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Abstrakt:

Cirkadianni systém umoznuje organismim adaptovat se na periodicky se meénici
podminky na Zemi. U savcl se skldda z centrdlniho pacemakeru v suprachismatickych
jédrech (SCN) hypotalamu a dalSich oscilatorti, které¢ se nachazeji v jinych ¢astech mozku a
Vv perifernich organech a tkanich. Ontogeneticky vyvoj cirkadianniho systému probiha
postupné a nejvetsi zmeény prodélava béhem pozdné embryonalniho a rané postnatalniho
vyvoje. Pro jeho spravnou funkci neni duilezity pouze morfologicky vyvoj jeho jednotlivych
soucasti, ale také vyvoj jejich synchronizace jak s vnéjSim prostiedim, tak mezi sebou
navzajem. SCN zacina vykazovat oscilace v expresi hodinovych gent uz pted narozenim, ale
vzhledem k nepiitomnosti detekovatelnych hladin jejich proteinovych produktu, je schopnost
SCN generovat tyto oscilace in vivo pted narozenim stale diskutovana. Po narozeni jsou jiz
hladiny téchto proteini prokazatelné a rytmy v expresi hodinovych genti dosahuji urovné
dospélého organismu v dobé ukonceni synaptogeneze v SCN. Pro vyvoj cirkadiannich
oscilaci neni pfitomnost funk¢niho cirkadianniho systému matky bezpodminecné nutna,
protoze na SCN mlad’at ma pouze synchronizacni vliv a cirkadianni oscilace se vyvijeji i u
mlad’at arytmickych matek. Ostatni oscilatory v téle se vyvijeji se zpozdénim vzhledem
k SCN. Jejich ontogeneze je specifickd pro jednotlivé organy a tkané a neni tolik

prozkoumana jako ontogeneze SCN.

Kli¢ova slova: ontogeneze, cirkadianni rytmy, suprachiasmaticka jadra, periferni oscilatory,

hodinové geny



Abstract:

Circadian system enables adaptation of organisms to periodic changes in environment on
the Earth. In mammals, it consists of central pacemaker in the suprachiasmatic nuclei (SCN)
of hypothalamus and of oscillators that reside in other brain areas as well as in the peripheral
organs and tissues. Ontogenetic development of the circadian system is a gradual process and
the most dramatic changes undergo during the late embryonic and early postnatal stage. For
its proper function, not only the morphological development of its individual parts, but also
development of their entrainment to external environment and among each other, is important.
The oscillations in clock gene expressions in the SCN occur already before birth, but in view
of the fact that the levels of their protein products are undetectable, at this developmental
stage, the ability of SCN to generate these oscillations in vivo has been discussed. After birth,
the levels of these proteins rise and the rhythms in clock genes expression achieve the adult-
like level at the postnatal age, when the synaptogenesis in the SCN is completed. The
presence of a functional maternal circadian system is not necessary for the endogenous
development of the SCN clock in pups, because the maternal SCN only entrains the clock and
the circadian oscillations thus develop even in pups of arrhythmic mothers. Other oscillators
in body develop later than that in the SCN. Their ontogenesis is organ and tissue specific and

so far it has not been examined in such detail as ontogenesis of the SCN.

Keywords: ontogenesis, circadian rhythms, suprachiasmatic nuclei, peripheral oscillators,

clock genes
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1. UVOD:

VétsSina znamych organismti — od cyanobakterii az po ¢lovéka — je vybavena systémem
schopnym ,méfit“ cas, coz jim umoznuje lepSi pfizpusobeni periodicky se ménicim
podminkdm na Zemi, které jsou zplisobeny nejen stfidinim dne a noci, ale 1 stfidanim ro¢nich
obdobi. Vétsina behavioralnich i fyziologickych pochodl v savéim organismu proto vykazuje
denni oscilace. Tyto rytmické procesy jsou fizeny vnitinim Casovym systémem. Soucasti
tohoto wvnitiniho Casového systému jsou endogenni hodiny, které bézi s piiblizné denni
periodou, a proto se nazyvaji cirkadianni hodiny (z latinského ,,circa diem*, pfiblizn¢ jeden
den). Se solarnim dnem, ktery trva piesné 24 hodin, jsou pravidelné setfizovany pomoci
vnéjSich synchronizatort, tzv. ,,Zeitgebers* (z némeckého jazyka ,,udava¢ casu®). Tyto
Zeitgebers mohou byt svételného i nesvételného charakteru, nejdulezitéjsi z nich jsou vsak
periodické zmény v intenzit¢ svétla. Cirkadidnni systém savci se skladd z centralniho
pacemakeru, uloZzeného v suprachiasmatickych jadrech hypotalamu, a dalSich oscilatora, které
se nachazeji jak v jinych ¢astech mozku, tak i v perifernich organech a tkanich. Tento systém
se vyviji postupné béhem ontogeneze a nejveétsi zmeény prodélava béhem pozdni embryonalni

a rané postnatalni faze zivota.



2. STRUKTURA A FUNKCE CIRKADIANNIHO SYSTEMU

Centralnim pacemakerem savciho cirkadianniho systému jsou suprachiasmatickd jadra
(SCN) hypotalamu (Klein, 1991). Dalsi, tzv. periferni oscilatory se nachazeji i v jinych
oblastech mozku a také v riznych organech a tkanich téla (Abe a kol., 2001; Balsalobre,
2002; Schibler a Sassone-Corsi, 2002). Pro spravnou funkci cirkadianniho systému musi byt
jednotlivé hodiny v téle synchronizovany, a to jednak mezi sebou navzajem a jednak
vzhledem k denni dobé. Tuto synchronizac¢ni tlohu maji na starosti pravé SCN, jako hlavni
cirkadianni pacemaker (Klein, 1991). Centralni hodiny v SCN jsou jako jediné pfimo spojeny
S retinou a pfijimaji tak informace o svétle, které je pravidelng setizuje. Centralni hodiny pak
pomoci vystupnich neurondlnich i humoralnich drah sefizuji periferni oscilatory tak, aby byly
ve spravné fazi k denni dob& a také k sobé navzijem. Cirkadidnni systém savch je tedy
hierarchicky usporaddn a zachovani vzajemnych fazovych vztahti mezi jeho jednotlivymi

sloZzkami je podminkou jeho spravné funkce (obrazek 1).

Kidnay Liver

Obrazek 1 - Hierarchické uspofadani cirkadidnniho systému u savell. Pacemaker
uloZeny v suprachiasmatickych jadrech (SCN) hypotalamu dostéva informace z
vnéjsiho prostiedi prostfednictvim retinohypotalamického traktu (RHT). Nasledné
sesynchronizovava slabsi oscildtory v jinych Sastech mozku a na periferii.
(Reppert a Weaver, 2002)



2.1. Suprachiasmaticka jadra

SCN jsou parové shluky neuront, tj. jadra, ktera jsou uloZena v pfednim hypotalamu,
piimo nad prek¥izenim optickych nervi, chiasma opticus. Kazdé z nich obsahuje zhruba 10
000 bungk, které jsou vzajemné propojené. U dospélych jedinch ma SCN dvé anatomicky a
funk¢né odlisné oblasti. Jedna se o ventrolateralni ¢ast, tzv. jadro (z angl. ,,core*), obsahujici
neurony produkujici vasoaktivni intestinalni peptid (VIP) nebo gastrin-releasing peptid
(GRP). Nachazi se bezprostiedné nad optickym chiasma a je cilem aferentnich drah,
pfinasejicich informace do SCN. Druhé ¢ast SCN je dorsomedidlni oblast, tzv. obal (z angl.
»shell), obklopujici jadro, ktery je charakterizovan pfitomnosti populace neuronti
obsahujicich arginin vasopresin (AVP) (Moore a kol., 2002).

Individualni neurony SCN generuji autonomni cirkadianni rytmy (Welsh a kol., 1995). Od
oscilatorti v ostatnich bunikéch téla se oscilatory v SCN odlisuji v nékolika ohledech. Za prvé
dostavaji informace o svétle pfimo ze sitnice, coz jim umoziuje synchronizovat se s cyklem
svétla a tmy (shrnuto v Morin a Allen, 2006). Za druhé maji topograficky organizovany
systém vzdjemného propojeni, ktery jim umoziuje se synchronizovat mezi sebou navzajem
(viz nize) a to 1 v podminkédch konstantni tmy (Aton a Herzog, 2005). A za tfeti generuji
cirkadianni rytmus v neuronalni elektrické aktivité, ktery jim umoziuje fadou piimych i
nepiimych vystupnich drah synchronizovat ostatni buiiky v téle (Gachon a kol., 2004).

Ke komunikaci a synchronizaci mezi jednotlivymi neurony v SCN navzajem dochazi
jednak prostfednictvim elektrické aktivity a také humoralni cestou.

Yamaguchi a kol. v roce 2003 provedli pokus, jehoZ cilem bylo objasnit, zda je vzajemna
synchronizace neuronii SCN vnitini vlastnosti centralnich hodin, ¢i zda se jedna jen o
nahodnou a nepiedvidatelné vznikajici vlastnost tkan¢. Sledovali rytmus v bioluminiscenci
organotypickych kultur obsahujicich fezy SCN, kterd byla ukazatelem exprese genu Perl.
Aplikace inhibitoru syntézy proteind, cykloheximidu (CHX), zastavila rytmus v expresi Perl
a po jeho odmyti byl rytmus opét obnoven, pficemz vSechny neurony byly pomoci CHX
synchronizovany do stejné fadze. Synchronizace rytmu v genové expresi byla napii¢ buné¢nou
kulturou obnovena prostfednictvim vzajemnych interakci mezi neurony. Schopnost
synchronizovat se navzdjem byla proto oznacena za schopnost vlastni tkani SCN. Aplikace
tetrodotoxinu (TTX), ktery selektivné a reversibilné blokuje Na kandly, a tim blokuje vznik
ak¢éniho potencialu, zplsobila postupny pokles amplitud rytmd v expresi Perl a Per2.

Okamzité po odmyti TTX byla amplituda téchto rytmi obnovena. Tyto vysledky naznacily,



7e akéni potencialy, umoznéné prostfednictvim Na® nap&tové ovladanymi kanaly, mohou byt
dilezité pro amplitudu rytmického signalu molekularnich hodin v SCN.

Vnitini anatomie SCN se 1isi u riznych zivoéisnych druhd (shrnuto v Morin a Allen,
2006). Vétsina vSech neurontt v SCN vyuziva jako neurotransmiter GABA (kyselina v-
aminohydroxymaselnd) (Moore a Speh, 1993; Strecker a kol., 1997). Dalsi neurochemickou
latkou, zodpoveédnou za spravnou komunikaci a synchronizaci neuronti ve ventrolateralni ¢asti
SCN, je jiz vySe zminovany VIP, spole¢né s PHI (histidin-isoleucin peptid). Oba vznikaji ze
spole¢ného prekurzoru a oba se vazi na tii téidy receptori piitomnych v mozku — VPAC;,
VPAC; a PAC;. V SCN hlodavcu byla prokazana pfitomnost pouze VPAC2 a PAC1 (Usdin a
kol., 1994). Pokud v SCN chybi funkéni VPAC2 receptory, cirkadianni rytmus genové
exprese 1 elektrické aktivity se zastavi (Cutler a kol., 2003). VIP je tudiz vnitinim faktorem
nezbytnym pro aktivaci a elektrickou synchronizaci neuronti SCN (Cutler a kol., 2003, Aton
a kol., 2005). Maywood a kol. provedli v roce 2006 pokus, pii kterém se jim podafilo pomoci
depolarizace a aplikace neuropeptidu GRP na kratko zvysit a synchronizovat molekularni
hodiny v neuronech SCN, kterym chybély receptory VPAC, (Vipr2-/- neurony), nicméné
prchavé aktivované a synchronizované Vipr2-/- buiiky nezistaly v nepfitomnosti VIP-ergni
signalizace synchronni. Kromé¢ jiz vySe zminénych neuropeptidii VIP, PHI a GRP je nutné
také zminit malou populaci neuront SCN, ktera vykazuje rytmickou syntézu somatostatinu
SS. Jeho role v SCN vsak neni dosud zcela objasnéna (Card a kol., 1988).

Vstup informaci z okolniho prostiedi do SCN je zajistén dvéma zakladnimi mechanismy,
neuronalnimi spoji a humoralnimi signaly.

Neuronalni drahy, informujici SCN o zménach ve vné&j§im prostiedi, jsou drahy
retinohypotalamicka, genikulohypotalamicka a serotonergni. Retinohypotalamicka draha
(RHT) je monosynaptickd a je tvofena axony podskupiny retindlnich gangliovych bunék
(Berson a kol., 2002). Fotoceptorové buriky a retinalni gangliové buriky v sitnici zachycuji a
ptevadéji svételny signal pres tuto drahu do SCN. Tomuto pfenosu se budu detailné vénovat
v kapitole 4.1. Retinalni gangliové bunky (které nemaji zadnou zrakovou funkci) jsou
schopny pfenaset svételny signdl do SCN 1 pii absenci ty€inek 1 ¢ipktl, a to prostiednictvim
fotopigmentu melanopsinu (Ruby a kol., 2002; Semo a kol., 2003). Genikulohypotalamicka
draha (GHT) je polysynapticka, vede z retiny nejprve do intergenikulatniho listku talamu a
odtud po ptepojeni do SCN. Mediatorem, ktery se uvoliiuje na synapsich ve ventrolateralni
¢asti SCN je neuropeptid Y (Card a Moore, 1989; Moore a Card, 1994; Harrington a kol.,
1985). Pomoci této drahy dochdzi k integraci svételnych signalii s nesvételnymi, které jsou do

talamu pfivadény zjinych casti mozku (Harrington, 1997). Tteti drahou, piivadéjici
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informace do SCN, je draha vedouci ze stfedniho mozku z jader raphe, vyuZivajici jako
mediator serotonin (shrnuto v van Esseveldt a kol., 2000).

Humoralni signdly mohou SCN vnimat prostfednictvim receptorti, které jsou pfitomny na
Hormon melatonin je tvofen v epifyze a jeho tvorba je fizena z SCN tak, Ze jeho hladina je
vysoka v noci a nizka ve dne (Klein a Moore, 1979). V SCN jsou pfitomny dva podtypy
melatoninovych receptori, MT1 a MT2 (Reppert a kol., 1995) a jejich hustota a rozd¢€leni se
li$i v zavislosti na Zivo¢isném druhu. Dalsi receptory pfitomné v SCN jsou napiiklad
receptory leptinové (Hakansson a kol., 1998), ghrelinové (Zigman a kol., 2006) a insulinové

receptory (Unger a kol., 1989).

2.2. Dalsi oscilatory v mozku

Poznani molekulového mechanismu zajistujiciho chod cirkadiannich hodin (viz kapitola
3.) umoznilo v mozku krom¢ SCN identifikovat i jiné oblasti, které vykazuji rytmické
cirkadianni oscilace (Feillet a kol., 2008). Jako oscilatory mohou slouzit naptiklad i néktera
dalsi jadra hypotalamu, dale jadra talamu, amygdala, bulbus olfactorius koncového mozku,
mozecek a dalsi (Abe a kol., 2002; Lamont a kol., 2005). Tyto jednotlivé oscilatory se vSak
li$i ve schopnosti udrzovat endogenni oscilace a vétSina z nich je povazovana za oscilatory
podiizené SCN (obrazek 2). Pokusy s transgennimi potkany, u nichz je rytmicka exprese genu
pro luciferazu fizena mys$im promotorem hodinového genu Perl (viz kapitola 3) prokazaly, ze
z oscilatord v mozku vykazovaly kromé SCN endogenni rytmus cichové bulby (bulbus
olfactorius) a jadro s neuroendokrinni funkci, nucleus arcuatus. Ostatni jadra vykazovala

pouze slabsi oscilace, které brzy vymizely (Abe a kol., 2002).

2.3. Retina

Sitnice savcu také obsahuje autonomni hodiny (obrazek 2). Nejprve bylo objeveno, ze
Vv retin€ je rytmicky syntetizovan melatonin, a to 1 v podminkach stalé tmy, a Ze tento rytmus
je teplotné kompenzovany (Tosini a Menaker, 1996). Pozdéji pak bylo zjisténo, ze v
dopaminergnich a jinych neuronech sitnice jsou rytmicky exprimovany hodinové geny.
Cirkadianni oscilatory byly v retin¢ lokalizovany nejen ve vnitini vrstvé jader, ale také v

samotné vrstve fotoreceptorovych bunék (Tosini a kol., 2007).
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Master oscillators

Capable of self-sustained circadian output
wpon isolation from allother tissues

Peripheral oscillators Ssmiautonomous oscillators

Individual cells can oscillate, but unable to
maintain synchrony of tissus output without
nput from a master oscillator

Slave oscillators
Can oscillate but only underthe control of
masier or intermediary oscillators

Obrazek 2 — Oscilatory v mozku savcil. Cervené autonomni oscilatory. Modie semiautonomni. Zelené slabé
oscilatory. SCN — suprachiasmaticka jadra. OB — ¢ichové bulby, ARC — nucleus arcuatus, DMH — dorsomedialni
hypotalamu, BNST — bed nucleus of the stria terminalis, LHb — lateralni habenula.

(Guilding a Piggins, 2007)

2.4. Periferni oscilatory

K objevu perifernich oscilatorit ptispély pokusy, ve kterych byly in vitro kultivovany
bunky nejrizné€jSich tkani transgennich zvifat a snimdna bioluminiscence jako ukazatel
exprese hodinového genu v redlném case (viz kapitola 3). Tyto pokusy odhalily, Ze
cirkadianni oscilace v genové expresi vykazuji mimo jiné jatra, plice, ledviny, slezina,
slinivka, srdce, zaludek, kosterni svaly, rohovka, §titna zlaza, nadledviny a sttevo (Balsalobre
a kol., 1998; Sladek a kol., 2007; Yamamoto a kol., 2004; Yamazaki a kol., 2000).
Predpoklada se, ze témét vSechny buniky v perifernich tkanich obsahuji vlastni cirkadianni
hodiny. Tyto periferni hodiny jsou schopny autonomnich oscilaci, vzajemné jsou vSak
pravidelné synchronizovany signaly z SCN (Guo a kol., 2006). Synchronizaci perifernich

oscilatort je vénovana kapitola 4.3.

3. JAK PRACUJI CIRKADIANNI HODINY NA MOLEKULARNI

UROVNI?

Soucasny model molekularniho mechanismu hodin ptfedpoklada, ze rytmicky signal
vznika na bunécné trovni. VSechny bunky v téle jsou vybaveny sadou genii, nezbytnych pro
funkci cirkadiannich hodin, tzv. hodinovych genti. Principy vytvaieni rytmického signéalu jsou

v centralnich i perifernich hodinach podobné. Jedna se o autoregulacni mechanismus fizeny
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vzajemn¢ propojenymi zpétnymi vazbami, které Casoveé kontroluji transkripci hodinovych
gent a translaci jejich proteinti (obrazek 3).

Do transkripcné-translac¢nich zpétnovazebnych smycek jsou zahrnuty nasledujici hodinové
geny — tii geny Period (Perl,2,3), dva Cryptochrom (Cryl1,2), Clock, Bmall, kasein kindza 1
epsilon (CKlIe), Rev-erba a Rora. Proteinové produkty CLOCK a BMALI slouzi jako
transkripéni aktivatory a zahajuji transkripci genid Per a Cry vazbou na E-box elementy,
pfitomné na jejich promotorech. E-boxy jsou pfitomny také na genech jadernych receptort
Rev-erba a Rora. Produkty gent Per a Cry - PER a CRY proteiny - tvofi heterodimery,
vstupuji do jadra, vazi se na komplex CLOCK:BMALI a inhibuji jeho aktiva¢ni vliv na
transkripci svych genil, ¢imz uzaviraji negativni zpétnovazebnou smycku (Albrecht, 2004).
Rytmicka aktivace transkripce komplexem CLOCK:BMAL1 je dana -cirkadiannimi
oscilacemi v transkripci hodinového genu Bmall. Na regulaci jeho transkripce se podili
proteinové produkty genit REV-ERBa a RORA, které kompetuji o vazebné misto na Bmall
promotoru a tim inhibuji nebo aktivuji jeho transkripci (Shearman a kol., 2000, Preitner a kol.,
2002; Sato a kol., 2004). CKleg je protein-kinaza, ktera fosforyluje PER protein, ¢imzZ jej
pfipravuje pro degradaci, a snizuje tak jeho hladinu v cytoplazmé. Dalsi funkci CKle je
hyperfosforylace komplexu CLOCK:BMALL1 (Eide a kol., 2001; Eide a kol., 2005). Tyto
spfazené pozitivni a negativni transkripéné-translaéni zpétnovazebné smycky, které tvori
zaklad autonomniho chodu cirkadiannich hodin, se opakuji s cirkadianni periodou. Délka
periody rytmického signalu je regulovana na trovni post-translaénich mechanismu (Lee a
kol., 2001).

Krom¢ promotort hodinovych genti se E-boxy nachéazeji také na promotorech dalSich
gent, které nejsou nezbytné pro molekularni chod hodin, ale jsou hodinovym mechanismem
fizeny a nazyvaji se proto hodinami kontrolované geny (z angl. ,,clock-controlled genes®).
Tyto rytmicky spinané geny zajistuji pfenos cirkadianniho signalu z hodin na periferii.
Odhaduje se, ze 5 az 10% vSech transkripti v organech nebo tkénich, jsou hodinami
kontrolované geny (Jin a kol., 1999; Panda a kol., 2002; Storch a kol., 2002). Mnoho z nich
koduje klicové proteiny, zapojené do regulace fyziologickych funkci (Lowrey a Takahashi,
2004).



Obrazek 3 — Zjednoduseny model molekularniho mechanismu hodin u savcll. Mechanismus zahrnuje pozitivni
(Cervené) a negativni (modie) zpétnovazebné smycky. Heterodimery CLOCK:BMALI aktivuji transkripci Per, Cry a
Rev-erba. Fosforylovany komplex PER:CRY se vaZze na heterodimery CLOCK:BMALI a tim inhibuje transkripci
svych gent. Pfidatnd smyc¢ka zahrnuje inhibici transkripce Bmall prostiednictvim REV-ERBo a aktivaci jeho
transkripce prostfednictvim RORA. Pro bliz§i porozuméni viz text vyse.

(Guildina a Piaains. 2007)

4. SYNCHRONIZACE CIRKADIANNIHO SYSTEMU

Pro spravnou funkci cirkadidnniho systému je nutna jeho synchronizace s vnéjSim

prostifedim a také mezi jednotlivymi oscilatory navzajem.

4.1. Synchronizace SCN

Pro SCN dospélych savct je hlavnim synchroniza¢nim signalem svétlo. Informace o
svétle, které jsou prenaseny neuronalnimi spoji z oka do SCN, indukuji genovou expresi, a tak
synchronizuji SCN k dennimu rytmu stiidani svétla a tmy. Svételny impulz zpisobi, Ze axony
specialnich gangliovych bungk retiny, vedouci do SCN, uvoliiuji glutamat a PACAP (pituitary
adenylate cyclase-activating polypeptid) na synapsich s SCN neurony (Morin a Allen, 2006).
Neuropeptid PACAP ma modula¢ni funkci — zvySuje efekt glutamétu (Michel a kol., 2006).
Glutamat pusobi na NMDA a AMPA receptory a depolarizuje membranu, coz vede
k vapnikovému influxu (Meijer a Schwartz, 2003). Vapnik aktivuje komplexni sit’" kinaz
(calcium/calmodulin- dependent protein kinase (CaMK), mitogen-activated protein kinase
(MAPK), protein kinase A (PKA)), coz vede k fosforylaci CREB (calcium/cAMP response
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element binding protein) (Ginty a kol., 1993; Obrietan a kol., 1998; Carlezon a kol., 2005).
Aktivovany CREB potom indukuje transkripci nékterych genti (véetné c-fos a Period) vazbou
na calcium/cAMP response elements (CREs), ve spolupraci s pfidatnymi proteiny jako je
CREB binding protein (CBP) (Hastings a kol.,1995; Rea, 1998; Field a kol, 2000; Shigeyoshi

vvvvvv

ktery pfenastavuje centralni hodiny u dospélych jedinct (Albrecht a kol., 2001).

4.2. Synchronizace ostatnich oscilatorti v mozku

Oscilatory v jinych ¢astech mozku jsou pod pfimou kontrolou SCN prostiednictvim
nervovych drah, které piinasi rytmické vzruchy z SCN do konkrétnich oblasti. Rytmus
elektrické aktivity je zprostfedkovan iontovymi kandly, které jsou fizeny molekularnim
mechanismem (Pennartz a kol., 2002). Z axoni SCN se v téchto oblastech uvoliuji signalni
molekuly, které zahrnuji neurotransmitery a sekre¢ni faktory. Dva neuropeptidy byly
identifikovany jako tyto sekre¢ni faktory a to transforming growth factor (TGF-a) a
prokineticin 2 (PK2). TGF-a je ziejmé inhibi¢ni faktor, protoze jeho vpraveni do tieti
mozkové komory ma za nasledek zastaveni motorické aktivity (Kramer a kol., 2001). TGF-a
je exprimovan v SCN a retin€, a zdd se, ze inhibuje motorickou aktivitu plisobenim na
receptory Vv hypotalamické subparaventrikularni zoéné. Nejvyraznéjsi efekt TGF-a je
vSak regulace svétlem indukovaného potlaceni motorické aktivity. Zprostfedkovavanim této
svétlem indukované suprese (tzv. ,,masking®) posiluje TGF-a cirkadianni kontrolu nad no¢ni
aktivitou (Kramer a kol., 2001). PK2 je také rytmicky exprimovan v mysim SCN a pfispiva
ke kontrole cirkadianni behavioralni aktivity (Cheng a kol., 2002). Jeho vysoka hladina ptes
den snizuje lokomoc¢ni aktivitu mySi. Pokud je PK2 aplikovan intracerebroventrikuldrné
béhem noci, tj., v dobe¢, kdy je jeho hladina u noc¢nich zivocichl nizka, zpisobi aplikace

snizeni aktivity (Cheng a kol., 2002).

4.3. Synchronizace perifernich oscilatorii

Periferni oscilatory jsou také kontrolovany centralnim pacemakerem v SCN. Pfimé
vystupni multisynaptické drahy z SCN do perifernich organt prostiednictvim autonomniho
nervového systému umoziuji jejich pfimou neuronalni kontrolu (Bartness a kol., 2001).
Pokud maji byt periferni tkan¢ koordinované prostiednictvim SCN, potom musi existovat

mechanismus Kk pifevodu synchronizovanych molekularnich oscilaci na lokalni rytmy. Jeden



ze zpusobi jak je toto umoznéno, je existence lokalnich hodinami kontrolovanych genti (jiz
diive zminiované ,,clock controlled genes*) (Jin a kol., 1999).

Periferni oscilatory jsou zfejmé synchronizovany prosttednictvim hormonalni signalizace,
napt. glukokortikoidy (Balsalobre a kol., 2000).

Oscilatory v perifernich tkdnich mohou byt synchronizovany i1 dal§imi mechanismy.
Napriklad jatra jsou synchronizovana jednak signaly z SCN, ale také nezéavisle na centralnich
hodinach napf. zménou rezimu v pfijmu potravy. Omezeny pfistup k potravé zplsobuje
vyrazny posun faze exprese hodinovych genti v jatrech, 1 pes to, ze cyklus stfidani svétla a
tmy zustava nezménén (Stokkan a kol., 2001, Hara a kol., 2001). Damiola a kol. provedli
v roce 2000 pokus, pfi kterém sledovali vliv omezeného pfistupu k potravé na genovou
expresi v ruznych organech. Zména rezimu v piijmu potravy synchronizovala nejrychleji
oscilatory v jatrech a pozdéji i v oscilatory v ledvinach, srdci a pankreatu.

Krom¢ rytmického pfijmu potravu hraji dulezitou roli v synchronizaci perifernich

oscilatori také rytmické zmeény v télesné teploté (Brown a kol., 2002).

5. ONTOGENEZE CIRKADIANNIHO SYSTEMU

5.1. ONTOGENEZE SUPRACHIASMATICKYCH JADER

5.1.1. Kdy se SCN vyviji morfologicky?

Ontogeneticky vyvoj morfologie SCN byl sledovan nejvice u potkana (Moore, 1991).
Morfologicky se SCN u potkan vyviji postupné. Prenatdlni obdobi trvd 22 az 23 dni.
Neurony SCN se zacinaji formovat od 14. dne embryonalniho vyvoje (E14) a neurogeneze
pokracuje az do E17. SCN vznikd ze specializované zony ventralniho diencefalického
zarode¢ného (germinalniho) epitelu, ktery je soucasti periventrikularni skupiny bunék.
Neurony tvotici obal (,,shell) se vyvijeji diive, tj. v E15 a E16, a neurony tvofici jadro
»core®) pozdéji, tj. v E16 az E17. Neurogeneze je ukonena v E18, ale dalsi postupné zrani
neuronalni morfologie pokracuje az do 10. postnatalniho dne (P10, obrazek 4).
Synaptogeneze v SCN je pfevazné postnatalni proces. V E19 je pocet synapsi minimalni,
jejich pocet stoupa nejprve pomalu do P4 a mezi P4 a P10 za¢ne pocet synapsi velmi rychle
stoupat. V P10 synaptickd densita dosahuje stejné tirovné jako v dospélosti a také jsou jiz

pritomny vSechny typy synapsi jako u dospélého jedince (Moore a Bernstein, 1989).
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Obrazek 4 — Vyvoj suprachiasmatickych jader (SCN). Délka a objem jadra v zavislosti
na veku.
(Moore a Bernstein. 1989)

5.1.2. Kdy SCN zacinaji vykazovat rytmus?

Vyvoj rytmu v metabolické aktivité bunék v SCN byl sledovan pomoci obratu C14-
znacen¢ deoxyglukézy (Reppert a Schwartz, 1984a). U potkana byl rozdil mezi denni a no¢ni
hodnotou v metabolické aktivité pozorovan v pozdnim embryonalnim stadiu (E19 — E22).
(Reppert a Schwartz, 1984a). Podobny vysledek byl zjistén i u primati (Reppert a Schwartz,
1984b). Je tedy zfejmé, Ze denni rytmus v metabolické aktivité bunék SCN je ptitomen kratce
pred narozenim. Elektricka aktivita neuronit v SCN zacind vykazovat cirkadianni rytmus
v E22, ale postupné vzrustd az do P14 (Shibata a Moore, 1987). U lidskych plodi byly
nékteré rytmy, které u dospélych fidi SCN, naméfeny jiZ v prenatdlnim obdobi, jako naptiklad
rytmy ve stfidani faze aktivity a klidu, v dychacich pohybech, v tepové frekvenci a v produkci
moci (shrnuto v Mirmiran a kol., 1992).

Vyvojem rytmi v expresi hodinovych genti v SCN se zabyvalo vice vyzkumnych skupin.
V praci autord Sladek a kol. (2004) byly v SCN potkana sledovany cirkadianni profily
exprese péti hodinovych gent, Perl, Per2, Cryl, Bmall a Clock, a tii proteini PER1, PER2 a
CRY1, a to ve tfech vyvojovych stadiich, tj. v E19, P3 a P10. Vyvojové stadium E19, tj. 3
dny pted porodem, bylo vybrano, protoze je v tuto dobu jiz ukonfena neurogeneze SCN, P3
reprezentuje vyvojové stadium, kdy je v SCN stale jest¢ nizky pocet synapsi a v P10 je
synaptogeneze v SCN ukoncena (Moore a Bernstein, 1989). Bylo zjiSténo, Ze vSechny

sledované geny byly v E19 jiz exprimovany, tato exprese vSak nevykazovala rytmus. Na
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rozdil od mRNA vSak nebyly v tomto vyvojovém stadiu detekovany hladiny Zadného ze
sledovanych proteinovych produktii téchto genli. V E20, tedy 2 dny pfed porodem, se zacinaji
objevovat rytmy v expresi nékterych hodinovych geni a to konkrétn¢é Perl a Per2 (Ohta a
kol. 2002, 2003, Kovacikova a kol., 2006). V P3 byl zjistén rytmus v expresi genu Perl,
Per2, Bmall a Cryl, avSak amplituda tohoto rytmu byla jesté stale nizs$i nez v P10, kdy
rytmus v expresi téchto genit odpovidal rytmim naméfenym u dospélych zvitat. Exprese genu
Clock nebyla rytmicka v zadném ze sledovanych vyvojovych stadii, stejné¢ jako je tomu i v
SCN dospélych zvitat (Sladek a kol., 2004). Z vysledkl téchto studii tedy vyplynulo, Ze
rytmy v expresi hodinovych gent se v populaci SCN neuront vyviji postupné¢ az do 10.
postnatalniho dne. Ve studiich, které provedli Ohta a kol. (Ohta a kol., 2002, 2003), byla
prokazana rytmicka exprese hodinovych geni Perl a Per2 ve vSech sledovanych fazich
vyvoje potkanich mlad’at, tzn. v E20, P6, P13 a P20.

U mysi, kterd ma kratsi dobu gestace, byl rytmus v expresi genu Perl prokazan v E17, tj.
jeden den ptfed porodem (Shimomura a kol., 2001; Ansari a kol., 2009). Podobn¢ jako u
potkana nebyly ani u mysi v prenatalnim obdobi detekovany hladiny hodinovych proteini
PER1 a PER2. Jedinym hodinovym proteinem, ktery byl v prenatdlnim obdobi v SCN
detekovan, je protein BMALI (Ansari a kol., 2009).

U Syrského kiecka byla v SCN sledovana in vivo exprese tii hodinovych geni, tj. Bmall,
Cryl a Perl a ptfed narozenim nebyly pifitomny rytmy v expresi zadného z téchto gend.
Kromé BMALI1 nebyly pfitomny ani proteinové produkty téchto geni (Li a Davis, 2005).

Vzhledem Kk nepfitomnosti detekovatelnych hladin proteinovych produkti hodinovych
gend, které hraji zasadni roli v molekulovém mechanismu hodin, je otdzka schopnosti

fetalnich SCN generovat in vivo cirkadianni signal stale diskutovana.

5.2. ONTOGENEZE PERIFERNICH OSCILATORU

Jak uz bylo vySe zminéno, mnoho oblasti v mozku, perifernich orgénti 1 tkdni vykazuje
rytmickou expresi hodinovych gent. Zatimco v SCN zacina cyklicka exprese hodinovych
genll mezi E19 a P3 (Sladek a kol., 2004; Ohta a kol., 2002; Ohta a kol., 2003), v perifernich
tkanich k tomu dochazi pozdéji. V mozkové kiife se objevuje denni rytmus v expresi mPerl a
mPer2 mezi P14 a P50 (Shimomura a kol., 2001). V srdci potkana zacina rytmicka exprese
Perl a Bmall mezi P2 a PS5, av$ak exprese Per2 vykazuje rytmus az po P14 (Sakamoto a kol.,
2002). V jatrech se poprvé objevuje rytmus v expresi Rev-erbo jiz v E20, exprese ostatnich

hodinovych genti vSak vykazovala rytmus az béhem postnatalniho obdobi, tj. Perl v P10,
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Per2 a Bmall v P20 a Cryl a Clock az teprve v P30. Faze rytmu v expresi sledovanych genii
se béhem vyvoje posouvala. Tento posun ziejmé souvisi s postupnym piechodem od krmeni
matkou, které probiha béhem dne, na pfijem pevné stravy, ke kterému dochazi prevazné
béhem noci (Weinert a kol. 1994). Ze ziskanych dat vyplyva, ze se v jatrech cirkadianni
hodiny na molekularni urovni vyvijeji postupné a tento vyvoj je ukoncen v P30, tedy okolo
odstavu (Sladek a kol., 2006), (obrazek 5).
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Obrazek 5 — Denni profily exprese hodinovych genti Perl, Per2, Rev-erba, Cryl, Bmall a Clock v jatrech potkana ve
20. embryonalnim dni (E20), 2. postnatdlnim dni (P2), P10, P20,P30 a v jatrech dospélého potkana. Cas je zde
vyjadten jako cirkadianni ¢as (CT), kde CT12-24 piedstavuje subjektivni noc.

(Sladek a kol., 2006)
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Yamazaki a kol. (2009) studovali v obsahlé in vitro studii vyvoj rytmické exprese genu
Perl-luc (Periodl-luciferase) u potkanich mlad’at v riznych perifernich organech. Jatra, titna
zlaza a epifyza vykazovaly rytmickou expresi Perl-luc uz v den narozeni a faze jejich
rytmické exprese se béhem vyvoje znatelné posouvala. V jatrech se faze maxima v expresi
Perl-luc posouvala ze dne do noci kolem P22. Ve §titné zlaze se maximum v expresi Perl-
luc posouvalo ze stiedu svétlé ¢asti dne do brzké noci kolem P20. V epifyze k posunu doslo
jiz kolem P5. V nadledvinkach byla maximalni exprese Perl-luc po setméni a amplituda
rytmu postupné vzristala az do P25. Bunécna kultura, kultivovana z plicnich bun¢k byla
arytmicka az do P12, tj. do té doby nez mlad’ata zaCala opoustét hnizdo. Z vysledki vyplyva,

ze vyvoj perifernich oscildtort je tkanove specificky.

6. SYNCHRONIZACE SCN BEHEM CASNE ONTOGENEZE

Dostupné dikazy indikuji, Ze cirkadianni hodiny v SCN zacinaji vykazovat oscilace jiz
V pozdnim embryondlnim staddiu (viz kapitola 5.1.2.). Béhem prenatdlniho a casného
postnatalniho obdobi jsou tyto hodiny vystavovany rytmickym matetskym signalim, které je
synchronizuji. V dospélosti je nejvyznamnéj$im synchronizatorem cirkadiannich hodin
stiidani svétla a tmy. AvSak vrané ontogenezi, tzn. v pozdnim embryondlnim a ¢asném

postnatalnim stadiu vyvoje, se uplatiiuji nesvételné podnéty.

6.1. Synchronizace fétalnich SCN

Informace o svétlé fazi dne je z prostfedi pfenaSena na plod prostiednictvim matky.
Rytmus v metabolické aktivit¢ SCN féta je synchronizovan matkou i v pfipadé€, Ze matka
nemuze vnimat svétlo, napt. pokud je slepa a jeji cirkadianni rytmy tak voln€ bézi v Case
(Reppert and Schwartz, 1983). Pro synchronizaci fetdlnich SCN je potfeba intaktni SCN
matky. Chirurgické odstranéni SCN matky v rané fazi gestace neovlivnilo vyvoj rytmi u
jejich jednotlivych potomki, tyto rytmy vSak byly mezi sebou desynchronizovany (Reppert a
Schwartz, 1986b; Davis a Gorski, 1988; Honma a kol., 1984a, Honma a kol., 1984b, Shibata a
Moore, 1988, Weaver a Reppert, 1989b). Z toho vyplyva, Ze mat¢ino SCN ma funkci pouze
synchroniza¢ni, ale neni nezbytné pro to, aby se v SCN mlad’at vyvinul mechanismus
generujici rytmy.

Podobné zavéry byly ucinény také na zaklad¢é vysledki studie, kdy byly mateiské
cirkadianni hodiny vyfazeny z funkce geneticky. Matky, které byly arytmické z divodu

pozménéni funkce dvou hodinovych gent, tj. Perl a Per2 nebo Per2 a Cryl (tzv. ,double
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mutant®), byly sparovany se samci, ktefi méli funk¢ni cirkadianni hodiny (,,wild-type®).
Heterozygotni potomci méli genetickou vybavu pro funkéni cirkadianni hodiny po otci a
pfitom byli vychovani matkou, kterd méla nefunkéni hodiny. U jednotlivych mladat se
cirkadianni hodiny vyvinuly stejné jako u kontrol, ale mldd’ata jednoho vrhu nebyla vzajemné
synchronizovana (Jud a Albrecht, 2006). Tyto vysledky opét potvrdily, ze vyvoj cirkadiannich
rytmi neni zavisly na funkénich hodindch matky

Mechanismy, jakymi matka nastavuje fazi cirkadidnnich rytml plodd, nejsou stale jeSté
zcela poznany. Pravdépodobné se jedna o cely komplex mat¢inych rytmickych signalt, které
mohou fetalni SCN synchronizovat, napi. rytmy behavioralni, metabolické, hormonalni, apod.

Rané studie se zamétovaly hlavné na plisobeni hormond, a to pifedevS§im na melatonin,
ktery prostupuje placentou (Reppert a kol., 1979; McMillen a Nowak, 1989a; Yellon a Longo,
1987). AvSak chirurgické odstranéni matciny epifyzy nemélo vyrazny vliv na koordinaci
fetalnich cirkadiannich rytmil. Také odstranéni jinych matéinych endokrinnich organti, jako
hypotyzy, nadledvinek, §titné zlazy a piistitnych télisek nebo vajecnikti, nenarusilo matetskou
synchronizaci metabolické aktivity fetalntho SCN (Reppert a Schwartz, 1986a).

Na druhou stranu vSak casované injekce melatoninu bfezim samicim Syrského kiecka,
kterym bylo predtim chirurgicky odstranéno SCN, obnovily synchronizaci fetalnich rytmi
(Davis a Mannion, 1988). Tento efekt vymizel po P6 (Grosse a kol., 1996). Podle vseho
melatonin pusobi pfimo na fetalni SCN, které exprimuje melatoninové receptory (Duncan a
Davis, 1993, Reppert a kol., 1988). Pokusy s transplantaty SCN potvrdily hypotézu, ze fetalni
SCN obsahuje synchronizovatelny oscilator, ktery je pfimo senzitivni na melatonin. U kiecka
je tato senzitivita pouze do¢asna a behem vyvoje klesa (Grosse a Davis, 1998).

DalSim mechanismem, ktery se podili na matefské synchronizaci féti je dopaminergni
systém. Periodické podavani agonisty D;-receptoru, SKF38393, matkam s odstranénym SCN
bylo schopno synchronizovat plody a novorozence potkanil a kieckli (Grosse a Davis, 1999;
Viswanathan a kol., 1994). Stejn¢ jako melatonin mohou i dopaminergni podnéty pusobit
piimo na SCN, které exprimuje D;-receptor (Weaver a kol., 1992). Navic podavani kokainu
nebo agonisty D;-receptoru indukuje expresi c-fos ve fetalnim SCN u hlodavcu (Bender a
kol., 1997). Exprese okamzitych ¢asnych gent jako c-fos, junB a egr-1 v SCN souvisi se
zvySenou neuronalni aktivitou bun¢k SCN, ke které dochazi béhem svétlé faze (shrnuto
v Hastings a kol., 1995). Tudiz indukce c-fos, ktera nasleduje aktivaci D;-receptorti, miize byt
pro fetalni hodiny synchroniza¢nim signdlem. Melatonin a dopaminergni podnéty
synchronizuji fetalni hodiny do opa¢nych fazi, a to bez ohledu na to, kdy byla latka podana

(Viswanathan a Davis, 1997). Dopamin ptlisobi jako signal pro svétlou ¢ast dne a melatonin
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pro tmavou ¢ast dne. Jakym mechanismem jsou vSak tyto signaly spojeny s mechanismem,
ktery sefizuje fetdlni hodiny neni zndmo.

Podobné jako u hlodavci hraje matefsky melatonin roli v synchronizaci perinatalniho
cirkadianniho systému i u primati (Cebus paella) (Seron-Ferre a kol., 2002). Také u lidi
mohou byt cirkadidnni hodiny synchronizovany prostfednictvim melatoninu. SCN ¢lovéka
obsahuje melatoninové receptory jak v dospélosti, tak jiz u plodd, takze vliv melatoninu na
cirkadianni rytmicitu mtze zacit u ¢loveka jiz in utero (Reppert a kol., 1988). Vzhledem
k tomu, Ze se melatoninové receptory vyskytuji nejen v mozku, ale také i v perifernich
tkanich, nemusi byt vliv melatoninu omezen jen na synchronizaci centralniho pacemakeru
féth (Thomas a kol.,, 1998). Cirkadianni systém primati mlze byt ovlivnén také
dopaminergnimi latkami. Studie z konce 90. let minulého stoleti dokazaly ptitomnost mRNA
a funk¢nich Dj-receptorti v SCN u plodt i1 dospélych jedincti primatd a lidi (Rivkees a
Lachowicz, 1997).

Dal$im mechanismem, ktery by se mohl na matefské synchronizaci féti podilet, je
signalizace prostiednictvim rytmického ptfijmu potravy. Weaver a Reppert (1989b) provadéli
experimenty, ve kterych byl bfezim samicim s odstranénymi SCN omezen pfistup k potravé
pouze na urCitou €ast dne. Zjistili, Ze tato zména rezimu v piijmu potravy synchronizovala
jejich féty. Podobné, pokud byl cirkadianni systém biezich samic desynchronizovan vlivem
vystaveni stalému svétlu, byly rytmy v expresi genii v SCN jejich novorozenych mlad’at
desynchronizovany. Zména rezimu vV pfijmu potravy biezich samic tyto rytmy
synchronizovala (Novéakova a kol. 2010). Pokud vSak byly bfezi samice synchronizovany
vnéj§im svételnym rezimem, zména v piijmu potravy neméla na fazi rytmti v SCN jejich
novorozenych mlad’at zadny vliv. Tento vysledek naznacuje, ze fetdlni hodiny v SCN jsou
primarné synchronizovany rytmickymi signdly z matetského SCN, ale v podminkéch, kdy
mize byt tento rytmicky signal oslaben, jako napf. v podminkdch stdlého svétla, mlzZe
pravidelny pfijem potravy hrat dulezitou roli v synchronizaci hodin v SCN féti a
novorozenych mlad’at. Signaly spojené s rytmickym kolisanim hladin zivin a metabolitl
v krvi jsou u dospélych jedincl schopny synchronizovat periferni oscilatory, nikoliv vSak
SCN (Brown a kol., 2002; Rutter a kol., 2002; Stokkan a kol., 2001). V tomto ohledu se tedy
fetdlni SCN chova jako periferni oscilator. Kdy a jakym mechanismem fetdlni SCN tuto
vlastnost ztraci vSak neni dosud znadmo.

Z dostupnych dat tedy vyplyva, zZe matefskd synchronizace neni zprostiedkovana pouze
jednim synchroniza¢nim signalem, ale spiSe se jedna o komplex matetskych signald, které se

pii synchronizaci fetalnich biologickych hodin navzajem dopliuji a zastupuji.
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6.2. Nesvételna synchronizace novorozenych mlad’at

Matetsky cirkadianni systém synchronizuje cCasovy systém mlad’at i po porodu u
altriciadlnich hlodavci, jako jsou mysi, potkani a kiecci. Dulezitost matefského vlivu je nejvice
zjevna béhem prvnich dni Zivota, nez mlad’ata oteviou o€i a zacnou opoustét hnizdo a shanét
si samy potravu. U prekocidlnich hlodavci, jako jsou morcata a mysi bodlinaté, byla sice také
pozorovana vyznamna matefska synchronizace fétl, avSak po porodu uz vliv mat¢ina
cirkadianniho systému pozorovan nebyl. Tyto druhy se rodi ve vyvojovém stadiu, které jim
umozinuje okamzité¢ po porodu autonomni zivot (Weaver a Reppert, 1989a). Hlavnim
synchroniza¢nim signalem tak pro n¢ je, stejné jako u dospélych, cyklus stiidani svétla a tmy
(viz kapitola 6.3.).

Vyznamny synchronizacni vliv matefskych podnéti na neonatalni hodiny byl dokdzan ve
studiich, kdy byla mladd’ata vychovavana ndhradni matkou, tzv. ,,cross-fostering™ studie.
Novorozenci byli synchronizovani s ndhradni matkou, pokud k jejimu nahrazeni doslo hned
Vv prvnich dnech zivota (Duffield a Ebling, 1998; Hiroshige a kol., 1982; Honma a kol., 1987;
Reppert a kol., 1984; Takahashi a Deguchi, 1983). V dalsi studii byly sledovany rytmy v
expresi genu Perl a Per2 v SCN mladat, ktera byla okamzit¢ po narozeni oslepena a
vychovdvana ndhradnimi matkami (Ohta a kol., 2002). Nahradni matky byly chovany na
puvodnim nebo obraceném svételném rezimu. Byly pozorovany slabé, ale prokazatelné,
rozdily ve fazi cirkadiannich rytma v expresi Perl a Per2 mezi mlad’aty odchovanymi obéma
skupinami matek, coZ dokazuje moznost matefské synchronizace molekularnich hodin
V neonatdlnim SCN (Ohta a kol., 2002). Soucasn¢ vysledky ukazaly, ze vliv kojici matky na
neonatalni cirkadianni systém je relativné slaby.

Cyklus matéiny pfitomnosti a nepfitomnosti v hnizdé miize synchronizovat mldd’ata
potkani (Shimoda a kol.,, 1986; Sugishita a kol., 1993) a mysi (Viswanathan, 1999;
Viswanathan a Chandrashekaran, 1985). Vé&tsi vyznam ma zfejmé mat€ina nepfitomnost, nez
jeji péce (Ohta a kol., 2003). Matcina nepfitomnost béhem svétlé ¢asti dne kompletné obratila
fazi cirkadianniho rytmu v hladindch Perl a Per2 mRNA v neonatdlnim SCN (obrazek 6),
zatimco vyména matek synchronizovanych k opaénému svételnému rezimu posunula fazi
rytmu exprese Perl v SCN pouze asi o 2 hodiny (Ohta a kol., 2002). Tyto vysledky naznacuji,
ze periodicka absence matky béhem obvyklé doby kojeni prenastavuje fazi neonatdlnich
cirkadiannich hodin (Ohta a kol., 2003). Neptitomnost kojici matky je pro novorozence

stresujici a méni vnimavost neonatalni osy hypotalamus — hypofyza — nadledvinky k vné&jsim
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stimulim (Dent a kol., 2000a, 2000b; Meaney, 2001, Ohta a kol, 2003). Stres by se tedy

mohl na synchronizaci novorozenych mlad’at podilet.
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Obrazek 6 — Grafy ukazuji 24-h profily relativni optické density hybridizaéniho signalu Perl a Per2 mRNA v SCN
ve 20. embryonalnim dni (E20, prazdné ¢tverecky) a 6. postnatalnim dni (P6, prazdna kolecka jsou kontrola a plna
kolecka jsou mlad’ata s periodickou absenci matky). Vidime obracenou fazi cirkadianniho rytmu v expresi Perl a
Per2 mRNA oproti kontrolnim mlad’atim.

(Ohta a kol., 2003)

V piirozenych podminkach nejsou mlad’ata hlodavci pravdépodobné nikdy ptimo
vystavena cyklu stfidani svétla a tmy. Matka proto pomahd udrZovat a posilovat jejich
synchronizaci s vnéjsim svétem az do té¢ doby, nez jsou schopna samostatného Zivota a opusti
hnizdo v podzemi. Matky jsou aktivni béhem noci, kdy si shanéji potravu mimo hnizdo a
béhem dne odpocivaji a zlstavaji v kontaktu s mlad’aty. Dokonce i v laboratornich
podminkach jsou matky aktivni a nemaji kontakt s mlad’aty béhem aktualni nebo subjektivni
noci (Viswanathan, 1999). S cyklem pfitomnosti a nepfitomnosti matky pifimo souvisi 1
cyklus krmeni novorozenych mlad’at. Krmeni mlad’at probihd prevazné b&hem svétlé Casti
dne, a proto vykazuji mlad’ata rytmus v pfijmu potravy v podstaté obraceny s rytmem
dospélci (Ader a Grota, 1970, Levin a Stern, 1975). Dulezité je, ze fyzicky kontakt s matkou
je pro mlad’ata signalem subjektivniho dne a matcina nepfitomnost je signdlem subjektivni
noci (Viswanathan, 1999).

Neuronalni drahy odpovédné za synchronizaci pii kontaktu matky s mlad’aty nejsou
znamy, ackoliv mohou byt podobné tém, které u dospélych jedinci zprostiedkuji
synchronizaci prostfednictvim indukovaného vybuzeni (,,arousal*) (Hastings a kol., 1998).
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Matetska synchronizace mlad’at postupné klesa se stoupajici zralosti jejich cirkadidnniho

systému (Reppert a kol., 1984; Shimoda a kol., 1986; Viswanathan, 1999).

6.3. Ontogeneze svételné synchronizace SCN

U potkanii zaCinaji axony retinalnich gangliovych bunék opoustét retinu a formovat
opticky nerv v E15. Optické chiasma a primarni opticka draha jsou formovany v E16 a E17
souc¢asn¢ s RHT. V rané vyvojové fazi (E18-P21) jsou optické chiasma a SCN odd¢€leny
zietelnou hranici. V P2 zacinaji axony z optického chiasma vstupovat do ventralni ¢asti SCN
a mezi P4 a P10 zde dochazi k velmi aktivni synaptogenezi. Hustota inervace postupné
vzrasta a v P15 dosahuje stejné urovné jako u dospé€lého jedince. Ve stejné dobé probiha také
vyvoj propojeni axonlt GHT (Moore 1991; Speh a Moore, 1993).

Pro zjisténi, kdy zadina byt cirkadianni systém citlivy na svételné podnéty, bylo pouzito
n¢kolik riznych experimentalnich postupi. SCN jsou citliva na svétlo jiz v den narozeni,
protoze metabolicka aktivita SCN byla po expozici svétlem béhem noci zvySena (Fuchs a
Moore, 1980). U potkant indukovalo vystaveni svételnému pulsu expresi ¢asného raného
genu c-fos (Weaver a Reppert, 1995, Leard a kol., 1994, Mat&ju a kol., 2009) a hodinového
genu Perl (Maté&ja a kol, 2009) v SCN jiz prvni den po narozeni. U syrskych a sibifskych
kieckt k indukci c-fos exprese svétlem dochazelo v P3 (Duffield a kol., 1995; Kaufman a
Menaker, 1994). U mysi byl Fos-like protein indukovan svétlem v SCN v P4 (Munoz a kol.,
2000).

Jina studie sledovala efekt svételné expozice na aktivitu pinedlni arylalkyl-amin N-
acetyltransferazy (AA-NAT), kterd je kliCovym enzymem v syntéze melatoninu v epifyze
(Ribelayga a kol., 1999). Cirkadianni rytmus v aktivit¢ AA-NAT je kontrolovan SCN a
poprvé se objevuje v P3. Inhibice tohoto enzymu po svételné expozici v noci byla poprvé
pozorovana v P6 (Bronstein a kol., 1990; Vanécek a Illnerova, 1985).

Svétlo zacina u potkana synchronizovat SCN v P6 (Duncan a kol., 1986). Mlad’ata
potkanli rizného véku byla chovana v podminkach reZimu stfidani svétla a tmy, ktery byl
posouvan a nasledné byl monitorovan rytmus AA-NAT v epifyze mlad’at. Vysledky ukazaly,
ze synchronizace svétlem, ktera zacina v P6 zcela nahradi matefskou synchronizaci v P8
(Duncan a kol., 1986).

U dospélych zvirat je svételna indukce exprese c-fos omezena na urcitou cirkadianni dobu
(,,gating mechanism®) a to konkrétné na subjektivni noc, kdy svételné impulzy zpisobi fazovy

posun cirkadianni rytmicity (Colwell a Foster, 1992; Kornhauser a kol., 1990; Rusak a kol.,
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1990). Cirkadianni ,,gating" je ptfedpokladem pro umoznéni synchronizace prostfednictvim
svétla a tmy. Weaver a Reppert (1995) toto pozorovali u potkanti poprvé v P2. V jiné studii
bylo zjisténo, ze svételna expozice v jakoukoliv denni dobu indukuje vysokou produkci c-Fos
a Perl v SCN u potkanich mlad’at do P3 a ,,gating mechanismus se postupné vyviji az
okolo P10 (Matéju a kol., 2009), (obrazek 7).

Z vysledkl téchto studii tedy vyplyva, ze SCN je fotosenzitivni okamzit¢ po narozeni,
svételna synchronizace se vSak postupné vyviji béhem prvniho postnatalniho tydne.
Schopnost synchronizace je tak ziejm¢ zavisla na dosaZeni urcitého vyvojového stupné, ktery
pravdépodobné souvisi s vyvojem funk¢nich synapsi mezi jednotlivymi oscilatory v SCN.

Ziejmé proto doba, kdy zacinaji byt SCN synchronizovéna svétlem, odpovida dobé ukonceni

synaptogeneze v SCN.
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Obrazek 7 - Utinek svételného pulzu na hladiny Per2 mRNA v SCN. Mlad’ata potkana ve véku: 1.postnatalni den P1
(A), P3(B), P5(C) a P10(D) byla umisténa do konstantni tmy a vystavena svételnému pulzu o délce 30min (700lux)
béhem subjektivniho dne (CT7) a v prvni (CT15) a druhé ¢asti subjektivni noci (CT21). Kontrolni mlad’ata zistala ve
tmé (tmavé sloupce). Hladiny Per2 mRNA v SCN byly stanoveny histochemicky metodou in situ hybridizace a byly
méfeny vzdy 30min, lhod a 2hod po za¢atku svételného pulzu (vzdy trojice sloupct). Cas je zde vyjadien jako
cirkadianni ¢as (CT), kde CTO je zacatek subjektivniho dne. Svételny pulz béhem svétlé Easti dne zpisobi narust Per2
MRNA pouze v P3, ale nezpiisobi podstatny nartist hladiny Per2 mRNA v pozdéjsich vyvojovych stadiich (,,gating
mechanism*), Béhem noci hladiny Per2 mRNA po expozici sveétlem narGstaji oproti kontrolam. Nejmarkantnéji to 1ze
vidét v P10, kdy uz je ukoncena synaptogeneze v SCN.

(Matgja a kol., 2009)
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7. ZAVER:

Cilem této bakalaiské prace bylo shrnout dosavadni poznatky o ontogenetickém vyvoji
cirkadianniho systému u savci. Casna ontogeneze neni pouze zéleZitosti morfologického
vyvoje jednotlivych oscilatort, ale také vyvoje jejich synchronizace jak s vnéjs$im prostiedim,
tak mezi sebou navzajem, kterd je nezbytna pro spravnou funkci cirkadidnniho systému.

Z dostupnych vysledki vyplyva, Ze SCN zacina sice vykazovat oscilace v expresi
hodinovych geni uz den pfed narozenim, ale vzhledem Kk nepfitomnosti detekovatelnych
hladin jejich proteinovych produkti, je schopnost SCN generovat tyto oscilace in vivo pied
narozenim stale diskutovdna. Po narozeni jsou jiz hladiny téchto proteini prokazatelné a
rytmy v expresi hodinovych genii dosahuji trovné dospé€lého jedince v dobé, kdy v SCN
dochazi k ukonceni synaptogeneze. Pro vyvoj cirkadidnnich oscilaci neni ptfitomnost
funk¢éniho cirkadianniho systému matky bezpodminecné nutnd, protoze na SCN mlad’at ma
pouze synchronizacni vliv a cirkadidnni oscilace se vyvijeji i u mlad’at arytmickych matek.
K synchronizaci SCN dochazi nejprve béhem embryondlniho vyvoje prostfednictvim matky.
I po narozeni je schopna béhem prvniho tydne Zivota mldd’ata synchronizovat, ale jeji vliv
postupné slabne a po ukonceni synaptogeneze je SCN mlédéte pln€ synchronizované svétlem.
Ostatni oscilatory v téle se vyvijeji se zpozdénim vzhledem k SCN. Jejich ontogeneze je

specificka pro jednotlivé organy a tkdn¢€ a neni tolik prozkoumana jako ontogeneze SCN.
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