni optické density (n=4) + S. E. M.
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Vlivem posunu LD jiz vEI8 doslo kfazovému
zpozdéni profilt exprese c-fos a Avp v SCN v PO-P1. (Obr. 3:
C, D). Prokazali jsme tak, Ze cirkadidanni hodiny jsou ve
fetalnim SCN schopny reagovat na mateiské signaly fazovym
posunem béhem péti dnti pocinaje jiz od E18.
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Obrazek 4: Viiv o-noa posunu svételného reZimu v rzu na profily
v expresi hodinovych gent Perl (A, C) a Per2 (B, D) v SCN 3-dennich
(A, C) a 6-dennich (B, D) potkanich mlad’at. V SCN mlad’at jejichz
matkam byl aplikovan posun svételného reZimu (bilé body) jsou 3.
postnatalni den profily v expresi Perl (A) a Per2 (B) posunuty oproti
profilim v expresi v SCN Kkontrolnich mlad’at (¢erné body) fazové
posunuty. Tento rozdil pfetrvava i 6. postnatilni den, tj. osm dni po
posunu. V grafech jsou vyneseny priimérné hodnoty relativni optické
density (n=4) = S. E. M.
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B) Vyvoj citlivesti cirkadianniho systému ke

svételnym podnétiim

Exprese Perl byla v SCN 1-dennich mladat
indukovéna svételnym pulsem aplikovanym jak be&hem
subjektivniho dne, tak béhem subjektivni noci (Obr. 5A). U
3-dennich (obr. 5B), 5-dennich (Obr. 5C) a 10-dennich (Obr.
5D) mlad’at je exprese Perl v SCN citlivad na svétlo béhem
subjektivni noci, avsak jiz nikoliv béhem subjektivniho dne.
Mechanismus regulujici citlivost Perl na svétlo byl tedy
v SCN pfitomen jiz 3. postnatalni den a déle se vyvijel.

Citlivost exprese Per2 v SCN na svételné podnéty (Obr.
6) se vyviji pomaleji nez Perl. Svételna indukce exprese
Per2 byla pozorovana teprve 3. postnatalni den (Obr. 6B).
V SCN 5-dennich mlad’at (Obr. 6C) byla fotoindukce exprese
Per2 omezena predevsim na dobu subjektivni noci, 1 kdyz
k mirnému zvySeni exprese doslo také po pulsu béhem
subjektivniho dne. Teprve u 10-dennich mlad’at (Obr. 6D)
byla fotoindukce exprese Per2 omezena vyhradné na dobu
subjektivni noci.

Exprese c-fos v SCN 1-dennich mlad’at byla citliva na
svétlo béhem subjektivni noci i béhem subjektivniho dne
(Obr. 7A). U 3-dennich mlad’at (Obr. 7B) byla exprese c-fos
v SCN indukovana svétlem béhem subjektivni noci a nikoliv
béhem subjektivniho dne, avsak jesté 5. postnatalni den (Obr.
7C) byla pozorovana mirna indukce exprese c-fos po
svételném pulsu aplikovaném béhem subjektivniho dne.
Teprve u 10-dennich mlad’at (Obr. 7D) byla fotoindukce c-
fos omezena vyhradné na dobu subjektivni noci.
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Obrazek 5: Vliv 30 min svételnych pulsii na expresi Perl mRNA
v SCN 1-dennich (A), 3-dennich (B), 5-dennich (C) a 10-dennich (D)
potkanich mlad’at. Mlad’ata vypusténa do konstantni tmy a nasledné
vystavena 30min svételnému pulsu béhem subjektivniho dne (CT7)
nebo béhem prvni (CT15) ¢i druhé (CT21) poloviny subjektivni noci.
Hladina Perl mRNA v SCN kontrolnich (Sedé sloupce) a osvétlenych
mlad’at (bilé sloupce) byla stanovena 30min, 1hod a 3hod po zaéatku
kaZdého pulsu. MnoZstvi Per] mRNA bylo stanoveno jako relativni
opticka densita oblasti SCN na autoradiografickém filmu a
prevedeno na procenta maximalni priimérné hodnoty. KazZdy sloupec
reprezentuje prumér = S. E. M. (pro A n=6-8; pro B-D n=4). *
P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001 (T-test)
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Obrazek 6: Vliv svételnych pulsii na expresi Per2 mRNA v SCN 1-
dennich (A), 3-dennich (B), 5-dennich (C) a 10-dennich (D) potkanich
mlad’at. Mlad’ata byla vypuSténa do konstantni tmy a nasledné
vystavena 30min svételnému pulsu béhem subjektivniho dne (CT7)
nebo béhem prvni (CT15) ¢i druhé (CT21) poloviny subjektivni noci.
Per2 mRNA byla stanovena 30min, 1hod a 2hod po zacatku kazdého
pulsu v SCN kontrolnich (Sedé sloupce) a osvétlenych mlad’at (bilé
sloupce). Mnozstvi Per2 mRNA bylo vyhodnoceno jako relativni
opticka densita oblasti SCN na autoradiografickém filmu a
prevedeno na procenta maximalni primérné hodnoty. Kazdy sloupec
reprezentuje prumér = S. E. M. (pro A n=6-8; pro B-D n=4). *
P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001 (T-test)
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Obrazek 7: Vliv 30 min svételnych pulsi na expresi c-fos mRNA
v SCN 1-dennich (A), 3-dennich (B), 5-dennich (C) a 10-dennich (D)
potkanich mlad’at. Mlad’ata vypusténa do konstantni tmy a nasledné
vystavena 30min svételnému pulsu béhem subjektivniho dne (CT7)
nebo béhem prvni (CT15) ¢i druhé (CT21) poloviny subjektivni noci.
Hladina c-fos mRNA v SCN kontrolnich (Sedé sloupce) a osvétlenych
mlad’at (bilé sloupce) byla stanovena 30min, 1hod a 3hod po zaéatku
kaZdého pulsu. MnoZstvi c-Fos mRNA bylo stanoveno jako relativni
opticka densita oblasti SCN na autoradiografickém filmu a
pi‘evedeno na procenta maximalni primérné hodnoty. Kazdy sloupec
reprezentuje prumér = S. E. M. (pro A n=6-8; pro B-D n=4). *
P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001 (T-test)

Prokédzali jsme, Ze molekuldrni mechanismus
zajiStujici synchronizaci cirkadiannich hodin v SCN je
citlivy ke svétlu jiz 1. postnatilni den. V souladu
s predchozimi vysledky (Leard et al., 1994; Bendova et al.,
2004) jsme dale potvrdili, Ze mechanismus, kterym
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cirkadianni hodiny vymezuji citlivost exprese c-fos ke svétlu,
se zacina postupné vyvijet od 3. dne po narozeni, je vSak plné
vyvinut az 10. den po narozeni.

V dalsi studii jsme se zaméfili na vyvoj citlivosti sitnice
ke svétlu u 1-dennich, 3-dennich, 5-dennich a 10-dennich
potkanich mlad’at.

Jiz prvni den po narozeni dochdzi v sitnici potkanich
mléd’at ke spontanni expresi Perl a Per2. Az do 10. dne po
narozeni Vv sitnici kontrolnich zvifat nebyla pozorovana
vyrazna spontanni exprese c-fos.

Svételny puls aplikovany béhem subjektivniho dne i
subjektivni noci zplisobil indukei exprese c-fos v gangliovych
bunkach sitnice. Exprese Perl a Per2 v téchto buikach
ovlivnéna nebyla. Pocet c-fos mRNA pozitivnich bun¢k byl
vysoky 30min a lhod po zacatku svételného pulsu a pak
postupné klesal. Analyza emulsnich autoradiogramt také
ukédzala, ze po svételném pulsu aplikovaném béhem
subjektivniho dne i béhem subjektivni noci dochazi v sitnici
1-dennich a 3-dennich mlad’at k indukci exprese Per! a c-fos
v ostie ohranicené vrstvé na vnéj$im okraji sitnice. Vzhledem
k tomu, ze pars nervosa retinae je jesté 3. postnatalni den jen
malo  diferencovana, je onou vrstvou s nejvetsi
pravdépodobnosti RPE. ZvySené mnozstvi svétlem
indukované Perl i c-fos mRNA v RPE bylo u I-dennich
mlad’at pozorovano 1-2 hod po zahdjeni svételného pulsu a
pak klesalo. U 3-dennich mlad’at citlivost exprese Perl a c-
fos v RPE ke svétlu pomalu odezniva a u 5-dennich mlad’at
jiz nebyla pozorovana.

Ve studii zaméfené na vyvoj reakce cirkadianniho
pacemakeru v SCN na délku dne jsme zkoumali vliv dlouhé
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letni a kratké zimni fotoperiody na denni profily v expresi
Perl, Per2, Cryl a Bmall v SCN 3-dennich, 10-dennich a
20-dennich potkanich mlad’at. Treti den po narozeni nebyly
profily exprese ani jednoho ze sledovanych gent
modulovany fotoperiodou. U 10-dennich mlad’at dochazelo
pouze k ovlivnéni profili exprese Perl a Per2, tedy genu,
jejichz exprese je citliva na svétlo. Na profily gent, jejichz
exprese neni fotosensitivni, meéla fotoperioda vliv az
v pozd¢jsich vyvojovych stadiich. 20. den po narozeni byla
fotoperiodou ovlivnéna exprese Cry/ mRNA. Vliv
fotoperiody na expresi Bmall v SCN se neprojevil jesté ani u
20-dennich mlad’at. Synchronizace cirkadianniho systému
fotoperiodou se tedy u potkana zacinad vyvijet okolo 10. dne
po narozeni, béhem postnatalni ontogeneze postupné dozrava
a dospélé urovné dosahuje pravdépodobné¢ az v obdobi
odstavu.

Diskuse

Vysledky piedloZenych praci pomahaji vytvofit obraz
ontogenetického  vyvoje  synchronizace cirkadianniho
systému potkana. Béhem prenatélniho vyvoje se informace o
svételném rezimu dostavaji k mlad’atim zprostfedkované
pres cirkadianni systém matky. Cirkadianni hodiny mladéte
nejsou pfi zméné svételného rezimu béhem prenatilniho
vyvoje synchronizovany zaroveii s matkou, ale jsou
sefizovany matefskymi signaly az poté, co se cirkadianni
hodiny matky pfizpisobi zméné. Matetskd synchronizace
hraje nejvyznamnéjsi roli v prenatdlnim obdobi vyvoje a
v prvnich dnech po narozeni. S postupujici maturaci se
cirkadianni ~ hodiny = mladéte  ,,0osamostatiuji“  od
synchronizaéniho vlivu matky a postupné prevlada
synchronizace svétlem.
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Pro synchronizaci cirkadiannich rytmt svétlem je
dilezita fotosensitivni funkce sitnice a funkéni propojeni
sitnice s centralnim pacemakerem v SCN. SCN samo pak
musi byt dostate¢né¢ zralé, aby mohl byt -cirkadidnni
pacemaker synchronizovan svételnymi podnéty. K prvnimu
propojeni sitnice s SCN dochazi jiz prvni den po narozeni a
jiz tehdy je sitnice potkanich mlad’at citliva na svétlo.
Fotosensitivita gangliovych bunék sitnice se 1. postnatalni
den projevuje expresi ¢asného raného genu c-fos po osvétleni
a béhem casné postnatalni ontogeneze se dale vyviji. Jiz od
prvniho dne po narozeni dochazi také ke spontanni expresi
Perl a Per2 v sitnici. Zda se, ze exprese Perl a Per2 neni
v pars nervosa retinae citliva na svétlo, ale v prvnich dnech
po narozeni byla pfechodné pozorovana indukce exprese
Perl a c-fos v RPE.

Jiz prvni den po narozeni reaguji cirkadidnni hodiny
v SCN na svételné podnéty, a to jak na trovni aktivace
neuronli SCN reprezentované indukci exprese c-fos (Leard et
al., 1994), tak také indukci exprese Perl v SCN.
Mechanismus kterym cirkadidnni hodiny v SCN vratkuji
citlivost exprese Perl a c-fos ke svételnym podnétim se
zacina uplatnovat od 3. postnatalniho dne. Citlivost exprese
hodinového genu Per? a jeji vratkovani se vyviji pomaleji,
coz naznacuje, ze by mohlo byt fizeno jinym mechanismem
nez u Perl a c-fos. Jak postupné¢ dozravd molekularni
mechanismus cirkadiannich hodin, vratkovaci mechanismus
se dale vyviji a citlivost exprese Perl, Per2 a c-fos je 10.
postnatalni den jiZ omezena pouze na dobu subjektivni noci.
Vyvoj vratkovaciho mechanismu je doprovazen funkénim
rozdélenim SCN na dmSCN, kde dochazi pouze ke spontadnni
rytmické expresi hodinovych gent a vISCN, kde je exprese
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Perl a c-fos indukovdna svételnym pulsem béhem
subjektivni noci.

Mechanismus, kterym jsou cirkadidnni hodiny v SCN
synchronizovany svétlem, ma vice soucasti. Krom¢ okamzité
reakce na svételné podnéty dochazi i ke komplexnimu
ovlivnéni dennich profili ve spontanni expresi hodinovych
gentl v SCN. Zda se, Ze pritomnost mechanismu vratkujiciho
citlivost VISCN ke svételnym podnétim je predpokladem pro
to, aby spontanni cirkadidnni rytmicita v . dmSCN byla
ovlivnéna fotoperiodou. Spontanni exprese Perl a Per2
v SCN zacina byt modulovana délkou dne 10. postnatalni den
a reakce na fotoperiodu se dale vyviji. Profil v expresi Cry!
je ovlivnén fotoperiodou az 20. postnatalni den a exprese
Bmall je ovlivnéna délkou dne jesté pozdéji.

Ziskan¢ vysledky naznacuji, Ze funkéné nejprve
dozrava vISCN, ve kterém dochazi k okamzitému ovlivnéni
exprese hodinovych gent svétlem. Kdyz je dostatecné
vyvinuty mechanismus vratkujici citlivost vISCN ke svétlu a
synaptické propojeni VISCN a dmSCN dosahne dospélé
urovné, muze byt informace o svétle zpracovana ve vISCN
piedana do dmSCN, kde dojde k modulaci exprese
hodinovych genii. Jak komplexni bude ovlivnéni spontdnni
exprese hodinovych geni vdmSCN délkou dne zavisi 1 na
celkové zralosti molekularniho mechanismu cirkadidnnich
hodin.

Zavéry

V ptedlozené disertacni praci jsme se pokusili
zmapovat vyvoj svételné synchronizace cirkadidnniho
systému potkana. Pozornost byla vénovdna zejména tomu,

jak béhem prenatdlniho a postnatalniho obdobi plisobi
svételny rezim na vyvijejici se cirkadianni hodiny mladéte.
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V prenatalnim obdobi se informace o svétle dostava
k mlad’atim zprostiedkované ptes cirkadianni systém matky.
Béhem postnatdlniho obdobi se postupné vyviji nejprve
okamzitd reakce cirkadidnnich hodin v SCN mlad’at na
svételné podnéty a posléze modulace cirkadianni rytmicity
délkou svétlé casti dne. Rovnéz jsme ukazali, Ze sitnice
potkana reaguje na svételné podnéty jiz v prubéhu
morfologické a funkéni maturace.

Prace vznikla za financni podpory granti Grantové
agentury Ceské republiky ¢ 309/05/0350,  309/08/0503,
doktorského grantového projektu pro studenty neuroved
309/08/H079, vyzkumnych zameéri LC554 a AVOZ 50110509
a projektu 6. RP EU EUCLOCK ¢. 018741.
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