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Abstrakt

Suprachiasmatickd jadra (SCN) hraji v dospélém organismu klicovou roli jako hlavni
cirkadianni oscilator, jehoz rytmus je stabilni a teplotné¢ kompenzovany. Béhem fetalniho
vyvoje nebyla mira teplotni odolnosti v SCN dostate¢né prozkoumana. Cilem této prace bylo
experimentaln¢ ovéfit, zda zmény télesné teploty mohou byt potencidlnim nesvételnym
matefskym signdlem a synchronizovat fetdlni cirkadidnni rytmy. Vyzkum vyuziva
organotypické explanty SCN odebrané z transgenniho my$iho modelu mPer2t, ktery
umoziuje sledovani cirkadianni aktivity proteinu PER2 pomoci bioluminiscence v realném
case. Vysledky ukazaly, ze fetalni SCN jsou na zmény teploty citlivé. Opakované teplotni cykly
mély signifikantni synchronizacni U€inek na fetdlni SCN a obnovily rytmicitu u vzorkl
se slabymi oscilacemi. Farmakologicka inhibice proteinu HSF1 pomoci kvercetinu ¢astecné
utlumila odpovéd’ fetalnich hodin na teplotni cykly. Zjisténé hodnoty teplotniho koeficientu Qo
naznacuji niZsi stupen teplotni kompenzace ve fetdlnim SCN oproti dosp€lym jedinctim. Tato
prace porovnava rozdily ve vlastnostech cirkadidnnich hodin ve fetadlnim a plné vyvinutém
SCN, ptispiva k porozuméni vyvoje cirkadiannich oscilatori a otevira prostor pro dalsi vyzkum

matefské synchronizace.

Kli¢ovéa slova: cirkadianni hodiny, teplotni synchronizace, ontogeneze, suprachiasmatické jadra



Abstract

The suprachiasmatic nuclei (SCN) play a key role in the adult organism as a major circadian
oscillator whose rhythm is stable and temperature-compensated. Temperature resistance in the
SCN has not been well understood during fetal development. The aim of this study was to
experimentally test whether changes in body temperature could be a potential non-light
maternal signal and synchronize fetal circadian rhythms. The research uses organotypic SCN
explants taken from the mPer2*“ transgenic mouse model, which allows monitoring of the
circadian activity of the PER2 protein by real-time bioluminescence. The results showed that
fetal SCN is sensitive to temperature changes. Repeated temperature cycles had a significant
synchronizing effect on fetal SCN and restart the dampened oscillations. Pharmacological
inhibition of the HSF1 protein by quercetin partially inhibited the response of the fetal clock to
temperature cycles. The values of the temperature coefficient Q1o suggest a lower degree of
temperature compensation in the fetal SCN compared to adults. This work compares the
differences in circadian clock properties in fetal and fully developed SCN, contributes to the
understanding of the development of circadian oscillators and opens the way for further

research on maternal synchronization.
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Seznam zkratek
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angl. Circadian locomotor output cycles kaput
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(ROR0) retinoidni sirotéi receptor o
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angl. protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase
angl. protein kinase R
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RBM3 angl. RNA-binding motif protein 3

RHT retinohypotalamicky trakt
RORE ROR response element

SCN suprachiasmaticka jadra

SD smérodatné odchylka

SHH sonic hedgehog

TP teplotni pulz

TTX tetrodotoxin

VEH vehikulum

VIP vazoaktivni intestinalni peptid
VLPO ventrolateralni preopticka oblast

vISCN ventrolateralni SCN



1 Uvod

Cirkadianni rytmy v téle umoziuji organismim pfizpisobit se cyklickym zménam
v prostiedi jako je stiidani dne a noci nebo zména teploty. Tyto rytmy jsou generovany vnitinimi
biologickymi hodinami, které funguji autonomné a pomoci vnéjSich ¢asovych signalt jsou
sefizovany na 24 hodin pfesn€. Suprachiasmaticka jadra (SCN) v mozku slouzi jako centralni
hodiny, které jsou synchronizovany svételnymi signaly a fidi aktivitu perifernich hodin v
ostatnich tkanich téla. Vyvoj sav¢ich SCN zacind jiZz v prenatdlnim obdobi v té€le matky, bez
pfimé informace o svételnych podminkach. V této f4zi proto sehravaji klicovou roli nesvételné
matefské signaly, jako jsou hormonalni fluktuace nebo pfijem potravy. Otazkou je, zda by
potencialnim synchroniza¢nim signalem mohla byt i1 télesna teplota matky. PiestoZze dospélé
SCN je vic¢i zménam teploty odolné, dosavadni vyzkumy naznacuji, ze tato rezistence je
zpiisobena ptitomnosti propojenych neuronovych siti, které béhem fetadlniho vyvoje nejsou
dostate¢né¢ vyvinuty (Buhr et al., 2010). Zarovei je dospélé SCN siln¢ teplotné kompenzované
— rytmy si udrZuji stabilni periodu pfiblizné 24 hodin 1 pfi zménach teploty. Tato vlastnost
je kli¢ovym rysem cirkadidnnich hodin, ale dosud neni jasné, kdy pfesné se béhem vyvoje tato
schopnost objevuje. Diplomovéa prace se zaméfuje na citlivost fetadlnich SCN ke zméndm
teploty, a zkouma, zda mateiska télesna teplota muize slouzit jako synchroniza¢ni signal béhem
fetalniho vyvoje SCN. Zaroven se soustfedi na otazku, zda fetalni SCN ve stadiu E17 jiz

vykazuji teplotni kompenzaci.



2 Literarni piehled
2.1 Cirkadianni systém savci

Zivy organismus je pravidelnd vystavovan zménam prostiedi spojenych s rotaci Zemé, jako
napf. kolisdni okolni teploty nebo stfidani dne a noci. Cirkadianni hodiny pfedstavuji
mechanismus, ktery se vyvinul v télech organismi v prubéhu evoluce a umoziiuje jim
ptizptsobit se témto cyklickym zménam. Slovo cirkadianni pochazi z latinskych slov circa
(ptiblizn€) a diem (den), coZ znamena, ze tyto rytmy pravidelné osciluji s periodou pfiblizné 24
hodin. Zékladni vlastnosti cirkadidnniho systému je schopnost generovat rytmy nezavisle
na téchto signédlech. Biologické hodiny funguji jako endogenni (vnitini) oscilator, ktery
autonomn¢ udrzuje priblizné¢ 24hodinovy rytmus i za konstantnich podminek (napft. ve stalé
tm¢) bez vnéjSich casovych podnéti (Aschoff, 1981). Pro spravné fungovani cirkadidnniho
systému je nezbytnd jeho synchronizace pomoci vnéjsSich ¢asovych signalt — tzv. Zeitgeberii,
diky kterym jsou rytmy sefizeny presné na 24 hodin (Pittendrigh & Daan, 1976). NejsilnéjSim
vnéjSim ¢asovym signalem je svétlo, mezi dalsi signdly patii napi. pravidelny pfijem potravy
nebo pohybova aktivita (shrnuto v Patke et al., 2020). Synchronizované cirkadidnni rytmy
vykazuji pravidelné oscilace a fidi behavioralni, metabolické a fyziologické funkce vcetné

cyklu spanku/bdéni.

Cirkadianni systém savcil je hierarchicky uspofddan a skladd se z centrdlnich hodin,
ulozenych v suprachiasmatickych jadrech (SCN) hypotalamu, a perifernich hodin, které se
nachazi témef ve vSech tkanich téla. SCN funguje jako hlavni oscilétor, ktery je synchronizovan
svételnymi signdly a prostfednictvim hormondlnich, nervovych a metabolickych drah fidi

aktivitu perifernich hodin (shrnuto v Mohawk et al., 2012) (Obr. I).
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Obr. 1: Hierarchické uspovddani cirkadianniho systéemu. Centrdlni hodiny v suprachiasmatickych
jadrech (SCN) funguji jako hlavni oscilator. SCN prijima svételné signdly a dochazi k synchronizaci
centralnich hodin s cyvklem dne a noci. Periferni hodiny jsou rizeny signaly z SCN, ale také dalsimi
vnéjsimi faktory, jako je pohybova aktivita, prijem potravy nebo zmény télesné teploty. Prevzato

a upraveno podle (Zhang et al., 2022).

2.1.1 Centralni hodiny

Cirkadianni systém savcu je primarné fizen SCN v hypothalamu, které ma ulohu hlavniho
,pacemakeru® organismu a koordinuje cirkadianni rytmy fyziologickych a behaviordlnich
procest (R. Moore & Eichler, 1972). SCN je umisténo nad kiizenim optickych nervl v piedni
¢asti hypothalamu, coZ mu umoznuje piijem informaci z okolniho prostiedi prostfednictvim
retinohypotalamického traktu (RHT) (R. Moore & Lenn, 1972), ktery ptenasi signdly o svétle
z fotoreceptorovych gangliovych bunék sitnice obsahujicich melanopsin pfimo do SCN

(Berson et al., 2002) (Obr. 2).

U hlodavetl je SCN tvofeno piiblizné 20 000 neurony a gliovymi bunkami
(Van den Pol, 1980). SCN obsahuje dv¢ strukturalné a funkéné odlisné subpopulace neuronii:
ventrolaterdlni ¢ast (VL nebo vISCN), kterd je schopna reagovat na svételné signaly a oznacuje
se jako ,,jadro* SCN, a dorsomedialni ¢ast (DM nebo dmSCN) tvofici tzv. ,,obal* (Leak et al.,

1999; Morin & Allen, 2006), kterd vykazuje spontanni oscilace. Svételné signaly pfijimané



VISCN jsou preddvany do dmSCN, coz umoziluje vzajemné sladéni a koordinaci téchto oblasti
(Gu et al., 2016). Neurony v kazdé casti SCN produku;ji specifické neurotransmitery: vISCN
produkuje zejména vasoaktivni intestinalni peptid (VIP), zatimco dmSCN produkuje predevsim
arginin-vazopresin (AVP) (Inouye & Charpentier, 1996; R. Y. Moore et al., 2002). Kyselina
v-aminomaselnou (GABA) je exprimovana v obou oblastech (R. Y. Moore et al., 2002). VIP
je dilezity predevsim pro synchronizaci bunék mezi obéma oblastmi SCN (Aton et al., 2005)
a spolecné s GABA zajist'uje propojeni mezi jednotlivymi neurony (R. Y. Moore a Speh, 1993;
Aton et al.,, 2006) (Obr. 2). Protoze kazdy neuron funguje jako autonomni oscilator
(Welsh et al., 1995), interakce mezi t€émito neurotransmitery poméahd udrzovat konzistentni
synchronizaci a tvofit komplexni neuronalni sit’ na urovni SCN jako celku (Aton et al., 2005,

2006).
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Obr. 2: Struktura a synchronizace SCN. 3V = tieti mozkova komora, DM = dorzomedidlni cast,
VL = ventrolateralni cast, AVP = arginin-vazopresin, GABA = kyselina y-aminomaselna, VIP =
vasoaktivni intestinalni peptid, RHT = retinohypotalamicka draha. Upraveno a prevzato podle

(Hafner et al., 2012).



2.1.2 Periferni hodiny

SCN vysila své signaly k perifernim oscilatorim, coz jsou cirkadianni hodiny v tkanich
v ostatnich ¢astech téla — napf. jatra, ledviny nebo svaly. Rytmické exprese hodinovych gent
byla pozorovana napiic témét vSemi bunikami v téle savct a bylo prokazano, ze pokud jsou tyto
bunky z tkani udrzované v bunécné kulture, vykazuji endogenni cirkadianni rytmy a funguji
autonomn¢ i bez ptitomnosti SCN (Yoo et al., 2004). Cirkadidnni rytmy v perifernich tkanich
jsou tak fizeny jak systémovymi signaly prichazejicimi z SCN, tak autonomnimi perifernimi
hodinami jednotlivych organti, které reaguji na specifické lokalni signaly (Mohawk et al., 2012)
(Obr. 1). Hlavnim ukolem SCN tedy je, aby bunécné oscilatory v perifernich tkanich byly

synchronizovany a nastaveny podle aktualni faze denniho cyklu (Buijs et al., 2003).

2.1.3 Molekularni mechanismus cirkadiannich hodin

Hlavnimi komponentami cirkadidanniho oscildtoru v kazdé bunce jsou hodinové geny.
Proteiny a transkripty téchto genl vytvareji sit’ transkripéné-translacnich zpétnovazebnych
smycek, které se navzajem reguluji (Lowrey & Takahashi, 2004). Mezi zékladni geny téchto
smycek patii Clock (Circadian Locomotor Output Cycles Kaput), Bmall (Brain and Muscle
Arnt-Like protein 1), Period 1 (Perl), Period 2 (Per2), Period 3 (Per3), Cryptochrome I
(Cryl), Cryptochorme 2 (Cry2), Rev-erbo, Rora a CKle/d (kasein-kinasa 1 ¢/0)
(Bae et al., 2001; Bunger et al., 2000; Kume et al., 1999).

Proteiny CLOCK a BMALI1 spolu interaguji a vytvareji heterodimerni komplex,
ktery je poté translokovan do jadra a vaze se na specifickou sekvenci DNA, tzv. E-box, ktery
reguluje expresi dalSich hodinovych gentl. Po navazani komplexu BMAL1:CLOCK na E-box
dochazi k aktivaci transkripce hodinovych genti Per a Cry (Gekakis et al., 1998; Hogenesch
et al.,, 1998). Proteiny PER a CRY se hromadi v pribéhu dne v cytoplazmé a rovnéz spolu
vytvafeji heterodimerni komplexy. Hladinu komplexu PER:CRY v cytoplazmé kontroluji
kaseinové kinazy CKle a CK16 a rozhoduji o cilovém osudu komplexu (Akashi et al., 2002).
PER:CRY se nasledné translokuje do jadra a inhibuje vlastni transkripci vyvazanim komplexu
CLOCK:BMALI z oblasti E-boxu (Kume et al., 1999). Komplex PER:CRY je na konci dne
degradovan E3 ubiquitinligdzami, a komplex CLOCK:BMAL1 muze opét aktivovat piepis
genu Per a Cry (Busino et al., 2007; Reischl et al., 2007) (Obr. 3).

Dalsimi dutlezitymi komponentami cirkadianniho oscildtoru, které jsou také ftizeny
komplexem CLOCK:BMALI, jsou jaderné receptory Rors (retinoic acid orphan receptors)
a Rev-erba (nuclear receptor subfamily 1 group D member 1; Nridl). Proteiny RORa a REV-



ERBa maji schopnost se navazat na specifickou sekvenci v promotoru genu Bmall. Pokud
se na sekvenci RORE (ROR-response element) navaze REV-ERBa, dochézi k inhibici exprese
proteniu BMALI (Preitner et al., 2002). RORa aktivuje transkripci Bmall a vytvaii se komplex
CLOCK:BMALI1 (Sato et al., 2004) (Obr. 3). Obé smycky jsou dopliovany dalSimi
mechanismy (Takahashi, 2016).

m cytoplazma
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Obr. 3: Molekularni mechanismus cirkadiannich hodin. V jadre dochazi k tvorbé heterodimeru
BMALI:CLOCK, ktery se vaze na E-box v promotorové oblasti cilovych genii (Per, Cry, Rev-Erb, Ror)
a aktivuje jejich transkripci. Po translaci v cytoplazmé tvori proteiny PER a CRY heterodimer,
ktery se ndsledné transportuje zpéet do jadra, kde inhibuje aktivitu komplexu BMALI:CLOCK, ¢imz
vytvari negativni zpétnou vazbu. Proteiny ROR a REV-ERB reguluji expresi genu Bmall prostrednictvim
vazby na RORE (na obrazku RRE). ROR podporuje transkripci Bmall, zatimco REV-ERB ji inhibuje;

vznika dalsi uroven zpétnovazebné regulace. Prevzato a upraveno podle (Son et al., 2024).

2.2 Zakladni parametry cirkadianniho rytmu

Mezi zakladni parametry cirkadidanniho rytmu patii amplituda, perioda, faze a mezor
(Obr. 4). Amplituda predstavuje maximalni odchylku hodnoty rytmické veliCiny od jeji stfedni
hodnoty (mezor). Vyjadifuje silu nebo intenzitu oscilace, tedy ¢im vys§i amplituda, tim
robustnéjsi cirkadidnni rytmus. Mezor lze chéapat jako stfedni hladinu, okolo které dochazi
k periodickym zméndm hodnoty. Perioda oznafuje Casovy interval mezi dvéma stejnymi
fazemi, napiiklad mezi dvéma maximy oscilace. Délka periody cirkadiannich hodin
se pohybuje kolem 24 hodin a je druhové specificka. V podminkach ptitomnosti vnéjSiho

synchronizatoru je perioda rytmu sefizena podle jeho periody, naptiklad na 24hodinovy cyklus



stfidani dne a noci. Faze popisuje aktualni hodnotu proménné vzhledem k pribchu cyklu
ve vztahu k externimu ¢asovému referen¢nimu bodu, naptiklad ke sttidani dne a noci. Obvykle
se vyjadiuje relativné k uréitému pevnému bodu, naptiklad k zac¢atku subjektivni noci nebo

k maximalni hodnot¢ rytmu (akrofazi) (Refinetti, 2016).

Fazovy posun nastava, kdyz se Casova poloha faze rytmu zméni v disledku ptisobeni
externiho podnétu, napiiklad zmény svételného reZzimu. Pokud faze rytmu nastava dfive nez
pted vystaveni podnétu, mluvime o fizovém ptedbéhnuti (phase advance), pokud naopak

nastava pozd¢ji, oznacuje se jako fazové zpozdéni (phase delay).

Tyto parametry umoznuji kvantifikovat vlastnosti cirkadidnniho systému a analyzovat jeho

reakce na rizné vnéjsi 1 vnitini faktory.
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Obr. 4: Parametry cirkadianniho rytmu. Vytvoreno pomoci BioRender.com

2.3 Ontogeneze cirkadianniho systému

Cirkadianni hodiny se vyviji béhem perinatdlniho obdobi. Nejlépe prostudovanym
modelovym organismem je laboratorni potkan, ale v poslednich letech je stale vice vyuZivana
jako model také laboratorni mys. Vyvoj SCN a cirkadiannich hodin je slozity proces, ktery
probihd béhem perinatalniho 1 postnatalniho obdobi a je fizen jak endogennimi mechanismy,
tak matetskymi signaly. Zatimco SCN vykazuje prvni zndmky rytmicity jiz prenatalné, jeho
plna funkcnost se vyviji po az narozeni (shrnuto ve Wong et al., 2022). U perifernich tkanich

se znamky rytmicity objevuji také pfed narozenim (shrnuto v Olejniczak et al., 2023).



Ve srovnani se znalostmi o cirkadidnnich rytmech dospélych jedinct, je jejich Casna
ontogeneze stale malo prozkoumdna. Otazkou zlstava, kdy béhem vyvoje zacnou centralni
cirkadianni hodiny fungovat jako hlavni oscilator regulujici rytmy na vSech urovnich, a jak
silny je vliv faktorti prostiedi, které tento vyvoj ovliviiuji. Nasledujici kapitoly se budou snazit

pfiblizit téma vyvoje centralnich hodin na jednotlivych urovnich.

2.3.1 Vyvoj cirkadianniho systému na tkanové tirovni

Bfezost u mysi trva piiblizné¢ 19-20 dni. Vyvoj SCN probiha od shluku nediferencovanych
bun¢k k vysoce diferencovanym, vzajemné propojenym a synchronizovanym sitim bunck
(Kabrita & Davis, 2008). Neurogeneze SCN zacind 12. den embryonélniho vyvoje (E12)
a kon¢i mezi E14-E15. Proces probihé podle ¢asoprostorového vzorce — nejprve se tvoii buiky
tzv. jadra (VISCN), nasledné ve dnech E13,5-E14,5 dochazi k obklopeni jadra dalSimi bunkami
za vzniku tzv. obalu (dmSCN) (Kabrita & Davis, 2008). Btezost laboratorniho potkana trva
zhruba 22 dni. Neurony v SCN zac¢inaji vznikat z ventralniho diencefalického zarode¢ného
epitelu v dobé E14 a neurogeneze pokracuje az do E17 (Bayer & Altman, 1987). Po dokonceni
neurogeneze neni SCN pln¢ funkéni z divodu nizkého poctu synapsi mezi neurony.
To potvrzuje elektricka aktivita neuront v SCN, ktera vykazuje slaby rytmicky vzorec ve stadiu
E22, pficemz jeho amplituda postupné narGstda az do P14 (Shibata & Moore, 1987).
Synaptogeneze a zrdni neuronii pokraCuje 1 postnatdlné a je dokonceno v P10
(R.Y. Moore & Bernstein, 1989), kdy je SCN morfologicky pln€ vyvinuté (shrnuto v Sumova
& Ce¢manova, 2020) (Obr: 5).



neuralni progenitorové burika

nezraly neuron

©
%ﬁ neuron
* astrocyt

rytmicita SCN

Obr. 5: Vyvoj SCN u potkana. Vyvoj cirkadianni rytmicity na tkanové urovni probiha soubézné
s morfologickym dozravanim SCN. Znazornéné Sipky predstavuji piisobeni materskych signalit na fetalni

SCN. Upraveno a prevzato podle (Sumovi & Cecmanovd, 2020).

2.3.2 Vyvoj cirkadianniho systému na molekularni arovni

Na molekularni Grovni dochdzi béhem vyvoje k aktivaci hodinovych genli a vzniku
transkripcné-translacénich zpétnovazebnych smycek, které je jsou zdkladnim mechanismem
pro fungovani cirkadidnniho rytmu. Ve stadiu pluripotentnich kmenovych bun¢k neni oscilace
hodinovych genit pfitomna — béhem diferenciace v kultufe dochéazi k vyvoji zpétnovazebnych
smycek hodinovych gent samovoln¢ a po de-diferenciaci téchto bun¢k pomoci faktort Oct3/4,
Sox2, Klf4, a c-Myc doslo k vymizeni oscilaci hodinovych genli (Yagita et al., 2010). Vznik
funk¢nich molekularnich hodin je Uizce spojen se spravnym prubéhem bunécéné diferenciace

(Umemura et al., 2017).

Exprese hodinovych genii Perl, Per2, Cryl, Bmall a Clock je v SCN potkana detekovatelna
jiz pred E19, ale jejich rytmické oscilace se objevuji az pozdéji. Zaroven ani hladiny proteinti
PERI1, PER2 a CRY1 nevykazuji zadné cirkadianni zmény (Sladek et al., 2004). Nedavna
transkriptomickd analyza fetalnich SCN potkana odhalila pfitomnost rytmil na Grovni genové
exprese jiz v E19 pii soucasné absenci rytmtl v expresi hodinovych gent. Toto zjiSténi

naznacuje, ze fetdlni SCN vykazuje rytmickou aktivitu jest€ pied vznikem vlastniho



molekularniho oscilatoru. Tyto rytmy jsou tedy pravdépodobné indukovany matetskymi signaly

a nejsou vysledkem autonomni aktivity SCN (Greiner et al., 2022).

V E20-E21 se v SCN potkana objevuje prvni rytmus v expresi hodinového genu Perl
s velmi nizkou amplitudou u potkant (Houdek & Sumovd, 2014; Kovacikova et al., 2006).
Rytmus v expresi genll Perl a Per2 je prokazatelny od prvniho postnatalniho dne (P1), tedy
po porodu (Kovacikova et al., 2006). V P3 vykazuji cirkadianni rytmus exprese gent Perl,
Per2, Cryl, a Bmall, amplituda rytmil téchto hodinovych genli stoupa a nabyva robustnosti
do stadia P10, kdy oscilace v expresi geni dosahuji vyvojové urovné dospélého potkana

(Sladek et al., 2004).

Prvni znamky rytmicity u mys$i se objevuji mezi E14,5-E15,5, ale pouze na urovni
jednotlivych bunék SCN, které vykazuji oscilaci v rytmu PER2 bioluminiscence v in vitro
tkanové kultufe (Carmona-Alcocer et al., 2018). Ve vzorcich SCN odebranym mySim
v Casovém sledu béhem dne byly prvni zndmky rytmické exprese genu Perl zaznamenany
v El7, kdy byl detekovan rytmus exprese tohoto genu na rozhrani dne a noci
(Shimomura et al., 2001). Geny Clock, Bmall a Cry nevykazovaly Zadnou rytmicitu béhem
prenatalniho vyvoje a jejich rytmické oscilace se vyvijely aZ po narozeni, s vrcholem kolem

P10 (Ansari et al., 2009).

Kromé hodinovych genti byly také zkoumany geny fizené cirkadidnnimi hodinami, jako je
Avp (arginin-vasopresin). V E20 byla detekovana exprese heteronuklearni RNA Avp, avSak
bez rytmu, pficemz prvni rytmus v expresi Avp mRNA byl detekovan az v E21. Tento rytmus

se zfetelné dale formuje od P1 a postupné se s vékem vyviji (Kovacikova et al., 2006).

2.3.3 Vyvoj cirkadidannich rytmi na systémové trovni

Maturace vstupnich a vystupnich drah do SCN je klicova pro pfenos a zpracovani ¢asovych
signalt spolu s koordinaci cirkadiannich rytmu. Propojeni mezi retinou a SCN prosttednictvim
retinohypotalamické drahy (RHT) mutze byt jednim z klicovych udalosti pro vyvoj
cirkadidnniho systému. Melanopsinové gangliové buiikky (ipRGCs), které pienaseji svételné
signdly do SCN, se vyvijeji a dozravaji mezi stadii E11 a E18, pficemz citlivost na svételny
signal byl zaznamenan jiz v P1 (Matéjti et al., 2010). To znamena, Ze tyto bunky jsou schopné
detekovat svétlo z okolniho prostfedi jesté pied otevienim o¢i mlad’at (Schmidt et al., 2008).
Kromé¢ retinalnich signalt pfichazeji do SCN také dal§i vstupy, které zprosttedkovavaji
informace o nesvételnych signdlech. U hlodavcl tyto vstupy dozravaji ve stejnou dobu

jako drdha RHT, je dokonce mozné, Ze vyvoj obou téchto drah je na sobé vzajemné zavisly
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(Pinato et al., 2009). Ontogeneze cirkadianniho rytmu laboratornich hlodavct (mys, potkan

a kiecek) je prehledné shrnuta na obrazku nize (Obr. 6).

Oplodn&ni EO Oplodnéni EO Oplodnani EO
E9 E10 E® \
myz E10 \ E11 10 wesek |\
B A =T E11 '
cxprese melancgsmu v remne ¥
E12 E13 E12
E13 | E14 E13 viP
E14 E15 E14
g1s @ Pera:iuc E16 E15
E16 | E17 | E16 |
E17 .f HEE:;'E 3 E18 E:<:rleze —\:T'::-s nuvreting  E17 | |
E18 i E19 | AVP E18 |
- Hedinove geny I t
E19 Ilr E20 1 E19 |
E20 || ' E21 \ ' E20-23 | 'II
- Hodinové geny .
: II . ) I_ : . ; I:n nove geny |
Narozeni - Narozeni = ¥ il Marozeni =—— AVF = —— = =
|I | :
P2 [ P2 1 J | i L Iir
P3 | P3 | | P3 .
I rl: r | T (]
P4 P4 rI | | P4 | _ —
P5 PS5 | 1 I P35 1 L
P& P& rlr { I, P& | |
P7 PT | | P7
f | i
P8 P8 | P8
Pa P9 | P8
P10 P10 zralé SCH P10
P11 P11 _ P11
P12 P12 | P12
P13 11 P13 | P13 |
Otevirani ofi Otevirdniofi "% H0PAeh SCN  oreviani ok h, !
redukee RHT S
ipRGC bunék propojeni Synaplogeneze

Obr. 6: Prithéh vyvoje SCN u mysi, potkana a kireCka zndzornén od okamZiku oplodnéni (E0) do P13—
Pl14. Symbol zelenée zakrouzkované viny znaci rytmicitu hodinovych genit nebo rytmus Per2
bioluminiscence. Modra oblast predstavuje pribéh neurogeneze, tyrkysova oznacuje obdobi
synaptogeneze, kdy dochadzi k tvorbé synaptickych spojeni mezi neurony v SCN. Sedd oblast zndzoriuje
vyvoj radialnich gliovych bunék, které hraji dilezitou roli pri tvorbé nervovych spojeni v SCN, fialova
oblast oznacuje redukci ipRGC bunek, cervena oblast predstavuje tvorbu RHT spojeni, které prendseji
informace o svétle ze sitnice do SCN. Zlutd oblast oznacuje vyvoj astrocytii, které podporuji funkci
neuroni. AVP = arginin vasopresin, VIP = vasoaktivni intestinalni peptid. Prevzato a upraveno podle

(Landgraf et al., 2014).
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2.4 Mateiska synchronizace

Fetéalni hodiny se vyviji autonomné (Jud & Albrecht, 2006), ale jejich nastaveni je vyrazné
ovlivnéno matetskymi signaly, které hraji kliCovou roli. Jak jiz bylo zminéno v pfedchozi
kapitole (viz 2.3.2. Vyvoj cirkadianniho systému na molekularni urovni), byla zjisténa rytmicka
exprese fady gentl ve fetalnich SCN jesté predtim, nez se vyvinuly jejich hodinové mechanismy,
tudiz se da predpokladat, ze tyto geny byly fizeny rytmickymi signaly od matky (Greiner et al.,
2022). Matetské signaly pisobi jako tzv. Zeitgebers a synchronizuji cirkadianni hodiny plodu
s matkou béhem prenatalniho vyvoje. Chirurgické odstranéni matefského SCN
u potkanii nebo genetickd delece hodin (Peri/Per2 double knockout) u mysi prokazaly, ze
absence matefskych signalti béhem téhotenstvi snizuje synchronizaci rytmt mezi jednotlivymi

plody ve vrhu (Jud & Albrecht, 2006; Reppert & Schwartz, 1984).

2.4.1 Hormonalni synchronizace

Nejprostudovanéjs§imi matetskymi signaly, které se podili na synchronizaci fetidlniho

cirkadianniho systému, jsou hormony.

Melatonin hraje vyznamnou roli v regulaci fetalnich cirkadidnnich hodin a jeho rytmicka
produkce v téle matky by mohla ovliviiovat vyvoj fetdlniho SCN. Melatonin je pravidelné
produkovan epifyzou matky s vysokou hladinou v noci a velmi nizkou hladinou ve dne
(Reiter et al., 2014). Melatonin ma schopnost prochazet fyziologickymi bariérami jako je
placenta nebo hematoencefalickd bariéra (Okatani et al., 1998; Pardridge & Mietus, 1980). Bylo
prokéazano, ze odstranéni epifyzy u brezich samic potkana vede k naruSeni rytmu v exprese
c-Fos a Avp v SCN novorozenych mlad’at, a podavani melatoninu témto matkam béhem
biezosti rytmy v SCN mlad’at obnovilo (Houdek et al., 2015). Zaroven pokud jsou biezi matky
primati vystaveny konstantnimu svétlu (LL), je potlacena produkce melatoninu a u ploda
dochazi k naruseni rytmické exprese hodinovych genti v SCN. K obnové rytmt opét dochazi,
pokud je samicim v LL podan melatonin (Mendez et al., 2012). Intraven6zné nebo peroralné
podany melatonin u gravidnich samic pfechdzi placentou do fetalniho krevniho obéhu
(Naitoh et al., 1998; Okatani et al., 1998), kde plisobi i ptes to, ze ve fetadlnich SCN jsou
melatoninové receptory Mtnrl a Mtnr2 exprimovadny pouze ve velmi nizké mife
(Greiner et al., 2022). In vitro experimenty ukdzaly, ze melatonin mize mirn¢ modulovat fazi
placentarnich hodin v decidua basalis (Luzna et al., 2021) a je také dilezity pro spravny vyvoj

nadledvin plodu (Mendez et al., 2012).
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Dalsim potencialnim synchronizatorem jsou glukokortikoidy (GC). Studie Ce¢manové et al.
(2019) zkoumala pomoci in vivo a in vitro experimentd, jak synteticky analog, dexametazon
(DEX), ovliviiuje vyvoj a synchronizaci fetalnich SCN. In vitro aplikace DEX
na explanty matetské a fetalni placenty zptisobila fdzové posuny rytmu v PER2-bioluminiscenci
v matefské Casti placenty. Fetalni ¢ast byla arytmicka. Aplikace DEX na tkanové explanty SCN
ve stadiu E15 urychlila vyvoj rytmicity béhem kultivace in vitro a v E17 zvysila amplitudu
oscilaci a zpomalila jeji pfirozeny pokles (angl. damping). DEX krom¢ zmény amplitudy také
prodlouzil periodu cirkadidnnich hodin a zplsobil fazové posuny, které byly kompletné
blokovany antagonistou glukokortikoidniho receptoru mifepristonem. In vivo experimenty
ukazaly, ze podani DEX biezim samicim vedlo k rychlému snizeni hladiny ¢-Fos v SCN ploda
uz po jedné hoding, zatimco v matei'ské i fetalni placenté byla hladina c-Fos zvySena. Autofi
navrhuji, Ze placenta hraje klicovou roli v prenosu GC signalti na plod a jejich synchroniza¢nim

¢inku na fetalni cirkadianni hodiny (Ceémanova et al., 2019).

Je pravdépodobné, ze se na hormonalni synchronizaci mize kromé vyse uvedenych podilet

vice 1 hormont (Bates & Herzog, 2020).

2.4.2 Prijem potravy

Jednim z faktora, ktery miZe synchronizovat cirkadianni hodiny plodu, je pravidelny piijem
potravy gravidnich potkanii. Weaver a Reppert ve své studii zkoumali fazi rytmu pitného rezimu
u mlad’at, ktera byla po odstaveni od matky chovana v konstantni tmé. Gravidnim samicim
(béhem E7) byla nejprve provedena 1éze SCN a nasledné omezen piijem potravy (bé¢hem E8—
E19) na ¢tythodinové okno mezi 9:00 a 13:00. Po narozeni byla mlad’ata odstavena a chovana
v konstantni tm¢ a zaroven byl sledovan rytmus jejich pitného rezimu. Mlad’ata narozena
matkdm s Casov€é omezenym piistupem k potravé méla synchronizované cirkadianni rytmy
pitého rezimu, aktivity, i télesné teploty oproti kontrolni skupin€, kdy mlad’ata narozena
matkdm s odstranénymi SCN a neomezenym pfistupem k potravé méla cirkadianni rytmy
vzajemné desynchronizované. Navic faze cirkadiannich rytm mlad’at byla synchronizovana
dobou pfijmu potravy nejen v ramci jednoho vrhu, ale také mezi jednotlivymi vrhy
(Weaver & Reppert, 1989). V této studii byl také proveden experiment s adopci mlad’at, ktery
potvrdil, ze k synchronizace pomoci omezeni piijmu potravy dochazi jiz pifed narozenim

(Weaver & Reppert, 1989).

Jednou z dalsich studii, ktera poukazuje zavislost rezimu pfijmu potravy na synchronizaci

fetalnich SCN, je experiment z roku 2010 (Novakova et al., 2010), kdy byly gravidni samice

13



potkanti rozdéleny do dvou hlavnich skupin a kazda skupina méla nastavené rozdilné svételné
podminky a omezeny piisun potravy. Prvni skupina byla pozorovana béhem standardniho
svételného rezimu s 12 h svétla svétla a 12 h tmy (LD), druha skupina v podminkach stalého
svétla (LL), tedy bez vnéjsiho Casového signdlu. V rdmci téchto skupin mély samice bud’
neomezeny pristup k potraveé, nebo bylo krmeni omezeno na 6 hodin béhem svétlé faze.
Novorozenym mlad’atim byly v SCN méfeny denni profily v hladindch exprese c-Fos a Avp.
U mléd’at narozenych matkdm chovanym v podminkéch svételného rezimu LD omezeny
ptistup k potravé nemél zadny vliv na rytmus exprese c-Fos a Avp. U skupiny mlad’at, jejichz
matky byly vystaveny podminkam LL, byl cirkadidnni rytmus v expresi obou genli vyrusen,
pokud mély neomezeny ptistup k potrave, jelikoz doslo k desynchronizaci v rdmci vrhu mezi
mlad’aty. AvSak v ptipadé€, ze matky byly vystaveny rezimu ¢asové omezeného krmeni, doslo
v SCN novorozenych mlad’at k obnoveni cirkadidanniho rytmu v expresi c-Fos a Avp. Tyto
experimenty prokdzaly, ze Casové omezené¢ krmeni matky mulZe vyznamné ovliviiovat
cirkadianni rytmy v SCN vyvijejicich se plodl, zejména pti absenci vnéjSich svételnych signalt

(Novékova et al., 2010).

Synchronizace fetalnich biologickych hodin skrze rezim potravy je sice jasn¢ prokazatelna,
avSak jeji €innost vyrazné ovliviuji svételné podminky. To zdlraziiuje slozitost vztahu mezi

chovanim matky, vyvojem plodu a vlivy prostiedi.

2.4.3 Svételny rezim

Dalsi z moznosti, jak zkoumat synchronizaci fetalnich hodin, je manipulace se svételnymi
podminkami. Fetalni SCN neni piimo citlivé na svétlo, ale ptijima signaly z matetskych SCN,
jejichz rytmy jsou sefizovany svételnym cyklem. V experimentu na ovcich zroku 1996,
vedeném skupinou Parraguez et al., védci zkoumali, jak svételné podminky mohou ovlivnit
kolisani hladin prolaktinu u matek a jejich plodi. Devét biezich ovci bylo vystaveno LL a pét
jich bylo vystaveno LD v poméru 14 h svétla a 10 h tmy od 10. dne biezosti. Vysledky ukazaly,
ze 24hodinovy rytmus prolaktinu v krvi byl pfitomen u plodd srezimem LD. U ploda
s rezimem LL také ptfetrval 24hodinovy rytmus, ale doslo k narusenti jejich synchronizace. V LL
se faze rytmu prolaktinu vice shodovala mezi dvojcaty nez s fazemi rytmi ostatnich skupin
dvojcat, coz naznacuje, ze svételny cyklus by mohl byt Zeitgeber pro cirkadianni rytmus
prolaktinu plodu a ze matka ptenasSi tento Zeitgeber na plod (Parraguez et al., 1996).
V experimentu s laboratornimi potkany byly bfezi samice chované v LD podminkach
vystaveny posunu svételného rezimu s nastupem faze tmy o 6 hodin pozdéji. Reakce fetalnich

SCN na svételny posun zavisela na stadiu vyvoje, kdy k tomuto posunu doslo. Pokud byl posun
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aplikovan samicim v E18, novorozena mlad’ata v dobé PO-P1 (tedy po 5 dnech) méla rytmy
v expresi genu c-Fos a Avp v SCN také fazove posunuty. Svételny posun aplikovany ve stadiu
E20 nezptisobil fAzové posuny rytmi ihned po narozeni, ale az pozdéji. Vysledek ukazal, ze
svételny pulz nejprve sefidil hodiny biezi samice (bé¢hem 3 dntl) a teprve nasledné byly setizeny

hodiny fétd (za 5 dnl) (El-Hennamy et al., 2008).
2.5 Teplota

2.5.1 Cirkadianni rytmus télesné teploty

Ptes to, ze maji savci schopnost udrzovat stalou télesnou teplotu navzdory okolnim teplotam
prostfedi, dochazi ke kolisani télesné teploty v pravidelném dennim rytmu o zhruba 1-4 °C.

Tyto cirkadianni rytmy télesné teploty jsou fizeny SCN (shrnuto v Refinetti & Menaker, 1992).

Dorzomedidlni ¢ast suprachiasmatick¢ého jadra (dmSCN) nejdiive vysild signaly
pfes dorzalni subparaventrikularni zénu (dSPZ) do preoptické oblasti hypothalamu (POA)
(Luetal., 2001; Satinoff, 1978). Preopticka oblast obsahuje dveé podoblasti se specializovanymi
termosenzitivnimi neurony, pficemz kazda ma odliSnou roli (Boulant, 2000). Ventrolateralni
preoptickéd oblast (VLPO) je diilezita hlavné pro regulaci spanku, medialni preopticka oblast
(MPOA) se podili na regulaci télesné teploty (Lu et al., 2000; shrnuto v Saper et al., 2005).
Diky propojeni SCN s termoregula¢nimi strukturami v mozku dochézi k udrZovani stabilnich

cirkadiannich rytmt télesné teploty (Rothhaas & Chung, 2021).

2.5.2 Vliv teploty na periferni hodiny

T¢lesna teplota funguje nejen jako vystupni rytmicky signal z SCN, ale také jako vstupni
signal pro synchronizaci perifernich rytml. Teplotni pulzy a opakované teplotni cykly jsou
velmi afinnym synchroniza¢nim signadlem pro periferni oscilatory. Aplikace 1hodinového
a 6hodinového pulzu z 36 °C na 38,5 °C zpulsobila zvySeni amplitudy cirkadianni exprese genu
a vyrazné fazové posuny rytmu s nejvyS$im ucinkem aplikace teplotniho pulzu v dobé CT
12—-18 (Buhr et al., 2010). Velmi t¢innym synchroniza¢nim signdlem perifernich oscilatort jsou
teplotni cykly, jejichz G¢innost se zvysSuje s poCtem opakovani (Sladek & Sumova, 2013).
Teplotni cykly mohou tak ucinné synchronizovat cirkadianni rytmy ve fibroblastech
u spontann¢ hypertenznich i normotenznich potkanid. Rytmus byl monitorovan prostiednictvim
exprese genu Bmall. Fibroblasty dospélych potkani byly vystaveny dvoudennim nebo
¢tyfdennim po sobé jdoucim teplotnim cykliim s oscilaci 36 °C a 38,5 °C po 12 hodinach, které
zpusobily vyznamné fazové posuny. U bunék s tlumenymi cirkadiannimi oscilacemi dokonce

dochazi po dvoudennim teplotnim cyklu k znovuobnoveni rytmt a navySeni jejich amplitudy.
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Navic kromé obnoveni jiZ slabych oscilaci dochazi i k jejich udrzeni n¢kolik dni po teplotnim
cyklu (Sladek & Sumova, 2013). V dalsi studii byly fibroblasty dospélych mysi vystaveny
in vitro riznym variacim teplotnich zmén. Vysledky ukazaly, ze opakované teplotni cykly
v ramci fyziologickych teplot (33—37 °C) dokazaly synchronizovat cirkadianni rytmy exprese
hodinovych gent a udrZet je 1 po navratu do konstantni teploty (Brown et al., 2002). Byly také
provedeny experimenty in vivo se zménou okolni teploty, kdy byly dospélé mysi vystaveny bud’
tzv. ,,pfirozenym* teplotnim cykltim s vyssi teplotou pies den (37 °C) a nizsi v noci (24 °C),
nebo opacnym teplotnim cykliim, kdy byla okolni teplota ptes den nizsi a v noci vyssi. U mysi
vystavenych tomuto opa¢nému teplotnimu cyklu doslo v perifernich hodinach jater k posunu
rytma do opacné faze, tedy v dobé ptivodniho maxima byla exprese genu po teplotni zméné
na svém minimu (Brown et al., 2002). Ve studii (Saini et al., 2012) zjistili, Ze ¢asteCnou
synchronizaci mohou vyvolat i velmi malé teplotni fluktuace s rozdilem o pouhy 1 °C. Krom¢
vysledkt potvrzujicich synchronizaci perifernich oscilatorit pomoci nékolikadennich teplotnich
cykll se pfiSlo také na to, ze teplotni synchronizace probiha u kazdého genu jinou rychlosti
(Saini et al., 2012). Zatimco rytmy exprese genu Per2 byly synchronizovany velmi rychle,
rytmy exprese genu Bmall a cirkadianné regulovaného genu Dbp se ptizptsobily teplotnim

cyklim az po n¢kolika dnech.

Periferni hodiny se synchronizuji i v piipadé del$i nebo nebo kratsi periody nez 24 hodin.
Fibroblasty dospélych mysi byly vystaveny stfidani teplot 35,5-38,5 °C po 6, 10, 14, 18, 24,
30, 34, nebo 40 hodinach. Uspé&sna synchronizace probéhla v rozmezi period 6-30 hodin, ale
efekt na expresi genli byl jen docasny a po preruSeni teplotnich cykli s upravenou periodou
rytmy maji tendenci se vracet na svou piirozenou 24hodinovou periodu. Periferni oscilatory
tedy maji schopnost se adaptovat na Siroky rozsah teplot i riznou délku periody

(Saini et al., 2012).

2.5.3 Vliv teploty na SCN

Na rozdil od perifernich hodin je dospélé SCN vi¢i zménam teploty odolné. Jednou
za zékladnich vlastnosti SCN je schopnost silné teplotni kompenzace — cirkadidnni periody
zlstavaji stejné bez ohledu na kolisani teploty. Diky tomu jsou cirkadianni hodiny spolehlivé

v riznych teplotnich podminkéch a mohou spravné fidit denni rytmy (Pittendrigh, 1954).

Teplotni kompenzace je velmi konzervovanou vlastnosti napfi¢ organismy, piesto tento
mechanismus neni zcela objasnén a v pribéhu let bylo navrzeno nékolik hypotéz. Jedna z nich

navrhuje tzv. fosfoswitch mechanismus, kdy je hodinovy protein PER2 fosforylovan kindzou
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CK16/e na svém stabilizatnim, nebo degradaénim misté v zavislosti na okolni teploté.
Fosforylace tedy stabilizuje nebo degraduje protein PER2, ¢imZz dochézi k regulaci délky
cirkadianni periody (shrnuto v Narasimamurthy & Virshup, 2017). Nedavna studie z roku 2023
predstavuje nove faktor CPSF6 (cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 6) jako
mozny regulator stabilni periody. CPSF6 se podili na posttranskrip¢nich modifikacich mRNA
prostiednictvim polyadenylace. Knockdown tohoto faktoru zplsobil naruseni teplotni
kompenzace v rytmech exprese gent u lidskych bunék in vitro (Schmal et al., 2023). Mira
teplotni kompenzace se vyjadifuje pomoci teplotniho koeficientu (Qio), jehoz hodnota
pfedstavuje zménu rychlosti biochemické reakce pti zvyseni teploty o 10 °C. Zatimco bézné
biochemické reakce svoji rychlost zdvojnasobi, az ztrojnasobi (Q10= 2—3), SCN vykazuji velmi

piesnou teplotni kompenzaci s hodnotou Qio~ 1 (Ruby et al., 1999).

Existuji ale studie poukazujici na schopnost SCN se podle teplotnich zmén sefizovat.
Neuronalni aktivita v SCN dospélych potkana byla monitorovana 3 dny pii teploté 37 nebo
31 °C. Hodnota periody rytmu byla v obou ptipadech teplotné¢ kompenzovana. Pokud byl ale
proveden teplotni pulz z 34 na 37 °C na 2 hodiny, faze rytmu se posunula azZ o 4 hodiny

(Ruby et al., 1999).

Mechanismy rezistence SCN na zménu teploty zkoumali v roce 2010 Ethan Buhr, Seung-
HeeYoo a Joseph Takahashi. Tato vyzkumna skupina ukazala, ze po aplikaci tetrodotoxinu
(TTX), blokatoru sodikovych kanali, ztraci SCN svoji rezistenci a v reakci na teplotni pulz
o teploté 38,5 °C dochazi k fazovym posuntim rytmu (Obr. 7 A). Dale upozornili na rozdily
v teplotni odpovédi ve ventralnich a dorzalnich regionech v SCN a jejich zavislosti na sméru
fezu oddélujici obé oblasti SCN. Strukturalni vlastnosti, bunécna architektura a intracelularni
komunikace v ramci SCN zajiStuje jeho rezistenci vici zménam teploty a odliSuje se tak
od perifernich oscilatort (Buhr et al., 2010). To podporuji nedavné vysledky vyzkumné skupiny
(Tu et al., 2023), ktera zkoumala teplotni citlivost SCN v zavislosti na pfitomnosti primarnich
fasinek. Primdrnimi fasinky jsou senzorické bunécné organely vystupujici z povrchu bun¢k
a prispivaji k bunéénému sjednoceni a koordinaci rytmu v SCN (Rohatgi et al., 2007). SCN
dospélych mysi s absenci tfasinek byla vystavena teplotnimu cyklu 36-38,5 °C v dennim
poméru 12:12 po dobu tii dntll, nebo stejném teplotnimu cyklu v opacné fazi, tedy nejprve
s nastupem teploty 38,5 °C. Zména faze teplotniho cyklu vyvolala zna¢né fazové posuny oproti
kontrolnim SCN, kter¢ si zachovaly rytmy stejné. SCN tedy bylo bez primarnich fasinek méné
rezistentni vici teplotnimu cyklu, coz opét podporuje dilezitost mezibunééného propojeni

(Tu et al., 2023) (Obr. 7 B). Absence primarnich fasinek zplsobila také naruseni exprese
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hodinového genu Bmall, a genl Glil a Ptchl, zapojenych do signalizace Shh (Sonic
Hedgehog). Vysledky naznacCily, Ze signalizace Shh zprostfedkovana tasinkami je dulezita

pro vzajemné bunécné propojeni mezi neurony a jejich synchronizaci (Tu et al., 2023).
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Obr. 7: Citlivost SCN na teplotni zmény (A) na teplotni pulz 38,5 °C v pripade aplikace tetrodotoxinu
(TTX) (B) pri absenci primdrnich rasinek (Nms-1ft88—/—). Prevzato z (Buhr et al., 2010; Tu et al., 2023).

Herzog et al. (2003) uvadéji, ze SCN potkanich novorozencti a mlad’at (P1-P19) se dokéze
synchronizovat in vitro s 24hodinovymi teplotnimi cykly s teplotou v rozmezi 34-37 °C,
pravdépodobné z diivodu nezralé neurondlni sité (Herzog & Huckfeldt, 2003). Okolni teplota
také dokaze ovlivnit SCN a zplsobit fazové posuny cirkadiannich rytmii novorozenych
potkan. Moznym vysvétlenim citlivosti na teplotni zmény muize byt vyvoj termoregulace
a nedokonceny vyvoj SCN, nebo také zavislost na mateiskych signalech (Seron-Ferre et al.,
2007; Yoshikawa et al., 2013). V in vivo experimentu byla mlad’ata (P1-P5) separovana od
matky a vystavena tfem riznym teplotdm vnéjsiho prostfedi — 10 °C, 20 °C a 30 °C na 1 nebo
5 dni. Ve stadiu P6 bylo odebrano SCN a sledovéna bioluminiscencni aktivita genu Per2.
Fazové posuny se projevily u vSech tii piipadii, nejvice pfi teploteé 10 °C, pii teploté 20 °C

a 30 °C byly fazové posuny stejné (Yoshikawa et al., 2013). V in vitro podminkach
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se pfi nizkych teplotdch rytmy SCN mohou zcela zastavit. Védci sledovali rytmy exprese
hodinovych gent a rytmy hladiny vapenatych iontl (Ca?") v SCN novorozenych mysi (P5-P6)
pti ruznych teplotach (15 °C, 22 °C a 28 °C). Rytmy exprese sledovanych genti a Ca?" byly
udrzovany pii teplotach 22 °C a 28 °C, ale byly pozastaveny pii 15 °C. Po zpétném zvySeni
teploty na 35 °C zacaly hladiny Ca*" vykazovat rytmy diive oproti hodinovému genu Bmall.
Po ochlazeni na 10 °C a zpétném zvySeni teploty na 35 °C nedosSlo k obnoveni rytmu
v hladinach Ca**, ani expresi genu Bmall. Vysledky této studie naznacuji, ze stabilni oscilace
Ca?" pfedchazeji rytmlim exprese hodinovych genli a pomahaji pii obnové rytmické exprese
genl Per2 a Bmall béhem nizkych teplot (Enoki et al., 2023). SCN neni po narozeni plné
vyvinuté, je tedy mozné, ze tato odpovéd na nizké teploty mize byt dana nedokonalou

signalizaci a slabs§im bunéénym propojenim (Enoki et al., 2023).

2.5.4 Molekularni regulace teplotni odpovédi

Na molekularni Grovni hraje klicovou roli v teplotni odpovédi nékolik regulacnich faktord.
Transkripcni faktor HSF1 (Heat Shock Factor 1) je klicovy prvek propojujici télesnou teplotu
s cirkadianni expresi genil. ACkoliv hladina proteinu HSF1 zlistava stale stejna, pti vyssi teploté
je HSF1 rytmicky translokovéan do jadra. Tam se vaze na DNA a aktivuje cilovy hodinovy gen
Per2 (Reinke et al., 2008; Tamaru et al., 2011). Absence HSF1 v mysich fibroblastech vyvolala
zpozdénou odpovéd’ na teplotni synchronizaci a snizeni amplitudy oscilaci exprese genu Bmall
(Saini et al., 2012). V ptipad¢ kratkého teplotniho pulzu (43 °C) dochazi ke kompletnimu
narusSeni synchronizace genu Per2 (Tamaru et al., 2011). Buhr et al. (2010) dokazali, ze
cirkadidnni rytmy jsou naruseny také pii farmakologické inhibici HSF1. Pro naruSeni byl vyuzit
KNK437 (benzylidenlaktamové 1é¢ivo) a kvercetin. Oba inhibitory dokéazaly zablokovat
teplotné podminénou synchronizaci pifi hodinovém teplotnim pulzu (38,5 °C)
(Buhr et al., 2010). HSF1 neni jediny faktor, ktery se podili na teplotni synchronizaci
cirkadiannich hodin. Dal§im kli¢ovym hra¢em v regulaci je CIRBP (cold inducible RNA-
binding protein), jehoz pre-mRNA je produkovana konstantné¢ a nésledny splicing probiha
v jadfe pouze béhem nizsich télesnych teplot (Gotic et al., 2016). Kromé toho se také CIRBP
podili na zvySeném exportu Clock mRNA z jadra (Morf et al., 2012). Absence proteinu CIRBP
ma za nasledek pokles Clock mRNA v cytoplazmé, coz mlze nasledné vyvolat zhorSenou
stabilitu cirkadianniho rytmu na molekularni Grovni (Morf et al., 2012; shrnuto v Schibler,

2024).
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Obr. 8: Molekularni mechanismus regulace teplotni odpovédi v cirkadiannich hodindch. Viivem
teplych podneétit (hot stimuli) dochazi k translokaci transkripcniho faktoru HSF1 (heat shock factor 1)
do jadra, kde pres regulacni oblasti (HSE) a reguluji expresi genu Per2. Vlivem chladnych podnétii
(cold stimuli) dochazi k dozravani Cirbp mRNA a tim i regulaci proteinu CLOCK, ktery se vaze na E-
box v promotorové oblasti s proteinem BMALI. Aktivovany komplex stimuluje expresi genu Per2. PER2
nasledné poskytuje negativni zpétnou vazbu na komplex s proteinem CLOCK, c¢imz se uzavird

cirkadianni regulacni smycka. Prevzato a upraveno podle (Miyake et al., 2024).

Dulezitym regulacnim prvkem v teplotni odpovédi je také m-uORF (minimal upstream open
reading frame), kratkd nekoédujici sekvence v genu Per2, kterd reguluje jeho translaci. Tento
prvek interaguje s ribozomy v zavislosti na teploté a zajist'uje teplotné indukovany narast
proteinu PER2 (Miyake et al., 2023). Fibroblasty s neporusenym m-uORF v genu Per?2
vykazovaly robustnéj$i a stabiln&jsi cirkadianni rytmy exprese proteinu PER2 oproti buiikam
s naruSenym C¢tecim ramcem, které vykazovaly oslabené oscilace. Studie uvadi, ze m-uORF je
dalezita oblast genu Per2 pro zachovani cirkadianniho rytmu pii fyziologickych teplotnich
podminkach. Kli¢ovou roli v tomto procesu hraje signalni drdha PI3K (phosphoinositide
3-kinase). Inhibice PI3K blokuje translaci proteinu PER2 zavislou na teploté, ¢imz naruSuje
synchronizaci cirkadiannich rytma pfi simulovanych teplotnich cyklech. Tento vysledek
zdiraziiuje vyznam PI3K v teplotni regulaci (Miyake et al., 2023). Stejna skupina o par mésicti
pozdéji doplnila poznatky k signalni draze PI3K. Studie identifikuje kinazy PERK (PKR-like
Endoplasmic Reticulum Kinase) a PKR (Protein Kinase R) jako regulatory PI3K v teplotné
zavislé translaci, protoze inhibice téchto kinadz rusi teplotné indukovanou expresi Per2,

coz naznaCuje jejich nezbytnou roli v tomto procesu. PERK a PKR obvykle funguji

20



prostfednictvim fosforylace elF2a, avSak v této studii neni elF2a do teplotné¢ indukované
translace PER2 zapojen, coz naznacuje elF2a-nezdvislou drahu. Mechanismus zahrnuje
kaskdadu PERK/PKR — PI3K — Per?2, kde PI3K aktivace je downstream udalosti regulovanou
PERK/PKR, av8ak nezavislou na elF2a signalizaci (Shao et al., 2024).

Hoekstra et al. (2024) zkoumali chladem indukovany protein RBM3 a jeho interakci
s hodinovymi geny v SCN. RBM3 (RNA-Binding Motif 3) je RNA-vazajici protein, u které¢ho
byl pozorovan nariist exprese pii 32 °C a jeho pokles pfi ndvratu na teplotu 37 °C. Zaroven
doslo k prodlouZeni periody cirkadiannich oscilaci genu Rbm3 pii nizsi teploté a nasledné ke
zkraceni periody béhem navratu na 37 °C. Béhem téchto pokust zlstala perioda i transkripcni
aktivita hodinového genu Per2 nezménéna, ¢imz byla potvrzena stabilita geni cirkadianniho
oscilatoru v SCN. Dal$im vyznamnym objevem byla teplotni odpovéd proteinu RBM3
v zavislosti na hladin€ proteinu BMALI. Delece Bmall v neuronech i astrocytech v SCN mysi
vedl v obou piipadech k zastaveni teplotni odpovédi pii chladu a k oslabeni rytmi exprese genu
Rbm3. To potvrzuje, ze gen Bmall je nezbytny pro teplotni regulaci exprese Rbm3. Dalsi
experimenty ukazuji, Ze absence Bmall narusuje jak synchronizaci oscilaci Rbm3, tak celkovou
prostorovou organizaci neuronalnich rytmia v SCN. Pii bézné teploté 37 °C byl rytmus exprese
genu Rbm3 a rytmus hladiny Ca** v SCN se sniZzenou neurondlni expresi genu Bmall
synchronizovany, coz se shodovalo s kontrolni skupinou. Pfi snizeni teploty vSak byla
organizace téchto rytmli naruSena pouze u SCN s redukovanou expresi genu Bmall. Rytmy
mély vysokou variabilitu ve fazi 1 v periodé mezi rGznymi shluky neuronii

(Hoekstra et al., 2024).
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3 Hypotéza a cile prace

Vysledky dosavadnich experiment( naznacuji, ze odolnost SCN na teplotni zmény je zavisla
na pritomnosti vyvinutych neuronovych siti v ramci struktury SCN. Béhem fetalniho vyvoje
jsou tyto sit¢ nedostatecné vyvinuty. Piimé dikazy o vlivu télesné teploty matky
na vyvoj fetalniho SCN nejsou v dostupné literatuie jednoznacné popsany. Zaroven je zndmo,
ze dospélé SCN vykazuji teplotni kompenzaci. Neni vSak dosud jasné, kdy presné¢ béhem

vyvoje k této teplotni kompenzaci dochazi a v jaké fazi vyvoje SCN tato schopnost vznika.

Na zéklad¢ vySe uvedenych poznatkli byla v této préci testovana hypotéza, ze matetské
signaly béhem téhotenstvi synchronizuji biologické rytmy a pomahaji pti vyvoji fetadlnich SCN
pomoci zmény télesné teploty matky, ktera mize predstavovat dalsi potencidlni synchroniza¢ni

signal pro vyvijejici se fetalni hodiny v SCN.
Byly stanoveny nasledujici cile:
1. Prozkoumat, zda a jak zmény teploty synchronizuji hodiny ve fetalnich SCN.

2. Zjistit, zda jsou fetalni cirkadianni rytmy teplotné kompenzované a ptipadné v jaké fazi

vyvoje tato schopnost vznika.
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4 Metody a postup
4.1 Chov zvirat

Pro experimenty byly pouzity dospélé mysi a gravidni samice mysiho transgenniho modelu
mPer2tc (kmen. B6.129S6-Per2™Y] JAX, USA). V mysim modelu je hodinovy gen Per2
zfuzovan s luciferdzovym reportérem (PER2::LUC). Luciferdza je enzym, ktery katalyzuje
oxidaci luciferinu a v pribéhu této reakce dochazi k emisi svétla. Takto geneticky
modifikovany mysi model umozinuje sledovani cirkadiannich rytmi v redlném ¢ase. Znamena

to, ze je mozné sledovat genovou expresi hodinového genu Per2 pomoci bioluminiscence.

Mysi byly chovany pfi teploté€ 23 + 2 °C se svételnymi podminkami LD 12:12, fizenymi
automatickym vypinacem, ktery ovladal denni osvétleni od 7:00 do 19:00. Samice byly chované

odd¢€len¢ v boxech, byl jim umoZznén pitny a krmny rezim ab libitum.

Zabtezavani samic bylo provadéno metodou planovaného pfipousténi, tedy na zakladé
monitorovani estralniho cyklu samic a spravného nacasovani pfipusténi samct k samicim tak,
aby odbéru prob¢hly 17. den od poceti. Pokud bylo oplodnéni uspésné a po kontrolnim
vaginalnim vyplachu byla pfitomnost spermii pozitivni, byl tento den povazovan
za embryonalni den E0. Samice byly dale chovany ve stejnych podminkéch, porod mysich
mlad’at nastava okolo dne E21. Pro vSechny experimenty v této praci byly féty odebirany

v El7.

Veskeré experimenty na zvifatech byly provedeny v souladu se Zakonem ¢. 246/92 Sb.
na ochranu zvifat proti tyrani, Vyhlaskou ¢&. 419/12 Sb. o ochrané pokusnych zviat Ceské
republiky a Smérnici Rady Evropského spolecenstvi 86/609/EEC. VSechny pokusy byly
schvaleny Komisi pro péci o zvifata a jejich pouziti Fyziologického ustavu. Pfi provadéni
experimentl byla vénovana maximalni pé¢e minimalizaci utrpeni zvifat a dodrzovani etickych

zésad jejich ochrany.
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4.2

4.3

Pristrojové vybaveni
analytické vahy, ABJ 220-NM (KERN, Némecko)

inkubéator pro pristroj LumiCycle, Incubator KB 115 (Binder, Némecko)
inkubéator pro explanty, Incubator BD 53 (Binder, Némecko)

laminarni box, Safe Flow 1.2 Biohazard box (Bioair, Italie)

LumiCycle, LumiCycle 32 (Actimetrics, USA)

magneticka michacka, ARED heating magnetic stirrer high power (VELP Scientifica,
Italie)

mechanicky sekacek, 51425 Tissue Slicer (Stoelting Co., USA)

mikroskop, NIB-100 (Novel optics, Cina)

osmometr, Osmomat 3000 basic — Freezing point osmometer (Gonotec, Némecko)
pH metr, pHenomenal pH 1100L (VWR, USA)

piistroj pro vyrobu demineralizované vody, IWA 20iol (WATEK, Cesk4 republika)

vodni lazen, Termostat GD 120 (Grant Instruments, Velka Britanie)

Seznam pouzitych chemikalii

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

ddH20, destilovana deionizovana voda (WATEK, Ceské republika)
DMEM, Dulbecco's Modified Eagle's Medium DMEM (Sigma-Aldrich, USA)
DPBS, Dulbecco's phosphate buffered saline (Sigma-Aldrich, USA)
Ethanol 96% (Penta, Ceska republika)

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

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

HCI, Kyselina chlorovodikova 35% (Lach-Ner, Ceska republika)
HEPES, HEPES solution (Sigma-Aldrich, USA)

Kvercetin, Quercetin (Sigma-Aldrich, USA)

Luciferin, D-Luciferin (Biosynth, Svycarsko)
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- NaCl, Chlorid sodny p.a. (Penta, Ceska republika)
- NaHCOs, Sodium bicarbonate solution 7,5% (Sigma-Aldrich, USA)
- NaOH, Hydroxid sodny 98% (Lach-Ner, Ceska republika)

- penicilin-streptomycin, Penicillin-Streptomycin (Sigma-Aldrich, USA)

4.4 Postup pripravy médii a roztoki

Ptiprava vSech uvedenych roztokii a médii probihala v lamindrnim boxu, aby byla

minimalizovana moznost kontaminace vzorki. SloZzeni jednotlivych médii je shrnuto v 7ab. 1.
HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution)

Pro ptipravu HBSS média bylo zapottebi 500 ml DPBS, 5ml 1M HEPES a 2,5 ml 7,5%
NaHCO:s. Tyto slozky byly smichany do reagen¢ni ldhve. Byla zméfena hodnota pH roztoku
pomoci pH metru. V piipad¢€ potieby bylo médium upraveno ptidinim 2M NaOH nebo 2M HCl
k doséhnuti vysledné hodnoty pH 7,2. Médium bylo uchovano v teploté 6 °C.

AIR médium STOCK (vzduchem pufrované nahravaci médium, zasobni roztok)

Z ptistroje na vyrobu ddH:O byl odebran 1 litr redestilované a filtrované vody, ze které¢ho
bylo 850 ml pteneseno do sklenéné kadinky. Zbyvajici objem byl uchovan stranou pro pozdéjsi
pouziti. Za stalého michani na magnetické michacce bylo do kadinky pfidano 8,3 g DMEM
a 4,5 g glukdzy, poté se smes michala do uplného rozpusténi. Bylo ptiddno 10 ml 1M HEPES,
4,7 ml 7,5% NaHCOs a 10 ml smési antibiotik penicilin-streptomycin. Pro spravnou hodnotu
pH bylo podle potieby piidano 2M NaOH nebo 2M HCI na vyslednou hodnotu pH 7,2.
Nasledné byl ptidan zbyvajici objem ddH-O do celkového objemu jednoho litru a cely roztok
byl jesté nekolik desitek sekund promichan v michac¢ce. Pro minimalizaci kontaminace bylo
médium prefiltrovano pres nddobu s pory o velikosti 0,2 pm pomoci vakuového odsavani

a nasledn¢ ulozeno do lednice o teploté 6 °C.

AIR médium pro SCN (vzduchem pufrované nahravaci médium pro SCN, pracovni

roztok)

Do 50ml Falconovy zkumavky bylo pfidano 48 ml zdsobniho roztoku AIR média, 500 pl
GlutaMAX (100x), 1000 pl B-27 a 50 pl 0,1M luciferinu. Z tohoto roztoku se odebralo 50 pl
pro kontrolu osmolarity pomoci osmometru a pfipadné byla upravena na 285-315 mOsm/kg

piidanim 5,3M NaCl. Poté bylo médium ptefiltrovano ptes 0,22 um filtr. K tomu byla pouzita
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50ml plastova injekéni stiikacka, ptes kterou bylo médium protlaceno filtrem do nové

Falconovy zkumavky. Hotové médium bylo ulozeno v teploté 6 °C.

Tab. 1: Seznam pouzitych médii a jejich sloZeni.

Nazev SloZeni média a mnoZstvi pouzitych latek
DPBS - 500 ml
HBSS médium IM HEPES - 5 ml

7,5% NaHCOs - 2,5 ml

DMEM -83 ¢
D-glukéza-4,5 g
7,5% NaHCOs - 4,7 ml
AIR médium STOCK
HEPES - 10 ml

penicilin-streptomycin - 10 ml

ddH20 = 1000 ml

AIR médium STOCK - 48 ml

B-27 - 1000 pl

Nahravaci AIR médium pro SCN GlutaMAX (100x) - 500 pl

0,1M Luciferin - 50 ul

5,3M NaCl — dle potfeby (osmolarita)

Priprava zasobniho roztoku kvercetinu

Pro pfipravu 50 mM zasobniho roztoku bylo 0,25 g kvercetinu (Q) rozpusténo
v 16,6 ml DMSO (dimethylsulfoxid). Roztok byl napipetovan do sterilnich 1,5ml
Eppendorfovych mikrozkumavek a uchovan pfi teploté¢ — 70 °C.

4.5 Postup pro ziskani organotypickych explanti
Dospélci a biezi samice mysi mPer2™ byly mezi 8:00 a 13:00 usmrceny mechanickou

dislokaci kréni patete a nadslednou dekapitaci. Po usmrceni biezich samic byly z délohy vyjmuty
fety s placentou pomoci skalpelu a pinzety. Fety ve stadiu E17 byly usmrceny rychlou
dekapitaci niizkami. Z fetdlnich hlav byla postupné odstranéna kiize, nasledn¢ byla lebka
odhalena a nastfihnuta pomoci nizek. Fetdlni mozek byl opatrné vyjmut a pfesunut do Petriho

misky s chlazenym HBSS médiem na ledu. Ve stejném HBSS médiu byly po celou dobu
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pfipravy uchovavany i zbylé tkané. Fetadlni mozky byly mechanickym sekdCkem nakrajeny
na fezy o tloust’ce 500 um. Na zakladé morfologie fezu byl identifikovan fez s pozadovanou
strukturou, tedy obsahujici SCN. Tento fez byl pomoci ziletky upevnéné v pinzeté dale zizen
na oblast s SCN. Pro ovéfeni kvality byly pfipravené explanty zkontrolovany v mikroskopu.
Stejny postup byl proveden i pfi ziskani SCN u dospélych mysi. Kazdy explant byl nasledné
pienesen plastovou Pasteurovou pipetou na inzert — mikroporézni teflonovou membranu
o pruméru 30 mm, a umistén do 6jamkové desticky. Do kazdé jamky byl pfedem ptidan 1 ml
vzduchem pufrovaného AIR média pro SCN. Vicko desti¢ky bylo po vnitinim obvodu potazeno
sterilni silikonovou vazelinou pomoci plastové injekéni stiikacky z divodu minimalizace
odparovani média. Pripravené explanty byly nasledn¢ inkubovany pfti teploté 37 °C piipravené
pro nadchdzejici experimenty, v ptipad¢ delSiho skladovani bylo nezbytné¢ kazdé 2 tydny

provadét vyménu AIR média.

4.6 Zaznam bioluminiscenéni aktivity pomoci pristroje LumiCycle

LumiCycle je specializovany pfistroj pro dlouhodobé méfeni bioluminiscence. Je vybaven
karuselovym nosi¢em, jehoz funkce je postupné piesunout jednotlivé vzorky diky otacivému
mechanismu ke snimaci fotond (PMTs — photon multiplying tubes, fotonasobice), ktery
kazdych 8 minut sniméd emitované fotony po dobu 1 minuty. LumiCycle pojme celkem 32

Petriho misek, tedy 32 inzerta s explanty.

Inzerty sexplanty byly vyjmuty zinkubatoru a z 6jamkovych desti¢ek pieneseny
do Petriho misek o priméru 35 mm, obsahujicich 1 ml vzduchem pufrované¢ho AIR média pro
SCN, kter¢ bylo pfedem zahiato na 37 °C ve vodni lazni. Pfenos explantd z desti¢ek do Petriho
misek probihal v laminarnim boxu s pouzitim sterilni pinzety. Na kazdou Petriho misku bylo
prilepeno kruhové sklicko pomoci sterilni vazeliny, aby bylo minimalizovano odpafovani
média. Kazd4 Petriho miska s explantem byla pfed vlozenim do pfistroje LumiCycle Ciselné

oznacena, aby bylo mozné identifikovat pozici a prifadit namétena data ke konkrétnimu vzorku.

Meéfeni probihalo kontinualné a ziskana data byla automaticky ulozena do pocitace pro
pozd¢jsi analyzu v softwaru LumiCycle Analysis (Actimetrics), ktery umoznuje zpracovani

casovych zdznami a vyhodnoceni cirkadiannich oscilaci PER2::LUC v explantech.

Béhem celého experimentu byl pfistroj LumiCycle umistén v inkubatoru, ktery ma
za normalnich podminek konstantn& nastavenou teplotu na 37 °C. Teplota inkubatoru musela
byt bud’ manudlné naprogramovéna podle pozadavkl provadéného teplotniho experimentu (viz

kapitola 4.7 Rozpis jednotlivych teplotnich experimentit), nebo teplota zlstala nezménéna
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béhem nahravani a vzorky slouzily jako negativni kontrola. Do pfistroje LumiCycle byla
vloZzena jedna Petriho miska s médiem bez explantu (blank), kterd slouzila ke kontrole

nespecifické odezvy bioluminiscence na zmény teploty.

Po ukonceni nahrdvani byly Petriho misky s explanty vyjmuty z pfistroje LumiCycle
a inzerty s SCN byly pfeneseny do 6jamkovyh desticek s novym AIR médiem pro SCN, které
byly utésnény pomoci sterilni vazeliny a umistény do inkubatoru s konstantni teplotou 37 °C.
Takto uchované vzorky mohly byt pouzity opakované na dalsi experimenty, maji vSak svoji
omezenou Zivotnost a pro teplotni experimenty mohly byt pouzity maximalné dvakrat ¢i tiikrat.
Vsechny vzorky byly peclivé znaceny podle svych vlastnosti a pred kazdym experimentem byly
zhodnoceny charakteristiky daného vzorku, jako naptiklad staii explantu (datum odbéru),
kvalita fezu, naméfeny rytmus v pfedchozich experimentech ¢i kontaminace. V pifipadé

vyhodnoceni vzorki jako nevhodné byly explanty vyfazeny z dalSich experimentd.

4.7 Rozpis jednotlivych teplotnich experimenti

E17 SCN explanty byly nejprve nahrdvany 2—-3 dny pii stalé teploté inkubatoru 37 °C. Pro
kazdy experiment bylo potfeba vytvofit ndvrh pribéhu teplotni kiivky a spravné

naprogramovani inkubatoru, do kterého byl LumiCycle vlozen.
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Teplotni pulz

Byl naprogramovan teplotni profil pro hodinovy jednordzovy pulz podle navrhu niZe

(Obr. 9).

1h
2-3dny 2-3dny
37°C 37°C
38,5°C
2-3dny 2-3 dny
37°C 1h 37°C
34,5°C

Obr. 9: Teplotni profil pritbéhu teplotniho pulzu. Po nékolika dnech nahrdavani E17 SCN v pristroji
LumiCycle byl naprogramovan hodinovy teplotni pulz — ze stalé teploty 37 °C na 38,5 °C, po hodiné
byla teplota inkubatoru nastavena zpét na 37 °C a nahravani pokracovalo dalsi 2—3 dny po teplotnim
pulzu. Stejny postup byl proveden i u druhé skupiny vzorkii E17 SCN s tim rozdilem, Ze hodinovy teplotni
pulz byl nastaven na teplotu 34,5 °C. Vytvoreno v programu BioRender.

Teplotni cykly

Byl naprogramovan teplotni profil s tzv. obdélnikovym pribéhem (z angl. square-wave)
teplotni zmény, kdy teplota stfidavé pfechdzi mezi dvéma pevné stanovenymi hodnotami
v pravidelném intervalu. Inkubator byl nastaven na jeden teplotni cyklus, kdy doslo k vystiidani
teplot 38,5 °C a 35,5 °C po 12 hodinach. Poté se teplota vratila zpét na konstantnich 37 °C
(Obr. 10 A). Samotny teplotni cyklus tedy trval jeden den.

Stejny profil teplotniho cyklu byl nastaven i v nasledujicim pokusu, hodnoty a intervaly
zustaly stejné, ale cyklus byl naprogramovan s tiindsobnym opakovanim (Obr. 10 B). Teplotni

cyklus tak odpovidal tfem dntim.
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Obr. 10: Teplotni profil pribéhu jednodenniho (A) a tiidenniho (B) teplotniho cyklu.
A) Jednodenni teplotni cyklus. Po nékolika dnech nahravani E17 SCN v pristroji LumiCycle se stalou
teplotou 37 °C byl spustén jednodenni teplotni cyklus v pomeéru 12:12 — ze stalé teploty 37 °C byla
zvySena teplota na 38,5 °C na 12 hodin, poté byla teplota inkubatoru snizena na 35,5 °C po dobu 12
hodin. Po ukonceni cyklu se teplota stabilizovala na 37 °C a nahravani pokracovalo dalsi 2-3 dny po
teplotnim cyklu. B) Tridenni teplotni cyklus. Po néekolika dnech nahravani E17 SCN v pristroji
LumiCycle se stalou teplotou 37 °C byl spustén tridenni teplotni cyklus v pomeru 12:12 kazdého cyklu
— ze stalé teploty 37 °C byla zvysena teplota na 38,5 °C na 12 hodin, poté byla teplota v inkubatoru
snizena na 35,5 °C po dobu 12 hodin. Cely cyklus probihal trikrat za sebou. Po ukonceni vSech tii cyklii
se teplota stabilizovala na 37 °C a nahrdavani pokracovalo dalsi 2-3 dny po teplotnich cyklech.

Wtvoreno v programu BioRender.
Teplotni cykly s in vitro aplikaci kvercetinu a VEH

Do 25 ml nahravaciho AIR média pro SCN bylo aplikovano 50 pl 50 mM roztoku kvercetinu
(Q) (100 uM 1c¢inna koncentrace v médiu). Aplikace 50 pl vehikula (VEH)
do 25 ml nahravaciho AIR média slouzila jako negativni kontrola (7ab. 2). Aplikace latek do
média probéhla pied samotnym nahravanim v pfistroji v LumiCycle z divodu zamezeni
manipulace s explanty béhem teplotniho experimentu. Nasledné byla naprogramovana teplotni
zména. Po n€kolika dnech nahravani E17 SCN byl nastaven stejny tiidenni teplotni cyklus
zminén v piedeslém teplotnim experimentu (Obr. 10 B); tedy opét tii teplotni cykly, kazdy se
zménami teplot z 38,5 °C na 35,5 °C po 12 hodinach. Po ukonceni nahradvani byly explanty
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vyjmuty z piistroje LumiCycle a promyty 2x5 minut v PBS. AZ poté byly stejné jako ostatni

explanty ptesunuty do nového média a ulozeny do inkubatoru.

Tab. 2: Aplikace Q a VEH

Aﬁ)éillz;)vana Objem Slozeni roztoku
Q 50 ul 50mM Q (rozpustén v DMSO), natfedéno
H v 25 ml AIR média STOCK
DMSO, naredéno v 25 ml AIR média
VEH 50 ul STOCK

Test teplotni kompenzace

Byl naprogramovan teplotni profil jednordzové zmény teploty z 37 °C na 38,5 °C, ktera
pietrvala az do konce nahravani. Stejny postup byl dodrzen i u druhé skupiny vzorkt, ale zde
byla teplotni zména nastavena z 37 °C na teplotu 34,5 °C (Obr. 11). V tomto experimentu byly

pouzity i skupiny dospélych SCN, kterym byly nastaveny stejné teplotni podminky.

2-3 dny
2-3 dny 38,5 °C
a7 c
37°C
34,5°C

Obr. 11: Teplotni profil pribéhu jednorazové zmény teploty. Po nékolika dnech nahravani E17 SCN a
dospélych SCN v pristroji LumiCycle bylo nastaveno zvySeni teploty z 37 °C na 38,5 °C, kterd byla
nastavena néekolik dni az do konce nahravani. Stejny pritbéh byl nastaven i u druhé skupiny vzorkii, ale

teplotni zména byla nastaven na teplotu 34,5 °C.

31



4.8 Analyza dat v programu LumiCycle Analysis a GraphPad Prism

Luminiscen¢ni data ziskana z ptistroje LumiCycle byla ulozena do pocitace a analyzovana
v softwarovém programu LumiCycle Analysis (Actimetrics, USA). Naméifené hodnoty
z jednotlivych vzorkil byly sepisovany do tabulky v programu Microsoft Excel, kde byly
pomoci matematickych vzorct vypocitany 1 dalsi hodnoty pro naslednou statistickou analyzu
v programu GraphPad Prism. Bylo tieba také zaznamenat celkovou kvalitu vzorku, tvar
samotného rytmu, stoupajici ¢i klesajici trend kiivky a dal$i pozndmky pro analyzu kazdého
vzorku. Ze statistické analyzy byly vytazeny vzorky, jejichz hodnota amplitudy pted

nastavenim teplotni zmény klesla pod hodnotu 10 (pocet fotonl/s) (7ab. 3).

Tab. 3: Vyhodnoceni kvality vzorkii

Skupina Vlastnosti rytmu Ziznam PER2-bioluminiscence
- pravideln4 oscilace
- jasné definované
R (rytmicky . ..
(ry y) maximum/minimum
- amplituda > 10
- oscilace ptfitomné
Nlj& k ) - hﬁi‘e definované I""'llWN‘W'M».W"’""A’M%#*"‘ » iﬁ“u"d'lim"l"rﬂ“ﬂ M,*w“'i Aurthy, iy o P,
nizka : ..
( . maximum/minimum
amplituda)
- amplituda < 10
N ek - ndhodné kolisani signalu
nerytmic .
(nery | amplituda < 10

Hlavnimi méfenymi parametry cirkadianniho rytmu pro analyzu z LumiCycle Analysis byla
perioda a amplituda. Zména periody byla stanovena porovnanim hodnot primérmé periody
naméfené alespon 2 dny pfed a 2 dny po aplikaci teplotni zmény. Hodnoty byly porovnany
pomoci parového t-testu. Vydélenim hodnoty ,,perioda po* s hodnotou ,,perioda pred* byla
ziskana hodnota relativni periody. Pokud hodnota relativni periody byla rovna 1, nedoSlo béhem
experimentu ke zméné periody. K porovnani relativni periody mezi skupinami byl vyuzit

neparovy t-test. Zména amplitudy byla rovnéz stanovena porovnanim hodnot primérné
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amplitudy naméfené alesponi 2 dny pfed a 2 dny po aplikaci teplotni zmény. Vydélenim hodnoty
»amplituda po* s hodnotou ,,amplituda pted* byla ziskdna hodnota relativni amplitudy. DalSim
sledovanym parametrem byla akutni zména relativni amplitudy sledujici okamzity efekt na
teplotni zménu. Byla vypoctena jako a podil amplitudy tésn€ po teplotni manipulaci
s amplitudou té€sné pied teplotni manipulaci. Pokud byly hodnoty relativnich amplitud rovny 1,
nedoslo béhem experimentu k jejim zménam. K porovnani relativnich amplitud mezi
skupinami byla vyuZita jednofaktorovda ANOVA s Dunnettovym srovnavacim testem, nebo
neparovy t-test. VSechny kvantitativni vysledky jsou vyjadieny jako priimér + smérodatna
odchylka (mean + SD). Perioda je uvddéna v hodinach (h), amplituda v poctech fotonii za

sekundu (pocet fotond/s).

4.9 Vypocet teplotni kompenzace

Teplotni kompenzace ve fetalnich a dospélych SCN byla pro kazdy explant vypoctena
pomoci teplotniho koeficientu (Qio). Vzorec pro vypocet teplotniho koeficientu:
10
\ 2T
Ql[} =\ =

T9

11 predstavuje primérnou periodu (tau) explantu naméfenou pii teploté¢ Ti, 1o predstavuje
pramérnou periodu explantu namétenou pii teploté T». Pro tento vzorec plati, ze T>> Ti. Byla
zmeétena délka cirkadianni periody pii teplotdch béhem zvySeni teploty z 37 °C na 38,5 °C a pii
sniZeni teploty z 37 °C na 34,5 °C. Do analyzy byly zahrnuty vzorky s periodou v rozmezi 20—
28 h.
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5 Vysledky

5.1 Vliv teplotniho pulzu na fetalni hodiny v SCN

V téchto experimentech byly pouzity pouze explanty s vysokou amplitudou, oznacené
v kapitole 4.8 jako rytmické (R). Byl nastaven jednoradzovy teplotni pulz se zvysenim teploty
z 37 °Cna 38,5 °C na 1 h, nebo snizenim teploty z 37 °C na 34,5 °C na 1 h. V obou ptipadech
byla teplota po teplotnim pulzu vracena zpét na hodnotu 37 °C. U kontrolnich vzorki byla
ponechéna konstantni teplota 37 °C. Obr. 12 A a 12 B ukazuje vliv teplotniho pulzu na
bioluminiscenci u reprezentativnich explantti. Reprezentativni zdznamy bioluminiscence

u explantt kontrolni skupiny jsou ukazany na Obr. 12 C.

A) Zaznamy PER2-bioluminiscence B) Zaznamy PER2-bioluminiscence
1000 ; 1000~ :
n 800 : 800~ :
T 600 : = :
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C) Zaznamy PER2-bioluminiscence
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Obr. 12: Reprezentativni zaznamy PER2-bioluminiscence explantit E17 SCN béhem A) hodinového
teplotniho pulzu o teploté 38, 5 °C, B) hodinového teplotmiho pulzu o teploté 34, 5 °C, C) konstantni
teploty 37 °C slouzici jako kontrolni skupina. Zobrazeny jsou zaznamy od 1. dne po zahdjeni méreni.
Osa x vyjadiuje cas ve dnech nahravani PER2-bioluminiscence, osa y predstavuje namerenou
bioluminiscenci vyjadrenou poctem emitovanych fotonii za sekundu. V kazdém grafu je zobrazena krivka
(Zluta), ktera predstavuje zaznam z misky s médiem bez tkané (blank), ktery slouzi ke kontrole
nespecifické odezvy fotonasobice na zmény teploty z ditvodu zvyseného termalniho Sumu a zdaroven
umoznuje presnée graficky zndazornit okamzik zmeny teploty bez nutnosti kontinudalniho zaznamu teploty.

Svisla prerusovand primka znaci dobu zahdjeni teplotniho pulzu.
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Velikost zmény periody vlivem teplotniho pulzu byla vyhodnocena pomoci srovnani period
pied a po aplikaci pulzu pomoci parového t-testu (Obr. 13). Jednorazovy pulz o teploté 38,5 °C
zpisobil signifikantni prodlouzeni periody (p = 0,0025; primérna velikost zmény periody
1,35 + 1,89 h; n = 23). Jednorazovy pulz o teploté¢ 34,5 °C nezpisobil signifikantni zmény
periody (p = 0,5726; prumérna velikost zmény periody —0,27 £+ 2,23 h; n = 22). Kontrolni
skupina explantli ponechand v konstantni teplot¢ 37 °C také neprokdzala signifikantni zmény

periody (p = 0,0871; primérna velikost zmény periody —0,23 + 0,56 h; n = 19).

Perioda
A) TP 38,5 °C B) TP 34,5 °C C) Kontrola 37 °C
401 % 40+ ns 401 ns
= 304 = 30 = 301
K 3 3 (—
) =) =4
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Obr. 13: Porovnani rozdilu zmény v periodé béhem A) jednordzového teplotniho pulzu 38, 5 °C, B)
Jednordzového teplotniho pulzu 34, 5 °C, C) konstantni teploty 37 °C. Rozdily byly vyhodnoceny pomocit
parového t-testu. Behem jednorazového teplotniho pulzu 38,5 °C doslo k signifikantnimu prodlouzeni
periody (p = 0,0025). Symbol hvezd oznacuje uroven statistické vyznamnosti (**p <0,01);
ns = nesignifikantni (p > 0,05). TP = teplotni pulz.

Pro kvantifikaci rozdilii v hodnot¢ relativni amplitudy (poméru mezi amplitudou rytmu pied
a po teplotnim pulzu) mezi skupinami byla vyuzita jednofaktorova ANOVA (p = 0,0150;
F (2, 61)=4,500). Dunnettiv post-hoc test prokéazal statisticky vyznamny rozdil v relativni
amplitudé¢ u skupiny s jednordzovym pulzem o teploté 38,5 °C ve srovnani s kontrolni skupinou
(p = 0,0102) (Tab. 4). Vysledky jsou shrnuty na Obr. 14 A, kde je zobrazen graf rozdilu

v relativni amplitudé mezi skupinami.
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Tab. 4: Jednofaktorova ANOVA — Vliv teplotniho pulzu na zménu relativni amplitudy

TP 38,5 °C vs.
Teplotni pulz 38,5°C | n=23 0,4857+0,3171 *0,0102
K 37°C
TP 34,5 °C vs.
Teplotni pulz 34,5 °C | n=22 0,4416 +0,2157 0,0502
K 37°C
Kontrola n=19 0,2750 £ 0,1052 - -

Pro analyzu akutni zmény relativni amplitudy (poméru mezi amplitudou piku tésné pred a
tésné po teplotnim pulzu) byla rovnéZz pouzita jednofaktorovd ANOVA (p < 0,0001;
F (2, 61)=11,61). Dunnettiv post-hoc test prokazal signifikantni zvySeni akutni relativni
amplitudy jak u skupiny s jednorazovym pulzem o teploté 38,5 °C (p = 0,0007), tak u skupiny
s jednordzovym pulzem o teploté¢ 34,5°C (p < 0,0001) vzhledem ke kontrolni skuping s
konstantni teplotou 37 °C (7ab. 5). Na Obr. 14 B je zobrazen graf rozdilu akutni zmény relativni

amplitudy mezi skupinami.

Tab. 5: Jednofaktorova ANOVA — Vliv teplotniho pulzu na akutni zménu relativni amplitudy

TP 38,5°Cvs. K

Teplotni pulz 38,5 °C | n=23 0,6135+0,2339

37°C #5%0,0007
Teplotni pulz 34,5°C | n=22 | 0,6720+0,2938 | ¥ 34557 % VS K g 0001

Kontrola n=19 0,3453 £0,0989 - -
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A) Relativni amplituda B) Akutni zména relativni amplitudy
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Obr. 14: Rozdil v A) relativni amplitudé a B) akutni zméné relativni amplitudy mezi
jednorazovym pulzem o teploté 38, 5 °C, 34, 5 °C a konstantni teplotou 37 °C. Ke statistickému
vyhodnoceni byla v obou pripadech pouzita jednofaktorova ANOVA. Rozdily v relativni
amplitudé byly signifikantni mezi skupinou s jednorazovym pulzem o teploté 38,5 °C a kontrolni
skupinou se stalou teplotou 37 °C (p = 0,0102). Skupiny s jednordazovym pulzem o teplote 38, 5
°C i 34, 5 °C signifikantné zvysily akutni zménu relativni amplitudy ve srovnani s konstantni
teplotou 37 °C (p = 0,0007; p < 0,0001). Symbol hvézdy oznacuje signifikantni vysledek
Dunnettova post-hoc testu mezi skupinami (*p < 0,05, ***p <0,001; ****p <0,0001).
Prezentovana data jsou zobrazena jako jednotlivé hodnoty a jejich priumeér £ SD. TP = teplotni

pulz; K 37 °C = kontrolni skupina se stalou teplotu 37 °C.

5.2 Vliv teplotniho cyklu na fetalni hodiny v SCN

V nésledujicim experimentu byl sledovéan vliv jednodenniho teplotniho cyklu se zvySenim
teploty z 37 °C na 38,5 °C na 12 h a poté jejim snizenim na 35,5 °C na 12 hodin. Nésledn¢ byla
teplota vracena na hodnotu 37 °C. Kontrolnim vzorkiim byla ponechana konstantné teplota

37 °C.

Pro vyhodnoceni vlivu teplotniho cyklu byly explanty rozdéleny do skupin podle amplitudy
rytmu pted aplikaci teplotniho cyklu na explanty se standardni a nizkou amplitudou (kapitola
4.8, Tab. 3). Délicim parametrem byla hodnota amplitudy niz$i nez 10. Skupina explanth
s nizkou amplitudou (véetné explantli kontrolni skupiny) byla analyzovana zvlast a v grafech
znacena jako NA (nizkd amplituda). Diivodem pro zatazeni této skupiny byl fakt, Ze se u nich

po aplikaci teplotniho cyklu amplituda rytmu v PER2-bioluminiscenci vyznamné zvysila.
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Obr. 15 A ukazuje vliv teplotniho cyklu na bioluminiscenci u reprezentativnich explantl se
standardni amplitudou a Obr. 15 B na explanty s nizkou amplitudou. Reprezentativni zaznamy
bioluminiscence explantii odpovidajicich kontrolnich skupin jsou ukazany na Obr. 15 C

aObr. 15D.
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Obr. 15: Reprezentativni zaznamy PER2-bioluminiscence explantiit E17 SCN behem A) jednorazového
teplotniho cyklu, B) jednorazového teplotniho cyklu (NA), C) konstantni teploty 37 °C, D) konstantni
teploty 37 °C (NA). Zobrazeny jsou zaznamy od 1. dne po zahdjeni méreni. Na ose x je vyjadren cas ve
dnech nahravani PER2-bioluminiscence v pristroji LumiCycle, osa y predstavuje namérenou
bioluminiscenci vyjadrenou poctem emitovanych fotonii za sekundu. V kazdém grafu je zobrazena krivka
(Zluta), kterd predstavuje zdznam z misky s médiem bez tkané (blank), ktery slouzi ke kontrole
nespecifické odezvy fotondsobice na zmény teploty z ditvodu zvySeného termdlniho Sumu a zarover
umoznuje presné graficky zndazornit okamzik zmény teploty bez nutnosti kontinualniho zaznamu teploty.

Svislé prerusované primky znaci dobu zahdjeni a ukonceni teplotniho cyklu.
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Velikost zmény periody vlivem teplotniho cyklu byla vyhodnocena pomoci srovnani period
pied a po aplikaci cyklu pomoci parového t-testu (Obr. 16, 17). U skupiny se standardni
amplitudou neprokazal parovy t-test signifikantni prodlouzeni nebo zkraceni periody po
jednorazovém cyklu (p = 0,4509; primérna zména periody 0,19 + 1,28 h; n =26). U kontrolni
skupiny explantii inkubovanych pii konstantni teploté (37 °C) také nedoslo v odpovidajicim

obdobi ke zméné periody (p = 0,0871; primérna zména periody —0,23 £ 0,56 h; n=19).

Perioda
A) 1TC B) Kontrola 37 °C
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Obr. 16: Porovndni rozdilu zmény v periodé béhem A) jednodenniho teplotniho cyklu a B) konstantni
teploty 37 °C. Parovy t-test neprokadzal signifikantni zménu délky periody. 1TC = jednordazovy teplotni
cyklus; ns = nesignifikantni (p > 0,05).

U skupiny s nizkou amplitudou parovy t-test rovnéZz neprokéazal signifikantni prodlouzeni
nebo zkraceni periody po jednorazovém cyklu (p = 0,4490; primérnd zména periody —0,95 +
3,35 h; n = 8). U kontrolni skupiny explanti inkubovanych pti konstantni teploté (37 °C) také
nedoslo v odpovidajicim obdobi ke zméné periody (p = 0,2444; primérna zména periody 1,76

+2,62 h; n=28).
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Perioda (NA)
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Obr. 17: Porovndni rozdilu zmény v periodé béhem A) jednodenniho teplotniho cykiu (NA)
a B) konstantni teploty 37 °C (NA). Pdrovy t-test neprokdazal signifikantni zménu délky periody.
1TC = jednorazovy teplotni cyklus;, NA = explanty s nizkou amplitudou; ns = nesignifikantni (p > 0,05).

Pro kvantifikaci rozdild v hodnotg relativni amplitudy (poméru mezi amplitudou rytmu pred
a po teplotnim pulzu) mezi skupinami byl vyuzit neparovy t-test, ktery prokézal signifikantni
zvySeni relativni amplitudy u skupiny s jednordzovym teplotnim cyklem vzhledem ke
kontrolnim skupindm s konstantni teplotou 37 °C jak u skupiny explantli se standardnim

amplitudou (p = 0,0001), tak 1 u skupiny explantt s nizkou amplitudou (p = 0,0008) (Obr. 18).

U skupiny se standardni amplitudou byla primérnd relativni amplituda u explanti
vystavenych teplotnimu cyklu 0,93 + 0,68 (n = 26), u explantd kultivovanych pfi konstantni
teploté 37 °C 0,31 £ 0,19 (n = 22).

U skupiny s nizkou amplitudou byla primérnd relativni amplituda u explant vystavenych
teplotnimu cyklu 2,04 + 1,05 (n = 8), u explantti kultivovanych pfi konstantni teploté 37 °C
0,34+ 0,42 (n=8).
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Obr. 18: Porovnani rozdilu ve zméné relativni amplitudy po jednorazovém teplotnim cyklu
nebo kultivaci v konstantni teploté 37 °C u skupin A) se standardni amplitudou, B) s nizkou
amplitudou (NA). Ke statistickéemu vyhodnoceni byl pouzit neparovy t-test. Rozdil v relativni
amplitude byl statisticky vyznamny mezi obéma skupinami. Symboly hvézd oznacuji
signifikantni rozdily mezi skupinami (***p < 0,001). Prezentovand data jsou zobrazena jako
individualni hodnoty a jejich prumer + SD. 1TC = jednorazovy teplotni cyklus; K 37 °C =

kontrolni skupina se stalou teplotu 37 °C; NA — explant s nizkou amplitudou.

5.3 Vliv t¥i teplotnich cykli na fetalni hodiny v SCN

Byl sledovan vliv tii teplotnich cykld se zvySenim teploty z37 °C na 38,5 °C na
12 h a poté jejim sniZenim na 35,5 °C na 12 h v ¢asovém intervalu tii dnli. Nasledné byla teplota

vracena na hodnotu 37 °C. Kontrolnim vzorktim byla ponechdna konstantné teplota 37 °C.

Pro vyhodnoceni vlivu teplotnich cykla byly explanty rozdéleny do skupin podle amplitudy
rytmu pied aplikaci teplotnich cykll na explanty se standardni a nizkou amplitudou (7ab. 3).
D¢licim parametrem byla hodnota amplitudy niz§i nez 10. Skupina explanti s nizkou
amplitudou (v¢etné explanti kontrolni skupiny) byla analyzovana zvIast’ a v grafech znacena
jako NA (nizka amplituda). Divodem pro zafazeni této skupiny byl fakt, Ze se u nich po aplikaci

tii teplotnich cykli amplituda rytmu v PER2-bioluminiscenci vyznamné zvysila.

Obr. 19 A ukazuje vliv teplotnich cykli na bioluminiscenci u reprezentativnich explantli se
standardni amplitudou a Obr. 19 B na explanty s nizkou amplitudou. Reprezentativni zdznamy
bioluminiscence explantii odpovidajicich kontrolnich skupin jsou ukézény na Obr 19 C

aObr. 19 D.
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A) Zaznamy PER2-bioluminiscence B) Zaznamy PER2-bioluminiscence
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Obr. 19: Reprezentativni zaznamy PER2-bioluminiscence explantit E17 SCN béhem A) ti teplotnich
cykli, B) tri teplotnich cykli (NA), C) konstantni teploty 37 °C, D) konstantni teploty 37 °C (NA).
Zobrazeny jsou zaznamy od 1. dne po zahdjeni méreni. Na ose x je vyjadien cas ve dnech nahravani
PER2-bioluminiscence v pristroji LumiCycle, osa y predstavuje namérenou bioluminiscenci vyjadrenou
poctem emitovanych fotomi za sekundu. V kazdém grafu je zobrazena kiivka (Zlutd), ktery slouzi ke
kontrole nespecifické odezvy fotondsobice na zmeny teploty z ditvodu zvyseného termdlniho sumu a
zaroven umozinuje presné graficky zndazornit okamzik zmény teploty bez nutnosti kontinualniho zaznamu

teploty. Svislé prerusované primky znaci dobu zahdjeni a ukonceni teplotnich cykli.
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Velikost zmény periody vlivem teplotnich cykll byla vyhodnocena pomoci srovnani period

pied a po aplikaci cykla pomoci parového t-testu (Obr. 20).

U skupiny se standardni amplitudou prokazal parovy t-test signifikantni zmény v periodé
(Obr. 20 A, B). U explantt s periodou krat$i nez 24 h doSlo po aplikaci tii teplotnich cykla
k signifikantnimu prodlouzeni periody (p < 0,0001; primérna zména periody 2,18 + 1,73 h;
n = 18). Naopak u explantii s periodou delsi 24 h doslo k signifikantnimu zkraceni periody
(p = 0,0087; primérna zména periody —0.66 + 0,99 h; n = 20). U kontrolni skupiny explanti
inkubovanych pfi konstantni teploté (37 °C) nedoslo v odpovidajicim obdobi ke zméné periody

(p = 0,8794; primernd zmeéna periody 0,07 + 1,99 h; n = 18).
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Obr. 20: Porovnani rozdilu zmény v periodé. A) perioda pred nastavenim tii teplotnich cyklii je nizsi
nez 24 h, B) perioda pred nastavenim tii teplotnich cyklii je vyssi nez 24 h, C) konstantni teplota 37 °C.
Parové t-testy prokdzaly signifikantni zmény v periodé behem tri teplotnich cyklu (p < 0,0001;
p = 0,0087). Symboly hvezd oznacuji signifikantni rozdily ve zméné periody (**p <0,01;
*EEED < 0,0001). 3TC = t7i teplotni cykly, ns = nesignifikantni (p > 0,05).
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Podobné byl zaznamenany i vliv teplotnich cykld na periodu u explanti s nizkou amplitudou
(Obr. 21). U explanti s periodou kratsi nez 24 h doslo po aplikaci tfi teplotnich cykli rovnéz
k signifikantnimu prodlouzeni periody (p = 0,0005; primérna zména periody 1,72 + 1,12 h;
n = 11). U explanti speriodou delsi 24 h nedoSlo k signifikantnim zméndm periody
(p = 0,3264; primérna zména periody — 1,340 + 4,083 h; n = 10). U kontrolni skupiny explanti
inkubovanych pfi konstantni teploté¢ (37 °C) dosSlo v odpovidajicim obdobi k prodlouzeni

periody (p = 0,0384; primérna zména periody 2,250 £ 1,271 h; n =4).
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Obr. 21: Porovndni rozdilu zmény v periodé (viorky s mizkou amplitudou — NA). A) explanty
s hodnotou periody pred nastavenim tri teplotnich cyklii nizsi nez 24 h, B) explanty s hodnotou periody
pred nastavenim tri teplotnich cyklii vyssi nez 24 h, C) konstantni teplota 37 °C. Parové t-testy prokdzaly
signifikantni prodlouzent periody nizsi nez 24 h behem ti teplotnich cyklit (p = 0,0005) a béhem stalé
teploty 37 °C (p = 0,0384). Symboly hvezd oznacuji signifikantni rozdily ve zmeéné periody (*p < 0,05;
*kp < 0,001). 3TC = ti teplotni cykly;, NA — explant s nizkou amplitudou; ns = nesignifikantni
(p>0,05).
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Pro kvantifikaci rozdild v hodnot¢ relativni amplitudy (poméru mezi amplitudou rytmu pred
a po teplotnim pulzu) mezi skupinami byl vyuzit neparovy t-test, ktery prokazal signifikantni
zvyseni relativni amplitudy u skupiny s aplikaci tfi teplotnich cyklt vzhledem ke kontrolnim
skupinam s konstantni teplotou 37 °C jak u skupiny se standardnim amplitudou (p < 0,0001),
tak 1 u skupiny s nizkou amplitudou (p = 0,0099) (Obr. 22).

U skupiny se standardni amplitudou byla priméra relativni amplituda u explantt
vystavenych tfem teplotnim cyklim 0,85 + 0,47 (n = 37), u explanti kultivovanych pfi
konstantni teploté 37 °C 0,22 + 0,12 (n = 18).

U skupiny s nizkou amplitudou byla primérna relativni amplituda u explant vystavenych
ttem teplotnim cyklim 2,8 + 2,34 (n = 21), u explantd kultivovanych pfi konstantni teploté

37°C0,3+0,44 (n=7).
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Obr. 22: Porovndni rozdilu ve zméné relativni amplitudy po tiech teplotnich cyklech nebo kultivaci v
konstantni teploté 37 °C u skupin A) se standardni amplitudou, B) s nizkou amplitudou (NA).
Ke statistickému vyhodnoceni byl pouZit neparovy t-test. Rozdil v relativni amplitude byl statisticky
vyznamny mezi obéma skupinami. Symboly hveézd oznacuji signifikantni rozdily mezi skupinami
(**p < 0,01, ****p <0,0001). Prezentovana data jsou zobrazena jako jednotlivé hodnoty a jejich
primér = SD. 3TC = 171 teplotni cykly; K 37 °C = kontrolni skupina se stalou teplotu 37 °C; NA —

explanty s nizkou amplitudou.
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5.4 Vliv aplikace kvercetinu na parametry cirkadiannich hodin E17 SCN

Byl sledovan vliv aplikace kvercetinu (Q) na fetalni SCN béhem teplotnich cykla
se zvySenim teploty z 37 °C na 38,5 °C na 12 h a poté jejim snizenim na 35,5 °C na 12 h
v Casovém intervalu tii dna. Obr. 23 A ukazuje vliv teplotnich cyklli na bioluminiscenci u
reprezentativnich explanta pfi aplikaci kvercetinu. Reprezentativni zdznamy bioluminiscence u

explantti kontrolni skupiny s aplikaci VEH jsou ukézany na Obr. 23 B.
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Obr. 23: Reprezentativni zdznamy PER2-bioluminiscence explantitv E17 SCN behem tridenniho
teplotniho cyklu s aplikaci A) 100uM Q, nebo B) VEH. Zobrazeny jsou zaznamy od 1. dne po zahdjeni
meéreni. Na ose x je vyjadren cas ve dnech nahravani PER2-bioluminiscence v pristroji LumiCycle, osa
y predstavuje namérenou bioluminiscenci vyjadrenou poctem emitovanych fotonii za sekundu. V kazdém
grafu je zobrazena kiivka (Zlutd), ktera predstavuje zaznam z misky s médiem bez tkané (blank), ktery
slouzi ke kontrole nespecifické odezvy fotondasobice na zmény teploty z ditvodu zvyseného termalniho
Sumu a zaroven umoznuje presné graficky zndazornit okamzik zmeény teploty bez nutnosti kontinudlniho

zdaznamu teploty. Svislé prerusované primky znaci dobu zahdjeni a ukonceni teplotnich cyklu.

Pro kvantifikaci rozdild v hodnotg relativni amplitudy (poméru mezi amplitudou rytmu pred
a po teplotnich cyklech) mezi skupinami byl vyuZit neparovy t-test, ktery prokazal signifikantné
nizs§i relativni amplitudu u skupiny s aplikaci kvercetinu vzhledem ke kontrolni skupiné
(p = 0,0120). Primérna relativni amplituda u explanti s aplikaci kvercetinu ¢inila 0,43 + 0,15
(n=11), u kontrolni skupiny s aplikaci VEH 0,87 = 0,50 (n = 9). U skupiny explanti s aplikaci
kvercetinu byla pomoci neparového t-testu prokazana i signifikantné nizsi relativni perioda
vzhledem ke kontrolni skupiné (p = 0,0225). Primérna relativni perioda u explantii s aplikaci
kvercetinu ¢inila 0,98 + 0,06 h (n = 11), u kontrolni skupiny s aplikaci VEH 1,04 + 0,06 h
(n=9).
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Obr. 24: Porovnani rozdilu ve zméné A) relativni amplitudy a B) relativni periody po ti‘ech teplotnich
cyklech s aplikaci 100uM Q nebo VEH. Nepdrovy t-test prokazal signifikantni snizeni amplitudy
(p = 0,0120) i periody (p = 0,0225) u explanti s aplikaci kvercetinu (Q) vzhledem ke kontrolni skupiné
(VEH). Symboly hvezd oznacuji signifikantni rozdily mezi skupinami (**p < 0,01). Prezentovand data

Jjsou zobrazena jako jednotlivé hodnoty a jejich primeér + SD.

5.5 Teplotni kompenzace

Teplotni kompenzace v SCN byla posuzovana na zakladé hodnot teplotniho koeficientu
(Q10). Ve skupiné E17 SCN pii zvyseni teploty z 37 °C na 38,5 °C byl primérny teplotni
koeficient Q1o = 0,80, pii poklesu teploty z37 °C na 34,5 °C Cinil primér Qo= 0,93. U
dospélého SCN byla pii zvySeni teploty naméfena primérna hodnota Q1o = 0,94 a pfi poklesu
teploty Cinil primér Qio = 1,01. Hodnoty teplotnich koeficientli jsou zndzornény v grafu
na Obr. 25. Obecné rozmezi teplotni kompenzace cirkadianniho systému (0,8—1,2) je na Obr.

25 vyznaceno dvéma prerusovanymi pifimkami.
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Obr. 25: Hodnoty teplotniho koeficientu Q1ou E17 SCN a dospélych SCN p¥i zvySeni a sniZeni teploty.
Prerusované primky vymezuji rozmezi fyziologické teplotni kompenzace. Prezentovand data jsou

zobrazena jako jednotlive hodnoty a jejich priumér = SD. T = teplota; DOSP = dospély.
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6 Diskuze

Diplomova prace pfinesla nové poznatky o teplotni synchronizaci fetalnich cirkadiannich
hodin v SCN s vyuzitim ex vivo modelu organotypickych explanti SCN transgenni mysi
mPer2, Teplotni synchronizace byla testovana riznymi formami teplotni stimulace — aplikaci
jednorazového teplotniho pulzu, jednorazového teplotniho cyklu nebo opakovanych teplotnich
cykli. Zérovein byla hodnocena mira teplotni kompenzace v SCN pomoci teplotniho

koeficientu Qjo.

6.1 Vliv teplotniho pulzu na fetalni hodiny v SCN

Nejprve bylo nutné experimentalné¢ ovéfit, zda jsou hodiny ve fetalnich SCN schopny
reagovat na akutni zmény teploty. Vysledky ukazaly, Zze hodinovy teplotni pulz zvySenim
teplotyz 37 °C na teplotu 38,5°C vedl k signifikantnimu prodlouZeni periody PER2-
bioluminiscenc¢niho rytmu fetalniho SCN, zatimco teplotni pulz snizenim teploty z 37 °C na

34,5 °C, a ani ponechani teploty 37 °C, periodu vyznamné¢ neovlivnily.

Zaroven pii pulzu o teploté 38,5 °C dochazi k signifikantné¢ mensimu spontannimu poklesu
relativni amplitudy ve srovnani s kontrolnimi podminkami s konstantni teplotou. Zajimavé je,
ze oba teplotni pulzy vyvolaly signifikantni nartst akutni relativni amplitudy. To naznacuje, ze
hodiny ve fetadlnich SCN jsou schopny okamzité odpovédi na kratkodobé jednorazové teplotni
podnéty. V bunkach fibroblasta bylo jiz dfive prokazano, ze pulz o teploté 43 °C po dobu 30
minut zvySuje amplitudu rytmil Per2 prostfednictvim molekularni drahy tepelného Soku (HSR)
(Tamaru et al., 2011). Lze piedpokladat, ze tato draha byla aktivovana i v tomto experimentu

pfi teplotnim pulzu o teploté 38,5 °C.

Periferni tkané¢ vykazuji vyraznou citlivost na teplotni pulzy — dochazi k robustnimu
resetovani rytmu PER2-bioluminiscence (Buhr e al., 2010). Vysledky této diplomové prace
ukazuji, ze cirkadidnni hodiny v SCN mohou béhem fetdlniho stadia také reagovat na
kratkodobé teplotni zmény. Tim se ziejmé 1iSi od hodin v SCN v dospélosti. Ruby et al. (1999)
sice popsali, ze dvouhodinové teplotni pulzy v rozmezi 34-37 °C zplsobuji fazové posuny
cirkadidnnich rytmt neuronalni aktivity v SCN dospélého potkana in vitro, avSak nemaji vliv
na periodu rytmu. Rezistence hodin v SCN na teplotni pulzy v dospélém stadiu byla prokazana
v n€kolika navazujicich studiich. Buhr et al. (2010) demonstrovali, ze hodiny v in vitro
explantech obsahujicich SCN dospélych mysi nereaguji na teplotni pulzy v rozmezi 36-38,5 °C

ani zménou faze, ani zménou periody rytmu. Na druhou stranu autofi ukazali, Ze pokud byla

49



neurondlni sit SCN farmakologicky narusena aplikaci tetrodotoxinu (TTX), blokatoru
sodikovych kanall, hodiny se v dospélém SCN staly na teplotni pulz citlivéjSimi. Citlivost
fetalnich SCN na teplotni pulz mize tedy v tomto piipad¢ souviset s absenci pln¢ vyzralé

neuronalni sité.

6.2  Vliv teplotnich cyklii na fetilni hodiny v SCN

Dalsim krokem bylo ovéfit citlivost fetalnich SCN na jednorazové nebo opakované teplotni
cykly v rozmezi teplot 35,5-38,5 °C. V obou skupinach explantii doslo po aplikaci teplotnich
cykli ke zvySeni relativni amplitudy PER2-bioluminiscen¢niho rytmu, pficemz efekt byl

vyraznéjsi u explantli vystavenych opakovanym teplotnim cyklim.

vvvvvv

fyziologickych teplot vyvolaly zvySeni amplitudy rytmu, a to jak in vitro v potkanich
fibroblastech, tak in vivo v jatrech mysi (Brown et al., 2002; Saini et al., 2012; Sladek &
Sumova, 2013). Zatimco Brown et al. (2002) pouzili in situ hybridizaci k detekci exprese genu
Dbp, v ostatnich studiich byla sledovana rytmicita hodinovych genil v redlném case pomoci

bioluminiscence.

Perioda zGstala u skupiny s jednim teplotnim cyklem beze zmény. Naopak opakované
teplotni cykly vedly k signifikantni modulaci periody. Explanty s vychozi periodou kratsi nez
24 h vykazovaly prodlouzeni periody, zatimco u explantti s vychozi periodou delsi nez 24 h
doslo k jejimu zkraceni. Tyto zmény periody smérem k hodnoté 24 h naznacuji schopnost
opakovanych teplotnich cyklti fungovat jako synchronizac¢ni signal pro fetdlni SCN. Na
schopnost modulace periody a vysokou plasticitu rytmu poukézal i Saini et al. (2012) v
perifernich hodinach. Dle jeho vysledku jsou rytmy exprese genti v buiikach fibroblasti citlivé
na zménu teploty o pouhy 1 °C a mohou se pomoci teplotnich cykll adaptovat na kratSi nebo

delsi periody.

Velmi silny ucinek teplotnich cykli byl pozorovan také u vzorkd, které byly pivodné
vyfazeny z analyzy z divodu slabych oscilaci a nizké amplitudy. Po aplikaci jednorazového
nebo opakovaného teplotniho cyklu doslo u téchto explanti k obnoveni bioluminiscen¢nich
rytma a vyraznému narastu amplitudy. U explantt s vychozi periodou kratsi nez 24 h vedly
opakované teplotni cykly k jejimu signifikantnimu prodlouZeni. Naproti tomu u explantl s
periodou delsi nez 24 h bylo zaznamenano jeji zkraceni jen u ¢asti vzorkd. Modulace periody
nebyla ve skupiné explanti s nizkou amplitudou oboustranni, coz by mohlo souviset s

vychozim stavem explantli, tedy nizkou amplitudou a celkové slabou rytmicitou. Nelze
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vyloucit, Ze tyto explanty vyzaduji siln€j$i nebo del§i teplotni stimulaci k jejich plné
synchronizaci. Kazdopadné k obnoveni oslabenych bioluminiscen¢nich rytmi genu doslo i ve

studii Sladek et al. (2013) po aplikaci dvoudenniho teplotniho cyklu.

U vsech explanti kultivovanych bez teplotni stimulace byl béhem zdznamu pozorovan
postupny utlum rytmicity, ktery se projevil poklesem amplitudy, prodlouzenim periody a
narlistem jeji variability. Tento jev, oznacovany jako tzv. damping, se objevil 1 v jinych studiich
pii kultivaci ve stalé teploté bez Zeitgeberu (Brown et al., 2002; Sladek & Sumova, 2013).
Aplikace teplotnich cykli tento pokles rytmické aktivity zpomalila.

Dospélé SCN je rezistentni nejen vici teplotnim pulziim, ale i opakovanym teplotnim
cyklim. SCN tuto odolnost ztraci v ptipadé absence primarnich fasinek v SCN, narusenim
neuronalni sit¢ v SCN pomoci jiz zminiovaného tetrodotoxinu (TTX), nebo pfi pouziti SCN
novorozenych a juvenilnich potkanti (Buhr et al., 2010; Herzog & Huckfeldt, 2003; Tu et al.,
2023). V téchto ptipadech SCN vystavené teplotnim cyklim reaguje velmi podobné jako
periferni hodiny. Vzhledem k tomu, Ze naSe experimenty byly provedeny na fetalnich SCN a
tato tkan jesté nedosahla plné zralosti neuronalni sité, vysledky plné podporuji vyse zminéné
studie, a 1 v tomto piipad¢€ je nutno vyzdvihnout dilezitou ulohu mezibunééné komunikace a

dokonceného vyvoje SCN pro spravnou teplotni rezistenci.

6.3 Vliv kvercetinu na teplotni odpovéd’ fetalnich SCN

Vzhledem k pozitivni odpovédi fetdlnich SCN na opakované teplotni cykly bylo dal§im
cilem ovéfit, zda je mozné tuto odpovéd’ farmakologicky inhibovat prostfednictvim aplikace
kvercetinu (Q). Podobny experiment pouzili Buhr el al. (2010) na perifernich oscilatorech.
Pfidanim 100uM kvercetinu do média byl inhibovana transkripéni aktivita HSF1, coz je hlavni
regulator molekularni drahy teplotniho Soku (HSR). Aplikace teplotniho pulzu o teploté
38,5 °C nezpusobila teplotné indukované fazové posuny rytmii PER2-bioluminiscence a

kvercetin zcela zablokoval teplotni odpovéd'.

Vysledky ukazaly, Ze explanty s aplikovanym kvercetinem v médiu mély signifikantné nizsi
relativni amplitudu 1 periodu rytm PER2-bioluminiscence oproti kontrolni skupiné s aplikaci
VEH. Snizena amplituda rytmu PER2 muize souviset s narusenou translokaci HSF1 do jadra a
jeho vazbou na DNA, jak bylo popsédno v jinych (Reinke et al., 2008; Tamaru et al., 2011). Z
vysledkl vyplyva, kvercetin by mohl alespon ¢aste¢né inhibovat teplotni odpovéd’ ve fetalnim

SCN.
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6.4 Teplotni kompenzace ve fetalnich a dospélych SCN

Vypoctem teplotnich koeficientl (Qio) pro fetalni i dospélé SCN byla analyzovana mira
teplotni kompenzace rytmti PER2-bioluminiscence. Hodnoty Qio v rozmezi 0,8-1,2 jsou
povazovany za typické pro fyziologickou teplotni kompenzaci v cirkadiannim systému (Dunlap
et al., 2004). Vysledky potvrdily, ze dosp€lé SCN vykazuji silnou teplotni kompenzaci. Pfi
snizeni teploty byla primérnd hodnota Qo= 1,01, pfi zvySeni teploty Q10= 0,94. Nizsi hodnota
je zptisobena jednim z explanti s vyslednou hodnotu Qio~ 0,6, jehoZz perioda se prodlouzila pti
zvysené teploté. Explant vykazoval stabilni oscilace a vlastnosti rytmu odpovidajici ostatnim
explantim, nebyl proto vyfazen z analyzy. Piesto nelze vyloucit, ze niz§i hodnota Q1o mtze
souviset naptiklad se se sniZzenou viabilitou explantu naptiklad z dvodu Spatné manipulace

béhem experimentu.

Fetalni SCN byly béhem snizeni teploty teplotné kompenzované (Qio= 0,93), ale nizsi Q1o
odpovidé spiSe hodnotdm pozorovanych u perifernich hodin, které¢ se obvykle pohybuji mezi
0,89-0,96 v zavislosti na typu tkan¢ (Reyes et al., 2008). Pii zvyseni teploty z 37 °C na 38,5 °C
byla primérna hodnota teplotniho koeficientu na dolni hranici fyziologické teplotni
kompenzace (Q10=0,8). Velka ¢ast vzorkt pii zvysené teploté vykazovala prekvapive efekt tzv.
overkompenzace, tedy prodlouzeni periody a zpomaleni rytma pii vyssi teploté. Podobné
vysledky byly popsany u mysich fibroblastl in vitro, kdy mély rytmy hodinovych genti kratsi
periodu v nizsich teplotach nebo delsi periodu s rostouci teplotou (Dibner et al., 2009; Izumo

et al., 2003).

Teplotni kompenzace byla diive prokazana i na urovni jednotlivych neuronit SCN. Herzog
et al. (2003) uvadeji primeérnou hodnotu jednotlivych bunék Q1o = 0,99, coz naznacuje, Ze tento
mechanismus muze byt pfitomen jiz intracelularné. Pokud je stabilni teplotni kompenzace v
SCN (Q10= 1,04) naruSena inhibitorem proteinu HSF1 (KNK437), hodnota Q1o stoupla na 1,34
a doslo k naruseni teplotni kompenzace. Zablokovani neuronalnich siti pomoci TTX nevyvolalo
zadné zmény a kompenzace zlstala zachovana (Q1o= 1,06), coz potvrzuje, Ze tento jev je fizen
predevsim intracelularnimi mechanismy na trovni bun€k (Buhr et al., 2010). Je tedy mozné, ze
samotnd teplotni kompenzace je zajiSténa pomoci intraceluldrnich mechanismt, zatimco
k synchronizaci SCN je potieba spravna mezibunécna komunikace. Ve vyvojovém stadiu E17
fetalni SCN nedosahuji dokonalé urovné teplotni kompenzace jako v dospélych SCN. Jednim
z vysvétleni by mohla byt nizsi aktivita signalizacni drédhy odpovédi teplotniho Soku HSR, ktera

v tomto stddiu nemusi plné¢ fungovat.V budoucnosti by bylo napiiklad zajimavé porovnat
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hladinu mRNA a proteinu genu HsfI ve fetalnim, postnatalnim a pln€ vyvinutém dospélém

SCN, a porovnat citlivost odpovédi téchto SCN na HSF1 agonisty.

6.5 Limitace

Hlavni limitaci této prace mize byt pouziti samotného ex vivo modelu organotypickych
explanti fetalniho SCN. Tento model sice umoziuje detailni sledovani t¢inku teplotni zmény,
ale neni mozné pozorovat komplexni interakce v téle a dalsi vlivy, které mohou modulovat
odpovéd na cirkadidnni rytmy, jako napfiklad hladina hormont, stres, pfijem potravy,
pohybové a spankova aktivita, které v in vivo modelu do zna¢né miry ovliviiuji télesnou teplotu
(Weaver & Reppert, 1989). Kombinace téchto faktori mize mit jiny dopad na amplitudu

a periodu rytmt neZ teplota samotna a tim se liSit od experimentalniho modelu.

Ptestoze byl postup odbéri, kultivace a samotna manipulace s explanty stejna, dochazelo
k vysoké variabilité mezi vzorky béhem teplotni odpovédi. Tato variabilita mohla vzniknout
zpisobem fezu SCN. U dospélych SCN s aplikaci TTX doslo k vyraznéjsi reakci na zménu
teploty pii dorzoventralnim fezu SCN nez pfi fezu sagitalnim (pravolevém) (Buhr et al., 2010).
Béhem experimenti této diplomové prace byl béhem pfipravy explantu mozek krajen
rostrokaudalné a u nékterych explantii mohlo dojit k naruseni ve sméru dorzoventralni osy, tim
1 poskozeni sitového propojeni pottebného pro teplotni kompenzaci. V neposledni fad¢ je také
tteba zminit skutecnost, ze u fetdlnich i1 perifernich oscilatorti ¢asem pfi kultivaci ptirozené
dochazi ke snizovani amplitudy rytmu (z angl. damping) (Ceémanova et al., 2019; Yoo et al.,

2004), coz také miize zkreslovat silu odpovédi explanti na zmény teploty.

Dalsi limitaci mtze byt umélé modelovani teplotniho cyklu typu ,,square-wave®,
ktery se sice snazi napodobit denni a nocni télesnou teplotu, ale neodpovida piirozenému
kolisani teploty v téle matky, kde vykyvy teploty byvaji plynulejsi a bézné asymetrické
(Brown et al., 2002). Pfirozeny teplotni profil u savcli je navic vysledkem kombinace
metabolickych, fyziologickych a behavioralnich procest, které mohou vytvofit jiny typ teplotni

odpovédi a synchroniza¢ni odezvy nez v laboratornich podminkéach.

Dalsi omezeni predstavuje aplikace teplotnich pulzi a cykll ve stejném ¢asovém bod¢ pro
vSechny vzorky, bylo tedy obtizné sestavit fazove responzni kiivku (PRC), ktera je velmi Casto
vyuzivana pro zhodnoceni fazového posunu a je dalSim parametrem cirkadiannich hodin.
Pfiddnim tohoto parametru do dalSich vyzkumi by mohlo pfinést bliz§i vysvétleni
synchroniza¢ni odpovédi a efektu teploty na amplitudu a periodu rytmu.
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7 Zavér

Cilem diplomové prace bylo zkoumat vlivy zmény teploty a jejich efekt na synchronizaci
fetalnich cirkadiannich hodin v SCN s vyuzitim ex vivo modelu organotypickych explanti
mPer2t mysi. Byl zkouman vliv n&kolika forem teplotnich zmén na zakladni parametry

cirkadianniho rytmu.

Jiz hodinovy jednordzovy teplotni pulz zplsobil akutni nardst relativni amplitudy
a prodlouzeni periody rytmu PER2 v pfipadé¢ zvySeni teploty. Opakované teplotni cykly
vyvolaly siln¢jsi a dlouhodob¢jsi efekt. U SCN ve stadiu E17 doslo ke zvyseni amplitudy
a modulaci 24hodinové periody. Dale u vzorkii se slabymi oscilacemi vysledky
ukazaly obnoveni rytmicity, které pietrvavalo i po ukonceni teplotniho cyklu. Z hlediska
ziskanych dat jsou fetalni SCN citlivé na pouhy hodinovy jednorazovy pulz, ale pro

synchronizac¢ni efekt je potieba silnéjSiho stimulu, v tomto piipad¢ opakované teplotni cykly.

Béhem inhibice transkripcniho faktoru HSF1 a narusSeni drahy teplotniho Soku (HSR)
pomoci kvercetinu doslo u fetdlnich SCN k utlumené teplotni odpovédi na teplotni cykly oproti

kontrolnim explantim v podobé¢ sniZzené relativni amplitudy a periody.

Déle byla v diplomové praci vyhodnocena mira teplotni kompenzace ve fetalnich
a dospélych SCN pomoci vypoétu teplotniho koeficientu Qio. Vysledky ukazaly, ze dospélé
SCN si udrzuje stabilni periodu pii poklesu nebo snizeni teploty, ale fetdlni SCN vykazuje

naopak niz§i miru teplotni kompenzace.

Vsechny tyto vysledky podporuji myslenku, ze citlivost na teplotni zmény muze byt
dasledkem nedostate¢né vyvinutého bunééného spojeni mezi neurony v SCN, které zajistuje
odolnost hodin na teplotni zmény v dosp€lém SCN. Jelikoz rozmezi teplot béhem experimentu
odpovida fyziologickému rozhrani télesné teploty, ziskana data podporuji hypotézu, Ze zmény
télesné teploty matky mohou slouzit jako vyznamny synchronizacni signal pro vyvijejici se

cirkadianni hodiny plodu.

Ziskané poznatky pfispivaji k lepSimu porozumeéni vyvoje fetalnich SCN a jejich reakci na
zmeény teplot. Tyto vysledky oteviraji prostor pro dal$i vyzkum vyvoje SCN a matetské
synchronizace v in vivo podminkach, piipadné¢ pro rozsifeni budoucich studii o dalsi vyvojova

stadia.
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