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Abstrakt

Dlouhodb ® vystavovg§n2 st8l ®&mu svDtlu m8 u dospihl
cirkadi 8nn2ho syst®mu, spojenou se sn2genou ef
na pSesnou dennr2ozdmhwemtmPdkp adi@belsodddonzs el T ch
jedincT na st8&8l ®m svDtle doch8z2 tak® ke zhort
sp8nku. VIiv noln2ho svBDtla na z dsouaislodtigdrossm2l| ®h
ve smhDnnlTch provozeghDNiVi@m.OetjweddMm E&dal mt Emnled i |

zvigeng8 hladina noln2ho svDtla na vivoj orgar
samotn®ho cirkadi 8nn2ho syst®mu.

Tato diplomovg pr8&ce se zamhDSi | Rermridi,dent i f
Stat3BDNF, d8&8l e genT k-duj2c2?2 podjednossihpecNMDAKI et

genT v s2tnici. Nage experimenty byEyapspvid®s
str8gvili prvn2zch 20 dn2 sv®ho péamkmantz8Itn®. h oZ nv
vexpresi byly deter mi nov8nyP &R amd i gt kalk 2 u rmRd\MA
pariets8l n2ho kortexu, | i chov®ho l al ok u, hipo
Behavior 81 n2 mi testy bm? aaowsiank®hlot oc howEhat PNas
potvrdily rozvoj Yaz k cesxtpmr&@hsa  cnhdkw8 n2k aa t 2emboy a

vyr Tstaj2c2ch na sts8§8§l ®m svDtl e.

Kl 2] ovg&iglkawa:8nn2 hodiny, svDteln8 synchroni z:



Abstract

Long-term exposure to constant light results in desynchronization of the circadian system in an
adultand isassociated with reduced efficiencyrofnyphysiological functions timed to the exact

time of day, or with the development of some of thealkedcivilization diseasegConstant light

in adults also results in deterioration of the cognitive abilities or changes in the sleep sffieture.
effect of night light @ the health of an adult organism is studied mainly in connection with shift
work or withlight pollution. The question of what effect the increased level of night light has on
the development of the organism, especially on the development of the neystam and the
circadian system itself, is less studied.

This diploma thesis focused oretidentification of the extent of changes in the expression
of Per2, Nrld1, Stat3, BDNgenes, as well as genes encoding NMDA receptor subunits and some
tissuespecific genes in the retina. Our experiments were performed on adutElvang rats, that
spert the first 20 days of their postnatal development in-iloi@nsity constant light. Cinges in
expression were determined by quantification of MRNA bygRTR in the structures of the frontal
and parietal cortex, olfactory bulb, hippocampus, suprachiasmatieus and retina. Behavioral
tests were used to assess the degree of anxiety se #mamals. Our results confirmed the
development of anxiety behavior and changes in the expression of several tested genes jn animals

that grown up in @onstant light.

Keywords: circadian clock, synchronization light, developmentsuprachiasmatic mieus
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1. bvOoD

Bi ochemi ck® a mol ekul 8rn2z mprPpllBby 2HDtiHgodiyn t kKBt
D2ky funkci <cirkadi 8nn2ho syst®mu mTge tNDlo p
regul ovat | innoskadngzuwmkac ¢ spoaut Irmapy§? kzd vargretin §1 20
sp8&nek, a navigit metabolickou aktivitu pot Sel
VRNt ginaNllkg§wmdmNDSuje pSiblignou 24hodinovou per
smyl k@8imnbeTch gen. aTat o epSSessnotéa

ajckhodu <cirkad
je nezbytn8 sgh&hmmomiczywlkleeme Synchroni zace pro
svDtel n® a temnostn? f §zseupdae hicasn@atsil(cdAEN) . jh
Vneperi odsitcke®m psrto§| ® t my mohou funkci synchror
v soci 8l n2 interakci | i j 1 n®, periodicky se o
mohou bTt synchroni zovam® potak®vypr aDold&é nism n
cirkadi 8nn?2 syst®m umogRuj e nal asovgn? fyzio
Desynchronizovanl syst ®mkoanpomugntriuttarcadn srkidk tpd r
zpNDtnovazebn® smyl ky (TTFbyNozlua$i ol apviltch2uyv we t s
noci , m8 za n8sledek mnogstv?2 zdravotn2ch prc
cukrovky, pS2bytky na v8ze a rozvoj l epti nove@
SvhRtldociv tedy p8aestavmpat §B nRrzimde vpecssolre d nj2echho §l e
neust §8le zdypim@iceé matebd venkovn2m prost Sed?, a

|l l ovRDka i ostatn? organi smy.

PSestoge existuje jig docenbcanado$dp® @ojyv&diomn

pomRrndem8h®mo o tom, jak svPDtelnl stres pTsob
to m8 v dosphRDlosti. Givot ve st8l ®m svDtle mT
napS2klad, ¢ge rozvobypi akludpsomlX® svteezyi ysa keyntcwej § eu
vystavenlich st&8l ®mu svDtlu. Naopak zvigen® Yzl
svhDtle se u dospRlITch nevyskytuje. Tato dipl on
st 8§l ®m| e B®mMe p ost naat &I miPpry mivic\k ®j ig e mozku @romoj pr e s i

Yoazkostn®hadoslhp®d®vVd®dmé&g w2 VdobD zvyguj2?2c2ho se svi
trendTm us2nat mfes tndrsdjiem mowndtul am2vt pma gle!l oV BK &

tak pr ol vzodir anwnfohva ¢i volignlich druhT ve voln® p



2LI TERCLNE PP EHLED
21.CI RKADI CNNEé SYSTEM

VNt gina organi sm] prao sptl Sienck?t Ns e es tv§2vd anju2lca? m s e
Sadu dal g2ch PSedmlDsnl ¢éhna gmdsty intenzity a sf
dne vytvoSdilrakadiapnmisy stt@mu DRy tmADBEt @ PSed
tak pSizpTsobit svou akti vn?2 squastosticdd?um dseen n® a K G
pSi zpTsobuje pfédakaiyt mdr monT | i aktivitn aut
(Bal sal obre et al ., 2000; Ca&ilraktatda 8entn 2a ls.y,s t 220
nedok&8§ge odmhNSovat 24 hodinMjpySers n I3 od Sbhrenz2 ns ycnyckhl r
vnitSn2 periody kagelodemylvéwcal od sol §rn2ho z

PSev§dgns§ vnNtNdieng ebwsrchlopma mNSit | as $20moc?
podstatu cirkadi 8nn2ho syst®mu, avgpk obe 3e ds2e ¢
(zvan® jaKkasAddawedloe Azeitgeberyin) odmRSuje 2:
synchronipz®tsdrSem2z je stS2dg§n?2 cemttrl &l n&? mi myh,od
VSCN. SviDtlolivn® SCN synchreo®newulh eapekBhech?
oséi | §tory je mogn® synchr oni znoevoabtv ynkal poSi? kdl oabdu t| aik
v hor mon 8| (Balsa®hbregenah, 200@ Brown et al., 2002; Damiola et al., 2000; Fonken
et al., 2013)

212 TranskriplnhD translaln?2 zpRDtnovazebn® smyl| k-

PSiblign® odmnRSovE&n2 24hodi novlakhi wiytk@bfT WL b(u n
1). KritickourolivT TFL zawj Pm& m8r n2 smyl| ka, okkbBmhld| 2 c2?2 s
a negativnz2zch t rPaaGrir.i pPrno?tclckdBrigigooT[s M ® tr ans|
heterodamesit zpjujCekakiset aj, §8398)a PSi bl i §nN Swe i stdhednt
kompl ex n-bosepdr§o moat oF ech Sady jinlch @enstBt a akt
al., 2012) Tato kééatigdceenm2anakri pce komplexem CLOCE
vprincipu dysmiat kP2erpkesh u RO ala \2016Nezi geayn T
aktivovan® prboosxtuSepai §Parl22@aa Gylikicaody pegat i vn?
represbhbrovwy prari m8rn2 smybkybhDhej doke pkomei oy 2 :
(Horstetal., 1999; Zhengetal.,2001) j sou zde f osf or ya oC/K8amigchanj . ki
etal, 2001; Eideetal.,2002) n8sl ednlD odbour 8v8ny pomoc?2 ubig
transport ov(Bkashi etdab, 200ZF @usiao et al., 200Broteiny PER a CRY v
cytopl azmhb tvpS2kt ee®ersoedi me ayg 2 zpnt do j 8dr



CLOCK: BMAL1 od DNA a zabr aRveptal, 2084Hlading BERwW| ast n 2
CRY proteinT bs®spiofujupnBJkdydjgichh®zkd® bméladgma
opRNDtovn®mu nasednut?2 CLOGKYBMAIE|l Romploexws ,nadrl

hodin, zal?2n8 znovu.

Komplex CLOCK:BMALL iniciuje t a krésk i pci j ader nHVERBUr ecep't
(k- dovanemNrlul),gekt er ® se \g&gBmallaa pportdmadtugri. j eho
prodluguj?2 periodu. Navzdory E¥-ERBthn er zebgyutl mal| n p mc
generogn 2 cirkadi §nn2heti gk ®udeP&c2ikgkarulacyniRktih doc h §
Bmall, ale rytmicitavh | adi n§ch t®uMBacmRNANATI B XkWP gnisg g2 amy
(Preitner etal., 2002) Kompl exem CLOCK:tBaMARL la kjtei vzoSwg@mvae R r ar
proRORU, kt er EV-FR8UawnTtlaig ol i BORO kISi nav§zBmatl na pr
aktivaln?2z Yl inek, zkracuj 2 c?2 gena groRORUr kdaodci h§8nzn22
kpot I2a leexpmai(Saoetal.,2004) U vgech obj eveBVIERBY Uz § sht)up c
a RFOR( U, b, 2) byl a prok8z8na s cpranptarwBnallay 8§z at
regulovat jeho expreg¢Guillaumond et al., 2005) St udi e potvrzuj 2, ge sek
amplitudu cirkadi 8nn2ch osci l(Pretreretal., 80023 bi | i zuj e

Vneposledn?2 SadhD CLOBExBMA:LL. nheeidB8amia Eont
(CCGs; zangl. clockcontrolled geneés a umogRuj e tak regulovat cir
fyziol ogi c(Rahdaet al.f200Rk c 2T®t o akti vaci exX p0% s e po
k- duj 2 c?2tcthl egenall ev pr ocenmez iz ajsd drugtelnitDe¢Gn@itGso rsge§ |
al., 2009; Reddy et al.,, 2006) Val n8 v Dtgina tRDchto genT je o
umo gRul @s danaskquu | ac i or g Prmd Y® fvyez k® @gioec.ent o t k¢
mol ek ul j e regulovs8no skai ppiapdesbtitamealsdalaczch im
cirkad n2 syst®m tak regul uje a@Zhapeta. 2KEHRovVND spec



nucleus cytoplasm

NS

PER ) PER )
CRY ) CRY )

‘ [Periiper2l —— @PERD

: | CyliCry2  ——>—  CRY )
%g | CCGs —_— clock-controlled genes’ products
= I—— -
A | Rev-erbot ~——— RE\.LER@
| E-box | ‘ target genes | i
| Rora = ——>— (ROR®D
o circadian output
221
-
@Y Yo | )
| RORE | | Bmal — > @Al

Obr 8z&eBch®moal ekul 8r TZ¢h kokdanvpclTex CLOCK: BMAL 1 s

-

naEbox v pr omedrlg2a@ryll2 gPernolt ei ny PER a CRY se vr a

kompl ex CLOCK: BMAL1 a t2m i svou vl axtn? tr
CLOCK: BMAL1 se z§&8r-lioxeeR) haemzu¢ RevihmmBEpt OkTer ®
i nhibuj?2 | i Bwmalbhp csrtuajb? leaxprjesitak hodiny (sekunc

rovnhNg aktivuje rytmickou tranmikciplBi fvaidyl oL
funkc?2 t NDI(GolombPk®ealk, 2044) 0 z

2.12. Suprachissma t i jc&d®r o

Cirkadi 8nn2 pacemaker v SCN je kagdodennD synct

oscilaln2ho cyklu a sloug?2 organi smuifijak&tee m®t
poskytuj2 informpeeri foer mseh htoddd mserBivau jl 2a soe INT
(Nishino et al., 1976; Ralph et al.,, 1990)8§ dr a jsou sl ogoeha gneud?¥anok/
rTznT mi neuromedi 8tory: ventrol ater gtinpékhbo | 8dr

adozome di 8| rt2Dh o (dypNd)iglasia et al., 2004)

Cirkad#di i cnieluarcoenexch a gli2ch SCN jsou vytyv
jednotiv® b u Rky mus 2 bTt spol u synchronizov§gny,

Neurotransmiter VIP (vasoaktivn?2 intestin8ln?2



zbytku SCN a indukuje expreBierlaPer2(Nielsen et al., 2002; Pakhotin et al., 2006; Shinohara
etal,2000)VI P je produkov8&§n ag v 23% neuronT SCN a
exprimuje jeho receptor§Reed et al., 2002; Welsh et,d995)P Si absenci tohot o ne
nej sou nervov® HyYREHr & CiNz gAtch et@l.nBOE)Niewirtoymne di §t o |
GRP (gastrin releasing pepyvoéBvEerodadeakaanlexy
Per2 a to vDMSCN (Aida et al.,, 2002)Vcel ®m SCN je nejzastoupennij
GABA a na vDtginhD synaps2ch s edavlygs?knyit ur eu rjoapke
(Moore & Speh, 1993; Strecker et al.,, 1997) GABA m8 ex cDM3CM,2 &4l d nikryh ivl
veVLSCN (Albusetal.,2005) Po gakoWh B, i GABAypShspAvBa&i neur
(Liu & Reppert, 20000 j ej 2 absence znemogRuje synchroni:
indukovanl f 8gevhogios asEN&Mbysemin J005y McNeill 4th et al.,

2018) Spol el nhN vytvgs? tento soubor neur otrans
synchronizace rytmu mezi sv 1 npio sluds temxip rae sjee hdT

gen$CN indukovanlT zmRDnou fotoperiody.

JedrrAmavn2chSECNsaupBk® vliastnost?2 samotn®h
spont8nn2 elektrick® aktivith. JppPovirmRvewnbDe:
f§ze dne a pSes noc kles§& bez olgli echalflnoa& t o, zd
Kawamura, 1979)VT st S€Nz do perifern2ch tk§gn? a oscil
cyklickTmi zmRnami hladin hormonT |i aktivitou
pro vnitSn2 sy nc hr onsyrchaonizaci porPf spreidsn®um d asak ®&@mr
(Bal sal obre et al ., 2000; Cailotto et al ., 200

Jedna ze z§8k!| adnCN vveldset udpon 2pcahr acveesntt rzi kul §r
(PVN). GABAer @\ tilnuemm2v abcleth ezm dne gl uR\aNnS8d ce rcgenlz2®
Sady struktur a t2m ovlivRuje jak autonomn?2 n
Nej | ®pe prostudovanim, a mogng§ dre§hy zjnea nngdkj 2rn
prodk ce hor monu mel atoni nu. Mel atonin je produ
z8kl adnD SCINgmSIPIVNz t ak, aby jeboi hl 8dr manbgka v
krevn2ho obRDhu a aktiv® gsmeal akpopni Moy®myle we gisa
a tk&8n2. T2m napom8h§ ¢g2SCN dg ncdlr OMiéneta. qani am
1997; PandPerumal et al., 2008; Perrehanz et al., 2003; Roseboom et al., 198y nt et i zal n-
proces mel atoninu jentoak® mae ljmiadeSv @ ilnttleinjgtido tnaa sswr.
potl al enz?  (Lelwetat,de8BMal en ?



213.Fot osemazndliivoli® buRky

Pro optim8ln2 funkci cirkadi 8nn2ho syst®mu | e
zej m®na na hl avn? c i r k lypotalsnmun(Ralph ped cak, mi®d%0E r %

NejspolehlivhDjg2m aoremgespltoDjyvdNImi syndhuddi a3t
regi str oy 3n@astpretalz 8991V edl e fotosenzitivn2zch tyl.i
obrazov® w3tdMinéi, maclv8zej 2?2 jegthD dal g2 fotosen
angl. intrinsically photosensitiveretinal ganglion cellsy ni t SnN fotosenzitivn?
s2tmgfictedpi gmentem mel anopsinem, Kkt ed®&Besesnou zod
et d., 2002; Provencio etal., 2000)le | ano p siimR@®@xn2kaoncenizovamlcéd s

struktur8ch, ale je rovnomBDr nD((Pmeescioetalp2002) ve v DD
Tento struktav®liRgg?2r @idaddiavmDit@BtpliopRA@sy j e u sv
tylinek a | 2pkT obrazov®ho vidhDn2. Mel anopsin

je modr® svDtlo ty/[Bersok@alp20)Vyg $Saedaen2 | BapSidklea:
d®l k&m pr o orSinbgloivgonud b6alrOv un nd)p,b Nv wsl keyhtowdju? d 2i m zs§8ep
vyvol 8v8 v i pRGCs pSi st @¢rso®eta,R@R)gi i, znalnh n

CitivostL-,M-aS| 2 pkT ke svim pSRSmu@wniTmawi mowvfii:m W:
M: 530 nma S: 440 nm)semez sebou signifikantnhD nelig?. Pr
aktivace | 2pku p$L9D0t & o tr%Schaphetal. GeBZ 80).1116 O 0 Nk
je schopen barevn®ho vidnRdn?2 | P@elbpr&iLindi 2010 nz i t §
Citlivost | 2pkT h@ax sw~iDgpdrd Thidikodol @t dl.a20@) I yj] € nky a
| 2pky jsowmemapm§dm@ & thN i pRSCnahvbrhnamoN pBik
Ssyst ®mu u zdravlich jedincT, avgak jejich Vy
melanops n u , pokud je pSzmodm® (Braah et bl.geolll;&Freadpan etk ®
al.,1999)Vedl e pSenosu informace ahhdindANg robg | keij 2r
iIpPRGCs docentermoz ku regul uj2c? nS8slpa&nue k kloignbhdDIlvangt ,m
review(LeGates et al., 2014br.2).Sv Nt 1l o tedy pS2mo pSes i pRGCs a
ovlivRuje Sdduw onbelravso(di@ut eseon28oeRy yse tedy pSedpol
streswodobD st utde®h o d oD uefekt natty® g triy mo z k u .



Obr 8zeR Skh®ma acé ner v
LHb@ Raphe mozkovl ch struktur

T VTA buRk anpRGCs a pSenos
MA@ . i nformace 0 svitl e
regul ace ngl ady, k o
ipRGCs | SCN (- centr&lnzch cirkadi§n
v | I"Septum—*H.C Obl asti vyznal eny m
—|Ske inervovg8ny i pRGCs a |
LH$ i nforynovgnS2tomnost i <
l 1| ol 1.c| Informace je sekurBir n N PSBeeks§ n a
VLPO ' SCNdo obl ast 2 olllastr venl c

LHb a MA se nachg8zej
hodiny schop® oa@amatim®adi 8nn? ostkkiatelkae c p RGUysviDoltobgkwnz
gangliov® b ulLRHby: sl2attne rc&l n 2 habenul a, ‘MA m ¢
suprachiasmatiékj 8adr S P Z: subpazr-awae,nt bt Hkull @&t e% 81 n2 hyp
ventrol ater 8l n2 preopticks$s obl ast, Raphe nucl

pell uci dum, LC: |l ocus c(beGatesbtalu214) PSevzato a up

214SviNDtel n8 synchroni zace

Kagdodenn? seSizovgn2 vnitSn2 cirkadi &§nn2 per
nezbytn® pro optim8Iln2 funkci cirklaaddigmo¢hoh sg
hodi nami k o nt rood poovvazndl acj h? cg?e nl T8 svtai so Mg PEBIEL ived 0 6
miDn 2 . Vystaven? stejn® intenzithD svDtla bhDhe
zpTsobuje signifikantnhD nfggR|l aktmagoet SENouzoD
pokud svDDtdloob Dp Tssuobb 2é\knali et @l.? 2008)®ik ud 1 pRGCs zar e
pS2tomnost svPDtla o dostateln® intenzi td | i d «
spugtnNn2 SethNzce reakc?2. Visledkeerjep$igzpV§ob
cirkadi 8nnde®, r& nfiloftNkp er i odnN. I nf or macdemz i pRG
je vedena jejich axony tvoS$2c{Modreetat1996)o0 PySpot a
vystaven?2 svDtlu mimo svDtelnou f8zi dSC& j sou
vypougtnj2 glutam8§treGeptamgtveeVk$SEmedMDATHoD
iontT do buRky, S p 0 u YAPH ja fosfaryleasGREBY(@allezan drlenat., k a s k
2005; Colwell, 2001; Colwelét al., 1991)CREB se d81l e v § gpromotarecle | e me n
gergrlaPer2 a indukuj e ¢€epaKevsBendodet dl.,t2002)g eUnilo g Ru j e



tak opti malpiosalnnzil«saked@inmév JexktreesgEeStiser2)t ed o
korekce osciluepwouze pSiblignlTch 24hodinovich cyklech

215F§8zovIl posun

PSi zasagen? svDtla do subjektivn?2 noci reagu)j
chod hodin srovnal ¥ nNj g2 m cykl em. F8zovlD responzn? k Si
veli kospiosansmQzpogdhDn2 nebd vpySsetaiapsietmsu tze | 6 §o e)
dostateln® intepIdvtdieam®mbepr v\ mv ymacizepVlisrd BBwzjoev ®

zpog.dPm2ot i t oduu l® N d loowi NN noci a nad r8nem
PSiblignhD uproktr$edcrkdcil asoviadbo8z2 bNDhem kter «
posun. U |l ovRka plhatz?2, sgee kdroibta,c k@®iu mo@gudo@
smi ni m8| n?2 hodnot ou ci r k a@zeigen et alh ©989r Khalsa et alt, N1 e s r
2003) St n8 i ntenzita svDtl a, kter8 bDhem nol n2ct

bNDhem dne znatelnhD nigg2? f8zovl posun, kterl
svDtelnim pulzTm vystaveny. Vel i kienszti tfoSuz osvw&htol
dobou trvs8n?2 (Bowis etal, d998; Desvanlet &l.a201Nla x i m8 | n 2 hodn
f§zov®ho posunu |in2 vgak pSi bl(Krigke& al.3200¥podi ny
Syst®m je rovnhDg nejci tdl@lwvwiem@ARBPNgar medr @l sy DD a&
Y
D s
s 4 _
=
= = E
4 Predbéhnuti
2 0
N Zpozdéni
>
S
\“_1_
=
—D
l I 1 1 l
-3 1 1 | I i |
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Cirkadianni cas (h)

Obr § z 8kF §lz.0 v Dnz n & sk &Sriaf popisup s mlarvelikostf § zov ®ho posunu
aplikaci TewnhRddmn2v dobu (vhodiraiBehadinnbomxeko X| as



CTO ag CT12 pSedstavuj e stvelneol sntRrble JI|ASsdtto.dan ey p rCar
(Lefta et al., 2011)

216.Peri fern?2 tkgmnizclcht aryeyich z8vislost na SCN

Cirkadi 8nn?2 rytmus hodinovich perhddceirm&mih Kdkrg
org8nech z8visl vViptumde o®CNPogz@t Muzmet abol icky
org8&nech jako jsou j&8tra, stSevalnebb SCNgngh3d
atovp S2padhD, ge potr adwad N eni dnos takp n Papiadakrdes i v gi v
2000; Waddington Lamont et al., 2007; Wang et al., 2017 Ve sv® di pl omov® p
zamhNSila na zmR®y expDeskk®agkB8stech mozku u z
st8§l ®m svhDtle. Proto e tlaStsa ekcahp intoazlkal ,z skmleS eBn §

vztahukhl avn2 mu cirkadi SN2 moi palkciewmakar pewvi f ern?2

Za bngnimthekpopmesodluovich struktur§8ch mnRSite
hodi nov I(Shearmgreend., 1997; Yamamoto et al., 208ON je synapticky propojeno
smnogstv2m mozkovichishovkmir | ahap $?rkoaal doasy em®s
m2 g e, S ventr 8l n2m hipokampem, paraventri kul
struktur ami hypotal anmuR lvll @2 niD 4 a P& NS IdT2l egi ¢ ®
neuroendokrinn? ho (Koueetat.,@002Tnant20h d estynsS§t &npuo j en?2 ur

rytmick®ho cirkadi 8nn2ho sign8lu do ostatn?2ch

Hipokampusexprimujev ge c hny hodinov® geny pot Sebn®
cirkadi §8n(dlg étal, 200)Shuy ukt ury hipokampu jsou neur
nepS2 mo, mu (Krout styaln 2002%) i sigynwchroni zuj 2 se ale pTs
jejichg produkce |je zRB%ii s$B82 nean?sihglna8diercyh kzor$
kvymi zen?2 hi pokamp 8Rem @Githooley ey al.n2011)Rv o telx plresd ci r k a
rytmicity expBEEbNezpgpeEadbudjTe€Ldefi cit prostorov®
pamiDti v -tteerstt wbAleccrtg recogni ti opu(Rubyletalk POB3 j sou :
Lok8lI n2 aplikace antagonisty GABAA receptoru ¢
do hodnot ppopeorovaahcdhh wytmi ckTm SCN, indikuj?
strukturami(Ruby etal,208). Ryt mus SCN se zd§& blt nezbytnl prc
a narugen?2 funkce SCN st&lTm svRDtlem bhRhem ran

pro behavior 8l rmipokgnmpocesy z8visl® na

Neokortex rovnhig expmi®ndj Bovw®geghbny pobS ¢
cirkadi §nRathketal., 20¢3, 2014) Ampl i tuda r yt meokdrtexdjenov T c |



al e vipotalma |l ®&&NpSindi kuj2c2 z8vislost cirkadi:
na t o miRath¢t8.d28EP Jiot | expresa Rodind® h geru Bmallpouzev kortexu

dochi§z2NDchto zv2¥hskkeuzdaégea®mun2ho chov§n2?2, a
t Dl esn® teploty | i (Bprioheg @.o20l@Pakt alveny hi kpbbwun
expresek or t i k8l n2jsont pypinak®uk pabsi ®dkPu depresi vn?
(Li et al.,, 2013)a s c h i (Benéyreteah,i2019Pokud by tedy vliivens t 8| ®h o sv Dt 1l a
ran®ho m2ohsat naltvedj e doch§zenluo eker 2P nnmodby nov T ct
t Dchto zv2Sat doj e égnhadelkih 8@dh kve§ z2mNDn&§m v

Lichov® | aloky potkanT jsou povagovs8§ny za
kter® mohou Bugg&UNIExpirebez hodi ndwlholwT gbanT alo
pSevt§valy rytmick® i p8stabhach BICNyYymaml crho zdt?r

mozku napS2klad prim8rn2ho motorick®ho a soma
caudate putanmea hipokampuAbe et al.,, 2002) Li chov® | al oky vykazuj:
expresi hodinovlch gen T(Grpnadpsuente® ehhblr, 004 §obun 2 m d n
schopn® pSizpTsobit f8§zi rytmi (Phvidbvskietpl.r20i8)e genT
Vi znlainthovichi dladaadkgnw2 regul aci Psoe ozdds& rbalnth nd?r t
|l ichovich | alokT bRhem ran®ho postnatg§ln2ho v
nestabil n2 erpyltomy tallpeoshny@® otv ® a k tcihv il tayleguikelr d ivk uj 2
cirkadi §nm2anl® mrofjavariete et al.,, 2016) P o d o b n(Pbssidentm gt @l2

1990)a o s rGo& Tt al., 1998pdstt ahNohovich | alokT zpTsobi
periody tau a zmehgepn2zm@rzlBvEelt @losmluch podm2n
odstranin? Il al ok T rrnye znpuT sdoebnonv2a | ak tzinvidintyy van i ne:¢
posunu p o pulsw@Gianadbdru@nies et al., 200dMec hani ck® nebo funk]|
ldhovich lalokT je u hbpdayem HaptesiasothovEgnt
(Glinka et al., 2012; Taalman et al., 2017) Zaj 2 ma leos tnl§is vtlevdoyj, vie st §l @
vede kpodobni m zmOw&m2y ovlivRajecigdadvunexpyes

vliichovich Il aloc2ch.

S2tnice oka je, podobnhD jako |ichov® | al oky
PSi | ®zich®@8vsgi pJaodn?2 f 8zi cirkadi 8smwPchemyt
nez§vi s l(Esim&aMeBakeN 1996P Si s el ekt i v nénuBgellvd thiraki® Nd e |
vs2tnici, doch8z2 ke siepnte, zinDhé mpSiBmatlgkzo ot @
(Storch etal.,, 2007652t ni ce tak® produkujirevitrmeJ ap @dmnn ka8 ckhu
Sst®B8 It my zachovs8vaj?2 rytmickou s(Binkleywet al.,, 18/;] at on i
Tosini & Menaker, 1996)VT s | edky mNSen2? el ektrick® aktivit)

10



naznal ujrkad@€&nw2t nriecgeu |l jaec ealsespoR | §stel nhd pod
struktur(MirandaAnaya et al., 2002HI avn?2 funkc?2 s2tnice je zajiocg¢
svDtle do zrakovIich st r unkotcuir vnyovzokbug sugineftgnzip o9 C M|
s y n tm@lataninu(Czeisler et al., 1989; Lewy at., 1980) Br ovad R ngotme!l at oni nu

druhovn i mezi jednotlivci, a koreluje -se zmD
fMRI (McGlashanetal2018) Jestl|l i se tedy za vivoje pSi st
SCN na Yarovni s2tnice jeymndhragni ®alpnr2oh op onseobuoz

pTsobendosypiDi load t v .

N8§hin®kol i kahodi nfoovt80o p eznplJJoseolh v e e zatieexyrase hr o n i
hodi mowgleam T mezi VL a DMerlg2aCrndls e mVLSCN. seGenpyghl ¢
pSizpTsobuj2 zmhDnN fotoperiody, DMSCN.IPoddbi k dn?
desynchroni zace mezi VL a DM noob lsa sgtnmif iSkC\h tbny2l op
d®l ky sp8&nku, cog jepoawvmBgapbdbenuzeéi dympioorm
| asovich p§s@aganpetaly2003) et | ag)

Vperi fern2ch oscil 8t or e cshy,n ckhtrgm®nmaduyifigm ci r k a
SCN,byynal ezeny trval ® zmDpgsampl|l hodidgpowkebb §&zD
st8l ®mu svDtlu bNDhem kritick® (Bpeks etald 2014 T voj e
Viznamn® sn2gen? aPeRbytodyarpySeéh@xpcreceshp, kt er ¢
cirkadi 8nnhD synchronizov38ny po StogkanseCaN, 2@01)ni kol i
AutioSstudie ,sejeochhdubpdob® altermpreaddeci? &hdij
zapS2|inNnyBCKRmMOhamie mv s tpSol d@hbod ssvtiYtulkat,ur 8| n2 c h
ampl it udySOMN sbtihpeTm zv T (Brookseet ak, 20d4) ®chuor g8 nT tr 8§vi c*:
kter® jsou cirkadi 8nnhD syncrhawy, ztowir§ao expngsira |mB rznr
hodialmvdenT p oz qBrooks &taly 20MeDamidlayetal., 20000 J e t edy mogn
ivmozkovich tk&n2ch prim8&rnhD z8vislTch na cirka
dl ouhodob® zmhNnygexgredathbodi pdwvmmmBPlexgreece se
hodinovich a dal g2ch vriydrmtadll rc2hh g ean Tp arei estt § lurkat hu
| al ok T,puhi pso&kah c &t @ar ® v zninkoacgi?2 bvldhievne nr asnv@htol ap ¢

viweoj
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22STCLE SVNnTLO

Pro spr8vnou funkci cirkadi 8§nn2ho syesi ®mkt ¢el r
umogRuje synchronizaci cirkadi 8nn2ch oscil ac?
fotoperiody moRlrem?2r skw.l eV nostsit §lee wdaka ztnddjtio s
Ll ovhk se pohybugasvéégendhBshptram@osvBi guj 2 in
sviDtl a, kter®mu | e viysdiavieam, expompak8rveilem@mu
Organismy ve voln® waS2e osld 7 wyw@u jozher2ongesiwNtterl n
sniguje synchronuzal marsjjuyezadhgpeaei ke zmD)

napS2klad provsSenZ-.nn2 rozmnog

221Soul asn8 %WroveR svhDteln®ho zneligtnNn?

ProveR svDtel n®mimentyokenentujetstdditRalchnet al., 2616Na obr §zk u
| . 4 jsou zn8zornDny intenzity |Jasu nol n?2 ol
znepokojiv® visledky mhRSen2 satelitn?2 technikc
ve svRhDtelnhN zneligtNn®m povactstle®@|2n o nkll $ergh ahin el
provedenTch nad Evropou je mogn® pozorovat svD
kontinentuavhust N obydlenlTch oblastech dosal@mae nolr
obr.] 4 zn&8zornNDnoullleorvdbkoaD Bik2 k kpcok W 2 pak pSechodu
skotopickl m a meaKkelbg & tikd 2010pMVisdolunl2ans nosti dosahuj
nol n2ho swv&c¢chai veg§sm®dBk T t ®t o hodnoty.
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Approximate total

brightness (med/m?) Culos
<0.176 Black I
0.176-0.177 Dark gray
0.177-0.181 Gray
0.181-0.188 Dark blue
0.188-0.202 Blue
0.202-0.230 Light blue
0.230-0.285 Dark green
0.285-0.397 Green
0.397-0.619 Yellow
0.619-1.065 Orange
1.07-1.96 Red
1.96-3.74 Magenta
3.74-7.30 Pink
>7.30 White

Obr 8z4NKaphj.asu noln2ho nebe Evropy z.pMgmbWaens8§ sv
sestavena ze satelitndobNDsp3mkddgiap Ma 0pPHE e

oblast. PSiroze stdnovgnamd74s o d?)rbgl znoabm MSheyn T(aud elh @ e mo t
Visledn® hodnoty takncidpdsdbdapi mpomdDel mmvBs VOt Vv
pSedstavu: hodnota intenzity jasunrimanmanplouz 8z

sv2t §unéem®&Ag12A pod hoPrSizotntcehm.o i ntenzit§ch rovn
MI ® n§ dr SphSe v upshvenStEaichi et al., 2016)

222Dopad v es|leerdnatispiee & obrazovky nafyziologiil | ov Nk a

Vedl e zvyguj?2c?2 se hladiny noln2ho svDtla ve
emitovan® el ektrickTl mi zaS2zenz2mi, jako jsou
uk8zaly, ¢ge poug2v8&8§n?2 tabhecthti,nh8cdh 2ptoaldeobu detle
zpTsobuje signifikant n?(Changetlala 20&5nRiguera ed a.,.LR1d;e me |
Wood etal.,2013Kr omn hl adin mel atoninu velern2 svDtlo
t h®t ap¥dchn2vm mozku,nocosy poezdddgdceEinovu§s2 ng§n2 m a
kognitivn2mi schoprnaonsnt2rm (Qefxtien8te8gn20002 2014 Lockley v

etal.,, 2006)Vy st aven? |l lovRDka jig 100 luxTm po nRhko
pSiblignnD 50% maxi M®Ism2gemod mdStiy ,v yksttearv@ npe j ed

13



nNkol i ka t (Cajcchend at &l., 2000;XZeitzehet al., 2000 z aj 2 mav®, (ge t e
po 90 mmiensunti8cuhj e vel ern2 hladinu melatoninu, p
svDtla, kter§& byla poznat el nQFigudictefal., 201880 pSi s
vypnut 2 velern2ho svDtla synt®za melatoninu ¢
maxi ma, kter® je z8roveR f8&8zovhRD zpogdhDno i o
osah§ DNti ve vNRku 15 ocaw cli7t Ilievto svwy knaaz uyj €| ezrvni2g
potl alen?2 synt®zy mel at ¢Figieinok Onegnytonp 20i15R o m 8 Ny PK o v
us2ngn2 vilivem v &dmbinagid haos nd vidtriaan nMTrg ev sk § v En2 m
deprivaci . ObzvI 8gtnN u gkol 8kT bkylny vmgoezdnrzawhg nd
kter® vedly kaepvegenhn2 ol sk@iatdi van 2ztho rsgcehn?p nlo
(Carskadon et al., 2004)

223.SCN na st &8l ®m svDDtl e

Kagdl neuron SCN je schopen individug8ln2 osci
me z i nimi zajigSuj2 jejich vzg8jemnouMWslshatchr oni
al., 1995)P S i nedostatel n®&m synchronizaln?2m stimulu
t mav® temnost? f8ze dne, nejsou neurony SCN me

si gneAN zj e sl ab fesymchradiozcehc8iz 2 ¢ ileryksatd®ngun.n 2 Btoudi e i
neurony SCN nejsou schopny synchronizovan® ci I
(LL). Vinvirokul t ur 8ch SCN arlyt mpekmmelk eyIiny Tcizr k a
expresi hodi npelinbt lgenAHcmesgonchnoni zovan®, a
rytmT cel ®hpoBbEXNkdmMA aeslva mi signifikantnhD sn?2¢
jednotlivich neur on@hta®aN 2005Desyrehaorazhov §naur on
potvrzuj 2invivopoborobk&n%). PSi vystaven?2 st§l ®mu
se amplituda rytmu ve fr e86%(Eomansead, 20l3)cahs opvaRt e n C
signs8ly, kter® vych8zej? z SCN pak nejsou dost
oscil 8torT a doch8z2 f8zovim posunTm jednotl! i
rytmus se neshodujefs§ z tfnu r ¢ & n n 2 (DepkesBiummet ¢t b, 1995) VI sl edkem | e
desynchronzace oscil 8tor T cirkadin@ntitbonsyse®@hood
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24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264
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Obr §8zeX8zfnabht: elakikytSCNiokv&@Grafzn§zor Ruj e zmDny frek
potenci 8lu (| swvm®I|ody) nSE@Mzna D aXt&Q lauwle ({tsID
pozad? gr anf w)y.l ZwmtoSantldh vol nTl epa®h ylb§ spd  wlraml hut

synchroni zov8§no LD podm2nkami a amplituda SCN
prodl onuigteSin?2 vper i ody ( t a wpltudwaktizig BONOW amw ®u | §g 6 D k g
byla zv2Sata vystavena 180 | uxTm st&l ®ho svDhDtl a

potencissd TpBCN tT dnech LL PSedm?an @okz{Gonfagsiatve nom 6
al., 2013)

224.Vlivst §1 ®ho s v Ndrdarismmsa dospnl

PSi vystaven? st 8 e®snyun chv Binli w a dio c i E@eénroikfl e rvnl 2cchh
tk8§n2ch od sebe navz§jem a od SCN. Visledkem c
met abol i ck®p & o odpddmkrarc®&h ov p Si bT v 8mer gneat i vc8&z®h oa vsl
(Coomansetal,20l3 n2 §en® inzulinov® ci(fFohkernvebas,2010)a gl uk
dokonce podpor a r TGuerrereViargas etal.o20@y ytkE nMet abol i ck ® a
komplikace se ve vel k® m2Smutvyskyh af POodkv &h oa r gy
(Turek et al., 2005)U osobsp c 2 ch pSinadtdi luyxlechl aa’namnND naruge

viznamnnD | astNji budi I i a mDbDIl i sn2genou ampl
prodlougenou (Ch@etal., 20183)P ok d DN§2 studie t®ge | abor
pol| eotbugrezmDny struktury sp8nku u I id?2 dokonce

intenzita sviDtla srovnatel n8 s hmsevd.,2@6)2 m kdy |

Il ntenzita svhRDtla pot Sebn §vkporgon ivtyivvon #chh? ssci hgor
je druhovD specifickg§s§. PSi t e Bbt lehcehm nsap 8dnokbur opvrool

na zhor gemn2esvtiesclhe pkkTacvovn2 pamhRti a sn2gen? akt
f MRl , zat 2mocooi 50l @ Mo e/(Kand ¢ ab, P0d®itabor at orn2 m hl oc
vgak ug 5 | uxT vblhneanmnn®ncui zshtoarlgielno® kkogni ti vn2cl
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v Bar nes drhoikenetal, 2002yt s av| 2 ch ani m8l n2ch model T m

bNDhem noci za n8sl edek potl alen?2 cir Kbegteas8§nnz r
Brummer et al., 1995Me z i citliv® fyziologick® funkce org
Vystaven2 | aboratorn?2cn® nzvi2nGaetnzgd §mhDiksolNitk at Tod

viznamn® sn2 §en? e f e KBedrosianetyal, 200R).nVinterp2otsd esin g t Gm
doch&z2gnkfi kantn2m bhoPndmiScrha prSizakd iardovt | aj ee h o
pine8l nzho melatoninu vlivem s(dwétal, 108DbH zVv I §gt
narugen?2 <cirkadi 8nn?2 h(Rahrman et al.y 20185CN lfelmaltsynaptickyk o r t i z
propojeno srad!| edvi nami a se zvyguj2c? intenzitou
glukokortikoidT v krvi, kt erPervp&sil eedmm2 ¢ mdao & uij
(Balsalobre et al., 2000; Buijs et al., 1999; Ishida et al., 2008)gat i vn2 ef ekt st §I
dosphNl ®ho | lovNDka pocgSovSmupar®weewahi diel @d&T

stesun¥ yv2jej2c2ho se jedince zTst&8vsg§ pSedmhNtem

23.Vivoj cirkadi 8nn2ho syst ®mu

PSestoge je ciztbyadil§mpm2o opsgeomeé DfFangjoelm?2yv e
zcela prozkoum&n. V2me, ge mateS$kiojcici k&cdid§ @
syst®mu ml §Nat , odnsetbroah De & mi cAQN ss e | n&r of duinlkal n
ci r kadd yBantn@baeisn& Gorski, 1988)St ej nD t adke Ilseaa®i clh ond isn o v ®h
Clocks e narodihapaoi §dean la@isl &MlbrdchtaoeenBNhem prenat §1l 1
vivoje doch8z2 metzviordony vBNt3d,i5nya nElrad oktdmoh bunh
obdob?2 je jig tak® mNRSitelng,sagl eaejggmDch&dock
or g8nech nAtman&Bayéreld7B;Landgraf et a015)

Citlivost cirkadigoebéoTmyse®mgak vyvz2j2 p
pot kalreh W10 dotvoSentraeki noRHPOt dIS@miSglel] 2 c2 |
s2tnice do SCN, a v P15, den podmpdweld$enz2t i e |
na pS2tomnost Bednobdwami op amddspddh ®mislmipsad e®an u
2000; Speh & Moore, 1993 i r kadi §nn2 exprese hodinovich ger
P3de teprve v P10 jsou cirkadi §nBhen dwsws |etcealp.S
Kovglikov®).Mat vuarlace 29N a jeho funkc2tjene po:
postnat 8l n2zho vdwonij &y §rk2d ya {tonekagetal, RI00)j] § d Se
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23.1Ef ekt st 8blIEhheom skvriittiivad W ® j e ci o kyadi §nn2ho syst

Studi 2 zablTvaj2aondch sa watwuemcsvBil&adi §nn2ho
je pomhRDrnND m§| GanalCbreelger s @at p Sbpvalfa vymezen2m t z\
vivoje cirkadi 8§nn2ho syst®mu a ukS§zala, ge vy
ngsledek viznami®@dekdgaen®hsvhNDEkrem®Bho posunu

vd o s p NCamadCoriretger et al., 2001Pi gment ovan§ zv2Sata nevyka
mor f ol ogi enicevlivehuLwinc 8d32 kter® by mohly bit pS?2
posunu( Br ooks et al-Me n @rdlalz20108) ol zg@bekanT al b2 nT e
objevily pogkozuj or@=n ®enf @plots t Ntag IS®mME ms widtvlog i v a

t y | i(BnoeKs et al., 2014; Rapp & Williams, 198@)t $Ilv® tmMlog d® u al b2 nT rov
pol et mat ur o\ & In @NBel nERNBIGICZ8018). Si gn§ly ze s2tnice
nezbytn® pr o z kg a mdarflloge SGNpaerBlesr et &., 200PA| kol i v al b?2
potkanT kmene Wi star mohou poskytnout dobr ® i
oka, pro studium efektu st&8l ®ho svhRigavpbeéden.

aplikaci visledkT v biomedic2nhi.
Studi e, zkoumaj 2 c? dl ouhotrvaj 2 cdoszpnillnoys tv
vliivem LL bNDhem ran®ho postnat 8l n2ho vivoje,

adaptaln2ho char aknadl sivL LZ w2oSlamn?dnoksgpchiTevEtaip # ad c h c
vhRDt g2 cirkadi §nme§ rzyvt2nSactiat uaycrhTosvti§anj22sce? trak LoDl o |
st 8§ ®mu(Camlwrd3etlal, 1998y zni k arytmi ck®hov 8ie®# RSBt § mm?
st8§8l ®m svDNtl esneojf ens manpd i jtar dy e SCN Maspnn 2981 s i gn §
ztr 8§t ou r vy PerdvSEGNESudoretml, 2083Naopak u zv2Samlggsdtave
byla amplituda expreseer2vSCN zv 1 gen §. Zdg§8 se tedy, ge str e
vivoje zpTsobuje adaptieael synghiromTesakénimeaip duil
amp | i Peun2@éXpresgBrooks et al.,, 2014; Meijer et.a2012) J i n8 studi e vgak u!
zvatS vyr Tstaj2c?2mh8§da dps®dD®mss vNsiné genSENhl adi n
(Smith & Canal, 2009t edy neuropepti dT pod?2lej2c2ch se n.
(Aton et al., 2005} outputu SCN (AVP) (Kalsbeek et al., 2010Expazi ce st 81 ®mu s\
viuveniln2zm vDku takx®m@madcsita oB@Nt(Gnal et &l.t 20098 | n 2 m

Astrocytys e u gVrad Rwlj a ¢ i hoa ihro k(¥@dniifag&nah, 20000 pr avdhNpodobn!
podR lipSeamosu svNt 8CN{LAviallert &l.02000p c e v

U ml 8§Nat odchovanich na dosplN®mssivNDploeor by f
vexpresi hodinovich genT v cel ®m hypotmal amu.

exprese genClocka s n2 §eng§8 angeruipro REVERBe X °Pr e@daiBet, @ryag e n T
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Bmall stejnhD jako obyponal agneun,y nTeTvFylk axoval y S
vampl i(tQidsIs ® et Prad . p o r200vinegn 2 , vystaven? dospnl
intenzi®¢m svPDtla (5 | uxT) bNDhem temnoethh? ampti bddy
rytmu transkriptT hodPenloav2l vSEN, g gend pro REERBrov i t D
vper i f er n2(Eohkeroet al, 2018 c h

Vobl asti hi pokampu bylo u dosphRlcT pod st 8§l
exprese genBDNF (angl. braind er i ved neurotrophic factor), do
sn2genou hust ot o u(Bedresmnetal., 20K, Forkén &iNelsom, 20b3BDNF
ve strukr&lrBxctho creeirvov®ho syst®mu po@®phk&uje vI
Poo,2013pz §rove R BedpSiaflhost §8v§ paghkdkzeir2a ky saln2ik
r adi(KaBibgiuetal.,2016) Sn2 gen® hl adiny BDdibymoyd$2a!l i nNn
jedt md Tvadhpr gen2 prostor ov® pamljRonkenaetal, 2012)2 c h k.
JakT je snaevv®DNEh vstruktur §ch nplosdNetn k& d & h azvTe
nezn8§m®. Studjeé,rgenhgdnabpu®| geny reguluj?2 oxi
(Kondratov et al., 2006)

Studi 2 zkoumaj 2ecx?prteisvalgi mfsmBniyR e lma genech
vyr Tst ajL2 @2oadm2wnk §ch vgak zTst §va8/ nneebdod sftartsoaikn.
rytmu cir kaRei2Bynwind mxlpezsmra t ak ®srdeci,pp e rcizfcenr a2 sh e
(Brooks et al., 2014Ex pr ese hodi novilcah ngeemDngall tnedSK & |
pravdiDpodobnhD d2ky schopnosti org8nT tr8vic?2hec
potravy a ni bB@\l(Dawioleseeal.00gnsgl y z

232R0zvoj] Yz kost nNeahto ncah osvt88nl2® mMmIls8v Nt | e

Abnorm8l n2 exprese hodvhekhtkemgdofeyn2abBopobDueé
stay . Nov® poznatky ukazujhpociebDhbmekEitntkek®z
zpTistobdl ouhodob® zmDny exprese t NDiclhhxeochgemdl| n:?2U
svhDtla bRhem prvn2ch pNtidospddhPspoeshbpamdBlowihmbk,
Yoazkostn®ho chovs§gn?. Studie rovnhDg ghelpch&@nal a
a s n RayErmv@ypotalamu Ci s s ® e.tPodlobn®20A&) genClockmp | i t u
genu bylo pocbeov&nocumbejnsdpSc evybltogmetak ®mu s
2015) Dosdl § zv2Sata na st§8I ®m svhRDtle vykazoval a
“wzkostn®hapahav8ndch otevSen®ho poliéght/dasky vT §en
boxu (Aubrecht et al., 2013; Bedrosian et al., 2Q).1
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U zv2Sat oldchpodamich8§oh po dodbaus pRivaigtcih Br a
zmDnydp/ov Dd i na dHtPrAe so,s eo dac hryel gkuyl avc i ng8l ad. Zv?
glukokorti koi doo®hastiecappokampw, plibdrifue n o u
vparaventrikul 8rnzm j&§8§dSethkpstaramu, pSvi gah®t
a cel kovn zwihpe rt®bd SmAddlemnsat @t al., 2016D1 o u h gpdoodn® n k y
st 8§l ®hmo v tdsay g e v hustabet dl. 2008)s ami ce ve stresov®r
vykasmeapgen2 prTjev] mateSsk®ho chovg&n2, kter® v
(lvy et al., 2008; Liuetal., 1997Recent ngakt udBerabva, ge i siln® s
pSed porodem a bRhem doby s&8n2 nezpTsobuje u m
mar ker T (hl akivi AMPaklou k o k@d wi Woi dmovzlkauh) rae cneepstnad rgT
g8dndozmor dhvaprioci ev]T] mateSsk®ho chovgn2 (pSen§¢
(Coleman & Canal, 2017¥ T s 1 edky studi e t &k Ap mtsver znl j§2N,at § e e:
svhDtle nejsou zaes®m| i nNny mateSskl m

2.4. NMDA receptor a jeho podjednotky

NMDAR jsou gl ut améd ept®o riysrt obtgrem@?2 jsDiu exci taln
pSen€NS @ umogRuj emonj fispcaplLiTPk@d| viuhojdothlEs§ p
CNS. Jejichp S2 I ktgmw§ ta mTge rovnhgnerTwowlich elxwRk Sa ho.x
receptorysek | 8daj 2?2 cel kem keed®pddij edmion(®giyoshiet ast n o s
al., 1991) Receptor se s poldldoek ze 8§ dasjouc 2G| kudNd k't i v8tor
(Kuryatov et al., 19943 dvou GluN2odjednotelr § z a j 2 ¢ tAnspr etiat.1898)Fte | t y Sec h

GIuN2 podjednotek AD j sou ve struktur8ch koncov®ho mozki
B (Chazot & Stephenson, 199%e zvyguj2c? se afinitou NMDAR ke
odv8§z8n?2 glutam8tu od receptoru a zpTsobuje t
proud) (Lester & Jahr, 19920 ednot | i v ®GlyNd d g e d h & t§IR iy gaaf ni dnui ,t oS ikl

GIuN2A disponuje afitiou naj nies 8 | ko ns tziteace pp 3-ddexs eknr at ¢ 2 n |
podjednotkyGIuN2B aGIuN2C. Ur ec ept o0 t-GluN2DbGIlluaN pozor ovs8na nejv
ligandua | asov 8 kataesdbyhtaa adje ¢ & x z d[SIUNLGIUN2A Monyerr e c e p t
et al., 1994)

Procent ug§l jneédn atpddedader KVFDA receptoru sehrubavwp r vn2 ch 3
tTdnech postnat §l n2atmivSCNVB¢ red alv & s dBkpregdyluNINnNH G 0 9)
aGIuN2A podjednotekmw er vovich buRk&8ch se od dne narozen:-
konstantn2ch hodnoTent mepr TBRhabgl. poézdomeaiwv&n ve
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mozkovlich strukt ur talgmgonmotzeX Rpuo) tonp expreseBinNRB
podjednotky dosahovala sv®ho maxima na konci
zTst8vala kofGsN2Bbylanegd g &dppese?dydh Ddnpedjedmtku o z e n 2
GluN2A apSevyguje ji ag to zhr ubap Seosn ckeo npgpovannzthno?
dosagen? sv ®hGluNBBjadnotel ee w frt € s byld as tkrou K ti kr§8,] n2 c h s
pozordwoleance signifikant nifa eege mdjednptiffluNRB. s a g e n 2
PSiblignhD na konci prvn2ho tTdne exppSeevsyeg uij ez
hodnotu pro 2B jako |Lu etialg2004;Riva et al.s1993]Zhondhet gl.,e d i n ¢
1995) Aplikace NMDA antagonistyk r i t i ck® periodhR vIv@ueB kdy e
pSev GiNjAe m§ za nS§sledek pSetrv8§vaj2c?2 sn2gen?
struktury, kter® nenast8vs8 pokudBepretalg 89® goni st
NMDA receptory jsou sthDgejem2dowr§o esymdhr onRRi0ARq i
Wang etal.,, 200868 zmPDna jejich podjednotkov®ho sl ogen?
rozvoje Sady neurodegener at i (Endélecehal.,|2010; Paoleti o v T v ¢
et al., 2013)
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3.CéLE PRCCE

C2lem diplomov@®ivpys8§tavegtostzBi ®@muiTsRNWemMur an®ma
postnavtig§ionjzeh ome z in ad myo zPvOo ja YWz2klo st n®ho chovg&n2 a
vniDkol i ka st rRirkviru?rng cch? Imeorz kbuyl o st anoven?2 m2ry 3%
dniP60p omoc2 behavior8&8ln2ch testT ot gvfghtal@® o pol
box tedu. DruhTm c2lem bylo deter mi nReRaNrldzgrddmly e x p
Stat3BDNF,a geodj ednot ek NMDA receptor uciGlwyWHr arGll ah
t k §RovhD specvisRitok.iZinDodgwredby |y url eny ikpommoc?2  k
pS2t MRNA® an®hospgegiut2m met ody-TimewERvte tsattrn whkt?u rRSe
front8l n2ho kortexu, pariet®kd2h&GClNomrt seXxuniltiep
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4 METODY A VYBAVENETC
41lLaboratorn2z zv2Sat a

Pokus bypr ov8dhNn na samc2ch a sEaams (c259h pZovt2kSaant Ta kbt
chov&®maxewh o maxim&lnhN tSech | epsS2namkehmeal3 e st
krmivu ad libtumVchovn® my$sanasirigovEna23ip2oRoj dDdBojteps vI
bylyu m2 s h ®ad y k acghdoovun Tzc dintenAtat o W(EO0llua]) bylak ont r ol ov&na po
luxmetru.Sv Dt el n® s p ekt r utomtooegperidntujeen 2 z pSzualrirm@nkov n a
6BBAut omati ck® zap2n8§n2 a vyp2n8n2chlhovn®| mbg/tl mo :
Zv2Sata byla nhDkolpirkTrbfXhwEhédnBxpandmenmgoa v

Kagdsg8 bSezs ammamiime ndd@tha vn®ho boxdoporokude byl
ml 8§ Nat na standar,t.ok7:00 (ETO)H0 & 10M®nf CTel®Ri)muna sv Dt |
50 | umro€i 0odaB:00 do7: 00 vQIuXE(mdXE | e | a k¥ deh ibdu:(B) &yl
m §Nata n&§hodnBOurskdpienaPdmDid@ekepidDhBl byl reg
24hodinov® svDtlo o intenpnme=i29N DO ulh@x BPkUgpgina, | &
kontrol a, byla um2stsBnatdodadtNt mBI:BRMEE nD ot i
27).Zv2Sata na tRchto svnDtel A cdao2p6)d np myka@bchy 1z T s
skupinyum2 st DY 2dd2 svRteln®m regimu po cell zbyt

A
SPECTRUM

[
i
L]

:_'|_.|,1.

ObrgzelsvhNDt ebn® spektrum standardn?ch najSSm vek (
experimentu (B). SvhDtdastbhayvleon ® na 50 oA ewnnzitd ochd@th®@ n§
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um2stNn® nad Tcehnovon Ttnyip 2boosxvyBdlpen2 d a | svDtel n®mu
svhDtla nedg bnNgn® z8§Sivky a z8rvonehR proosdkr y&thoov aslv
kter® je cirkadi §nMa& ohrsgm®km nfegrvédcres§ma t2n&dorr
spektrum bRgmR®ho mogiht | en2 v

42Behaviorsg8ln2z testy

Po dni P60bylak ontrol n¢2 QatlaL podr ?bre ntae shkeThmavp rod §k pi ¢
Yeostn®ho chovgn2. UTessbejSmépPilopdhaPdbMyiigp! o
a konstantn?2 intenzit Zv\Whttlaa bprl @ j3éd nmad taluit v ® Ste
pSem2sthNna do2? p2bechtasyi 0r § nd%esttensotsotv2zaca ponech§n
minut vklidu o d p o |.iPotkenitbyi r o z d DI eni sfroovh o mRumpim zast ol
kontrolznv22csha/tLLa samcT/ samic. Jeddnadsekupiyha z\
Test ww®rcsh wluwpiat uSe otevSen®ho pole a vyviger
v § dnezi 9:00 a 11:00@0opolednePro testv light/dark boxi muselob Ttte st ov&n2 vgech
posunuto na 13: 3RPohywgchivE:n30 zovd Beltecd by d d alaamGimi
jeichum2 st Dn2 do aparatury po dobu vgdy 5 minut.
boxuvpSi | ehl ® habVapal aftuméjstgheom thgslyp82tomno a |
jedno SedSemasphNn?2 moaparatPhy| & ceddy @ dc Al vyl ig
ethanolemKamer a um2stNDn8 nad aparaturou monitorova
byla vyhodnocena po skon]|] en? mNSen2 ze z8znanm
It 81 i e)

Vtestuot e v S @ole®yiaa v 2 Gasttadna vgdy doprostzB8deapa:
92 ¢cm ohranilen® 40 cm.VyS$onkamu nepirdihdpdaeama uiIs;
dvhD plochy o, astdrmy mi®ams to b A schebretdrow o aiffia rewtfiu rpyo a A
stran 8 ¢ h . PzZraczghraame n 8 v a | cel kaweéWptadngehoul, adr §bhbl
cel kloawvsl st odfastecimplo | vestt dgolb | ast 2 a hd®|skewk avggph@e | § 2
oblasti Po dobu trvs8n?2 experimentu bygtanniddla apabt
luxTv e s toSkeodluo alpB0 lokx Bj 2 ch.

Aparaturavy vI gen®ho kruhov®ho bl sedikdgtS§ieadoow pr T mD
otevSenTch a dv,ouvyadkwdderihc hraadmeame @2 nl &h r ame
ohranhd®ndm miy sm&kpgrmfhlsaddmiami byl a udrgovgna ko
50IuxT. Vot ev Samelncehc hr begaboWal a 18tud.nzZw2aSastvddthyal a
na zal 8t ku mhRSen2 uméséWSanidoh st Smelnn 3 ecionbha
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me z i jednot!| imdsni norsatmeny . ap/ar aturou byl pS2to
mognost.i p §atue vBen$ etheBylmane w § nm a nteenl8k o v § ur age
viednotlivickl lobvlablashech, polet vshejpdeldp?2 u
setrwugm¥ Sen® oblasti a doba do prvn2ho vstupu

V testulightdar k box byl o zv2Se Sdm?Ltolreos e mx®apdi a
ohra®irleml ednou sthNDnou aktuen®S$Hy Ryddotvdeeng e n ® |
umogRuj2c2 prTchod zv2 $dteen zmebzhie sosBIndBsatordil asspar a
ccal80 IuxT, v otvoru mezi oblastmica50lufa uvni t S z byto8 lnd.NnZBy 2| PBes thiy |
na zal §tku mhRDSen?2 un®psarlantourdo ao shvydtd em®n & c§hs& ni
vol n®mu ppafeytbwSeTvorlu zastSegen2? temn® | §st i
monitorovat tp®thoy bmhzlivesSteilt kowou uragenou dr §hu.
analyzov§gn po p&o@pregtamu BORISEriard & Gamba, 2016) kt er T
umaj Rug e s n N dsotbaun os/tivif &wdenroad i vich obl astech apar
zk a gotblast.

43.St ati sti ck® bepaviaxlowZBahk tdadt F

NamhRSen® helhawitgr &l n2ch testT obou testovanlic
pomoc?2 n etpsfisVevl &hhoo vto u & D Fper kiTcatR.o uByaln T ch par amet r
skupiny,st Sedn?2 chyba podmdra BEM/IY) addhargdotdt pr nul
hypot®zy (tj. hypot ®z a, ge dva zkouman® soubo
rozd2l je tak rphatitokPi</On,u0l50 vii 9 z d 2A o kmedzin a$ lewmp ij rmakmn
signifikant marbagrdh @l p z arbgthlmiGephRPad Prism software version 8
(GraphPad Software, San Diego, Kalifornie, USA)

440dbRr at kig&no?l ace t k&n?2

VdenP9b yl a zv?2Sata pSevedena do st8&l ® tmy, aby s
expresi, av et ycB|l asovich bodech (CH¥| aCTL&p§6aA1l4ntCaAP
i njekc? t hi openutsamruc e § & O.nityef Rkefgakitatanatcr2o | n2 / & L s ku
samci/ samice byl:i rovnomBDrnD rlonedd@| wsimr gnerz3d b v
odelr § mzgrkyf r ont 8l n2ho a pariet8&8ln2ho korteku, hi
bleok obsahuwj 2sc?2d In& @bhkky bylyum2 st Dny do steriln2ch
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zkumavek nss uclhdd. Po ukokhgd®moHh SylpwRarky tblo?8 i hned
ul oge-BOC. do

ProizolaciRNAz debr anT cyw ztokr§8kny? ,u nb2ysilt Dny do ster il
zkumaveks ozt okem RNAzol RT (Mol ecul ar Research Ce
dobu 10 minut. Yorky by p o h 0 mo g e n ipS#Qai41080G od centrifuze a supernatant
odebr8n do steriln2ch zkumavek. Pro izol aci R
zolTM RNA Miniprep Kit (Zymo Research)ad e j sme post upoydigiem@odl e
protokolui z ol al nPd os tka n centmce RNAbyivz or ky naSedRny pod

koncentrace (kvzorkusej ni §g2 koncentrac?2, u kagd® tk8&gnh
pSepsRANAyocPNAsp ou §i t LapacklyicODNA Revese Transcription Kit (Thermo
Fishe ScientifigyzoPlby pSeepEsDRpPmgeni zace, izol @

cDNA probRhhl a ap g ek & gvdgoduese/em R a

Hypotalamickeb | yb Bs ahuj 2yn2a KGN obkyalt B30 n@BetzISmyt ®ak or
Sezy .bylfbeazryveny po dobu 30 vteSin roztokem kres
Po zascyzBSetzZT Ipylmo c 2 | aserov® mi kr oraziolti®kTce 1 zo
bufferu (soul 8st ,Rbhgernsy PhmsseMedy op&i it al pol ace
Kizolaci byl pougit RNeasy Plus Micro kit a pS$S
kitu. Visledn§8 RNA IpwluadipSenp Ehrmande®dc BNAas Re
eAMV RT (SigmaAldrich) . Kv Tl n2zk®mu owv BANNLylk proviRidhda z e
preamplifk ace pomoc?2 TaqMan E(Therme Rsimgy Sciraifick \ézorky il x
posl| ®ze 0D gae ndyo d dn T hylaprovedenagR@R.i f i k ac i

45KvantitagPCRn2 RT

Vzorky cDNA byyve steril ntmvBoyxyudaapamek desti|l ky pr
spolus3, 1 Ol 51 HOT FI REPolE Probe gPCR Mix Plus
0,6 Ol TaqgMan pr-by. Uli pegfidohana®bg@iPERN pFaolP $e
vpS2strojiE L4i8wh tICysctlrewrme n't dRamnlegoli S5 Spio¢rnéE
15mi nut ov ®& 98@ n@mit awbpSelisot rvoj i cel kem AB18s) &1 T de
synt ®zy ADNpAo (6600s ) . hadret Ct (freshold oytle) bylapso u gi t 2 m met od
®®C{Livak & Schmittgen, 2001 et er mi novih@mapreéae¢ i xhédumanl ch g
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Tabuka| 1: Seznam Vv {e cbhv experimeniutPlr ¢ b yRerh -Omn4, Opn5,
OpnlswaRhop o u @pouzeys 2t ialbwul ka ud8vs8 zkratku zkouman®t
gen ka diugenti fikalnodkvdrpdxcel.ugn® pr-by

Jméno genu Zkratka genu Kod eseje
Glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenaza Gapdh Rn01775763 gl
Period hodinovy gen 1 Perl Rn01325256 m1l
Period hodinovy gen 2 Per2 Rn01427704_m1
Jaderny receptor rodiny 1, skupina D, ¢len 1 (REV-ERBAALPHA) Nridl Rn01460662_m1l
Signal transducer and activator of transcription 3 Stat3 Rn00680715_m1
Glutamatovy receptor, ionotropicky, N-metyl D-aspartat 1 Grinl Rn01436034 m1l
Glutamatovy receptor, ionotropicky, N-metyl D-aspartat 2A Grin2a Rn00561341 m1l
Glutamatovy receptor, ionotropicky, N-metyl D-aspartat 2B Grin2b Rn00680474 m1
Brain-derived neurotrophic factor Bdnf Rn02531967 si
Aralkylamin N-acetyltransferaza Aanat Rn01461110_m1l
Opsin 4 Opnd Rn00593931 m1l
Opsin 5 Opn5 Rn00710997 m1l
Opsin 1 kratkovinné senzitivni Opnlsw Rn00578824 m1l
Rodopsin Rho Rn00583728 m1l

46.St ati stick® zpr acgoevnSaxy®sal at cirkadi 8nn?2

Anal 1 za phadf%eheody(Livak & Schmitigen, 2001p r o b 2 mRAK el vk

k r o ¢ brognamuMicrosoft Office Excel Prvn2 SadR j s met rviyplodt2T apri
kagdl vzorek. pRrTonRzhsS k&nZpod@p@tFEtngc s mkagyd®ho vzor
o d e | eholsekee@ing genGapdhod Ctzkouma n ® h o a tgnto tkrok jsme opakovali pro

vgechny zeknouu maPr@od2 2 jskle20d kagdmBtolde dneedjinyi gvgz?or
nalezenou hodnotu vzorigCt ve stejn®mM genu a tento Ykon | s
vgechny zkowmesrn ®dmg®emjyskmeokuypel at aVv n? hodnotu
zkoumam T ch gQgedd ms vzamaeCte Rro kagdou plSedrmhtoz 2 hos Kka
Pro pSehlednost jsou v &Fedhetody opepEi§tn® wzor de S «

1) Pr ToufatyzCrti gr et Kagdl vzorek
2)p@=Ct( z k 0 u ma n ®h ®erdyietn (housekegpiiy garGapdh
APPC=qCt (zkouman®@bdigCeny n2d mbdg® oty pro stejn

4)Hodnotae | at i v@eXpresee2nr-@aedtpr o kagdou hodnotu
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Visledn® hodnoty byl GrappPSdePniens8e kyded @ r pb®ét am
zpracovgn2 hodnot anallzou jednocestng§8 a dvouc
analTzou. Kosinorov§ anallza popi tLijmanotanhiast nos
prokl 8d8 sinusoidu kosinorov® kSivky podle vzo

Y = mesor+ (amplituda* -cos(2* p*(X -a k r ofv8lzneov 8§ d®I k a

Mesor pSedstavuje hodnotu prTmRru mezi maxi m§|
amplituda kosinoro®k Si vokiyujpe hodnotu mezi ma xaihodBdton 2 m b o
mezor u, a akrof&8ze | &k 3Giawkoav Td dbso&dh | kad ys vk@shsoi nnoar xo

vinov® d®l ce rytmu 24 hodk ®i.vikeshy!| ymo catmepth § ¢ hirdy
relati WA2 6hahRny hadakg8aech8§zessk alT .§niHé8dhmotlaa P u
viznamnosti rozd2lu mezi zkoumanITRx00Hrodmd?tla mi
me z i t Dmit o daty ikkyalntmz2n aal ehna Ujnabktoa hivigedgiosa f u pr
tulnhD oznalena (Tab. | . 2a, 2b).

PS2tomnost rytmu v cirkadi §nn2 expresi byl a
kosinorovou analTlzou, kter8 srovn8vala testoyv
definovanou | arkao (hHOr)i,z oantj8d chrita ki §t ekstteerh jpeodsruaoue
rozd2l hodnot mRokudo b &nsagl vifhoariotiy b o ¢ ¢ < 0,05, Btmicita
expr ese zk o bympotv@dénaPolgie byla hodnota P jednohd 2z st T v Dt g2 ne.
rytmus expres nebyl signifikantiyd @z attoepbBesnl|l pSe®bgo:

potvrzenlexhprregsimTgeenT byl a urlena akrof§ze, am
mezi skupinamk o si norovou anallzou
Rozd?z| me z i hodnot almi zsvk2u$aitn bkyoln t r d m& cehn at

ANOVy.Jakowp Sedchoz2m pS2padlP<0,@zyPlomeal es kjuak o asni
avpS2slugn®m grafu byla tato hodnota tulnh ozn
front8ln2mkarpaxuet §lichmv®m | al oku, hi pokampu

hodnot bez oddDl en? pohl av?2,.
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55 VhSLEDKY
5.BEHAVI ORCLNEé TESTY
511.VIi sl edkoyev 8eh®ho pol e

Tento test analyzuje m2ru %zkostn®thov® haviBnaj g
oblasti a cel ktovc@ tuor aogbel na®s Tt dgre§ht. ymizvw g Sej sey z%z k o's
str®kr ayov® oblasti del g2 8 ev? Sme g zma? Sa ttaa kzed
prozkoum§vat nov® prolkrnSedrzm ch@l kya puprredjesrSe?

vporovngn?2 ze Rdrankhinisugt @ diSre oitlloalepesligni fi kant
rozd218 vieR3end c h(obprar alzme nBlTskapinyb Dhem test dvEha

signi fkirka@n@tin Dve st Se d004%) adlelldap@y i oK Paj T aparat u
0,0287)w o r o v koBtmolami. &) LLskupinyz v2 Sat byl gt Ban Bj gryizf ipkod rett
vstip T do st Seddv®4dd) astvl £®amniN krat §edoePkobBas
(P=0, 0027) . Hodnoty mezi skupi npaomit us ev sotdu psTe bdeo s«
oblasti (P=0,0790), wr agen® wpHBhpoov®t0l49pnsw e dPl g2 n8vg
st Sedow,® 7(58) i ORI0x46B)v® obl asti (
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Cas (s)

Cas ve stfedové oblasti Nejdelsi navstéva stredové oblasti Poéet vstup(l do stfedové oblasti

50 8- 251
P=0,6758
20
P = 0,0433
2 15
2
= 104
5_
0_
Kontrola LL Kontrola LL Kontrola LL
Casv okrajové oblasti Nejdelsi navstéva okrajoveé oblasti Pocet vstupl do okrajové oblasti
200~ P =0,0287 100~ 20-
P =0,4465
4 P =0,0790
80 15 \
200+ 5 6o >
n 2 10
[+ wn
QO 404 >
100+ 5
204
04 0 0-
Kontrola LL Kontrola LL Kontrola LL
Urazena vzdalenost ve stiedové oblasti Urazena vzdalenost v okrajové oblasti
— 1017 40
E E
- = P =0,0649
w 8- %
e @ 304
c
= 6 P = 0,0027 K
¥ § 2
& >
]
< c
N g @ 101
N 2d ¥
P ©
=] 5
0- 0-
Kontrola LL Kontrola LL

Obr §z&BRot ovng§n?2 wbtsel vedeknT@®heor spt okl oerlt skupih au.2Grafy
ukapujJmDr NKbopfa@dn?2 chBVoRy Ipa TarDe dio S§ njae dobdil st §|
obl astech, pol et vstupTvodd achleaht 2a, nuwerjaded g v
Kagddr af T obsahugévaptimdmomodRtodmmzd2mewi obRNDma s
deter mi novanmau op-EmostVétl mlkeovou oxéid e kmee?z.i B Kkupi na
povagov8n z,pokadipilo P<SOj0k(fodnotavg r af u ozn.al @in@nit fuil kdr
r o zbylhdlezend o s r ®weenst Sedov® a okshajypVR®ddbstiaSedoyv
acelko®u r a@yerd §livem ostt Sedov® obl asti

512.VT sl edky t e sk ruu hvowi@igdei ng& hio

Tento test analyzuje m2ru Y%zkoson®whBenohol&§namp
a uzavSenlch ramenech apatrfdtutro/, o tal asetl koh.® Ziw?2a
projevy Yzkost n®haov SamivEther gthedaelzty ¥ Sat a zdr av §
zv2Sata maj?2 rovnRhRg tendenci m®nhND prozkoum8va

uragen®apasayoSev vgn? z e z tbmta testurse hopnetd skapny . Vv
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kontroln2ch &i kamtz/Iy Shilio uzs e vsl edovanTch paranm

Vyhodnocen? visledkT odhalilo siizgniSeinl®amtbn @smi
skupiny zv2Sat (P = 0,04569t,ew$enhitkolamenvech zi
RovnddZlyd2rl y mezipo$hwpiveamipTvdo uzavSen® obl asti
str§vez@wmSen® oblasti (P = 0,6220), nejdel g?

dobnD od zal 8tku testu do pPwvOn83B)oe lvysltyw pui groi fuizlka

Obr gze&RPoltovngn2 whysviTegdekn[® htoe sktr u imezik®hnat rboll inki gat 1L
skupi nouGraf2ySaptk ambDj 2Nisd Srealtn 2 chyb.Kagddm&dfr T SE
obsahuje hodnotuR d §val] 2 cadmndHlbbwWnot mezi obNma skupinai
pomoc?2 nepegur e®lkd ot ou okldr e knee2z.i Ry k u ppionvaangio v § n
signifikant nz=0@5dhodnata vpd @ft i |l ozwPal &nafyulzmBror Ru
vstup Astar EBveam SenT ch ramenech mpSered dey g2 D8EBe g
uzavSen®obml adsot iprvn2ho vstupu do uzavSen® | §
vuzavSenTch a otevSenTch oblastech. Siraiefni®k a n
dré&vzzavSen® oblasti.
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