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Abstrakt

Cirkadianni systém je mechanizmus uréeny ke generovani cirkadidnniho ¢asu a jeho
synchronizaci se solarnim cyklem. Jeho funkci je sefizovat behavioralni a fyziologické funkce
s 24 hodinovou periodou. Sefizovani probiha pomoci tzv. zeitgeberu neboli synchronizatoru.
Hlavni cirkadianni hodiny se nachézeji v suprachiasmatickych jadrech (SCN) v hypotalamu.
Dlouhodobé vystaveni organizmu podminkam stalého svétla ma za nasledek desynchronizaci
cirkadiannich hodin, coz muze vést k nemalo patologiim. Disledky noc¢niho svétla na
organizmus jsou studovany jiz delsi dobu, méné¢ je vSak studovana otazka vlivu stalého svétla
na vyvoj cirkadianniho systému organizmu. Prave této problematice se vénuje ma diplomova
prace. Pomoci RT-qPCR jsem zjist'ovala, jak se zméni rytmus v expresi vybranych hodinovych
genil ve vybranych ¢astech mozku potkana, ktery byl od narozeni chovan na stalém svétle. Dale
jsem testovala, jaky vliv méa expozice stalému svétlu v casném vyvoji rytmu v lokomocni

aktivit¢ v pozdé&jsi fazi zivota potkana.

Kli¢ova slova: cirkadianni systém, svételna synchronizace, desynchronizace stalym svétlem,

vyvoj, potkan

Abstract

The circadian system is a mechanism designed to generate circadian time and to synchronize it
with the solar cycle. Its function is to adjust to behavioral and physiological function with the
24-hour period. The adjustment is performed using a so-called zeitgeber or synchronizer. The
main circadian clock is in the suprachiasmatic nuclei (SCN) in the hypothalamus.

Prolonged exposure of the organism to constant light conditions results in desynchronization of
the circadian clock, which can lead to many pathologies. The impact of light at night on the
organism has been studied for a long time, but the question of the impact of constant light on
the development of the circadian system of the organism has been less studied. My thesis deals
with this issue. Using RT-qPCR I investigated how the rhytm changes in the expression of
selected clock genes in selected parts of the rat’s brain, which has been kept in constant light
sice birth. I also tested the impact of exposure to constant light on the early development of

rhytm in locomotor activity later in the rat’s life.

Keywords: circadian system, photic entrainment, desynchronization under constant light,

development, rat
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1. Uvod

Cirkadianni systém je fyziologicky mechanizmus pro sledovani ¢asu. Sefizuje fyziologické
a behavioralni funkce s 24 hodinovou periodou. Kazdodenni zmeény v pfirodé jsou
ptedvidatelné pravé diky cirkadiannim hodindm, coZ dava organizmiim vyhodu pieziti. Tento
mechanizmus se vyvinul jiz u jednobunécnych organizmu a fakt, ze dochoval ve vétsiné forem
zivota aZ do soucasnosti, dokazuje dilezitost asové organizace pro zivotni funkce.

Hlavni cirkadidnni hodiny se nachéazi v suprachiasmatickych jadrech hypotalamu (SCN).
Jde o parovou strukturu, ktera leZi nad piekiiZzenim optickych nervl. Tato struktura je zcela
zasadni pro synchronizaci perifernich hodin, které se nachazeji naptiklad v plicich, jatrech a
jinych orgénech. Tyto periferni hodiny sice dokdzi do jist¢é miry pracovat samostatné, ale
nedokazi se synchronizovat vzajemné a také s fazi solarniho cyklu, a praveé to je funkci SCN.

Synchronizace vnéj$imi vlivy je nezbytna pro spravné fungovani cirkadiannich hodin. Bez
této synchronizace beézi hodiny pouze s ptiblizn¢ 24 hodinou periodou. Kdyby nedochazelo
k této synchronizaci, dochazelo by bud’ ke zpozd’'ovani cirkadiannich hodin, nebo naopak k
jejich predbihani. Mezi vnéjsi vlivy, které dokdzi systém takto synchronizovat, patii predevsim
stfidani svétla a tmy béhem dne a noci. Dale to miize byt ¢asovany piijem potravy ¢i socialni
interakce.

Prave stiidani svétla a tmy je zasadni pro spravné fungovani cirkadiannich hodin. Velky
svételny kontrast mezi dnem a noci, tzn. dostate¢na tma v noci, hodné svétla pies den je
povazovano za tzv. silny synchronizator, ktery zajiStuje spravnou funkci cirkadianniho
systému. Tohoto stavu vSak miize byt v dneSni dobé problém dosahnout. Lidé travi den
v uzavienych budovach, kde je ptirozené¢ho svétla mnohem méné, nez které by ziskali venku
ze Slunce. Vecery pak travi u televize ¢i s mobilnim telefonem v ruce a svétla maji naopak vice
nez by méli mit. Pfiddme-1i k tomu jesté celkovy svételny smog, dochéazi k tomu, Ze kontrast
mezi dnem a noci neni jiz tak velky, aby zajiStoval sprdvnou synchronizaci cirkadianniho
systému se solarnim cyklem.

Efekt stalého svétla na dospély organizmus a piedev§im dusledky desynchronizace
cirkadidnniho systému, které z toho plynou, jsou intenzivné€ zkoumany. Méné prozkoumany je
vliv stalého svétla na vyvoj organizmu. Jiz je zndmo, Ze stalé svétlo ma rozdilny efekt u
dospé€lého a vyvijejiciho organizmu. M4 diplomova prace se zamétuje praveé na vliv stalého
svétla na vyvoj cirkadianniho systému mladého potkana v ¢asném postnatalnim vyvoji. V této
diplomové praci jsem se zaméfila na vliv stalého svétla na rytmickou genovou expresi v mozku

a v sitnici. Stalé svétlo neni problém pouze pro ¢lovéka, ale praveé diky svételnému smogu se



tento problém tyka i Zivo€ichli ve volné ptirod¢, proto mohou mit nase vysledky velky vyznam

nejen pro ¢loveka, ale pravé i pro zivocichy.



2. Literarni prehled

2.1. Cirkadianni systém

Cirkadianni systém se sklada z centralnich hodin, které se nachazeji v SCN, ze vstupnich a
vystupnich drah a z perifernich hodin, které se nachdzeji v riznych télnich tkanich. Periferni
hodiny jsou autonomni, ale ke vzajemné synchronizaci potiebuji hlavni hodiny v SCN.

Cirkadianni oscilace maji sice genetickou podstatu, molekularni mechanizmus ale nedokéaze
zajistit presné 24 hodinou periodu. K tomu je nezbytna synchronizace wvnitiniho rytmu
s vnéj$im solarnim cyklem. Odchylka mezi vnitini periodou a periodou solarniho cyklu musi
byt denné vyrovnavana. Kdyby k tomuto nedochéazelo, zacatek vnitini periody by se neustale
oddaloval od zac¢atku solarniho dne a cirkadianni hodiny by béZely tzv. volnym béhem. Hodiny
by tedy nedavaly dostatecné jasnou ¢asovou informaci perifernim hodinam, dochazelo by tak
k desynchronizaci a k nesouladu v ¢asovani fyziologickych procesii v orgdnovych soustavach.
Vnéjsi synchronizator, ktery se nazyva Zeitgeber, tedy upravuje délku periody, ale také fazi
vnitiniho oscildtoru. Na vnitini, neboli endogenni, periodé¢ daného organizmu zavisi délka
subjektivniho dne a subjektivni noci, o kterych mluvime v pfipad¢, Ze studujeme cirkadianni
systém v izolaci od vnéjSiho Casu. Délka subjektivniho dne a noci neni stejna jako délka

,,objektivniho®, tj. solarniho dne a noci, a je zavisla na délce endogenni periody.

2.1.1. Molekularni mechanizmus

Cirkadianni hodiny bézi i v neperiodickém prostiedi se svoji vnitini endogenni periodou
(tau), ktera je dlouha zhruba 24 hodin v zavislosti na druhu organizmus (potkan 24,4 hodin,
Cloveék 24,5 hodin). To svéd¢i o jejich genetickém zékladu, ktery je tvorfen molekularnim
zpétnovazebnym mechanizmem. Hlavni podstatou molekuldrniho mechanizmu cirkadiannich
hodin jsou vzajemné interakce pozitivni a negativni transkripéné-translacni zpétnovazebné
smycky hodinovych gent.

Primarni smycka se sklada z pozitivnich a negativnich transkripénich elementi. Protein
CLOCK (z anglického ,,circadian locomotor output cycle kaput™) a protein BMALI (z
anglického ,, Brain andmuscle arnt-like proteinl ) patfi mezi pozitivni elementy primarni
zpétnovazebné smycky. Tyto proteiny lze zaradit mezi bHLH-PAS (basic helix-loop-helix —
Period/Arnt/Single-minded) transkripéni faktory. Tyto transkripéni faktory spolu dimerizuji
pomoci PAS domény. Dochazi tak ke vzniku heterodimeru CLOCK:BMALI1. Tento
heterodimer se pomoci DNA vazebné domény bHLH vaZze na sekvenci CACGTG, tzv.
Enhancer box (E-box) v promotorech Period (Perl, 2, 3) a Cryptochrom (Cryl, Cry2). Timto



navazanim se aktivuje jejich transkripci (Gekakis et al., 1998). Proteiny genl Period a
Cryptochrom se kumuluji v cytoplazmé, kde jsou fosforylovany kaseinovymi kinazami € a 6
(CKIe a CKId), a poté ubiquitizovany ligazovym komplexem nebo vstupuji do jadra.

Proteiny PER a CRY spolu tvoii heterodimer a zastavaji funkci represort. Vraci se do jadra,
kde tento komplex vyvazuje CLOCK:BMAL1 od DNA a tim zabraiuje svoji vlastni transkripci
(obrazek ¢. 1). Kdyz dojde v buiice ke snizeni hladinyPER a CRY, tak nic nebrani komplexu
CLOCK:BMALI zacit dalsi transkripci. Proces tak zac¢ina znova (Kume ef al., 1999). Cely proces
trva ptiblizné 24 hodin. Fosforylace je vyznamnd i pro komplex CLOCK:BMAL1; heterodimer
s BMALI je schopny tvofit jak fosforylovany, tak nefosforylovany CLOCK. Ale pouze
fosforylovany CLOCK je schopen integrovat s proteiny PER a CRY (Lee et al., 2001).

Dale se v molekularnim mechanizmu cirkadidnniho systému nachézi sekundarni smycka,
coz jse smycka slouzici k regulaci hodinového genu Bmall. Tato smycka zajist'uje jeho dostupnost
pro zékladni pozitivni komponentu CLOCK:BMALL. Pfi transkripci hodinového genu Bmall maji
zasadni ulohu dva jaderné receptory — REV-ERBa a RORa. Rodina REV-Erb potlacuje transkripci
Bmall a to vedek k prodluzeni periody, ROR rodina transkripci naopak aktivuje, to tedy vede ke
zkraceni cirkadianni periody (obrazek €. 1).

Komplex CLOCK:BMALI1 v neposledni fadé naseda na E-boxy tzv. hodinami
kontrolovanych geni (CCGs, z anglického ,,clock controlled genes‘). Tim umoznuje regulaci
cirkadiannich rytmii mnoha fyziologickych procest v organizmu. Produkty téchto genti vSak nejsou
soucasti zpétnovazebnych smycek. To znamend, Ze tyto produkty nejsou nezbytné pro fungovani
cirkadiannich hodin. Tyto geny obvykle koéduji funkéni proteiny, které se ticastni biologickych
procest. Takto se rytmicky signdl pfenasi na fizeni riznych fyziologickych funkeci. CCGs jsou tedy
zodpovédné za pozorovatelné vystupni rytmy. Mezi CCGs patii napiiklad neurotransmiter arginin
vasopresin (AVP) nebo tieba geny Gcastnici se kontroly fizeni bunééného déleni — c-Myc a p53.

Existence hodinovych gent u savcti byla objevena v 90. letech minulého stoleti. U savct
se nachazeji ti1i homologni geny Period — Perl, Per2 a Per3. Geny Perl a Per2 hraji roli ve
svételné synchronizaci cirkadianniho systému a oba geny jsou indukovatelné svétlem v hlavnim
cirkadiannim pacemakeru v SCN. V roce 1999 bylo pozorovéano, ze Perl je nezbytny pro
fazovy posun rytmu v lokomocni aktivité vyvolany svételnym pulzem (Akiyama et al., 1999).
O dva roky pozdéji, ve studii Albrecht a spol. (2001) bylo zjiSténo, Ze mySi s mutaci v
genu Perl a Per2 nereaguji fazovymi zménami na svételné stimulace. Geny Per jsou tedy
sloZzkami cirkadianniho systému, které podléhaji regulaci dimerem CLOCK/BMALIL, ale
reagujici také na svétlo, a podileji se tak na nastavovani cirkadiannich hodin fazi solarniho

cyklu (Albrecht ef al., 2001).



Cirkadianni oscilace v expresi Per/ maji v SCN maximum piiblizn€ v poloviné dne,
nebo v cirkadiannim case (CT) 4-6, tj. 4-6 hodin po zacatku subjektivniho dne, pokud
sledujeme rytmus probihajici ve stalé tmé. Rytmus exprese Per2 je za expresi Perl opozdén a
ma maximum az v CT8. Exprese Per3 dosahuje maximalnich hodnot v hladiné mRNA
v rozmezi CT4-8 (S. M. Reppert and Weaver, 2001).

Geny Cryptochrome jsou hlavnimi negativnimi elementy zpétnovazebné smycky. U
savcu byly identifikovany dva homology — Cryl a Cry2. Oba tyto geny jsou exprimovany
v SCN, rozdil je v tom, Ze pouze Cryl vykazuje cirkadidnni oscilace. Hladina mRNA genu
Cryl ma maximum v CTO — tedy na aplném zacatku subjektivniho dne (S. M. Reppert and
Weaver, 2001). Proteiny CRY jsou dale zasadni pro stabilitu fosforylovanych proteinti PER2
(Lee et al., 2001), coz je dilezité pro udrzovani periody cirkadiannich hodin. Tato stabilita je
dana tim, ze interakce PER:CRY je chrani pfed ubiquitinilaci a naslednou degradaci. Delece
Cryl vede ke zkraceni periody rytmu, naopak delece Cry2 vede k prodlouzeni periody rytmu.
Mutace v obou genech vede k celkové ztraté cirkadidnni rytmicity (Kume et al., 1999).

Gen Clock nevykazuje rytmické zmény ve své expresi (Lee et al., 2001), ale vykazuje
rytmické zmény ve své jaderné lokalizaci, ktera je zavisla na proteinu BMAL1(King et al.,
1997).

V promotoru genu Bmall je sekvence, kterou rozezndvaji proteiny ROR a REV-ERB.
REV-ERBa funguje jako negativni regulator transkripce Bmall. Po jeho navazani na sekvenci
RORE v promotoru Bmall dochazi k represi transkripce Bmall. Exprese Bmall je také pod
cirkadianni kontrolou, je to dano tim, Ze exprese Rev-erba je tizena vazbou CLOCK:BMALI1
komplexu na E-box jeho promotoru (Preitner ef al., 2002). Prostfednictvim této regulacni
smyc¢ky nepifimou cestou inhibuje svoji vlastni transkripci. Hladiny mRNA Bmall dosahuji
v SCN maxima uprostied subjektivni noci, tedy mezi CT15—-CT18 (S. M. Reppert and Weaver,
2001).

Hladiny mRNA genu Nrldl (kddujici jaderny receptor REV-ERBa) dosahuji maxima
béhem subjektivniho dne. Rev-erba kontroluje hladinu genu Bmall, ale jeho prostiednictvim
také dalSich hodinovych gent. Funguje ptfedevsim jako represor (Forman et al., 1994).

Proteiny ROR maji funkci transkripéniho aktivatoru genti Bmall a Rev-erba. Ror geny
jsou exprimovany v opacné fazi oproti genu Rev-erba a jejich mRNA je tak v maximu béhem

noci (Preitner et al., 2002).



Mezi hodinové geny se fadi i CKle. Jedna se o serin/threoninovou protein kindzu, ktera
obsahuje C-koncovou regula¢ni doménu. Exprese této kindzy CKle byla prokazana v SCN a i
v perifernich organech. Exprese této kindzy vSak nevykazuje vSak Zadny cirkadidnni rytmus
(Lee et al., 2001). Hlavni funkci této kindzy je fosforylace hodinovych proteint, ktera vede k
ubiquitinace téchto proteintl a jejich degradaci v proteazomu. Touto regulaci je omezena funkce
Clenli negativni zpétnovazebné smycky. Aktivita této kinazy je regulovana inhibi¢ni

autofosforylaci (Partch et al., 2006).

Extracelularni signaly

Cytoplazma

Bunétna membréana

REV-ERB. CREB/MAPK .—J

siandini cesta

Jaderna translokace

Hodinovy vystup
Rytmické biologické procesy P Phosphate
U Ubiquisn

Obrazek ¢ 1: Schéma molekuldrnich hodin u savcii. Genovou podstatu generovani cirkadiannich oscilaci tvori pozitivni a
negativni zpétnovazebné smycky. Proteiny CLOCK a BMALI zastavaji v primarni smycce funkci aktivatorii, proteiny PER a
CRY zastdavaji v primdrni smycce funkci represorii. V sekunddrni smycce puisobi jako aktivator transkripce genu Bmall ROR
a/f/y. Proteiny REV-ERB a, f zde naopak tlumi transkripci Bmall. Proteiny PER a CRY jsou fosforylované CKId/e a
degradované v proteazomu. Na obrazku je ukdazdana také vstupni cesta z extracelularniho prostoru, kterd vede ke zmeéné
dynamiky molekuldarniho mechanizmu v diisledku pusobeni synchronizatoru. Zvyseny tok vapniku v disledku aktivace
membrdanovych receptorii vede k fosforylaci transkripcniho faktoru CREB a indukci genii Per z promotorového mista CRE.
PREVZATO z (Lowrey and Takahashi, 2011) @ UPRAVENO.

2.1.2. Centralni cirkadianni hodiny

Uspotadani cirkadiannich hodin savct je hierarchické. Centrdlni cirkadidnni hodiny
generuji rytmus a zaroven zajistuji synchronizaci s vnéj$im casem a také ovliviiuji periferni
hodiny umisténé v rtiznych tkanich a buiikach. Hlavni cirkadianni hodiny se nachézeji v SCN

v hypotalamu (Moore and Eichler, 1972; Zucker and Stephan, 1972). Jedna se o parové shluky



neurond, které se nachdzi tésn¢ nad prekiiZzenim optickych nervii. U hlodavct je kazdé jadro
tvoreno 8 000 — 10 000 neurony. Jadra se rozd€luji na dvé ¢asti, které jsou definovany rozdilnou
produkci neuropeptidil a také odliSnou morfologii (Leak et al., 1999). Tyto dvé ¢asti se nazyvaji
jadro — oblast ventrolateralni (VL) a obal — oblast dorsomedialni (DM). VL-SCN pfijima
signaly ze sitnice retinohypotalamickym (RHT) traktem, nepfimou cestou ziskdva signaly
z intergenikuldtniho listku thalamu a serotogenni cestou z raphealnich jader mozkového kmene.
DM-SCN pak pfijima signaly z VL-SCN, z limbické oblasti a z hypotalamu. Tyto dv¢ ¢asti jsou
mezi sebou propojeny velkym mnozstvim synapsi (Leak et al., 1999). Neurony VL-SCN mezi
sebou a s DM-SCN komunikuji prostfednictvim vasoaktivniho intestinalniho peptidu (VIP) a
gastrin-uvoliujiciho peptidu, neurony dorsomedidlniho SCN zase prostiednictvim AVP.
Vétsina neuronit SCN produkuje také kyselinu y-aminomdaselnou (GABA) (Moore and Speh,
1993; obrazek ¢. 2).

Svétlo

ﬂmﬁ
Obrazek & 2: Strukturni zobrazeni SCN. SCN je vysoce propojend nervova tkan, kterad lezi po strandch treti mozkové komory
(3V). Je rozdeleno do dvou identickych casti, z nichz se kazda sklada ze dvou skupin neuronii (jadro a obal, neboli VL-SCN a
DM-SCM ). Tyto dvé skupiny neuronii jsou rozlisené podle typu neurotransmiterii, které uvolnuji. Ve VL-SCN prevazuje exprese
VIP. V DM-SCN prevazuje exprese AVP a GABA. Pouze VL-SCN je citlivé na svétlo, prijima informace o svétle z sitnice a tato
informace se do SCN dostane odbockou zrakové drahy pres optické chiasma (OC). PREVZATO z (Hafner et al., 2012) a
UPRAVENO.

Jednotlivé neurony SCN generuji cirkadidnni rytmy s rizné dlouhymi periodami. Diky
synaptické komunikaci jsou vSak vzdjemné synchronizovany a vyslednd perioda je integraci
period jednotlivych neuronii (Van den Pol and Dudek, 1993).

Neurotransmitery GABA a VIP jsou zdsadni pro vzdjemnou synchronizaci SCN
neuronti. GABA je nejzastoupenéj$im neurotransmiterem v celém SCN. M4 excitacni G¢inky
v DM-SCN a inhibi¢ni G¢inky v VL-SCN. Absence GABA neurotransmiteru znemoziuje
synchronizaci VL- a DM-SCN. Pravé excitani role GABAergniho pfenosu muize hrat roli
v komunikaci mezi VL- a DM-SCN (Albus et al., 2005). Studie z roku 2014 totiz ukézala, ze

GABAergni excitacni signalizace je castéjSi v desynchronizovanych SCN nez



v synchronizovanych SCN (Farajnia ef al., 2014), coz naznacuje, Ze pomer excita¢ni/inhibi¢ni
GABAergni signalizace hraje roli ve fazové synchronizaci jednotlivych SCN neuront.

Primarni neurotransmiter ve VL-SCN je VIP. Tento neurotransmiter depolarizuje
neurony ve zbytku SCN a indukuje expresi Perl a Per2 (Shinohara et al., 2000). Hlavni kol
je tedy pfenést informace o svétle vedené ze sitnice mezi buitkami VL-SCN a tyto informace
déle poslat do DM-SCN (Abrahamson and Moore, 2001). Neurotransmiter VIP je dtlezity pro
synchronizaci neuront SCN, coz je potvrzeno naptiklad tim, Ze eliminace VIP nebo eliminace
VIP receptorii vede ke snizeni amplitudy rytmu elektrické aktivity SCN, a nasledné ke snizeni
amplitud molekularnich a 1 behaviordlnich rytmi (Brown et al., 2006, Maywood et al., 2006;
Aton et al., 2005).

Rovnovaha mezi chemickou a elektrickou komunikaci je dulezitd pro modulaci
synchronnich SCN rytmt. Neurondlni SCN sit’ je tvofena hodné mezibunéénymi spoji zvanymi
gap junction, coz je typ spojeni, které¢ zprosttedkovava elektrickou synchronizaci mezi SCN
neurony (Colwell, 2000). Spojeni zprostfedkované timto spojem zlepSuje konektivitu téchto
neurdlnich siti (Pfeuty et al., 2003). NaruSeni bud’ jen elektrické, nebo jen chemické
synchronizace vede k naruseni cirkadianni rytmicity nejen v SCN, ale 1 v perifernich hodinach.

Svoji roli v synchronizaci oscildtord v SCN ma 1 humoralni cesta. Humoralni signaly
mohou SCN vnimat prostfednictvim receptori, které se nachézeji na membrané neurond.
Nejdulezitéjsi jsou receptory pro melatonin. Hormon melatonin se vytvaii v epifyze a jeho
tvorba je fizena z SCN. Hladina melatoninu je vysoka v noci a nizkd pies den. Uvolnény
melatonin poté zpétné ptisobi na SCN a prosttednictvim melatoninovych receptort MT1 a MT2
moduluje fazi cirkadidnnich oscilaci (Vanécek et al., 1987). Phsobeni melatoninu na

cirkadianni pacemaker je stejné u dennich i no¢nich zivoc¢ichti (vice o melatoninu v kap. 2.2.2.).

2.1.3. Synchronizacni cesty ze sitnice k SCN

Hlavni dréha, ktera je nezbytnd pro vedeni informace o svétle do SCN se nazyva RHT
a je tvorena axony fotosenzitivnich gangliovych bun¢k (ipRGC, z anglického ,, intrinsically
photosensitiveretinal ganglion cells ) s fotopigmentem melanopsinem (Berson et al., 2002).
Axony téchto bun€k vedou svételnou informaci monosynaptickou glutamatergni drahou ptfimo
do SCN.

Dalsi vstupni draha je polysynapticka a nazyva se genikulohypotalamicka draha. Jedna
se o drdhu nepfimou, kde se informace vede z sitnice nejprve do intergenikuldtniho listku
thalamu a az poté do VL-SCN. V této draze se integruji svételné s nesvételnymi informacemi.

Hlavnim mediatorem této drahy je neuropeptid Y (Moore and Card, 1994).



Tteti draha je také nepfima a je urena pro pienos nesvételnych informaci. Draha zac¢ina
v rapheélnich jadrech ve stfednim mozku a vede do SCN. Tato draha vyuziva jako mediator

serotonin (Sumova et al., 1996).

2.1.4. Sitnice a bunky ipRGC

Sitnice obsahuje tii typy fotoreceptorti: ty€inky, ¢ipky a ipRGCs. ipRGC jsou gangliové
bunky, které obsahuji fotopigment melanopsin a na rozdil od ty¢inek a ¢ipkt funguji pouze jako
detektor intenzity difusniho svétla, nikoliv jako detektor kontrastu. Svétlo vstupuje do oka, je
zachycovano samotnymi ipRGC a déle prochézi vrstvami sitnice, az je detekovano vné&jSimi
segmenty tyCinek a ¢ipki. Ty pak pfenasi informace mmj. také do ipRGCs, které depolarizuji,
a poslou informace o svétle do mozku do SCN, prostiednictvim svych axonti, které tvoti RHT
(Berson et al., 2002). ipRGC jsou tedy jednak fotoreceptory samy o sob¢ a za druhé piijimaji
informace 1 z ty€inek a ¢ipkl, coZ vede ke schopnosti organizmii synchronizovat se k LD
(Light/Dark svételné podminky 12 hodin svétlo, 12 hodin tma) cyklu, pokud jeden nebo dva z
klasickych fotoreceptorti chybi. Buniky ipRGC zaznamenévaji celkovou dobu osvitu (Provencio
et al., 2000). Melanopsin je v téchto buiikach skladovan rovnomérné ve vétSiné ¢asti gangliové
buniky. Nedochazi k jeho koncentraci ve specializovanych strukturach. Necitlivéj$i k modrému
svétlu je melanopsin, které je typické pro stfedni ¢ast dne. Odpovida vinové délce 480 nm
(Berson et al., 2002).

Buiiky ipRGC jsou zodpovédné za tzv. neobrazové vidéni. Prendseji svételnou
informaci z sitnice nejen do SCN, ale také projikuji do center mozku regulujicich ndladu,
spanek, bdéni a kognitivni mysleni. Lze tedy fict, ze svétlo jak ptimo (ptes ipRGC), tak nepiimo

(ptes SCN) ovliviiuje funkce celé fady struktur mozku (Krout et al., 2002).

2.2. Synchronizace cirkadianniho systému

Sit’ tvofend hlavnimi a perifernimi hodinami udéva ¢as synchronizovany s vnéj$im solarnim
cyklem pro cely organizmus. Kazdy oscilator v této siti je schopny generovat cirkadianni
periodu samostatné, ale uz se nedokazi synchronizovat mezi sebou a také se solarnim cyklem.
K tomu slouzi hlavni hodiny v SCN, které propojuji cely Casovy systém a synchronizuji jej
s vnéj$imi podminkami (Yamazaki et al., 2000).

Mezi zakladni synchronizatory patii stfidani svétla a tmy. V zavislosti na zemépisné Sifce,
a v zéavislosti na rocnim obdobi se méni pomér mezi délkou dne a noci. Tato zména fotoperiody

se promitd do délky subjektivniho dne a subjektivni noci. Takto organizmus zaznamenava



jednak délku fotoperiody a také to, jestli se prodluzuje nebo zkracuje, a casuje tak kriticka
obdobi zivota do optimalnich vnéjsich podminek.

Pro synchronizaci cirkadidnniho systému svétlem existuji dvé teorie. Teorie
neparametricka, ktera fika, ze synchronizace je dosazeno dennimi fadzovymi posuny takového
rozsahu, aby vyrovnaly rozdil mezi periodou vné¢jSiho rytmu a periodou endogenniho rytmu.
Tato teorie byla navrzena v roce 1981 profesorem Pittendrighem. Teorie dale tika, ze velikost
a smér fazového posunu jsou zavislé na dob¢ aplikace svételného pulzu. Svételny pulz vyvolava
fazové zpozdeéni, kdyz je aplikovan na zacatku noci ¢i subjektivni noci, a naopak vyvolava
fazové predbéhnuti, kdyZz je aplikovan na konci noci ¢i subjektivni noci. Velikost a smér

fazového posunu vyjadiuje fazové responzni kiivka (PRC, z anglického ,,phase response

curve‘; obr. C. 3).
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Obrazek ¢. 3: Fazové responzni kifivka rytmu motorické aktivity noéniho hlodavce. Svételny pulz v riiznych casovych bodech
(4, B, C, D, E) ma za nasledek rizné odpovédi podle toho, kdy byla nacasovana expozice svétlu. V bodé A nema Zadny ucinek,

vbodé B a C md za ndsledek fizové zpozdéni a v bodé D a E fizové predbéhnuti. PREVZATO z (Touitou et al., 2017) a
UPRAVENO.

Organizmy, které maji vnitini periodu krat$i nez 24 hodin, pottebuji svételny pulz zvecera,
naopak organizmy, které maji vnitini periodu del$i nez 24 hodin, potfebuji svételny pulz zrana
k tomu, aby se vyrovnala jejich perioda s ptesnou 24h periodou vnéjsiho cyklu. Je potieba
zminit, Ze uprostied noci se nachazi bod, ktery nezptisobuje ani zpozdéni, ani predb&hnuti —
tedy zadny posun. Tato kiivka slouzi jako uzite¢ny nastroj odhadu velikosti pfedpokladaného
posunu, pokud vime, kdy bude svétlo ptsobit.

Druha teorie, kterd se nazyva jako parametrickd, byla navrzena v roce v sedmdesatych

letech profesorem Aschoffem. Tato teorie je zaloZena na pfedpokladu, Ze perioda vnitiniho



cyklu je nastavena shodné s externim cyklem a také, Ze zmény v period¢ se d&ji okamzité
v dtsledku zmén svételnych podminek.

V ptirozenych podminkach probihd obvykle synchronizace volného béhu celou
fotoperiodou, tedy parametricky. Oscilator ale reaguje neparametricky jen na zacatek a na
konec svételné fotoperiody, které dopadaji do aktivnich fazi PRC. Bylo ale dokazano, Ze pouze
jeden svételny pulz denné, ktery je aplikovan v obdobi citlivosti hodin na svétlo, staci ke

kompletni synchronizaci vnitinich hodin (Pittendrigh and Daan, 1976).

2.2.1. Synchronizace svetlem — molekuldarni podstata

Akeni potencidl generovany buiikami ipRGC ptfenasi RHT na synapsi neurontt VL-
SCN, kde dojde k vyliti medidtoru glutamatu a hypofyzarniho adenylat cyklazu aktivujiciho
proteinu (PACAP). Glutamat se navaze na N-methyl-D-aspartaitové (NMDA) receptory, které
se nachazeji na postsynaptické membrané neuroni VL-SCN a dojde ke vstupu Ca?" do buiiky.
Vstup vapniku do buniky vede kaskddou intracelularnich procest k fosforylaci transkripéniho
faktoru CREB (z anglického ,, cAMP response element-binding protein ). Tento faktor se vazZe
na CRE vazebny element (z anglického ,,cAMP response element,,) v oblasti promotoru gena
Perl a Per2 a tim spousti expresi téchto genil. Tato akce vede k fazovému posunu a k sefizeni
molekuldrnich mechanizmi cirkadiannich hodin (Travnickova-Bendova et al., 2002).
Neuropeptid PACAP ma v této kaskadé modulacni funkci, dokaze zvysit efekt glutamatu
(Michel et al., 2006). Tato intracelularni kaskada se 1isi podle toho, jestli svétlo vyvolava fazové
ptedbéhnuti nebo zpozdéni. Pokud svétlo piisobi v prvni polovin€ noci, tak dojde k vylity
glutamat, ktery aktivuje MAP kinazovou drahu. CREB je fosforylovan kindzou ERK1/2 a to
vede k tomu, ze se CREB pomoci CRE elementli navaze do promotoru hodinovych geni a
aktivuje tak jejich expresi. Pokud vSak svétlo plisobi v druhé poloviné subjektivni noci, tak Ca®*
indukuje Ca®" dependentni kalmodulin protein kindzu, coZ je kinaza aktivujici NO syntazu.
Poté dochazi k aktivaci guanylat cykldzy, ta pfeméni necyklicky guanylat monofosfat (GMP)
na cyklicky cGMP. Tato cyklickd forma aktivuje cGMP dependentni protein kinazu a tato
fosforyluje CREB (Ding et al., 1997). Genovou expresi hodinového genu Per tedy spusti vazba

na CRE, coz zpusobi fazovy posun a setizeni hodin.

2.2.2. Synchronizace perifernich hodin svétlem

Svétlem synchronizovana perioda a faze cirkadiannich oscilaci v SCN je sdilena
s perifernimi hodinami. Periferni hodiny dokdZzi béZet samostatné, ale pravé vzajemna

synchronizace je zavisla na signalech z SCN. Jsou vsak vyjimky a to jsou metabolicky aktivni
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organy (jatra, slezina, stfeva), kde je mozné odpojeni od SCN. V tomto piipad€ je mozna
synchronizace ¢asovanym piijmem potravy (Damiola et al., 2000).

Zprostiedkovani svételné informace perifernim organiim se déje pomoci ¢asované¢ho
vylevu neurohormonu melatoninu, kortizolu, regulaci télesné teploty i potravniho chovani. Jak
bylo feeno vySe, melatonin je hormon tvofici se v epifyze. SCN je sympaticky propojeno
s epifyzou drahou vedouci ptfes paraventrikuldrni jadro hypotalamu (PVN), dale draha
pokracuje do intermedialniho sloupce michy (IML) a odsud do cervikalniho ganglia sympatiku
(SCQG). Postgangliové neurony SCG vedou k epifyze, kde dochazi k béhem noci k vylevu
noradrenalinu ze synaptického zakonceni. Béhem dne je zvySena GABAergni inhibice do PVN.
Ustava aktivace IML a dochézi k potlaceni uvoliiovani noradrenalinu. V noci se noradrenalin
navaze na [-adrenergni receptory, tim se zvys$i hladina cAMP (cyklicky adenosit 3¢,
5’monofosfat), coz vede ke stimulaci proteinkinazy A. Tato kinidza nasledné aktivuje
transkripci genu pro enzym arylalkylamin N-acetyltransferdzu (Aanat) (Klein and Weller,
1970). Hladina 1 aktivita tohoto enzymu je tedy pod piimou kontrolou SCN. Hladina melatoninu
vykazuje cirkadidnni rytmus v zavislosti na regulaci enzymu AANAT. V noci je hladina tohoto
enzymu vysokd, stoupa tak i hladina melatoninu. Melatonin je dale sekretovan do krve a také
do mozkomiSniho moku. Sekrece melatoninu je ¢asovana na dobu noci ¢i subjektivni noci,
avSak pro jeji spravny prib¢h je nutné splnit jesté jednu podminku, a tou je tma. KdyZ dojde
k vystaveni se svétlu v noci, tak se zvysi elektricka aktivita SCN, coz vede ke zvySeni inhibi¢ni
neurotransmise do PVN. To ma za nasledek zastaveni syntézy melatoninu (Kalsbeek et al.,
2000). Dé¢lka produkce melatoninu také kopiruje délku noci. To vede k tomu, Ze délka signalu
melatoninu dokaZe organizmim dat informace o denni a rocni dob¢ a je tedy hlavni spousté¢

fotoperiodickych zmén, jako je naptiklad hibernace nebo sezénni rozmnozovani.

2.2.3. Cirkadianni systém ve strukturach mozku

Periferni cirkadianni hodiny nejsou pouze v organovych soustavach a tkénich, existuji
také ve vSech ¢astech mozku, a mluvime o nich jako o perifernich ve vztahu k SCN. Nejlépe
popsané jsou cirkadianni rytmy generované v hipokampu, kortexu a sitnici oka.

Hipokampus je zdsadni pro uchovani dlouhodobé paméti a uceni. Svoji roli hraje i ve
formovani emoci. Hipokampus je struktura, kterd exprimuje vSechny hodinové geny, kter¢ jsou
potifebné pro autonomni generovani cirkadidnniho rytmu (Jilg et al., 2010). Hipokampus je
neuraln¢ propojen s SCN multisynapticky (Krout et al, 2002). Synchronizace struktur
hipokampu z SCN vSak probihd zejména pies rytmickou produkci kortikosteroidl, ktera je

zavisla na signéalech z SCN. Vyznam cirkadidnnich hodin v SCN pro funkci hipokampu byva
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testovan v testu ,,long-term object recognition” (Ruby et al., 2013). Poskozeni hlavnich
cirkadiannich hodin v SCN zptisobuje deficit této paméti (Wardlaw et al., 2014). Vliv na funkci
hipokampu ma 1 melatonin, ktery zvySuje expresi genti Per a Bmall v této ¢asti mozku. Ve
studii (Ikeno and Nelson, 2015) bylo dale ukazano, Ze melatonin mize vést k remodelaci
neuronlt v hipokampu atim zplsobit zmény v cirkadiannim a fotoperiodickém systému.
Hipokampus je také citlivy na zménu fotoperiody. Remodelace neurond se méni s cirkadianni
periodou v zavislosti na fotoperiod¢ (Ikeno et al, 2013). Spravny rytmus SCN se zda byt
nezbytny pro spravnou funkci hipokampu. Proto se d4 pfedpokladat, ze naruseni funkce SCN
stalym svétlem béhem raného postnatalniho vyvoje bude negativné ovliviiovat behavioralni
procesy zavislé na hipokampu.

Vsechny hodinové geny potiebné pro generovani cirkadianniho rytmu generuje také
neokortex (Rath et al., 2013). Tato struktura je ale zavisld na SCN, protoze kompletni 1éze SCN
vede k potlaceni amplitudy rytmu hodinovych genli v neokortexu (Rath ez al., 2013). Napiiklad
pro schizofrenii je typické potlaceni ¢i posunuti faze rytmické exprese v prefrontalnim kortexu
(Seney et al., 2019).

Sitnice je povazovana za semiautonomni oscilator (Remé et al., 1991). V pripad¢ 1éze
SCN si sitnice zachovava pluvodni periodu 1 fazi cirkadiannich rytma. Tato faze je
synchronizovatelnd svétlem nezavisle na SCN (Tosini and Menaker, 1996). Cirkadianni
oscilatory byly v sitnici objeveny jak ve fotoreceptivnich buitkach (M. J. Bailey et al., 2002),
tak v bunikach gangliovych (Garbarino-Pico et al., 2004). Sitnice produkuje melatonin a to
dokonce v podminkach in vitro, a v podminkach stalé tmy zachovava rytmickou produkci

melatoninu minimalné pét dni (Tosini and Menaker, 1996).

2.3. NMDA a jeho podjednotky

NMDA receptor patii do tfidy glutamatovych ionotropnich receptord. Jsou to iontové
kanaly, které jsou aktivovany excita¢ni aminokyselinou L-glutamatem (Hayashi, 1954). Od
ostatnich receptorti této tfidy se lisi svoji citlivosti k agonistovi NMDA, ktery byl syntetizovan
v roce 1963 (Curtis and Watkins, 1963). Hlavnim excitacnim neuropienaSe¢em v CNS je prave
L-glutamat. Tyto receptory jsou stéZejni pii excitacnim synaptickém pienosu v centralni
nervove soustave — spoustéji dlouhodobé zmény v synaptickém pfenosu — potenciaci ¢i depresi.
A pravé dlouhodoba potenciace ¢i deprese v hipokampu hraji nezastupitelnou roli
v mechanizmech paméti a uceni (Kessels and Malinow, 2009).

NMDA receptory se skladaji ze 4 podjednotek. Tyto podjednotky tvoii centralni iontovy
kanal. NMDA receptory tak tvotfi funkéni heterotetramery. Sklada se ze dvou podjednotek
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GluN1. Tyto podjednotky vaZou koaktivator receptoru glycin (Kuryatov et al., 1994). Déle se
receptory skladaji jesté ze dvou podjednotek GluN2 vazajici glutamat (Anson et al., 1998). Ve
strukturach koncového mozku jsou z GlunN2 nejvice zastoupeny podjednotky A a B (Chazot
and Stephenson, 1997). Rozdil mezi jednotlivymi podjednotkami GIuN2 je v afinité k ligandu.

V prvnich tfech tydnech postnatalniho vyvoje se méni zastoupeni jednotlivych podjednotek
NMDA receptoru v mozku, véetné SCN (Z. Bendova et al., 2009). Ode dne narozeni az do
druhého/tietiho tydne zivota se rapidné navySuje exprese GluNI1 a GluN2a podjednotek
v nervovych builkach. Toto navySeni bylo zaznamenano i v kortexu, hipokampu, talamu a
mozecku. Odlisna situace je ale u GluN2b podjednotky. Exprese této podjednotky dosahuje
maxima uz na konci prvniho postnatalniho tydne. Uz od prvniho dne narozeni je exprese
GIluN2b vyssi nez pro jednotku GluN2a a do konce prvniho tydne vyvoje toto prevyseni trva.
Na konci prvniho tydne pak exprese i zastoupeni GluN2a na synapsi prevysi a tak to uz zlistane
(Riva et al., 1994)

NMDA receptory a zejména podjednotka GIuN2b jsou stézejni pro svételnou synchronizaci
cirkadiannich rytmti v SCN (Zdenka Bendova et al., 2012). Zména podjednotkového slozeni
receptori NMDA a milze byt také pfiCinou rozvoje fady neurodegenerativnich C¢i

neurovyvojovych onemocnéni (Paoletti et al., 2013).

2.4. Stalé svétlo

Pro spravné fungovani cirkadianniho systému je velmi diilezita svételna synchronizace a
pfedevsim pak vysoky kontrast mezi dnem a noci.

V dnesni dobé vsak velmi ¢asto dochazi ke snizovani vySe zminéného kontrastu mezi dnem
s noci, coz je to dano pouli¢nim osvétlenim, osvétlenim v domacnostech a i faktem, Ze se clovek
pies den vyskytuje pfedevSim ve vnitinich prostorech. Tyto faktory vedou k tomu, ze na
cloveka pies den pisobi méné svétla. Naopak k veceru je Clovek Casto vystavovan nepiimérene
silnému umélému svétlu. Organizmy ve volné prirodé jsou zase vystavovany pouli¢nimu
osvétleni a to vede k tomu, Ze jsou ohroZeny trvale se zvétSujicim svételnym zneciSténim. To
dohromady vede k tomu, Ze rozdil mezi dnem a noci neni tak velky, jak by mé¢l ke spravnému
fungovani cirkadiannich hodin byt. Dochézi k naruseni adaptace ke zménam fotoperiody, ktera

je dulezita napiiklad pro sezénni rozmnozovani.

2.4.1. Uroven svételného znecisténi

Svételné znecisténi je zmeéna urovné prirozeného nocniho osvétleni zplisobena

antropogennimi zdroji svétla (Cinzano et al., 2000). Béhem 20. stoleti vedl jednak vynalez
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elektfiny a Zarovky, tak i1 rychly nartst lidského osidleni, dopravni infrastruktury atd. k tomu,
ze se zvetsuji plochy osvétlované v noci umélym svétlem. To vede k tzv. svételnému znecisténi,
zptisobenému jak pfimym pusobenim svételného zdroje, tak rozptylem svétla v atmosféte. Jiz
v roce 2001 se odhadovalo, ze 19 % celkového povrchu zemé je nad prahovou hodnotou svétla
stanovenou pro znecistény stav (Cinzano et al., 2001). Dle udajl z roku 2016 Zije 83 % svétové
populace pod svétlem znecisténou oblohou (to je misto, kde je umélé svétlo za zenitu vEtsi nez
14 pcd/m?). Vice nez tetina lidstva nevidi Mléénou drahu kviili svételnému znedisténi. Zemé
s nejméné svétlem znedisténou oblohou jsou Cad, Stiedoafricka republika a Madagaskar.
Nejvice znecisténou zemi je Singapur, dala Kuvajt a Katar (Fabio Falchi et al., 2016).

Svételné znecisténi je velky problém v oblasti zivotniho prostfedi a stejné tak je to
problém, ktery je spojeny se zdravim jedince. Prespfili§ svétla v noci je spojovano s depresi,
nespavosti a dal$imi poruchami zdravi u lidi. U Zivoc¢ichti je tento problém spojovan se
zménami ve vyhledavani potravy, v navigaci nebo také se zménou reprodukcniho chovani
(Longcore and Rich, 2004; Navara and Nelson, 2007; Gaston et al., 2013).

V soucasnosti je tento problém umocnén ploSnym vyuzivanim svételnych zdroji LED,
které vyzatuji intenzivni bilé svétlo s velkym mnozstvim modré sloZky, na misto diive spise
pouzivanych zarovek a nizkotlakého sodikového svétla, které vyzarovaly spise svétlo Zluté.

Na obrazku €. 4 je znazornén primérny umély jas nocni oblohy nad Evropou. Jednotky
jsou med/m?. V Evropé ma nejvy$si svételné znecisténi noéni oblohy Delft v Nizozemsku.
Nocni obloha je zde téméf 7000krat svétlejSi nez nejtemnéjsi region Eilean Siar ve Velké
Britanii. Je tfeba brat v potaz, ze data jsou zprimérovana na provincie, proto napiiklad Madrid
vykazuje mensi svételné zneciSténi, ale to je dano predevSim tim, Ze se nachazi ve velké

provincii (F. Falchi et al., 2019).
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Obrizek & 4: Mapa - New World Atlas of Artifical Night Sky Brightness, Suomi NPP satelit. PREVZATO z (F. Falchi et al.,
2019).

2.4.2. Vliv stdalého svétla na organizmus

Cirkadianni systém ovliviiuje fyziologické déje a naruSeni tohoto systému stalym
svétlem logicky vyustuje mnoha k patologiim. Stalé svétlo vede k desynchronizaci
jednotlivych perifernich oscilatorti jak od SCN, tak od sebe navzijem. Stalé svétlo vSak
nenarus$i generovani cirkadiannich rytmt. NaruSeni synchronizace cirkadidnniho systému
stalym svétlem je spojovano napiiklad se zvySeném rizikem vyskytu rakoviny (Guerrero-
Vargas et al., 2017; Agbaria et al., 2019), s poruchami energetického metabolismu (Coomans
etal., 2013; Béez-Ruiz et al., 2017), ¢i se zvySenou anxietou (Roman and Karlsson, 2013).

K akutnimu naruSeni vyvoje cirkadiannich hodin, ale i k dlouhodobému efektu dochazi,
pokud jsou mladd’ata po narozeni chovéana na stalém svétle. Zvifata chovana v mladi na stalém
svétle jsou nachylngjsi ke ztrat¢ rytmicity, pokud jsou opakovan¢ vystavovana stalému svétlu,
v porovnani se zvitaty, kterd byla od narozeni chovédna na klasickém svételném rezimu (Ohta

et al., 2006).

2.4.3. Vliv sniZeného svételného kontrastu mezi dnem a noci na organizmus

Je tieba zminit, Ze intenzita no¢niho svétla potfebnd pro vyvolani signifikantnich rozdilt
ve fyziologickych a behavioralnich procesech se druhové lisi. Studie z roku 2016 ukézala na

vzorku dvaceti dobrovolnikti, ze intenzita svétla 10 luxG béhem spanku zhorSuje vysledky
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v testech pracovni paméti a dale také snizuje aktivitu ve vybranych ¢astech mozku, které byly
métfeny pomoci metody fMRI. Intenzita 5 luxt v této studii nevyvolala zadné signifikantni
zhorSeni (Kang et al., 2016). U potkani bylo dokdzano, Ze uz intenzita svétla 5 luxti béhem
spanku ma vliv na kvalitu spanku (Stenvers et al., 2016). Expozice 5 luxim vedla u mysi
k narusSeni kognitivniho a 1 socidlniho chovéni, k downregulaci Bdnf (z anglického ,, brain-
derived neurotrophic factor), CREB a sirtuinu 1 jak na urovni proteint, tak na irovni mRNA
(Namgyal et al., 2020). Studie z roku 2020 zjistila, Ze tltumené svétlo v noci (5 luxi) indukuje
chladovou hyperalgézii a mechanickou alodynii to pravdépodobné prostfednictvim zvyseni
neuro zanctu a dysregulace opiodniho systému u mysi (Bumgarner et al., 2020). Dale bylo
dokazéano, ze expozice tlumeném svétlu (5 luxi) v noci béhem raného zivota zvysuje uzkostné
a strachové chovani. Tato studie déle zjistila zménu exprese hodinovych gent v hypotalamu,
coz dohromady se zménou chovani poukazuje na to, Ze vliv tltumeného svétla béhem noci bude

hrat vyznam ve vyvoji cirkadianniho rytmu (Cissé et al., 2016).

2.4.4. Lidé a elektronicka zarizeni

Pouzivani elektronickych zatizeni ke komunikaci, k praci, ale 1 k zabavé se v poslednich
letech vyrazné zvysilo. S tim vSak vznika problém pouZivani téchto elektronickych zatfizeni
zvecera. Bylo dokazéano, ze pouzivani elektronickych ctecek, mobilnich telefonti ¢i tabletti ve
vecernich hodinach po dobu delsi nez dvé hodiny vede k signifikantnimu potlaceni produkce
melatoninu (Wood et al., 2013; Chang et al., 2015). Pouzivani téchto zatizeni pred spanim vede
k prodlouzené doby usindni, snizuje mnozstvi a zpozd'uje nacasovani REM spéanku a snizuje
bdélost dalsi rdno (Chang et al., 2015). Je to déno tim, Zze svétlo je nejucinnéjSim signalem,
ktery ovliviuje cirkadidnni hodiny. Pouzivani elektronickych zatizeni zvecera a vystavovani se
modrému svétlu prodluzuje cirkadianni periodu a dava télu signal, ze je jesteé den. Na svétle
také nedojde tak k produkci melatoninu a nasledny spanek neni kvalitni. Dlouhodobé problémy
se spankem pak mohou vést k vyznamnému snizeni kvality zivota a mohou byt pfi¢inou vzniku
zavaznych onemocnéni (Guerrero-Vargas et al., 2017; Cos et al., 2006; Roman and Karlsson,
2013).

Hladinu melatoninu se u ¢lovéka zacne zvySovat veCer mezi devatou a jedendctou
hodinou. Maxima dosahuje mezi dvanactou a c¢tvrtou hodinou ranni. K poklesu na denni
hodnotu pak dochazi mezi sedmou a devatou hodinou ranni (Lynch ef al., 1975). V sou€asnosti
je za nejucinngjsi spektrum, které zptisobuje potlaceni melatoninu, povazovan rozsah vinovych
délek 450 — 480 nm, coz odpovidd modrému svétlu (Gooley et al., 2010). A praveé modré svétlo

produkuji ve vysoké mife LED diody, které jsou pouzivany v televizich, monitorech, chytrych
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telefonech a tabletech. Ve vecernich hodinach bychom se tedy méli vyhnout vystavovani se
modrému svétlu. Pokud to je z néjakého diivodu nemozné, je vhodné si na chytrych zatizeni
nastavit no¢ni rezim, ktery omezi produkci modrého svétla. Piipadn€ 1ze pouzit 1 specialni

bryle, které dokazou odlifrovat modrou slozku svétla.

2.5. Vyvoj cirkadidnniho systému

Cirkadianni hodin v SCN se vyviji béhem prenatalniho a ¢asné postnatalniho obdobi. Uz
delsi dobu je znamo, ze matefsky cirkadianni systém neni nezbytny pro morfologicky vyvoj
cirkadianniho systému mlad’at. Tento fakt byl dokazan ve studii z roku 1988, kde bylo ukazano,
ze se samicim bez SCN narodila mlad’ata s pln€ funkénim cirkadiannim systémem (Davis and
Gorski, 1988). Cirkadianni rytmy mladat takovych samic vSak nejsou mezi sebou
synchronizované¢ do stejné¢ faze (Reppert and Schwartz, 1986). Mezi dny E13,5 — E17
prenatalniho vyvoje dochézi k tvorbé vétSiny nervovych bunék SCN. V tomto obdobi je jiz také
mozné méfit expresi hodinovych genti v jest¢ nedokoncenych organech na periferiich. Tato
exprese je vSak zatim arytmicka (Landgraf et al., 2015). Shluky periventrikuldrnich bunék
v SCN jsou tvofeny v E17. V E18 je neurogeneze jiz dokoncena. Z diivodu nedostate¢ného
poctu synapsi ale zatim neni funkéni mezibunécné propojeni. Mezi P4 a P10 dochazi u potkana
k rozvoji synaptogeneze (Moore and Bernstein, 1989).

V P10 je pln€¢ dotvofen retinohypotalamicky trakt, coz je trakt ptendsejici informace o
svétle. Pfevazné az po narozeni se objevuje detekovatelnd rytmicka exprese hodinovych gent
v SCN a vyviji se az do P10. Cirkadianni oscilace jsou ptizptisobené rozdilné délce dne také uz
v P10 (Bendova et al., 2004). Den po otevieni o¢i mladého potkana, tedy v P15, je citlivost a
odpovéd” SCN a sitnice na pfitomnost svétla jiz plnohodnotna (Llamosas et al., 2000).

K dokonc¢eni maturace SCN u potkana dochdzi béhem 3. tydne postnatalniho vyvoje.

2.5.1. Vyznam SCN matky pro vyvoj cirkadianniho systemu mladat

Pritomnost SCN matky je nutna pro synchronizaci rytmu metabolické aktivity SCN fétu
(Reppert and Schwartz, 1986). Faze objevujici se rytmické exprese hodinovych genli ve
fetalnich SCN je stejna jako faze SCN matky (Kovacikova et al., 2006), coZ znamena, Ze faze
je nastavena jiz prenataln¢ fazi maternalnich SCN. Také se zjistilo, Ze fetalni SCN jsou, na
rozdil od SCN matek a dospélych savct, citlivd na synchronizaci potravou. Toto prokazal
experiment z roku 1989, ve kterém byla periodicky podavana potrava bfezim samicim potkana
bez SCN, a faze podavani potravy se odrazila ve fazich cirkadiannich oscilaci v SCN mlad’at

(Weaver and Reppert, 1989). SCN matky ma tedy pouze synchronizacni vliv na vyvijejici se
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cirkadianni systém jejich mlad’at. Matefské signaly synchronizuji SCN i1 béhem postnatalniho
zivota, dulezité to je hlavné béhem prvnich dnti po porodu. Dilezity je vék P6, kdy se hlavnim
synchronizitorem stava svétlo (Ohta ef al., 2002). Odstranéni matefského SCN vSak nezabrani
vyvoji hodinového mechanizmu v postnatalnim obdobi (Reppert and Schwartz, 1986).
Mechanizmy, pomoci kterych matka nastavuje fazi cirkadidnnich hodin mlad’at, nejsou
pln€¢ znamé. Je pravdépodobné, ze se jedna o komplex rytmickych signali, které mohou SCN
plodu synchronizovat. Do tohoto komplexu mohou patfit rytmy behavioralni, hormonalni nebo

tfeba metabolické.

2.5.2. Vyvoj sitnice oka

Vyvoj fotoreceptoril v sitnici probiha riizné rychle. U mysi se ty€inky vyviji v E12, ale
fotopigment tyCinek — rhodopsin — je exprimovan az v P5. Obdobna situace je u ¢ipku, kde
¢ipky jsou diferencované v E10, ale fotopigment ¢ipkd — conopsin — se exprimuje az v P7.
Vngjsi segment fotoreceptoru, ktery detekuje svétlo, se vyviji mezi P4-P20. Od P10 je vyvinuto
dostate¢n¢ elementl k tomu, aby tyCinky a ¢ipky zacaly byt fotosenzitivni. Plna fotosenzitivita
ale nastava az v P20 (Fei, 2003). Oko se otvira mezi P13 a P15.

ipRGCs se vyviji obdobné, ale ponékud rychleji. ipRGCs se diferencuji v E10 a exprese
melanopsinu zac¢ina jiz v E10,5. Kazdopadné konektivita mezi sitnici a SCN pies RHT dosahne
plné funkc¢nosti az od P15 (Brooks and Canal, 2013). Ale pfesto bylo ve studii z roku 2010
ukazano, ze mlad’ata potkanti vnimaji svétlo hned po narozeni i pfes zaviena vicka. Studie totiz
ukézala fotoindukci okamzitého raného genu c-fos ve vrstvé gangliovych bunék jiz v P1. Az do
P5 byly buiky lokalizovany v dorzélni ¢asti sitnice, po celém obvodu sitnice byly buiky

distribuovany v P10 (Maté&jt et al., 2010).

2.5.3. Stale svétlo behem kritické fotoperiody

Kritické obdobi citlivosti na svétlo bylo stanoveno na interval mezi P10 a P20. Studie
ukdzala, ze vystaveni stdlému svétlu mezi témito dny ma za nasledek snizeni svétlem
indukovaného fazového posunu exprese hodinovych gent v dospélosti (Canal-Corretger et al.,
2001). Stejna studie také ukdzala, Ze vyvoj cirkadianniho rytmu dospélého potkana pod stalym
svétlem zavisi na poctu dn ve stalém svétle béhem laktace.

Studie z roku 2009 ukazuje, ze zvifata, ktera v mladi vyristaji na stdlém svétle, maji
v dospélosti snizené¢ hladiny VIP a AVP v SCN, coz jsou neuropeptidy podilejici se na
synchronizaci SCN. Rozdily v expresi AVP byly nalezeny i v paraventrikularnim a

supraoptickém jadru, coz jsou oblasti mozku, které¢ dostavaji informace z SCN. Tyto vysledky
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naznacuji, Ze expozice stalému svétlu v postnatalnim obdobi muize ovlivnit funkci SCN a tedy
i vystup z SCN (Smith and Canal, 2009). Jina studie z roku 2018, ktera zkoumala dtsledky
naruseni cirkadianniho systému stalym svétlem béhem laktace, potvrdila tyto nalezy. V této
studii také doslo ke ztraté€ rytmicity a ke sniZzeni hladiny VIP a AVP v SCN. Mlad’ata byla po
laktaci vystavena standartnim LD podminkam, k obnové rytmicity vSak nedoslo, stejn¢ jako
hladiny VIP a AVP zstaly snizeny (Palma-Gomez et al., 2018).

Zvitata vystavena stalému svétlu v mladi méla zvySenou amplitudu exprese Per2
v SCN. Lze tedy fict, Ze stres stidlého svétla béhem casného vyvoje vede k adapta¢nimu
prizpisobeni a kvili vyssi amplitudé Per2 exprese posiluje synchronizaci mezi bunkami SCN
(Brooks et al., 2014).

Expozice stalému svétlu v juvenilnim véku také vede ke strukturdlnim zménam
astrocytll v SCN (Canal et al., 2009). Astrocyty maji funkci v regulaci cirkadidnniho chovani a

je pravdépodobné, Ze se podili i na pienosu svételné informace v SCN (Lavialle ef al., 2001).

2.6. Utinek svétla na vyvoj rytmu lokomoéni aktivity

Rytmus lokomo¢ni aktivity je postnatalni jev. Ve vétSin€ piipadl je u zvifat nejdiive
ultradianni rytmus, ktery se ¢asem meéni na cirkadianni. To je vidét naptiklad na vyvoji rytmu
télesné teploty (Kittrell and Satinoff, 1986) nebo na vyvoji cirkadianni exprese serotoninu
(Asano, 1971). Po narozeni nejsou oscilatory synchronizovany, coz mé za dusledek praveé
vyskyt ultradidannich rytmti. Béhem vyvoje se oscilatory synchronizuji, coz ma za nasledek
vyvoj cirkadidnniho rytmu

Vroce 1991 byla provedena studie, kde byl studovan ucinek svétla na vyvoj rytmu
lokomoc¢ni aktivity potkana. Bylo ukdzano, Ze svétlo ma inhibi¢ni ucinek na wvnitini
synchronizaci mezi oscilatory, které fidi rytmus lokomoc¢ni aktivity potkana, coz vede ke
zpozdéni vyvoje tohoto rytmu (Cambras and Diez-Noguera, 1990).

Daéle bylo dokazano, ze u potkanii chovanych pod stalym svétlem je zachovan robustnéjsi
cirkadianni rytmus lokonoc¢ni aktivity, pokud se do stalého svétla dostanu opakované v
dospélosti. Tito potkani také vykazovali vétsi fazové posuny po aplikaci svételného pulzu v DD
(dark/dark svételné podminky — 24 hodin tma) oproti potkaniim chovanych v podminkéch stalé
tmy. Zda se tedy, ze kdyz stalé svétlo ptisobi béhem vyvoje, tak miize vyvolat zmény v
organizaci cirkadianniho systému a tyto zmény mohou byt dlouhodobé (Cambras et al., 1998).
A tyto zmény v organizaci cirkadidnniho syst¢ému pak mohou ovlivnit odezvu dospélého
jedince na svétlo (Canal-Corretger et al., 2000). To potvrzuje i studie z roku 1977, kde studovali

lokomoc¢ni aktivitu potkani, ktefi byli po skonceni laktace umisténi do LL podminek. Potkani
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chovani béhem laktace na LL vykazovali rytmus lokomoc¢ni aktivity i po ukonceni laktace.
Zatimco potkani, kteti byli chovani béhem laktace na DD a po ukonceni laktace byli umisténo
do LL rytmus lokomoc¢ni aktivity nevykazovali (Cambras et al., 1997).

Je uvadéno, ze mezi laboratornimi zvifaty je potkan nejcitlivéjsi na Skodlivé ucinky svétla
(Noell and Albrecht, 1971). To je také ditvod, pro¢ byl miij experiment provadén na cernookych
Wistar jsou albini a mohlo by u nich dojit k poskozeni sitnice vlivem stalého svétla a vysledky
by nemusely byt relevantni. Pigmentovani potkani jsou obecné v pokusech se svétlem lepSim

modelem.
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3. Cile prace

Cilem této diplomové prace bylo zjistit, jaky mé vliv vystaveni stalému svétlu o intenzité
16 luxt béhem casné postnatilniho vyvoje potkana na vyvoj cirkadidnniho systému ve
strukturach mozku. Déle bylo cilem zjistit, jaky vliv ma expozice stalému svétlu na lokomoc¢ni
aktivitu potkana.

Mladi potkani byli chovani na stdlém svétle v postnatdlnim obdobi PO - P20. Byly
zkoumany zmény v genové expresi hodinovych gent Perl, Per2, Nridl, dale Aanat, Stat3,
Bdnf, Grinl, Grin2a a Grin2b, navic jesté tkanové specifické geny Opn4, Opn5, Opnl sw a
Rho. Zmény v genové expresi vyse zminénych gent byly zkoumany v SCN, v hipokampu, ve
frontalnim kortexu a v sitnici. Zmény byly urCeny pomoci metody kvantitativni real-time

polymerazové rété¢zové reakce (RT-q PCR).
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4. Material a metody

4.1.Chemikalie

Barveni fezu:
100%, 95%, 90%, 75% a 70% ethanol

1% cresyl violet acetat

Izolace RNA
Direct-zol™ RNA Miniprep Kit (Zymo Research)
RNeasy Plus Micro Kit (Qiagen)

Reversni transkripce:

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fischer Scientific)
Enhanced Avian Reverse Transcriptase eAMV RT (Sigma-Aldrich)

Preamplifikace:

TagMan PreAmp MasterMix (Thermo Fischer Scientific)

Kvantitativni RT-PCR:
5xHOT FIREPoI® Probe qPCR Mix Plus (Solis BioDyne)

Fluorescencné znacené proby TagMan (tabulka €. 1)

4.2. Laboratorni zvifata

K experimentu jsme pouzili samce a samice potkani kmene Long-Evans (Charles River
Laboratories International). Zvifata byla chovana v akreditovanych chovnych nadobach se
standartni podestylkou a s pfistupem k potravé a vod¢ ad libitum. Teplota v chovné mistnosti
byla udrZzovani na pokojové teploté 23 + 2 °C. Byl pouzit linearni zdroj bilého LED svétla (CCT
5630 K, Spectrasol, Prague, Czech Republic) s dominantni vinovou délkou 459 nm, ktery byl
umistén vzdy nad chovnym boxem, a intenzita tohoto svétla byla udrzovana na 16 luxech.
Definovany svételny rezim byl nastaven a dale udrzovan spinacimi hodinami.

Kazdou bfezi samici jsem umistila do samostatného boxu, kde byla az do porodu mlad’at
chovana na standartnim svételném rezimu LD12:12 — tedy od 7:00 do 19:00 svétlo o intenzité
16 luxt a od 19:00 so 7:00 tma (0 luxti). V den porodu jsem mlad’ata rozdélila do dvou
experimentalnich skupin. Prvni kontrolni skupinu (LD skupina) jsem dale chovala ve

standartnich svételnych podminkach LD12:12. Druhou experimentalni skupinu jsem chovala v
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podminkach stalého svétla, kde byla intenzita udrZzovana na 16 luxech (LL skupina). Obé
experimentalni skupiny byly v danych podminkéch chovany po dobu 20 dni (do P20), poté byly
ob¢ skupiny z diivodu odmaskovani ptimého vlivu stalého svétla umistény do LD svételné¢ho

rezimu, kde ztstaly 10 dni (do P30), tedy po zbytek experimentu.

4.3. Odbér tkani

V den pokusu byla vSechna zvifata drzena ve stal¢ tm¢. Tkan¢€ jsem odebrala v P30 v deviti
casovych bodech (CTO, CT3, CT6, CT9, CT12, CT15, CT18, CT21 a CT24). V kazdém
casovém bod¢ byly odebrany tkané ze ctyt LD samic a ¢tyt LL samic, stejné tak ze Ctyt LD a
¢tyf LL samcu.

Zvitata jsem uspala intraperitonedlni injekci thiopentalu (50 mg/kg) a nasledné usmrtila
dekapitaci. Thned po usmrceni jsem odebrala hypotalamické blo¢ky obsahujici SCN, vzorky
hipokampu, frontdlniho a parietdlniho kortexu a sitnice. Vzorky tkani jsem umistila do
sterilnich zkumavek Eppendorf a zmrazila na suchém ledu. Po dokonceni odbéru dan¢ho

casového bodu jsem vzorky umistila do mraziciho boxu o teploté — 80 °C.

4.4. 1zolace tkani

Pro izolaci RNA ztkan€ jsem vzorky dala do sterilnich zkumavek Eppendorf, které
obsahovaly 1 ml RNAzolu RT. Nejprve bylo nutno vzorky ve zkumavkéch rozstiihat na co
nejmensi kousky. Déle bylo nutné tkané homogenizovat po dobu 10 minut a 30 Hz v oscilacnim
mlynu Retsch MM200. Poté jsem vzorky stocila na centrifuze (11000 G a 4°C) a diky tomu se
mohl odebrat supernatant do novych sterilnich zkumavek. Ze ziskaného supernatantu jsem
pomoci Direct-zol™ RNA Miniprep Kitu (Zymo Research) izolovala RNA. Supernatant jsem
piepipetovala do nové zkumavky, ktera obsahovala 350 pl ethanolu. Cely ziskany objem jsem
ptepipetovala na kolonku a poté jsem ho dala stocit (1 minuta, RT, 10000g). Po stoceni jsem
na kolonku ptidala 400 ul RNA Wash Bufferu a opét jsem to dala stocit. Podle protokolu jsem
smichala DNase I s DNA Digestion Bufferem. 75 pl tohoto mixu jsem nanesla na kolonku, a
inkubovala po dobu 15 minut. Po inkubaci jsem piidala 400 pl Direct-Zol RNA Prewashe a
opét jsem to dala stoCit (RT, 10000g, 1 minuta). Tento krok se zopakoval. Dale jsem piidala
700 ul RNA Wash Bufferu a opét to bylo potieba stocit (RT,10000 g, 2 minuty). Po tomto
kroku jsem kolonky pfenesla do nové zkumavky a na konec jsme na kolonku pfidala jesté 30

ul RNase free vody a znovu se to stocilo (RT, 10000g, 2 minuty).
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Izolaci RNA z SCN v hypotalamickych blo¢cich pfedchazelo natfezani bloc¢kl na kryokatu
na 30 pl tlusté koronani fezy, které jsem nasledné barvila roztokem kresylové violeté a promyla
ethanolem tak, aby bylo mozné po zaschnuti pomoci laserové mikrodisekce (LMD 6000; Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany; obr. ¢. 5) izolovat vzorky SCN do roztoku RLT pufru.
Nasledné jsem vzorky zmrazila v -80°C do pokracovani izolace.

Izolace byla provadéna pomoci RNeasy Plus Micro Kitu (Qiagen) a byly pfi ni dodrZeny
pokyny v protokolu od vyrobce. Ke vzorku jsem ptidala 65 pl 70% ethanolu a pipetovanim
jsem vse promichala. Dale jsem vzorek piekapala na stied kolonky. Nasledovala centrifugace
(RT,10000g, 1 minuta). Na kolonku jsem dale pridala 700 ul RW1 pufru, opét nasledovala
centrifugace (RT,10000g, 1 minuta). Dale jsem pfidala 500 ul RPE pufru, opét nasledovala
centrifugace (RT,10000g, 1 minuta). Jako jeden z poslednich krokii jsem na kolonku ptidala
500 ul 80% ethanolu a opét nasledovala centrifugace (RT, 10000g, 2 minuty). Kolonky jsem
prendala do novych sbérnych zkumavek a dala je centrifugovat (RT, 10000g, 5 minut). Kolonky
jsem prendala do novych zkumavek, pfidala jsem 13 pul DNase free vody a dala jsem to

naposledy centrifugovat (RT, 10000g, 2 minuty).

Obrazek ¢ 5: Koronalni ez SCN pred a po laserové mikrodisekci.

4.5. Reversni transkripce

Cvwvr

koncentrace jsem vzorky natedila tak, aby byla stejna koncentrace ve vSech vzorcich. Hodnotu
vzorku s nejnizsi koncentraci jsem vynasobila desetkrat a tuto hodnotu jsem vydé¢lila vSemi
dal$imi ziskanymi hodnotami. Z toho jsem ziskala objem vzorku. Déle jsem ke kazdému vzorku
dopocitala objem vody tak, aby vysledny objem byl 10 ul. K pfepsani RNA do ¢cDNA bylo

zapotiebi téchto ziskanych 10 pl vzorku smichat s 10 pl mastermixu, ktery jsem namichala
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podle protokolu od High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kitu (Thermo Fischer
Scientific). Po pfepisu jsem vzorky umistila do -20 °C.

Vyslednou RNA jsem piepsala do cDNA pomoci Enhanced Avian Reverse Transcriptase
eAMV RT (Sigma-Aldrich). U SCN se nejprve musela ziskand RNA natedit a to stejnym
zpisobem, jako je zminéno vySe, s tim rozdilem, Ze celkova koncentrace finalniho vzorku byla
8 ul. Tento objem jsem smichala s 10 pl mastermixu, ktery jsem umichala dle protokolu.

Nakonec jsem provedla preamplifikaci pomoci TagMan PreAmp MasterMixu (Thermo
Fischer Scientific) z diivodu nizkého vytézku RNA z SCN vzorkl. Vzorky jsem nasledné
ulozila do -20°C.

4.6. Kvantitativni RT-qPCR

Vzorky cDNA napipetovala do jamek desticky pro qPCR méfeni po 2 ul. Pipetovani bylo
praveéno ve sterilnim boxu. Spolu se vzorkem cDNA byl do jamek napipetovano také 3,1 ul
5xHOT FIREPol® Probe qPCR Mix Plus, 10,3 pl injekéni vody a 0,6 ul tagMan Proby
pozadovaného genu (tab. €. 1). Desticku jsem pielepila optickym adhezivnim filmem. Desticku
bylo tfeba pfed analyzou jsem ji kratce centrifugovala (1,5 min, 3000g). qPCR méfeni bylo
provadéno v pfistroji LightCycler 480 Instrument. Jako prvni prob¢hla v pfistroji 15 minut
dlouha denaturace pti 95 °C, nésledovala 60 cyklt dlouhd denaturace po 18 s a 95 °C a syntéza
DNA po 60 s pii 60 °C. Ze ziskanych hodnot Ct — treshold cycle jsem pomoci metody 2-44¢T
determinovala relativni miru exprese zkoumanych gend.

Tabulka ¢. 1: Seznam vSech pouZitych prob. V tabulce jsou uvedeny zkratky zkoumanych genii, jaké produkty tyto geny
kéduji a identifikacni kody prislusnych prob. Proby pro Opnlsw, Opn4, Opn5, Rho a Aanat byly pouZity pouze v sitnici.

Zkratka genu

Jméno genu

Kod eseje

Aanat Aralkylamin N-acetyltransferaza Rn01461110_m2
Bdnf Brain-derivedneurothropic factor Rn02531967_s1
Gapdh Glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenaza Rn01775763_¢gl
Grinl N-metyl D-aspartat 1 Rn01436034 ml
Grin2a N-metyl D-aspartat 2a Rn00561341_m1
Grin2b N-metyl D-aspartat 2b Rn00680474_m1
Nrldl Rev-Erba Rn01460662_m1
Opnlsw Opsin 1 — kratkovinné senzitivni Rn00578824_m1
Opn4 Opsin 4 Rn00593931_ml1
Opn5 Opsin 5 Rn00710997_m1
Perl Hodinovy gen Period 1 Rn01325256_ml
Per2 Hodinovy gen Period 2 Rn01427704_m1
Rho Rhodopsin Rn00583728_ml
Stat3 Signal transducer and aktivator of transcription 3 Rn00680715_m1
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4.7.Statistické zpracovani dat cirkadianni genové exprese

Analyza ziskanych hodnot byla provedena v programu Microsoft Office Excel podle 2-24¢T
metody (Livak & Schmittgen, 2001). Jako prvni bylo zapotiebi vypocitat primér z naméetenych
tripletti pro kazdy vzorek. Pro ziskani ACt z primérnych hodnot tripletii bylo zapotiebi v rdmci
kazdého vzorku odecist Ct housekeeping genu Glyceraldehyd-3-fosfatdehydrigenaza (Gapdh)
od Ct zkoumaného genu. Tento krok se musel opakoval pro vSechny geny. Dale bylo zapotiebi
hodnota vzorku ACt ve stejném genu. Tento postup se také musel opakoval pro vSechny geny.
Nakonec bylo potieba vypocitat relativni hodnotu exprese zkoumanych genit pomoci vzorce 2
AACT pro kazdou hodnotu ziskanou z piedchoziho kroku.

Finalni zpracovani hodnot probihalo v programu GraphPad Prism 8, kde byla provedena
analyza dvoucestné a trojcestné variance (ANOV A) a kosinorova analyza.

Kosinorova analyza popisuje vlastnosti cirkadidnniho rytmu, srovnavé testovany profil
genové exprese s nulovou hypotézou definovanou jako horizontalni ¢ara (HO). Podle vzorce

_ mesor + (amplituda * —cos (2 xp * (x — akrofaze)

vinova délka

prokladda tato analyza poskytnutymi hodnotami sinusoidu kosinorové kiivky. Hodnota
mesoru je primér mezi maximalni a minimalni hodnotou proloZené sinusoidy. Amplituda
popisuje hodnotu mezi maximalnim bodem sinusoidy a hodnotou mesoru. Mesor 1 amplituda
je udavana v hodnotach relativni mRNA hladiny. Akrofaze kosinorové analyzy je casovy bod,
ve kterém kosinorova kiivka dosdhla maxima pii konstantni vinové délce rytmu 24 hodin.
Akrofaze je uddvana v hodinéch cirkadianniho ¢asu CT. Hodnota P uddva miru vyznamnosti
rozdilu mezi zkoumanymi hodnotami. Rozdil mezi daty byl oznacen jako signifikantni, pokud
analyza vyhodnotila hodnotu P mensi nez 0,05. Signifikantni hodnoty jsou v tabulkach a
grafech vyznaceny tucné.

Pfitomnost rytmu v genové expresi je potvrzena nebo zamitnuta kosinorovou analyzou.
Pokud analyza odmitne nulovou hypotézu na arovni P < 0,05, tak je rytmicita exprese daného
genu potvrzena. Tento ptipad je v grafu vyznacen plnou ¢arou. Pokud hodnota signifikantni
neni, tak je to v grafu vyznaceno prerusovanou ¢arou.

Rozdil mezi hodnotami LL a LD skupiny popisuje test dvoucestna ANOVA. Opét byl rozdil
oznacen jako signifikantni, pokud P < 0,05. Pokud hodnota vysla signifikantni, tak je v grafu
tuéné vyznacena.

Trojcestnd ANOVA srovnava Cas x pohlavi x skupinu. Signifikantni byl opét vysledek

P <0,05.
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4.8. Zaznam pohybové aktivity

Jedenact samcii z kazdé skupiny bylo samostatné umisténo do chovnych boxt, kde byli
v klasickych svételnych podminkach stfidani svétla a tmy — LD-12:12 chovani po dobu deseti
dnti a nasledné byli pfemisténi do podminek stalé¢ tmy — DD (0 luxt), kde byli chovani po dobu
dalsich 14 dnt. Béhem celého experimentu méla zvitata ptistup k potrave i vode ad libitum.
Zvitata byla rozd¢€lena do dvou experimentalnich skupin. Prvni skupinu tvofila zvitata, ktera
byla od narozeni do P20 chovana na stdlém svétle — LL skupina, a druhd skupina, které slouzila
jako skupina kontrolni, zahrnovala zvifata odchovana za klasickych svételnych podminek — LD
skupina. Béhem DD podminek bylo zabranéné jakémukoliv vstupu bilého svétla do chovné
mistnosti. Pf1 nutnych pracich v této mistnosti bylo sviceno pouze Cervenym svétlem, cozZ je
svétlo, které je pro potkany biologicky neaktivni.

Nad kazdym chovnym boxem byl umistén infraerveny detektor pohybu Mini-Mitter
VitalView od firmy Starr (Oregon, USA). Tento detektor nepfetrzit€ monitoroval pohyb zvifat
po celou dobu experimentu. Data sesbirana z detektoru byla nahravana v programu Vitalview.
Po skonceni méfeni byla data zpracovana a vyhodnocena v programu ClockLab Analysis

(Verse 6, Actimetrics, Wilette IL, USA).

4.9. Statistické zpracovani dat lokomocni aktivity

Desetidenni zdznam lokomodni aktivity byl analyzovan v programu ClockLab. Pomoci X?
periodogramu byla stanovena délka cirkadianni periody a relativni amplituda rytmu volného
bchu u obou skupin zvifat, a neparametricky faktor mezidenni stability, ktery vypovida o
schopnosti cirkadianniho systému udrZet vnitini periodu a amplitudu. Hodnoty mezi skupinami
byly porovnavany Studentovym t testem a F testem byla porovndna také mira variability

v jednotlivych skupinéch.
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5. Vysledky
5.1.Vysledky méfeni cirkadiannich rytmi exprese
5.1.1. Exprese genii v SCN

Zamitnutim nulové hypotézy (HO) kosinorovou analyzou je potvrzena rytmicita exprese
jednotlivych genti v SCN. Hodnoty ziskané kosinorovou analyzou jsou uvedeny v tabulce €. 2.
Hodnoty, které potvrzuji rytmicitu exprese piislusSného genu, jsou v tabulce zvyraznény tucné
(tab. €. 2).

Tabulka ¢. 2: Hodnoty ziskané kosinorovou analyzou namérené v SCN u samcii a samic a ve skupiné, kde byli samci a
samice spojeny.

samci samice samci + samice
LD LL LD LL LD LL
Perl <0,0001 0,1972 0,0006 0,1155 <0,0001 0,0677
Per2  <0,0001 0,0031 <0,0001 0,0065 <0,0001 <0,0001
Nrldl 0,0012 0,5997 0,0013 0,1489 <0,0001 0,3237
Bdnf 0,8720  <0,0001 0,1512 0,1299  0,8617 0,0071
Stat3 0,0033 0,6848 0,0460 0,6505  0,0001 0,4333
Grinl 0,0009 0,0512 0,0386 0,4994  0,0007 0,1378
Grin2b  0,0143 0,0632 0,0002 0,0265  0,0002 0,1417

U gend, jejichz rytmickd exprese byla potvrzena, jsem pomoci kosinorové analyzy
vypocitala hodnoty mesoru, amplitudy a akrofaze rytmu zvlast’ pro samce a samice, a dale pro
skupinu, ve které¢ byly hodnoty samct a samic spojeny. Mesor, neboli prumérnd hodnota rytmu,
a amplituda rytmu jsou uvedeny v hodnotéach relativni hladiny mRNA. Akrofaze, neboli doba
maximalni hodnoty rytmu, je stanovena v hodinach cirkadianniho ¢asu CT. Hodnota P je
v tabulce vyznacena tu¢né v piipadé, ze P>0,05 a rozdily mezi obéma skupinami jsou tedy

signifikantni (tab €. 3).
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Tabulka ¢ 3: Hodnoty mesoru, amplitudy a akrofaze u rytmii zkoumanych genii v SCN ziskané kosinorovou analyzou
kontrolni LD skupiny a LL skupiny zvirat samcii, samic a samcii + samic.

samci samice samci + samice
LD LL P hod. LD LL P hod. LD LL P hod.
mesor 0,3677 b b 0,5176 b b 0,4466 b b
. ez ez ez ez ez ez
Perl amplituda | 0,4582 rytmu rytmu 0,2131 rytmu rytmu 0,3243 rytmu rytmu
akrofaze 6,7630 7,1980 6,8780
mesor 0,3609 0,2082 0,0090 0,5482 0,3881 0,0084 0,4540 0,2958 0,0005
Per2 amplituda | 0,3486 0,1743 0,0277 0,3921 0,1916 0,0144 0,3404 0,1829 0,0091
akrofaze 9,5240 10,3800  0,5503 12,0400  9,3590 0,0585 10,9500  9,8290 0,3047
mesor 0,5199 0,6440 0,5897
) ’ bez bez ’ bez bez ’ bez bez
Nrldl  amplituda | 0,3910 rytmu rytmu 0,2694 rytmu rytmu 0,3201 rytmu rytmu
akrofaze 7,4220 6,0560 6,7880
mesor b 0,6150 b b b b b 0,7090 b
. ez ez ez ez ez ez ez
Bdnf  amplituda rytmu 0,2990 rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu 0,1408 rytmu
akrofaze 15,6200 13,8500
mesor 0,4943 b b 0,4174 b b 0,4599 b b
. ez ez ez ez ez ez
Stat3  amplituda | 0,3045 rytmu rytmu 0,1524 rytmu rytmu 0,2280 rytmu rytmu
akrofaze 7,2080 7,9170 7,5070
mesor 0,3977 0,5106 0,4556
. ) ’ bez bez ’ bez bez ’ bez bez
Grinl  amplituda | 0,2109 rytmu rytmu 0,1425 rytmu rytmu 0,1474 rytmu rytmu
akrofaze 7,8630 11,2900 9,3780
mesor 0,6505 b b 0,5030 0,3848 0,0414 0,5828 b b
. . ez ez ez ez
Grin2b  amplituda | 0,1969 rytmu rytmu 0,2802 0,1492 0,0950 0,2068 rytmu rytmu
akrofaze | 10,2300 14,5500 22,0900 0,0179 | 12,8000

Obrazek ¢. 6 ukazuje expresni profily genli v SCN s vyznacenim prokazané rytmicity a
vysledky dvoucestné ANOVA. Test dvoucestnda ANOV A vyhodnotil jako signifikantni rozdily
v expresi genu Perl u samic (P=0,0214) a u smiSené¢ skupiny M+F (P=0,0040). Dale
signifikantni rozdily vySly v expresi genu Per2 jak u samct (P=0,0144), tak u samic (0,0204)
a také u smiSené skupiny (P=0,0017). V expresi genu Nridl vysly signifikantni rozdily u samic
(P=0,0314) a u smisené skupiny (P=0,0044). V expresi genu Bdnf vysly signifikantni rozdily u
samcl (P=0,0116) a u smiSené skupiny (P=0,0054). V expresi genu Grin2b vysly signifikantni
rozdily také u samct (P=0,0162) a u smisené skupiny (P=0,089).

Test dvoucestnd ANOV A vyhodnotil jako nesignifikantni rozdil v expresi genu Per/ u
samci (P=0,0567). Dale byl vyhodnocenu jako nesignifikantni rozdil expresu genu Nridl u
samic (P=0,1137). V expresi genu Bdnf byly vyhodnoceny rozdily jako nesignifikantni jak u
samci (P=0,46981), tak u samic (P=0,1089) a stejné tak u smiSené skupiny (P=0,8032).
V expresi genu Stat3 byly jako nesignifikantni vyhodnoceny rozdily u samic (P=0,3959).
V expresi genu Grinl byly rozdily vyhodnoceny jako nesignifikantni u samcti (P=0,8648) aiu
samic (P=0,0662), stejné tak u smisené skupiny (P=0,4255). U Grin2b byly jako nesignifikantni
vyhodnoceny pouze vysledky u samic (P=0,0540).
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Obrazek ¢ 6: Grafy casovych profilit exprese vybranych genit v SCN u samcit (M), samic (F) a u samcii + samic (M+F).
Grafy zobrazuji kosinorovou krivku pro kontrolni LD skupinu a pro LL skupinu, proloZenou priméry relativnich hladin mRNA
vybranych genii £ SEM v cirkadiannim case 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18 a 24. Hodnoty kontrolni LD skupiny jsou zobrazeny cCerné,
hodnoty LL skupiny fialove. Prislusna sinusoida je v grafu vyznacena prerusované, pokud byla statistickymi testy zamitnuta
rytmicita exprese. Do grafii je dale viozena P hodnota, ktera byla urcena testem dvoucestna ANOVA. Tento test udava miru

rozdilu mezi vSemi hodnotami obou skupin. Signifikantni rozdil (P<0,05) byl vyznacen tucné.

Test trojcestné ANOVA nevyhodnotil zadny vysledek jako signifikantni — Perl
(P=0,5714), Per2 (P=0,1382), Nridl (P=0,9668), Bdnf (P=0,4666), Stat3 (P=0,4001), Grinl
(P=0,4613) a Grin2b (P=0,3745).

5.1.2. Exprese genii v hipokampu

Zamitnutim nulové hypotézy (HO) kosinorovou analyzou je potvrzena rytmicita exprese
jednotlivych gent v hipokampu. Hodnoty ziskané kosinorovou analyzou jsou uvedeny
v tabulce ¢. 4. Hodnoty, které potvrzuji rytmicitu exprese piislusného genu, jsou v tabulce
zvyraznény tucné.

Tabulka ¢ 4: Hodnoty ziskané kosinorovou analyzou namérené v hipokampu u samcii a samic a ve skupiné, kde byli samci a
samice spojeni v jedné skupiné.

samci samice samci+samice

LD LL LD LL LD LL
Perl 0,2340 0,5296 0,0214 0,1346  0,0389 0,0844
Per2 0,0075 0,1952 0,0381 0,0535  0,2209 0,0701
Nrldl <0,0001 <0,0001 0,1855 0,0007  0,0003 <0,0001
Bdnf 0,0005 0,0982 0,3102 0,2776  0,0755 0,0682
Stat3 0,0008 0,1634 0,0839 0,6237  0,1123 0,3096
Grinl 0,0035 0,0540 0,0351 0,4372  0,2902 0,0899
Grin2a  0,0006 0,3610 0,0230 0,7662  0,2008 0,6134
Grin2b 00,0520 0,0865 0,3575 0,3632  0,3683 0,6415

U gend, jejichz rytmicka exprese byla potvrzena, jsem pomoci kosinorové analyzy
vypocitala hodnoty mesoru, amplitudy a akrofdze rytmu u samct a samic, a dale pro skupinu,
ve které byly hodnoty samct a samic spojeny. Mesor (primérna hodnota rytmu) a amplituda
rytmu jsou uvedeny v hodnotach relativni hladiny mRNA. Akrofaze, coz doba maximalni
hodnoty rytmu, je stanovena v hodindch cirkadianniho ¢asu CT. Hodnota P je v tabulce

vyznacena tuéné v pripade, ze P>0,05 a rozdil mezi skupinami je tedy signifikantni (tab. €. 5).
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Tabulka ¢. 5: Hodnoty mesoru, amplitudy a akrofdze u rytmii zkoumanych genii v hipokampu ziskané kosinorovou analyzou
kontrolni LD skupiny a LL skupiny zvirat samci, samic a samcii + samic.

samci samice samci + samice
LD LL P hod. LD LL P hod. LD LL P hod.
1,2860 1,3500
me§0r bez bez bez bez bez bez bez
Perl  amplituda 0,2140 0,1234
rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu
akrofaze 2,8370 25,1000
mesor 1,6970 1,1890
Per2 amplituda | 06321 bez bez 0.2035 bez bez bez bez bez
rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu
akrofaze | 17,9900 28,1400
mesor 1,7460 1,4410 0,0093 b 1,2050 b 1,4730 1,3270 0,0927
Nrldl  amplituda | 0,8477 0,5607 0,0954 ryt‘zu 0,3351 ryt?lzlu 0,4576 0,4277 0,8148
akrofaze | 18,5100 17,9600  0,5266 20,2600 19,3200 18,7600  0,5751
mesor 2,0280
bez bez bez bez bez bez bez bez

Bdnf  amplituda | 0,8556
akrofaze | 16,5200

mesor 1,5050

Stat3  amplituda | 0,4038
akrofaze 16,9200

rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu

bez bez bez bez bez bez bez bez
rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu

mesor 1,5780 b b 1,2590 b b b b b
Grinl  amplituda | 0.4167 o 2 | 01916 ° ° ° ° °
rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu
akrofdze | 16,8800 27,1500
mesor 1,4860 b b 1,3070 b b b b b
Grin2a  amplituda | 0,5237 o 2 | 02350 ° ° °z °z °z
rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu
akrofaze | 17,2200 26,9300
mesor
. . bez bez bez bez bez bez bez bez bez
Grin2b  amplituda
Krofize rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu
akro

Obrazek ¢. 7 ukazuje expresni profily gen v hipokampu s vyznacenim prokazané
rytmicity a vysledky dvoucestné ANOVA. Test dvoucestnda ANOVA vyhodnotil rozdily
meétené v hipokampu jako signifikantni v expresi genti Per/ u samct (P=0,0006), u samic
(P=0,0214) a i u smisSené¢ skupiny (P=0,0001). Dale vysla signifikantni exprese genu Per2 u
samci (P=0,0406). V expresi genu Nrldl vySel signifikantni rozdil opét jen u samcl
(P=0,0021). Dale test vypocital signifikantni rozdil v expresi genu Bdnfu samcu (P=0,0331) a
u smiSené skupiny (P=0,0304). Exprese genu Stat3 vysla signifikantn€ rozdilnd u samct
(P=0,0007) a u smiSené skupiny (P=0,0019). Exprese genu Grinl je signifikantné rozdilna u
samcll (P=0,0311) a u smiSené skupiny (P=0,0343). V expresi genu Grin2a vysly signifikantni
rozdily pro skupiny samct (P=0,0136) a pro smiSené skupiny (P=0,0408). V expresi genu
Grin2b vysly signifikantné rozdily u samcii (P=0,0128) a u smisené skupiny (P=0,0207).

Test dvoucestna ANOV A vyhodnotil jako nesignifikantni rozdily méfeni v hipokampu
v expresi genu Per2 u samct (P=0,7656) a u smiSené skupiny (P=0,1165). Déle nesignifikantni
rozdily vyS$ly v expresi genu Nridl u samcu (P=0,7845) a u smisené skupiny (P=0,0690). Dale
vychazely nesignifikantné rozdily u samic jak v expresi genu Bdnf (P=0,1989), tak v expresi
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genu Stat3 (P=0,1724), v expresi genu Grinl (P=0,2567), v expresi genu Grin2a (P=0,3660) a
také v expresi genu Grin2b (P=0,1568).
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Obrazek ¢ 7: Grafy asovych profilii exprese vybranych genii v hipokampu u samcu (M), samic (F) a u samcii + samic
(M+F). Grafy zobrazuji kosinorovou kiivku pro kontrolni LD skupinu a pro LL skupinu, prolozenou priiméry relativnich hladin
mRNA vybranych genii + SEM v cirkadiannim case 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18 a 24. Hodnoty kontrolni LD skupiny jsou zobrazeny
cerné, hodnoty LL skupiny fialové. Prislusna sinusoida je v grafu vyznacena prerusované, pokud byla statistickymi testy
zamitnuta rytmicita exprese. Do grafii je dale vlozena P hodnota, ktera byla urcena testem dvoucestna ANOVA. Tento test

udava miru rozdilu mezi vSemi hodnotami obou skupin. Signifikantni rozdil (P<0,05) byl vyznacen tucné.

Test trojcestné ANOVA nevyhodnotil Zadny vysledek jako signifikantni — Perl
(P=0,2394), Per2 (P=0,2230), Nridl (P=0,1195), Bdnf (P=0,3670), Stat3 (P=0,1512), Grinl
(P=0,5502), Grin2a (P=0,3168) a Grin2b (P=0,0754).

5.1.3. Exprese genii ve frontalnim kortexu

Zamitnutim nulové hypotézy (HO) kosinorovou analyzou je potvrzena rytmicita exprese
jednotlivych gent ve frontdlni kife. Hodnoty ziskané kosinorovou analyzou jsou uvedeny
v tabulce ¢. 6. Hodnoty, které potvrzuji rytmicitu exprese pfislusného genu, jsou v tabulce
zvyraznény tucné.

Tabulka ¢ 6: Hodnoty ziskané kosinorovou analyzou namérené ve frontalnim kortexu u samcit a samic a ve skupiné, kde byli
samci a samice spojeni v jedné skupiné.

samci samice samcitsamice

LD LL LD LL LD LL
Perl 0,0027 0,9508 0,0002 0,0118 0,2787 0,3759
Per2  <0,0001 <0,0001 0,0025 0,0487 <0,0001 <0,0001
Nrldl <0,0001 0,0004 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Bdnf 0,0004 0,0031 0,1944 0,3456 0,0425 0,0629
Stat3 0,3099 0,3513 0,0541 0,0321 0,0716 0,9663
Grinl 0,0885 0,5339 0,1786 0,0458 0,1648 0,1734
Grin2a  0,0022 0,2307 0,0503 0,0406 0,0658 0,5196
Grin2b 00,1177 0,0412 0,0458 0,0107 0,1068 0,2650
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U gend, jejichZ rytmicka exprese byla potvrzena, jsem pomoci kosinorové analyzy
vypocitala hodnoty mesoru, amplitudy a akrofdze rytmu u samct a samic, a dale pro skupinu,
ve které byly hodnoty samcl a samic spojeny. Mesor, neboli primérnéd hodnota rytmu, a
amplituda rytmu jsou uvedeny v hodnotach relativni hladiny mRNA. Akrofaze, neboli doba
maximalni hodnoty rytmu, je stanovena v hodinach cirkadianniho ¢asu CT. Hodnota P je
v tabulce vyznacena tuéné v piipadé, ze P>0,05 a rozdil mezi skupinami je tedy signifikantni
(tab. ¢. 7).

Tabulka ¢ 7: Hodnoty mesoru, amplitudy a akrofaze u rytmii zkoumanych genii ve frontalnim kortexu ziskané kosinorovou
analyzou kontrolni LD skupiny a LL skupiny zvirat samci, samic a samcui + samic.

samci samice samci + samice
LD LL P hod. LD LL P hod. LD LL P hod.
mesor 1,6930 b b 1,5360 1,6210  0,5149 b b b
Perl  amplituda | 0,2597 °z 2 1 02184 00839 0,4620 cz ©z °z
rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu
akrofaze | 6,8280 0,8899 19,7400  0,5436
mesor 1,7240 1,8580 0,3752 1,8620  2,0400  0,3661 1,7860 1,9460  0,2063
Per2  amplituda | 0,7786 0,9958 0,3285 0,6128 0,5461 0,8125 0,6384  0,7548 0,5322
akrofaze | 7,3550 5,8470 0,0961 3,7940 43900  0,7415 5,9380 5,3150  0,5116
mesor 1,7040 1,5570 0,1491 1,8470 1,9600  0,5740 1,7740 1,7510  0,8463
Nrldl  amplituda | 0,5965 0,4778 0,4214 1,0160 1,2330  0,4562 0,7977 0,8393 0,8078
akrofaze | 19,5300 19,9900 0,6499 | 20,1500 20,0000 0,8809 | 19,8600 19,9900 0,8648
mesor 2,7860 2,4740 0,1843 b b b 2,3110 b b
Bdnf amplituda | 1,0320 08586  0,5949 °z °z 2 | 04591 °z °z
rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu
akrofaze | 10,0300  8,7430 0,3468 10,3900
mesor b b b b 1,5920 b b b b
Stat3 amplituda rytiiu ry‘;iu rytfiu rytfiu 0,3459 rytfr:‘[zlu rytfl:*rzlu rytfr:rzlu ryt?iu
akrofaze 20,4600
1,7440
. me.sor bez bez bez bez bez bez bez bez
Grinl  amplituda rytmu rytmu rytmu rytmu 0,5038 rytmu rytmu rytmu rytmu
akrofaze 20,9400
1,7410 1,5600
. me.sor bez bez bez bez bez bez bez
Grin2a amplltuda 02791 rytmu rytmu rytmu 0,4405 rytmu rytmu rytmu rytmu
akrofaze | 12,0500 19,9200
mesor b 1,8030 b 1,4900 1,4910  0,9902 b b b
Grin2b  amplituda 20,1024 2 102900 04059  0,4949 °z cz °z
rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu
akrofaze 7,0710 18,7500 20,5400  0,3405

Obrazek ¢. 8 ukazuje expresni profily genil ve frontalni kiife s vyznacenim prokazané
rytmicity a vysledky dvoucestné ANOVA. Test dvoucestna ANOVA vyhodnotil vSechny
rozdily métené ve frontalnim kortexu jako nesignifikantni. A to konkrétné v expresi genu Per/
u samct (P=0,6319), u samic (P=0,5033) a u smisSené skupiny (P=0,4421), v expresi genu Per?2
u samct (P=0,1237), u samic (P=0,4061) a u smisené¢ skupiny (P=0,2059), v expresi genu
Nridl u samcii (P=0,0996), u samic (P=0,4652) a u smiSené¢ skupiny (P=0,7704), v expresi
genu Bdnf u samct (P=0,1965), u samic (P=0,4141) a u smiSené skupiny (P=0,5510). Dale
v expresi genu Stat3 u samcii (P=0,8793), u samic (P=0,3046) a u smiSen¢ skupiny (P=0,6315),
v expresi genu Grinl u samcti (P=0,4454), u samic (P=0,5448) a u smisené skupiny (P=0,8684),
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v expresi genu Grin2a u samci (P=0,2368), u samic (P=0,5521) a u smiSené skupiny

(P=0,7486) a v expresi genu Grin2b u samcu (P=0,7397), u samic (P=0,8038) a u smiSené

skupiny (P=0,8491).
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Obrazek ¢. 8: Grafy casovych profilii exprese vybranych genii ve frontdilnim kortexu u samcit (M), samic (F) a u samci +
samic (M+F). Grafy zobrazuji kosinorovou kiivku pro kontrolni LD skupinu a pro LL skupinu, proloZenou priiméry relativnich
hladin mRNA vybranych genii £ SEM v cirkadiannim case 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18 a 24. Hodnoty kontrolni LD skupiny jsou
zobrazeny cerné, hodnoty LL skupiny fialove. Prislusnd sinusoida je v grafu vyznacena prerusované, pokud byla statistickymi
testy zamitnuta rytmicita exprese. Do grafii je ddle vloZena P hodnota, ktera byla urcend testem dvoucestna ANOVA. Tento test

udava miru rozdilu mezi vSemi hodnotami obou skupin. Signifikantni rozdil (P<0,05) byl vyznacen tucné.

Test trojcestné ANOVA nevyhodnotil zddny vysledek jako signifikantni — Perl
(P=0,5669), Per2 (P=0,0895), Nridl (P=0,7949), Bdnf (P=0,2470), Stat3 (P=0,2961), Grinl
(P=0,5268), Grin2a (P=0,8185) a Grin2b (P=0,2337).

5.1.4. Exprese genii v sitnici

Zamitnutim nulové hypotézy (HO) kosinorovou analyzou je potvrzena rytmicita exprese
jednotlivych genti v sitnici. Méteni bylo provadéno u hodinovych gent Perl, Per2, Nridl,
Bdnf, Stat3 a dale u tkanove specifickych genlt Aanat, Opnlsw, Opn4, Opn5 a Rho. Hodnot
ziskané kosinorovou analyzou jsou uvedeny v tabulce ¢. 8. Hodnoty, které potvrzuji rytmicitu

exprese prislusného genu, jsou v tabulce zvyraznény tucné.
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Tabulka ¢é. 8: Hodnoty ziskané kosinorovou analyzou namérené v sitnici u samcii a samic a ve skupiné, kde byli samci a
samice spojeni do jedné skupiny.

samci samice samci+samice

LD LL LD LL LD LL
Perl 0,2171 0,2810 0,3183 0,8952 0,0651 0,3432
Per2 0,9345 0,3490 0,1086 0,1434 0,3291 0,0540
Nrldl 0,7714 0,5888 0,3744 0,3822 0,7377 0,8734
Bdnf 0,0269 0,3594 0,1104 0,1966 0,0946 0,4891
Stat3 0,0708 0,3584 0,7728 0,4732 0,5334 0,3326
Aanat 0,0644 0,0274 0,0001 0,0003  <0,0001 <0,0001
Opnlsw  0,0442 0,2429 0,4784 0,3684 0,1290 0,1876
Opn4 0,2307 0,0764 0,0212 0,1179 0,0065 0,0078
Opn5 0,1254 0,4619 0,8060 0,2171 0,2279 0,1276
Rho 0,0549 0,2934 0,9972 0,8242 0,4455 0,6553

U gent, jejichz rytmickd exprese byla potvrzena, jsem pomoci kosinorové analyzy
vypocitala hodnoty mesoru, amplitudy a akrofdze rytmu u samct a samic, a dale pro skupinu,
ve které byly hodnoty samcii a samic spojeny dohromady. Mesor, neboli primérna hodnota
rytmu, a amplituda rytmu jsou uvedeny v hodnotéach relativni hladiny mRNA. Akrofaze, neboli
doba maximalni hodnoty rytmu, je stanovena v hodinach cirkadianniho ¢asu CT. Hodnota P je
v tabulce vyznacena tucné v piipad¢, ze P>0,05 a rozdil mezi skupinami je tedy signifikantni

(tab. & 9).
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Tabulka ¢. 9: Hodnoty mesoru, amplitudy a akrofdaze u rytmii zkoumanych genii v sitnici ziskané kosinorovou analyzou
kontrolni LD skupiny a LL skupiny zvirat samci, samic a samcii + samic.

samci samice samci + samice
LD LL P hod. LD LL P hod. LD LL P hod.
mesor
. bez bez bez bez bez bez bez bez bez
Perl amplituda
rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu
akrofaze
mesor
. bez bez bez bez bez bez bez bez bez
Per2 amplituda
rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu
akrofaze
mesor
. bez bez bez bez bez bez bez bez bez
Nrldl amplituda
trofize rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu
akro

mesor 2,2460
Bdnf amplituda | 1,3620
akrofaze | 21,4500

bez bez bez bez bez bez bez bez
rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu

mesor

. bez bez bez bez bez bez bez bez bez
Stat3 amplituda
rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu
akrofaze
mesor b 5,6390 b 6,6700 6,4510 0,8196 5,7340 6,0280 0,7099
Aanat amplituda rytﬁr:rzlu 3,5420 ryt?rzlu 4,6300 4,6350 0,9970 3,8780 3,9240 0,9680
akrofaze 4,5910 6,7620 6,7780 0,9879 6,4390 5,8720 0,5922
mesor 1,4470
bez bez bez bez bez bez bez bez

Opnlsw  amplituda | 0,3408

rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu
akrofaze | 10,7300

mesor . . ) 15840 ) 1,4810  1,5460  0,5348
Opnd  amplituda ©z ©z 2 10,4453 °z 2 | 03151 03526  0,7958

rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu

akrofaze -0,5567 -1,2380  2,4680 0,0451
mesor
Opns litud bez bez bez bez bez bez bez bez bez
P amplituda rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu
akrofaze
mesor
. . bez bez bez bez bez bez bez bez bez
Rhodopsin  amplituda n m t t t t
akrofize rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu rytmu

Obrazek €. 9 ukazuje expresni profily genil v sitnici s vyznacenim prokazané rytmicity
a vysledky dvoucestné ANOVA. Test dvoucestna ANOVA vyhodnotil rozdily méfené v sitnici
v expresi vSech genti jako nesignifikantni. Konkrétné v expresi genu Per/ u samct (P=0,5602),
u samic (P=0,4450) a u smisSené¢ skupiny (P=0,9725). Stejné tak v expresi genu Per2 vyhodnotil
test vysledky jako nesignifikantni jak u samcii (P=0,5628), tak u samic (P=0,3825) a i u smiSené
skupiny (P=0,2230). Dale v expresi genu Nrldl u samct (P=0,9765), u samic (P=0,6323) au
smisSené skupiny (P=0,5153). V expresi genu Bdnfu samct (P=0,5755), u samic (P=0,9650) a
u smisené skupiny (P=0,6511). V expresu genu Stat3 u samct (P=0,3402), u samic (P=0,5449)
a u smiSené skupiny (P=0,5392). Dale v expresi genu Aanat u samct (P=0,5269), u samic
(P=0,5514) a u smiSené skupiny (P=0,8279). V expresi opsinu Opnlsw rozdily vysly také
nesignifikantné a to jak u samcii (P=0,8040), tak u samic (P=0,4347) a u smiSené skupiny

(P=0,5479). Obdobn¢ v expresi genu Opn4, kde vysly nesignifikantni rozdily opét jak u samct
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(P=0,7718), tak u samic (P=0,4061) a u smiSené skupiny (P=0,4377). Dale vysla nesignifikantni
exprese genu OpnS u samcti (P=0,0677), u samic (P=0,3163) a u smisené skupiny (P=0,0539).
Nesignifikantni rozdily vysly také v expresi genu Rho jak u samcua (P=0,7577), tak u samic
(P=0,3729) a 1 u smiSené skupiny (P=0,4546).
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Obrazek ¢ 9: Grafy ¢asovych profilit exprese vybranych genii v SCN u samcit (M), samic (F) a u samcit + samic (M+F).
Grafy zobrazuji kosinorovou ki'ivku pro kontrolni LD skupinu a pro LL skupinu, prolozenou pruméry relativnich hladin mRNA
vybranych genii £ SEM v cirkadiannim case 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18 a 24. Hodnoty kontrolni LD skupiny jsou zobrazeny cerné,
hodnoty LL skupiny fialové. Prislusnd sinusoida je v grafu vyznacena prerusované, pokud byla statistickymi testy zamitnuta
rytmicita exprese. Do grafii je dadle vioZzena P hodnota, ktera byla urcena testem dvoucestna ANOVA. Tento test udava miru

rozdilu mezi vSemi hodnotami obou skupin. Signifikantni rozdil (P<0,05) byl vyznacen tucné.
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Test trojcestné ANOVA nevyhodnotil Zadny vysledek jako signifikantni — Perl
(P=0,6204), Per2 (P=0,7084), Nridl (P=0,9794), Bdnf (P=0,8887), Stat3 (P=0,7445), Aanat
(P=9363), Opnlisw (P=7829), Opn4 (P=0,8618), Opn5 (P=0,3313) a Rho (P=0,6513).

5.2.Vysledky zdznamu rytmu lokomo¢ni aktivity

Dlouhodobym zdznamem lokomoc¢ni aktivity jsme méfili efekt stalého svétla pisobiciho
béhem postnatdlniho obdobi na rytmus v lokomo¢ni aktivité dospélych samcti potkana jako
markeru nastaveni cirkadidniho systému. Méfeni lokomocni aktivity bylo provadéno v P60 a
ukazalo, Ze LL skupina méla vyznamné delSi endogenni periodu oproti kontrolni LD skupiné
(obrazek €. 10c). Dale jsme se zaméfili na porovnani relativni amplitudy rytmu mezi obéma
skupinami (obrazek ¢. 10d) a na mé&feni mezidenni stability rytmu obou skupin (obrazek ¢. 10e).
Hodnota relativni amplitudy zobrazuje rozdily v Grovni aktivity mezi nejvice a nejméné

aktivnim obdobim dne, a je zobrazovéana v rozmezi 0 (nizkd variabilita) az 1 (jasné rozliSeni).

Mezidenni stabilita vypovida o schopnosti cirkadidnniho systému udrzet vnitini periodu a
amplitudu. Niz§i hodnota mezidenni stability znamena vétsi mezidenni odchylku.

Ackoliv vysledky relativni amplitudy a mezidenni stability neukazuji signifikantni rozdil
mezi skupinami, data ukazuji signifikantni rozdil faktoru variance, coz naznacuje méné¢ stabilni
rytmicitu v LL skuping. Celkové denni aktivity byly podobné mezi skupinami (primér LD
skupiny = 3073,19+123, primér LL skupiny = 3092,41+145).

24,37  ttest P=0,0166 @ 0.8+ L1est, P = 0,0548 0197  ttest P=0,3196
s F test, P = 0,0082 8 Ftest, P = 0,0373
z = 5
rw =5 [+
e = 24.2 g 0.7 B
s 3 T s € 017
T = c @
e | @ 241 2 0.6 -
Ty o T N
st i £
24.0 0.5- 0.15-
LD LL LD LL LD LL
(a) (b) (c) (d) (e)

Obrazek ¢. 10: Reprezentativni akrogram kontrolni LD skupiny (a) a LL skupiny (b) a efekt vyvoje pod stilym svétlem (LL,

fialova; LD, kontrola, Cernd) na (c) cirkadidanni periodu, (d) relativni amplitudu a (e) mezidenni stabilitu rytmu v lokomocni
aktivité samcu potkanii. Zvirata byla chovana pod stilym svétlem (16 luxii) od PO do P20, poté byla ponechdana v DD
podminkach. Cirkadianni parametry byly méreny z 12 denniho lokomocniho nahravani. Kazdy sloupec reprezentuje priimér
11 hodnot + SEM, P = ; dvoustranny Studentiiv t test a F test porovnavajici odchylky mezi skupinami.
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6. Diskuze

V této praci jsem urcovala dlouhodobé ucinky stalého svétla plsobiciho béhem ¢asného
postnatalniho obdobi na vyvoj cirkadiannich oscilaci v SCN, hipokampu, frontadlnim kortexu a
v sitnici. Vyuzila jsem k tomu model expozice stalému svétlu mezi PO a P20. Tento interval byl
dfive urCen jako kriticka perioda vyvoje cirkadianniho systému ve vztahu k ptisobeni stalého
svétla. Bylo totiz dokézéno, Ze praveé v tomto intervalu ovliviluje stdlé svétlo vyvoj rytmu
pohybove¢ aktivity (Canal-Corretger et al., 2000; Canal-Corretger ef al., 2001). Od P20 do P30
jsme potkany chovali v LD cyklech, abychom odmaskovali pfimy ucinek stalého svétla od
vyvojovych zmén.
pfeméfenim po skonceni experimentu upfesnéna na 16 luxi. Tato hladina neptedstavuje riziko
poskozeni sitnice a snizuje moznost vzniku svétlem indukované stresové reakce, kterd by mohla
modifikovat vysledek. Hladina 15 luxi byla také zvolena na zdkladé primérného meéteni

osvétleni chodniku vefejnym osvétlenim se svételnymi zdroji LED.

6.1.Vliv stalého svétla na cirkadianni rytmy exprese zkoumanych genti

V experimentu jsem testovala citlivost SCN, hipokampu, frontalniho kortexu a sitnice
k podminkdm stalého svétla béhem raného postnatdlniho obdobi. V ptfedchozi studii bylo
zjisténo, ze existuji pohlavni rozdily v efektu stalého svétla na vyvoji méfené na rytmu
lokomocni aktivity v dospélosti (Cambras et al., 1998). Proto jsme v naSem experimentu
rozhodli skupiny také rozdélit na samce a samice a sledovali jsme piipadné pohlavni rozdily ve
zméné expresnich rytmi jako nasledku vyvoje ve stalém svétle. Ve tfetim typu hodnoceni jsme
srovnavali rozdily kontrolni a svételné skupiny bez ohledu na pohlavi.

Rozdily mezi skupinami jsme posuzovali z hlediska rytmicity, tj. zda byla zachovana ¢i
zanikla rytmicita exprese prokazana u kontrolni skupiny, nebo naopak, zda se u zvifat
odchovanych na stdlém svétle prokazala rytmicita, kterd nebyla namétend u zvitat kontrolnich.
Dale jsme sledovali amplitudu, mesor a fazi rytmt a celkovy rozdil mezi skupinami hodnoceny

testem dvoucestné ANOVA.

6.1.1. Vliv stalého svétla na cirkadianni rytmy exprese zkoumanych genii v SCN

Hlavni cirkadianni pacemaker v SCN vykazuje vysokou amplitudu rytma v expresi
hodinovych genii (Chun et al., 2015) a také v expresi podjednotek glutamatovych receptorii
(Bendova ef al., 2009; Bendova et al., 2012) 1 transkripéniho faktoru Stat3 (Moravcova et al.,
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2016; Moravcova et al., 2018). Nase vysledky jsou s pfedchozimi nélezy v souladu a ukazuji u
kontrolnich zvifat obou pohlavi prokazatelny cirkadianni rytmus v expresi vSech gent,
s vyjimkou Bdnf. Rytmus v expresi Bdnf byl sledovan nasi laboratofi i v roce 2020. Tato studie
také neprokazala cirkadianni rytmus v expresi Bdnf (Kubistova et al., 2020).

Potkani odchovani na stdlém svétle ztratili rytmicitu v expresi vSech genti v SCN
s vyjimkou Per2 u obou pohlavi a u Grin2b u samic. U genu Per2 LL potkani sice vykazovali
rytmickou expresi, ale rytmus vykazoval vyznamné nizsi amplitudu a mesor. Geny Period jsou
v SCN indukovatelné svétlem a podileji se na nastavovani cirkadidnnich hodin fazi solarniho
cyklu. Pokud je exprese téchto genli snizena nebo nerytmicka, tak tato synchronizace neprobiha
spravné. V predchozi studii zabyvajici se podobnym tématem se ukazalo, ze po sedmidenni
expozici stalému svétlu byl snizen pocet bunék exprimujici PER2 a zéaroveinl byla zpozdéna
akrofaze rytmu. V této studii byla cirkadianni exprese Per2 utlumena, podobné jako v nasi
studii (Sudo et al., 2003).

Dalsi z hodinovych gent, ktery vyrazné zménil expresni profil v SCN u potkant
odchovanych na stalém svétle, byl Nridl, ktery koduje jaderny receptor REV-ERBa. REV-
ERBa je soucasti pfidatné smycky a v cirkadiannim rytmu potlacuje expresi Bmall. Pokud je
jeho produkce mensi a arytmicka, tak to znamend, Ze jeho represni funkce je snizena, coz vede
k nadprodukci BMALI a prodlouzeni cirkadianni periody, ¢i k desynchronizaci cirkadianniho
molekuldrniho mechanizmu. V ptedchozi praci nasi laboratoie se ukazalo, ze rytmus exprese
genu Nridl v SCN se u zvifat odchovanych na stdlém svétle nelisi od kontrol (Kubistova et al.,
2020). Tato prace vSak sledovala expresni zmény az u dospélych zvitat v P90, zatimco v této
potkani synchronizovali s LD cyklem, do které¢ho byli stejné jako v této praci umisténi v P20.
Rozdil 40 dnti na LD tedy mohl kompenzovat vyvojové zmény v rytmické expresi tohoto genu.
Dalsi rozdil mezi obéma pracemi byl v pohlavnim zastoupeni; v pfedchozim experimentu se
pracovalo pouze se samci, zatimco v tomto pokusu jsme méli potkany rozdélené na samce a
samice. Ztrata rytmicity byla potvrzena u obou pohlavi, ale pouze u samic byl rozdil mezi
skupinami potvrzen dvoucestnou ANOVA.

Jak bylo naznaceno na zacatku kapitoly, Bdnf v nasi praci nevykazoval jako jediny
hodinovy gen cirkadianni rytmus u kontrolni skupiny. U samcti chovanych na LL se vSak
cirkadianni rytmus objevil, stejné tak ve skupiné, kde byli samci a samice dani dohromady.
Pouze u LL samic zistal rytmus arytmicky. V diivéjsi praci nasi laboratote u kontrolni skupiny
také nebyl objeven rytmus, avSak u skupiny vystavené stalému svétlu rytmus nalezen byl

(Kubistova et al., 2020). Vzhledem k tomu, Ze autofi predchozi prace pracovali pouze se samci,
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vysledky nazancuji, Ze stalé svétlo ve vyvoji indukuje cirkadianni rytmus v expresi genu Bdnf
vSCN samci. Je nutné podotknout, ze v nasich vysledcich jsou predevsim u samct patrné velké
odchylky mezi hodnotami a tento nalez bude nutné znovu ovéfit.

Stat3 je transkripcni faktor, ktery je soucasti intracelularni signalizacni kaskady
aktivované cytokiny, ristovymi hormony a fadou dalSich latek adaptivni i vrozené imunity
(Hirano et al., 2000; Rummel, 2016), a je také povazovan za onkogen (Bromberg et al., 1999).
Pisobi také jako represor transkripce hodinového genu Nridl (Wang et al., 2017). Tento
transkripéni faktor by tak mohl ptedstavovat jeden z faktorti, ktery propojuje imunitni a
cirkadianni systém. Nas experiment ukazal, ze u LL potkant ztraci jeho exprese v SCN rytmus,
prokazateln¢ u samcti a také v hodnoceni, které nerozliSuje pohlavi. Vyznam STAT3 pro funkci
SCN jest€¢ neni zcela objasnén. Nové vysledky na$i laboratofe naznacuji, Ze hraje roli
v cirkadidnnim mechanizmu astrocytli a mize mit tedy vyznam pro interakci mezi gliemi a
neurony SCN, ¢i pro zachovani homeostatickych funkci SCN.

NMDA receptory jsou hlavni glutamatové receptory, které prevadéji synchronizaéni
svételné signdly prichazejici RHT ze sitnice na neurony VL-SCN. Zména jejich
podjednotkového slozeni zpisobuje rozvoj fady neurovyvojovych ¢i neurodegenerativnich
onemocnéni (Paoletti et al., 2013). Rytmus v expresi konstitutivni podjednotky Grinl v SCN
byl potvrzen v predchozi praci nasi laboratofe (Bendova et al., 2009), podjednotka Grin2b je
nezbytna pro indukci intracelularnich procesti vedoucich k synchronizaci cirkadidanniho
mechanizmu v SCN a vykazuje rytmus jek ve své expresi, tak v hladin€ proteinti (Bendova et
al., 2012). Nase vysledky ukazuji, Ze exprese Grinl u LL potkant ztraci rytmicitu v SCN u
obou pohlavi, atkoliv dvoucestnd ANOV A rozdil mezi skupinami nenas$la. V jiz dfive zminéné
praci byla v SCN také prokazana ztrata rytmicity u LL potkanti v expresi Grinl i v P90, avsak
také bez prokazatelné signifikance ziskané dvoucestnou ANOVA (Kubistova et al., 2020). U
exprese genu Grin2b byly patrné rozdily mezi pohlavimi. Zatimco u samcti rytmus vymizel, u
samic rytmus pretrval i u LL skupiny. I u samic se vsak liSily vyznamné parametry rytmu mezi
skupinami a to v mesoru a akrofazi. Zmény rytmicity v expresi podjednotek NMDA receptorti
mohou mit za nasledek zménu dostupnosti téchto receptorti na membran¢ v dostatecném
mnozstvi v dobg, kdy je cirkadianni systém citlivy na synchroniza¢ni pisobeni svétla, coz mtize

vést k nezddoucim zménam v procesu svételné synchronizace celého cirkadidnniho systému.
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6.1.2. Vliv stalého svétla na cirkadianni rytmy exprese zkoumanych genti
v hipokampu

Hipokampus je oblast mozku, ktera zpracovdva informace z mozkové kiry a
z limbického systému a sméfuje tyto informace dale do mozku. Hraje kritickou roli ve
zpracovani paméti a to konkrétné v kratkodobém uchovavani informaci, dale také hraje roli v
prostorové orientaci. Je také zapojen do patofyziologie poruch nélady (Drevets ef al., 2008).
Ukézalo se, Ze kognitivni vykon a pamét’ podléhaji cirkadianni modulaci (Chaudhury and
Colwell, 2002). Vyznam hodinového mechanizmu pro funkci hipokampu byl jizZ mnohokrat
demonstrovan. Ptikladem miize byt studie z roku 2009, kterd ukazala, ze mutanti hodinového
genu Per2 vykazovali zménéné hladiny transkripéniho faktoru CREB. Uroveii celkového
CREB nebyla ovlivnéna nedostatkem Per2, ovlivnény byl pouze aktivni stav této CREB
signalni drahy, ktery byl méfen fosforylaci (Wang et al., 2009). Vzhledem k tomu, Ze CREB
hraje nepostradatelnou roli v procesu dlouhodobé potenciace (LTP, z anglického ,, long term
potentiation ) a dlouhodobé paméti (Bozon et al., 2003), vysledky této studie naznacuji
moznost, ze deficity v intracelularnich signdlnich drahich souvisejicich s mutacemi Per2
mohou byt jednou z piic¢in pozorovanych deficit v LTP po naruSeni cirkadiannich hodin
hipokampu (Wang et al., 2009). Studie z roku 2008 ukézala, Ze cirkadianni systém muize
narusit schopnost uceni se a ze uceni a pamét’ jsou citlivé na naruseni cirkadiannich rytmu a
spanku (Ruby et al., 2008).

U kontrolnich skupin jsme pozorovali pohlavni rozdily v rytmické expresi sledovanych
genu. Cirkadianni rytmus byl potvrzen spole¢né u samcti i samic pouze v expresi genu Per?2 a
Grinl. Prokazatelny rytmus v expresi gentt Nridl, Bdnf, Stat3 a Grin2a byl nalezen pouze u
genu Per2, Nridl, Bdnf, Stat3, Grinl, Grin2a a Grin2b v hipokampu 90-dennich samcti
(Kubistova, 2020). Exprese genu Grin2b u naSich kontrolnich zvitat byla arytmicka jak u
samctl, tak u samic, coz se v rozporu s diivéjsi praci nasi laboratore (Kubistova, 2020). Exprese
genu Per?2 byla rytmickd pouze u samic, nikoliv u samcti. Rozdily s pfedchizi studii mohou
vyplyvat z odlis§ného veéku testovanych zvitat. Je pravdépodobné, ze u 90-dennich zvirat bude
amplituda cirkadiannich rytmi vy$si nez u 30-dennich zvifat, se Iterymi jsme pracovali v této
studii.

Pohlavni rozdily v expresi hodinovych genti byly popsany pouze v SCN. Aferentni
drahy SCN mohou byt ovlivnény pohlavnimi steroidnimi hormony, protoze exprimuji
estrogenové a androgenové receptory. Stejné tak eferentni drahy mohou vykazovat pohlavni

rozdily, protoze exprimuji jak androgenni, tak estrogenové receptory s riznou mirou exprese
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(M. Bailey and Silver, 2014). V nasem experimentu vSak pohlavni rozdily v SCN u kontrolnich
skupin nalezeny nebyly. Je zajimavé, Ze ze vSech ndmi zkoumanych struktur jsme nalezli
nejveétsi pohlavni rozdily u kontrolnich skupin pravé v hipokampu. Jsem si jista, Ze toto téma
by bylo zajimavé na budouci vyzkum.

Odchov na stalém svétle ovlivnil expresi vybranych genti v hipokampu zejména u
samcu. Z Sesti genll rytmujicich u kontrolnich zvifat byla u LL skupiny prokdzand rytmicita
pouze v expresi Nridl, a i tento rytmus ma vyznamné¢ nizs$i hodnotu mesoru proti kontroldm.

Exprese genu Per/ sice nebyla rytmicka ani u jedné ze sledovanych skupin chovanych
na LL, dvoucestnd ANOVA vsak potvrdila rozdil mezi vSemi porovnavanymi skupinami, tedy
u samct, samic i spojené skupiny. Zvirata odchovana na LL méla totiz vyrazné€ niz$i celkovou
expresni hladinu Per/ oproti kontrolam.

Exprese genu Per2 u potkanti chovanych na LL nebyla rytmicka. U samcii byl rozdil
mezi kontrolni a LL skupinou dokonce potvrzen signifikantnim vysledkem testu dvoucestné
exprese genu Per2 u skupiny potkant chovanych na LL (KubiStova, 2020).

V nasem experimentu vyslo, ze exprese genu Nridl je v hipokampu po vystaveni
potkanil stdlému svétlu zménéna. U samcii dokonce vysel signifikantni rozdil mezi kontrolni a
LL skupinou testem dvoucestna ANOVA. I LL potkani méli rytmus v expresi tohoto genu,
zménily se vSak parametry rytmu. Rozdil je pfedev§im v mesoru, kde je hodnota u LL samci
vyrazné snizena. To je v rozporu se z roku 2013 (Fonken ef al., 2013). Tato studie nenasla
zménu v expresi genu Nrldl po aplikaci stalého svétla. Tato studie vSak zkoumala efekt stalého
svétla na dospélych jedincich, oproti nasi studii, ktera byla provadéna na mladych potkanech.
V expresi genu Nrldl u samic nam piekvapivé vysla arytmicita u kontrolni skupiny. Tato
arytmicita mize byt vysvétlena velkymi odchylkami mezi hodnotami a to zejména na konci
cirkadianniho cyklu.

Jsou ditkkazy o tom, ze BDNF je zapojen do LTP v hipokampu (Lu and Gottschalk,
2000). Tetanickou stimulaci hipokampu se zvysuje exprese Bdnf, ktera indukuje LTP. Snizeni
hladin BDNF zeslabuje LTP, zvySeni hladin BDNF naopak LTP zesiluje (Korte et al., 1995).
Pokud dojde k inhibici signalizace BDNF, tak dojde ke zhorSeni prostorového uceni a také
paméti (Mizuno et al., 2000). V nasi praci vyslo, ze u samci chovanych pod stalym svétlem
doslo ke ztraté rytmu v expresi Bdnf oproti kontroldm. U samic nebyl nalezen rytmus ani u
kontrol. Signifikantni vysledky vSak vySly pouze u samct. Ztrata rytmické exprese genu Bdnf
a jeho mensi exprese v hipokampu muize tedy vést k zeslabeni LTP, coZ se negativné projevi

na paméti a na prostorovém ucent.
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Exprese genu Stat3 byla arytmickd u vSech skupin (samci, samice, samci + samice)

chovanych na stalém svétle. U samct vysel signifikantni rozdil mezi LL a kontrolni skupinou

vvvvvv

vvvvvv

pokus provadén az na starSich potkanech, nebo rozdily zptsobilo to, Ze v kazdé praci byla
pouzita jina intenzita svétla. Doposud neexistuji zddné dalsi studie, které by se zabyvaly vlivem
stalého svétla na rytmickou expresi genu Stat3 a tak neni mozné vyvodit jednoznacny zaver.
U podjednotek NMDA receptorti Grinl a Grin2a byla prokazana ztrata rytmicity u LL
skupiny a to u samcti i u samic. U samci byly dokonce rozdily mezi kontrolni a LL skupinou
potvrzeny signifikantnim vysledkem dvoucestné ANOVA. Podobn¢ jako u exprese genu Per?2
a Stat3, ani toto neodpovida vysledkiim nasi laboratofe, kterd u skupiny potkanti vystavenych
stalému svétlu prokazala rytmickou expresi genu GrinZa (Kubistova, 2020). U genu Grin2b
nebyl stejné jako u kontrolni skupiny prokazan rytmus ani u samct, ani u samci. Rozdil mezi
kontrolni a LL skupinou u samcii byl vSak signifikantné¢ potvrzen dvoucestnou ANOVA.
Vysledky znasi prace naznacuji, ze stalé svétlo ma vliv na potlaceni rytmické exprese
podjednotek NMDA receptoru v hipokampu, a ze mize dochazet ke zmén¢ zastoupeni GluN2
podjednotek NMDA receptoru, coz miize zplisobit zmény ve funkci receptoru a afinitu
k ligandu. Doposud nebyly publikovany Zadné obdobné prace, které by zkoumaly vliv stalého
svétla na podjednotky NMDA receptoru, a tak neni mozné ucinit srovnani s vysledky jinych

laboratofi.

6.1.3. Vliv stalého svétla na cirkadidnni rytmy exprese zkoumanych genii ve
frontalnim kortexu

Studie z roku 2013 dokazala, ze hodinové geny Perl, Per2 a Nrldl jsou rytmicky
exprimované v neokortexu potkana (Rath ef al., 2013). V nasi préci jsme se zamé&fili na expresi
téchto genil ve frontalnim kortexu, a v souladu s citovanou praci, byla jejich exprese u kontrolni
skupiny rytmicka. NaSe vysledky ale také naznacily rytmus v expresi podjednotek NMDA
receptoru, rytmus v expresi Grin2a byl vyznamny u samct a Grin2b u samic. U kontrolnich
samcl byl také rytmicky exprimovan gen Bdnf. Funkce Bdnfv procesech u€eni a paméti nebyla
prokazana jen v hipokampu, ale také ve frontalni ktire. Niz$i hladiny Bdnfve frontalnim kortexu
mohou korelovat s poskozenim pracovni paméti, to bylo ukdzdno ve studii, kde objevily

negativni korelace mezi hladinami proteinu BNDF ve frontalni kiife a poc¢tem chyb pracovni
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paméti (Bimonte-Nelson et al., 2003). Jeho rytmicka exprese tedy miiZze podporovat cirkadianni
rytmus v ukladani pamétovych stop mérenych na behavioralni urovni.

Vyvoj potkanill na stalém svétle zplsobil ztratu rytmicity pouze v expresi genu Per/ a
Grin2a u samcu. V kontextu ptisobeni stalého svétla ve vyvoji na expresni profily vétSiny genti
ve vSech sledovanych strukturach je ptekvapivé, Ze ve frontalni kife odchov na LL nékteré
rytmy naopak indukoval. U samic byl zjistén vyznamny rytmus v expresi Stat3, Grinl a Grin2a,
a u samci rytmus v expresi Grin2b. Srovnani skupin dvoucestnou ANOVA vsSak bohuzel
neprokdzalo zadné signifikantni rozdily mezi skupinami u Zadného ze studovanych gent.
Frontélni kara tak, i pies rozdily v rytmicité vyplyvajici z kosironové analyzy, nejmén¢ reaguje

na svételné podminky v ¢asném postnatalnim vyvoji ze vSech studovanych struktur mozku.

6.1.4. Vliv stalého svétla na cirkadianni rytmy exprese zkoumanych genii v sitnici

Sitnice patii stejné jako SCN a Cichovy lalok mezi sebeudrzujici oscilatory. Cirkadianni
systém sitnice je dilezity jednak pro regulaci fyziologickych procesii v sitnici samotné, ale je
dalezity 1 pro kvalitni obrazové a neobrazové videéni.

U kontrolnich skupin byla nalezena rytmické exprese hodinovych gend pouze u genu
Bdnfa to jen u samcii a pak také u genu Aanat, opét pouze u samcu. To je v rozporu s dalSimi
studiemi. Napftiklad ve studii z roku 2005 byla potvrzena rytmicka exprese genu Per2. Per?2
vykazoval vyssi hladiny kolem CT14-17 a niz§i hladiny kolem CT23-5 (Kamphuis ez al., 2005).
V nasi studii jsou pozorovatelné pouze velmi slabé variace a nizsi hladiny 1ze pozorovat kolem
CT12. V t¢é samé studii dale vysledky odhalily pouze velmi slaby trend cirkadidnnich zmén u
genu Perl. Tato studie vSak stejné jako naSe studie nepotvrdila rytmickou expresi genu Per].
V diivéjsi praci nasi laboratotfe byla ale rytmicka exprese genu Perl potvrzena (Kubistova et
al., 2020). I studie z roku 2001 vsak ukézala vrchol Per2 v CT14 a uroven Perl konstantni
(Namihira et al., 2001). Tato studie vSak podotyka, ze fakt, ze u Perl nebyl nalezen rytmus,
nemusi znamenat, Ze tam ten rytmus opravdu neni. Cirkadianni rytmus s malou amplitudou ve
vnitini jaderné vrstvé sitnice miize byt maskovan nerytmickou expresi ve vnéjsi jaderné vrstveé
sitnice, ¢i rytmickou expresi v jednotlivych vrstvach kterd vSak porbihd s jinou fazi. Ve
vzorkucelé sitnice se vSemi vrstvami, tak jak byla pouzita v nasi praci, tak mohou byt rytmy
jednotlivych vrstev zamaskovany.

BDNF je dilezity faktor ve vyvoji sitnice. Reguluje vyvoj podtypti amakrinnich bun¢k
a reguluje morfologické zrani gangliovych bun¢k (Cellerino et al., 2003; Cohen-Cory and Lom,
2004). Bohuzel neexistuji studie, které by se zabyvaly cirkadidnni expresi genu Bdnf v sitnici.

V nasi praci byla nalezena rytmicka exprese genu Bdnfu samcu.
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Studie ukazaly, Ze ztrata Nrlidl v sitnici miZe vést ke zmén¢ signalni drdhy uvnitf
fotoreceptorovych bunék a tato ztrata také miize snizovat funkci sitnice (Mollema et al., 2011).
Cirkadianni exprese tohoto genu nebyla v na$i studii u kontrolni skupiny nalezena ani u
kontrolni, ani u LL skupiny. Dfivéj$i studie potvrdila nase vysledky tim, Ze nenasla cirkadidnni
rozdily v expresi genu Rev-erb u potkanii chovanych na LD a na LL (Kamphuis et al., 2005).
Stejné tak nebyla potvrzena cirkadidnni exprese genu Stat3.

AANAT je zodpovédny za syntézu melatoninu v epifyze, ale i v sitnici (Binkley et al.,
1979). Gen pro Aanat patii mezi hodinami kontrolované geny a ma tedy ve svém promotoru E-
box. V pfipad¢ dlouhodobé zmény exprese hodinovych genii by dopady mohly vést az ke
zmén€ syntézy melatoninu na sitnici. U kontrolni skupiny jsme nasli rytmus v expresi tohoto
genu pouze u samic a u skupiny kombinované z obou pohlavi.

V nasi praci jsme ukdzali, ze expozice stdlému svétlu nema na expresi rytmu Perl
v sitnici zddny vyznamny vliv. Exprese Perl u samci 1 samici skupiny odchované na stalém
laboratote, kterd prokazala rytmickou expresi genu Per/ i u skupiny chované na stdlém svétle
(Kubistova et al., 2020). U genu Per2 nase prace také neprokazala rytmickou expresi u skupin
chovanych pod stalym svétlem, je vSak nutné podotknout, ze u této skupiny se nachazi velké
odchylky mezi naméfenymi hodnotami a tak mohou byt vysledky zkresleny nepfesnym
méfenim. Také u genu Nrldl u skupin odchovanych pod stalym svétlem nebyla stejné jako u
kontrolnich skupin nalezena rytmicka exprese tohoto genu. V praci z roku 2008 bylo dokézano,
ze potkani vystaveni stalému svétlu béhem prvnich tii tydnd zivota méli zvySenou hladinu
BDNF v gangliovych a amakrinnich buiikéach sitnice (Fujieda and Sasaki, 2008). To, Ze se
obsah Bdnf'v sitnici zvySuje po expozici stalému svétlu, bylo ukazano i ve studii (Pollock et al.,
2001). V nasi praci bylo ukézano, ze u samcti doSlo po expozici stalému svétlu ke ztraté
rytmické exprese genu Bdnf, u samic byla tato exprese také arytmicka, stejné jako u kontrolni
skupiny. Ani u jedné skupiny vSak nebyly rozdily mezi skupinami signifikantni. Exprese genu
Stat3 po expozici stdlému svétlu zistala také arytmicka. V nasi préci dale vyslo, ze u samct
dochazi ke zméné v rytmické expresi genu Aanat, coz je zodpovédny za produkci melatoninu.
Vyslo nam, Ze u kontrolni skupiny samci rytmus v expresi tohoto genu neni, zatimco u samct,
chovanych pod stalym svétlem rytmus je. Coz by znamenalo, ze stalé svétlo indukuje
cirkadianni rytmus genu Aanat u samcu. Tento vysledny ale spiSe vyplyva z velkych odchylek
mezi hodnotami u kontrolni skupiny a mtize byt dan metodickou chybou. U samic a i u skupiny
kombinované z obou pohlavi vysla cirkadianni exprese genu Aanat rytmicka jak u kontrolni

skupiny, tak u LL skupiny.
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V nasi praci jsme dale zkoumali cirkadidnni expresi tkanové specifickych genti pro
sitnici — opsind Opnlsw, Opn4, Opn5 a Rho. Rytmickou expresi u kontrolnich skupin jsme
prokazali u genu Opnlsw u samcl a u genu Opn4 u samic. Diivéjsi prace nasi laboratote
prokézala navic rytmickou expresi genu Rho v sitnici 90-dennichamcii, tento rytmus jsme vSak
u 30-dennich zvitat nepotvrdili (Kubistova et al., 2020).

V expresi genu Opnlsw, coz je kratkovinny opsin, ktery se nachdzi v ¢ipcich sitnice,
jsme v nasi studii prokazali ztratu rytmicity u samct chovanych na stalém svétle. U samic
chovanych na stalém svétle zlistala exprese arytmicka, stejné jako u kontrol.
skupiny chované na stalém svétle. Exprese toho genu byla sice snizend, ale i tak byla rytmicka
(Kubistova et al., 2020). V nasi praci se vSak nepodafilo prokéazat rytmicitu ani u samct ani u
samic vystavenych stalému svétlu. Trvalé snizeni exprese melanopsinu by mohlo vést ke
snizené citlivosti drahy pro neobrazové vidéni pro svétlo. To by vedlo ke zmenseni fazového
posunu cirkadiannich rytmt po vystaveni svételnému pulzu.

Opn5 je UVA-fotosenzitivni pigment gangliovych buné€k sitnice savct (Kojima et al.,
2011). Jeho exprese u skupin potkanti chovanych pod stalym svétlem je stejné jako u kontrol
arytmickd. U skupin samci je vSak vysledek dvoucestné ANOVA relativné blizko
signifikantnimu rozdilu. U samcl chovanych pod stalym svétlem tedy dochéazi ke sniZeni
exprese tohoto genu. OpnS muze selektivné aktivovat Gi-signalizaci v zavislosti na svétle, ¢imz
snizuje hladinu cAMP, pravdépodobné prostifednictvim inhibice aktivity adenylatcyklazy
(Kojima et al., 2011). Snizenim exprese Opn5 po expozici stalému svétlu muzu dojit ke ztraté
této funkce.

Jelikoz diivéjsi studie zaznamenaly u zvitat, ktera méla potlacenou expresi rodopsinu
v ty€inkach, zvySeny préh citlivosti na svétlo a také sniZzenou celkovou odpovéd’ na ptitomnost
svétla na trovni jednotlivych bunék, rozhodli jsme se detekovat také expresni hladinu Rho. Je
mozné, ze také u nasich zvirat doslo k podobné snizeni citlivosti na svétlo, vyznamnéjsi pokles

exprese Rho jsme vsak u zvifat odchovanych na LL nezaznamenali.

Rizné vysledky mohou souviset stim, Ze sitnice je komplexni sit® riznych
cirkadiannich hodin v riiznych vrstvach sitnice. My jsme brali sitnici jako jednu tkan, coz mtize
vézt k zavadéjicim vysledkim, jak bylo naznaceno vyse. Vyzkum v této oblasti by se dle mého
mél dale soustfedit predevSim na jednotlivé casti sitnice, aby doslo k plnému pochopeni funkce

cirkadiannich hodin v sitnici.
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Trojcestnd ANOVA popisuje, zda na hodnotu veli¢iny pro urcitého jedince ma statisticky
vyznamny vliv hodnota nékterého znaku. V nasem piipad¢ se porovnava vliv pohlavi, vliv
skupiny a vliv €asu. Tedy jestli se hodnoty pro jednotlivé skupiny (LD samci, LD samice, LL
samci a LL samice) signifikantné 1isi. Bohuzel ndm trojcestna ANOVA nevyhodnotila zadny
vysledek jako signifikantni. V jednotlivych rytmech vSak pohlavni rozdily pozorovat Ize. Toto
1ze vysvétlit velkymi rozptyly mezi naméfenymi hodnotami. V nasi studii jsme na kazdy casovy
bod pouzili pouze ¢tyii samce a Ctyii samice. V dalSich studiich by mozna bylo vhodné pouzit
vic zastupct jednotlivych kategorii, aby nevznikaly tak velké odchylky naméfenych hodnot.

Co se tyce exprese gend, tak v SCN reagoval na zménu svételnych podminek nejméné gen
Grinl (P=0,8648) a to u samcii. Naopak nejvice reagoval gen Per2 (P=0,0017) a to u smisené
skupiny. V hipokampu reagoval nejméné gen Nridl (P=0,7845) u samic a nejvice gen Perl
(P=0,0001) u smisené skupiny. Ve frontdlnim kortexu reagoval nejmén¢ gen Stat3 (P=0,8793)
u samct a nejvice gen Nridl (P=0,0996) opét u samct. V retiné reagoval nejméné gen Nrldl
(P=0,9765) u samct a nejvice naopak gen Opn5 (P=0,0539) u smisSené skupiny.

Nase prace odhalila dlouhodobé zmény rytmil v expresi gentl, které byly zpiisobeny stalym
svétlem aplikovaném v ¢asném postnatdlnim vyvoji. Arytmicita vznikajici vyvojem na stalém
svétle miize byt zplisobena desynchronizaci bunéénych oscilatori v SCN, coz vede k selhani
SCN v generovani jednotné stabilni periody (Ohta et al., 2005). Prave ttrita mezibunécné
synchronizace v SCN je diivod snizené amplitudy cirkadiannich oscilaci v periferiich. Periferni
oscilatory pak postradaji vazebné mechanizmy, které¢ udrzuji ¢asovou organizaci na urovni
tkdni (Ohta et al., 2005). Frontdlni kortex reaguje ze vSech studovanych struktur mozku
nejméné na zménéné svételné podminky v raném postnatdlnim vyvoji. Naopak hipokampus
reaguje ze vSech zkoumanych struktur nejvic na svételné podminky v ¢asném postnatalnim
vyvoji. To znamena, Ze naruSeni SCN stalym svétlem narusi nejvice synchronizaci hipokampu.
Naruseni funkce hipokampu mtze mit dalekosahlé diisledky. Hipokampus totiz hraje kritickou
roli ve zpracovani paméti a to konkrétné v kratkodobém uchovavani informaci, dale také hraje
roli v prostorové orientaci. Déle bylo dokazano, ze hipokampus je zapojen i do patofyziologie
poruch nalady (Drevets et al., 2008). Ukéazalo se, Ze kognitivni vykon a pamét podléhaji
cirkadianni modulaci (Chaudhury and Colwell, 2002). To dokazala i studie z roku 2008, které
tvrdi, ze chronické naruseni cirkadiannich rytmi zhorSuje hipokampalni pamét u potkanti

(Craig and McDonald, 2008).
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6.2.Vliv stalého svétla na lokomoc¢ni aktivitu dospélych potkanii

V tomto experimentu jsme testovali vliv odchovu na stalém svétle na vyvoj cirkadidnniho
systému pomoci behaviordlniho markeru, rytmu v lokomoc¢ni aktivité. Potkani byli od P20
chovani v klasickych LD podminkach pod dobu deseti dni a nasledn¢ byli umistény do
podminek stalé tmy. V podminkéch stalé tmy byli chovani po dobu 14 dni, béhem kterych byla
méiena jejich lokomocni aktivita. Vysledky ukézaly, ze LL skupina vykazovala del$i endogenni
za podminek stalého svétla a nésledné v téchto podminkach zlstavaji, tak u nich dochézi ke
sniZzeni amplitudy rytmu pohybové aktivity. Tyto vysledky naznacuji, Ze stalé svétlo inhibuje
proces synchronizace mezi oscilatory, které fidi rytmus lokomoc¢ni aktivity (Cambras and Diez-
Noguera, 1990).

Ve studii (Cambras et al., 1998) bylo ukazano, Ze existuji pohlavni rozdily v rytmu
lokomoc¢ni aktivity u potkant, kteti byli chovadni na stalém svétle béhem laktace. V naSem
experimentu jsme vSak méfili pohybovou aktivitu pouze u samci, nebot’ pohybovy zdznam
samic miize byt zkreslen zvySenou aktivitou béhem estru. Tuto zvySenou aktivitu nedokaze
analyticky program odfiltrovat.

Ackoliv hodnoty relativni amplitudy a parametru vyjadiujiciho stabilitu rytmu mezi
jednotlivymi cykly nejsou mezi skupinami statisticky odlisné, vyznamné odlisny je statisticky
faktor F, coz je faktor vyjadiujici variabilitu hodnot v rdmci jedné skupiny. Tento faktor
ukazuje, ze hodnoty u LL skupiny se li§i vyraznéji jedna od druhé nez v kontrolni skupiné, coz

muze indikovat slabsi synchronizacni aktivitu cirkadiannich hodin u zvitat odchovanychna LL.

Z nasich pozorovani mizeme vyvodit zaver, ze pokud jsou potkani vystaveni stalému
svétlu, tak to vyvold trvalé zmény v synchronizaci cirkadiannich hodin. Pozorovali jsme totiz,
ze cirkadianni rytmus potkanii zlistdva naruSen i po nékolika tydnech v LD prostiedi. Trvalé

zmény podporuji 1 vysledky zjisténé v méfenim cirkadianni exprese hodinovych genti v SCN.
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7. Z.avér

Pted zavedenim umélého osvétleni pied vice nez 100 lety byli lidé vystavovani minimu
svétla v priib&hu noci. Uplngk osvécuje za jasné noci prostiedi svétlem 0,1 — 1 lux. Svitka
vyzatuje svétlo o 1 luxu. Elektrické osvétleni vedlo k umélému prodlouzeni dne, umozZnilo préci
na smeény a postupem ¢asu i1 dalsi vynalezy ptisp€ly k naruseni tmy v noci, jako jsou napiiklad
televize ¢i obrazovky pocitacti a mobilnich telefontii. Dnes se intenzita svétla na béZzné méstské
ulici odhaduje na 5-15 luxti a typicky obyvaci pokoj byva osvétlen 100-300 luxy (Gaston ef al.,
2013).

Vliv stalého svétla na organizmus dospélého ¢loveéka i laboratornich zvifat je dnes uz
intenzivné studovan. Méné je vSak studovan vliv stalého svétla na vyvoj organizmu, coz je
spoleCensky neméné dulezité téma. Ma prace poskytuje srovndni expresnich profila
hodinovych genti Perl, Perl, Nridl, dile Bdnf, Stat3, Aanat, Grinl, Grin2a, Grin2b a dalSich
tkanovée specifickych gent Rho, Opnlisw, Opn4, Opn5 mezi skupinami potkanti odchovanych
na stalém svétle a kontrolnich zvifat, ktera vyrostla v prostiedi absolutni tmy v noci. Provedli
jsme celkem 21 parovych srovnani v SCN a v hipokampu mezi kontrolni a pokusnou skupinou.
Dvoucestna ANOVA potvrdila jedenact signifikantné rozdilnych expresnich profild v SCN a
¢trnact v hipokampu. Z 24 srovnani ve frontalni ke a ze 30 srovnani v sitnici oka nebyl testem
dvoucestna ANOVA prokazan zadny rozdil mezi skupinami. Ze srovnani s ptedchozimi
vysledky a studiemi i z grafického vyjadfeni naSich vysledkl vyplyva, Ze frontdlni kortex
opravu nejméné reaguje na zmeénu svételnych podminek v ¢asném vyvoji. Vysledky srovnani
expresnich profili v sitnici oka vSak naznacuji rozdily mezi skupinami, které vSak nejsou
statisticky potvrzeny, nejspiSe diky velkym odchylkdm mezi jednotlivymi hodnotami.
Domnivame se, Zze pro analyzu rytml v genové expresi oka je nezbytné rozliSovat mezi
jednotlivymi vrstvami sitnice, které mohou rytmovat s jinou fazi. Tento poznatek zohlednime
v nekteré z dalSich praci.

V préci jsme také zjistovali, zda ma vyvoj na stalém svétle rozdilné G¢inky na expresi
hodinovych a dalSich gent u obou pohlavi. Analyza rytmu kosinorovou analyzou naznacila
pohlavni rozdily zejména v hipokampu v expresi gent Perl, Nridl, Bdnf a Stat3 a ve
frontdlnim kortexu v expresi gent Perl, Bdnf, Stat, Grinl, Grin2a a Grin2b. Rozdily
v expresnich profilech v hipokampu mezi skupinami hodnocené dvoucestnou ANOVA
poukazaly na vétsi citlivost samcii — vSechny expresni profily byly signifikantné odlisné u
samcil, zatimco pouze jeden u samic. Trojcestnd ANOVA vsak pohlani rozdily v reaktivité

zadného z gent a zadné ze struktur mozku nepotvrdila.
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Prace také pojednava o vlivu vyvoje na stadlém svétle na rytmus v lokomocni aktivité
v pozdé&jsi fazi zivota potkana. V pokusu, ktery monitoroval lokomo¢ni aktivitu potkanti, bylo
ukéazano, ze LL skupina potkanti méla del§i endogenni periodu oproti kontrolni skupin¢.

Nase vysledky naznacuji, ze Casny postnatalni vyvoj na stalém svétle mize indukovat
pfetrvavajici zmény v genové expresi zejména v SCN a v hipokampu a miize tak zplsobit
dlouhotrvajici reorganizaci cirkadidnnich hodin. NaSe vysledky potvrzuji, ze je nezbytné
vénovat pozornost neptiznivym disledkim, jaké mohou nastat napf. pifi vystavovani
narozenych déti intenzivnimu svétlu v porodnicich, ¢i usinani malych déti se zapnutym

svétlem.
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