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Abstrakt

Rytmické nesvetelné materské signaly, ako napr. rézne behavioralne, neurohumoralne a metabolické
faktory, mézu mat’ kI'iCové postavenie v synchronizacii fetalnych cirkadiannych hodin. Diplomova
praca sa bliz§ie zameriava na moznu tlohu leptinu a dopaminu v hormonélnej synchronizacii fetalnych
centralnych hodin ulozenych v suprachiasmatickych jadrach hypotalamu. Ako experimentalny model
bol vyuzity transgénny mysi fétus, ktory ma luciferazu fizovant s hodinovym génom Period 2. To nam
umoznilo sledovat’ chod fetalnych centralnych hodin v redlnom case snimanim bioluminiscencie
tkanivovych explantatov. Exogénne podanie dopaminu poc¢as normalizovaného cirkadianneho ¢asu 15
indukuje vicsie fazové oneskorenia v porovnani s vehikulom. Leptin sa naopak méze podielat’ na
vyvine spontannych rytmov prostrednictvom stabilizacie integrity cirkadianneho rytmu, prejavujicej sa
spomalenim poklesu jeho amplitidy (z angl. dampening). Na tUrovni jednotlivych bunkovych
oscilatorov neboli pomocou bioluminiscnecnej mikroskopie pozorované vyrazné regionalne rozdiely
v amplitade a peridde. Po podani dopaminu na poklese bioluminiscencie bola avSak pozorovana mierna
disperzia faz buniek. V pripade leptinu doslo k prediZeniu periédy rytmov stiboru buniek. Vysledky
mozu byt avSak ovplyvnené mensim poétom osetrenych explantatov a radou d’alSich faktorov. Ziskané
data vyznamne prispievaju k lepSiemu pochopeniu ontogenézy biologickych rytmov a mézu byt vyuzité

pre d’al§i vyskum zamerany na starostlivost’ o pred¢asné narodené deti a gravidne matky.

KrPucové slova: suprachiasmatické jadra, cirkadianne rytmy, hormonalna synchronizacia, ontogenéza,

leptin, dopamin



Abstrakt

Rytmické nesvételné matefské signaly, jako napt. rizné behavioralni, neurohumoralni a metabolické
faktory, mohou mit klicové postaveni v synchronizaci fetalnich cirkadiannich hodin. Diplomova prace
se bliZze zaméfuje na moznou roli leptinu a dopaminu v hormonalni synchronizaci fetalnich centralnich
hodin ulozenych v suprachiasmatickych jadrech hypothalamu. Jako experimentalni model byl vyuzit
transgenni mysi fétus, ktery ma fuzovanou luciferazu s hodinovym genem Period 2. To ndm umoznilo
sledovat chod fetalnich centralnich hodin v realném case snimanim bioluminiscence tkanovych
explantatti. Exogenni podani dopaminu béhem poklesu bioluminiscence

v normalizovaném cirkadiannim ¢ase 15 indukuje vétsi fazova zpozdéni ve srovnani s vehikulem.
Leptin se naopak mlize podilet na vyvoji spontannich rytma prostfednictvim stabilizace integrity
cirkadianniho rytmu, projevujici se zpomalenim poklesu jeho amplitudy (z angl. dampening). Na
urovni jednotlivych bunéénych oscilatorti nebyly pomoci bioluminiscne¢ni mikroskopie pozorovany
vyrazné regionalni rozdily v amplitudé a period€. Po podani dopaminu na poklesu bioluminiscence
byla vSak pozorovana mirna disperze fazi bun¢k. V ptipadé leptinu doslo k prodlouzeni periody rytmu
souboru bun¢k. Vysledky mohou byt ov§em ovlivnény mensim poétem oSetfenych explantati a fadou
dalSich faktort. Ziskana data vyznamné pfispivaji k lepSimu pochopeni ontogeneze biologickych
rytmt a mohou byt vyuzita pro dal$i vyzkum zaméfeny na péc¢i o pfed¢asné narozené déti a gravidni

zeny.

Kli¢ova slova: suprachiasmaticka jadra, cirkadianni rytmy, hormonalni synchronizace, ontogeneze,

leptin, dopamin



Abstract

Rhythmic non-light maternal signals, such as various behavioral, neurohumoral or metabolic factors,
may play a key role in synchronization of the fetal circadian clock. This diploma thesis focuses more
closely on the possible role of leptin and dopamine in the hormonal synchronization of the fetal central
clock resides in the suprachiasmatic nuclei of the hypothalamus. A transgenic mouse fetus, which has
luciferase fused to the clock gene Period 2, was used as an experimental model. This allowed us to
monitor the operation of the fetal central clock in real time by recording the bioluminescence of tissue
explants. Exogenous administration of dopamine during the decline in bioluminescence at normalized
circadian time 15 induces larger phase delays compared to vehicle. Leptin, on the other hand, can
participate in the development of spontaneous rhythms by stabilizing the integrity of the circadian
rhythm, manifested by slowing down the rhythm dampening. At the level of individual cellular
oscillators, significant regional differences in amplitude and period were not observed using
bioluminescence microscopy. However, a slight dispersion of cell phases was observed after
administration of dopamine during decreasing bioluminescence. In the case of leptin, there was a
prolongation of period of the cell population rhythm. On the other hand, the results may be influenced
by the smaller number of treated explants and many other factors. Hence, the obtained data significantly
contribute to a better understanding of the ontogenesis of biological rhythms and can be used for further

research focused on the care of premature babies and pregnant mothers.

Key words: suprachiasmatic nuclei, circadian rhythms, hormonal synchronization, ontogenesis, leptin,

dopamine
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Zoznam pouZzitych skratiek

ANOVA (Analysis of variance)

Avp (Arginin-vazopresin)

BF (Bright-field)

BMALI1 (Brain and muscle ARNT-like protein 1)
cAMP (cyklicky adenozinmonofosfat)

CK1¢/6 (Kazein kinazy 1 €/0)

CK2 (Kazein kinaza 2)

CLOCK (Circadian locomotor output cycles kaput)
CRE (cAMP-response element)

CREB (cAMP response element-binding protein)
CRY1,2 (Cryptochrome 1,2)

CT0-24 (Circadian time 0-24)

DA (Dopamin)

ddH20 (Destilovana deionizovana voda)
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium)
dmSCN (Dorzomedialne SCN)

DPB (D site of albumin promoter (albumin D-box) binding protein)
DPBS (Dulbecco's phosphate buffered saline)
Drd1,2,5 (D25 — dopaminovy receptor)

E0-21 (Stadium prenatalneho vyvinu 0-21)

E17 SCN (Suprachiasmatické jadra pocas 17. diia prenatalneho vyvinu)



FBXIL3/21 (F-box and leucine-rich repeat protein 3/21)

HBSS (Hank's Balanced Salt Solution)

HEPES (N-(2-Hydroxyethyl)piperazine-N'-(2- ethanesulfonic acid))

LD 12:12 (Svetelny rezim v chove zvierat pri 12 hodinach svetla (L) a 12 hodinach tmy (D))
LL (Svetelny rezim v chove pokusnych zvierat pri konstantnom svetle)

LEP (Leptin)

LEPR (Leptinovy receptor)

NFIL3 (Nuclear factor, interleukin-3-regulated protein)

mPer2" my§ (Knock-in my$ s vnesenym génom pre luciferdzu fuzovani s 3" koncom génu Per2)
Mitnrla (gén pre pre melatoninovy receptor 1 (MT1))

Minrlb (gén pre melatoninovy receptor 2 (MT2))

P0-P10 (Postnatalny den 0-10)

PRC (Fazovo responzna krivka)

REV-ERBo/p (Zname aj ako NR1D1 a NR1D2; Nuclear receptor subfamily 1 group D member 1/2)
RORW/B (Retinoic acid receptor-related orphan receptor o/f)

RORE (ROR reponse element)

PAS doména (Per-Arnt-Sim doména)

Perl,2,3/PER 1,2,3 (Period 1,2,3)

SCF (Skp, Cullin, F-box containing complex)

SCN (Suprachiasmatické jadra)

VEH (Vehikulum — negativna referencia)

VvISCN (Ventrolateralne SCN)



1. Uvod

Vyznamny dopad na nas kazdodenny Zivot maju cirkadianne rytmy s periddou priblizne 24 hodin.
Podielaji sa na regulacii rady molekulovych, fyziologickych, ¢i behavioralnych rytmov ako
napr. rytmus v telesnej teplote, sekrécia niektorych hormoénov, ¢i rytmus v krvnom tlaku. Chod
cirkadiannych hodin je v nasom tele zabezpeCeny hierarchickym usporiadanim oscilatorov, pricom
funkciu centralnych hodin zastavaji suprachiasmatické jadra (SCN) v hypotalame. Na molekulovej
urovni sa jedna o prepojenie negativnych a pozitivnych transkripéno-translaénych spatnoviazbovych
sluciek. Otvorenou otazkou avsak ostava, kedy a prostrednictvom akych mechanizmov sa pocas
prenatalneho obdobia vyvini SCN v plne funk¢ny oscilator? Posledné dekady vyskumu nam odhalili,
ze ontogenéza cicavc€ich cirkadiannych rytmov je pravdepodobne postupny proces (Carmona-Alcocer
et al., 2018; Davis et Gorski, 1988; Jud et Albrecht, 2006). V synchronizacii fetalnych cirkadiannych
hodin mézu zohravat’ vyznamnu Glohu rytmické materské nesvetelné podnety ako napr. Casovanie
prijmu potravy alebo lokomocna aktivita gravidnej matky (Reppert et Schwartz, 1986; Weaver et
Reppert, 1989), popripade rézne neurohumorilne a metabolické signaly (Ceémanova et al., 2019;
Varcoe et al., 2011; Viswanathan et al., 1994). Presné mechanizmy su av$ak stale nezname. Diplomova
praca si v kontexte tejto témy kladie za ciel’ overit’ nasledujicu hypotézu: ,,Exogénne podanie leptinu

(LEP) alebo dopaminu (DA) moduluje chod fetalnych cirkadiannych hodin v SCN*,



2. Biologické rytmy

Vysledkom pravidelnej expozicie organizmov dvom bilibnom cyklov striedania dna a noci
v priebehu evolucie s komplexné molekulové siete v bunke vedice k 24-hodinovym oscilaciam.
Takéto biologické rytmy s periodou priblizne 24 hodin nazyvame cirkadianne (z lat. circa — priblizne;
dies — den). Samotné cirkadianne rytmy nam na behavioralnej Girovni zabezpecuju vykonavanie akejsi
rutiny optimalizovanej vo¢i dynamicky meniacim sa podmienkam prostredia. Na druht stranu, samotna
rutina moze byt elasticka, a preto je pri cirkadiannych rytmoch potrebné poukazat’ aj na ich flexibilitu,
ktora nam umoziuje prispdsobit’ sa napriklad obasnému skorému prijmu potravy alebo neskorému
spanku bez vaznejsich nasledkov (Patel et al., 2015). Zo vSeobecného hladiska mézeme biologické
rytmy charakterizovat ako javy, ktorych sledovana biologickda premennad sa pravidelne navracia
do svojej pdvodnej fazy. Vyplyvajic z tychto poznatkov maji na nas kazdodenny Zivot vyznamny
dopad prave cirkadianne rytmy. Reguluji molekulové, fyziologické, ¢i behavioralne rytmy,
ako napr. rytmus v telesnej teplote, krvnom tlaku, spanku a bdeni, sekrécii niektorych hormoénov
a mnoho d’al§ich. Mimo cirkadidnnych rytmov pozndme aj ultradianne rytmy s periodou kratSou nez
24 hodin (rytmus v dychani, srdecnej aktivite, striedani REM a non-REM spankovych faz a iné).
V neposlednom rade popisujeme infradianne rytmy s periddou dlhSou nez 24 hodin (menstruaény
cyklus, sezoénne rytmy v reprodukcii, migracii alebo hibernacii). Mozna vzajomna interakcia medzi
jednotlivymi periodickymi Skalami biologickych rytmov predstavuje adaptivnu vyhodu v jemnej

Casovej regulacii rady behavioralnych a fyziologickych funkcii (Laje et al., 2018).

Dnes mame dostatok dokazov, Ze pravidelné narGSanie chodu cirkadiannych hodin moze
pravdepodobne zvysit' riziko vyskytu urcitych ochoreni. Na podrobnejsi popis interakcii medzi
»cirkadidnnym zdravim® a radou patologii tykajacich sa plodnosti, imunitného systému, metabolizmu,
obehového systému, rakoviny, ¢i samotného dusevného zdravia sa zameriava prehladovy clanok
od Roenneberg et al. (2022). Prave stiasna doba je charakteristickd nezachovanim potrebnej rutiny
pre spravne nastavenie naSich hodin, a to z mnohych dévodov — praca na zmeny, nezdravé spankové
navyky, €i cestovanie cez viacero Casovych pasiem (pasmova choroba, tzv. jet lag). BlizSie stidium a

lepsie pochopenie chodu cirkadidnnych hodin je preto atraktivne pre zlepSenie nasho samotného zdravia.

2.1. Organizacia cirkadianneho systému u cicavcov

Cirkadianna rytmicita je zaistend hierarchicky usporiadanymi oscilatormi. Funkciu centralnych
hodin (pacemaker; ,master oscillator) zastavaji SCN v hypotalame. Charakteristikou SCN
je schopnost’ udrziavat' sebaudrzujuce oscilacie a synchronne vystupne signaly, ato aj v pripade,
ak je tato Struktura izolovana (Abe et al., 2001). Centralnym hodinam st nésledne podriadené periférne
hodiny lokalizované v roznych orgdnoch, ¢i tkanivach. Hoci je chod tychto periférnych hodin

autonoémny, ich vzajomna synchronizacia je zavisla od centralnych hodin (Yoo et al., 2004).



Najvyznamnej$im synchronizatorom centralnych hodin je prave svetlo. Pre prijem svetelnej
informacie st potrebné vnutorné fotosenzitivne gangliové bunky sietnice. V porovnani s inymi
gangliovymi bunkami sa depolarizuju v reakcii na svetlo aj v pripade, pokial je zablokovany synapticky
vstup z tyCiniek a ¢apikov (Berson et al., 2002). Vizualnym fotopigmentom tychto fototransdukujtcich
bunick je melanopsin (Hattar et al., 2002). Prenos informacie je néasledne zabezpeceny
monosynaptickym  retinohypotalamickym traktom vediicim priamo k ventrolaterdlnej Casti
SCN (VISCN), kde po osvetleni dochadza k uvoliovaniu glutamatu a hypofyzarneho adenylatcyklazu
aktivujuceho peptidu. Niektoré zaxdénov avSak podlichaji bifurkacii a informaciu prenasaji
k intergenikulatnemu listku lateralneho genikulatneho komplexu, ktory je taktiez sucastou
cirkadianneho systému (zhrnuté v Hannibal, 2021). Dalsia nepriama serotonergna projekcia do SCN
vedie z nucleus raphe dorsalis (Kawano et al., 1996) a prinasa informaciu o nesvetelnych stimuloch.
Centralne hodiny v SCN nasledne synchronizuju radu d’al$ich hodin v centralnom nervovom systéme
a taktiez hodiny na periférii (zhrnuté v Begemann et al., 2020). Tato komplexna hodinova siet’ je blizSie

popisana na Obr. 1.

Neurondlne funkcie
(kognicia, nalada...)

Hodiny v mozgu
Hodiny CNS

Neurohumoralne rytmy y ’; Behavioralne rytmy
(telesna teplota, melatonin...} A (spanok, prijem potravy...)
P~ 5 W &
v

Tkanivové oscilatory na periférii

Fyziologické funkcie a rytmy
(hormény, energeticky metabolizmus, imunita...)

Obr. 1: Komplexnd komunikacénad siet’ oscilatorov. Centrdlne hodiny v SCN synchronizuju nielen dalsie hodiny
v centrdlnom nervovom systéme, ale aj oscilatory na periférii. Hodiny v centralnom nervovom systéme
su zodpovedné za modulaciu rady neurondalnych funkcii. Mimo toho taktiez prostrednictvom neurohumoralnych
a behaviordlnych rytmov komunikuju so samotnymi hodinami na periférii, ktoré su zodpovedné za jemnu reguldciu

lokalnych fyziologickych funkcii a rytmov. Prevzaté a upravené podla Begemann et al. (2020).

2.1.1 Centralne hodiny

K potvrdeniu ulohy SCN v hypotalame ako centralnych hodin cirkadianné¢ho systému cicavcov
vyznamné prispel Ralph et al. (1990), a to na zaklade vykonanych transplantacnych experimentov
s pouzitim mutantného SkreCka vykazujliceho skratenu cirkadiannu periédu. U arytmickych jedincov,
ktorym boli odstranené SCN, doslo po transplantacii oblasti SCN od darcu k obnove rytmicity. Tieto
rytmy navyse vykazovali periodu darcu, bez ohl'adu na genotyp hostitel'a. Vysledky teda poukazuju aj
na vrodent1 povahu cirkadiannych rytmov (Ralph et al., 1990).
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Centralne hodiny v SCN su parova Struktira lokalizovana v hypotalame medzimozgu, tesne
nad krizenim optickych nervov a po stranach III. mozgovej komory. Morfologicky a funkéne sa delia
na ,,obal, resp. dorzomedialnu ¢ast SCN (dmSCN; z angl. skell), a ,jadro®, resp. ventrolateralnu ¢ast’
SCN (VISCN; z angl. core). Na detailnejsie Studium organizacie mySich SCN pomocou
imunohistochemickych metdd a okularnej injekcie choleratoxinu sa zameriava publikacia
od Abrahamson et Moore (2001). Jednym =z vyznamnych neurotransmiterov je Kkyselina
gama-aminomaslova nachadzajica sa vdmSCN aj vISCN. Pre dmSCN je typicky vazopresin
apre vISCN vazoaktivny intestinalny polypeptid (Abrahamson et Moore, 2001). Reprezentativne

koronalne rezy mozgu obsahujice SCN u mysi a potkana st zobrazené na Obr. 2.

Cirkadianne rytmy v SCN popisujeme nielen na tkanivovej Grovni, ale aj na Grovni jednotlivych
bunkovych oscilatorov — neurénov (Welsh et Reppert, 1996) a astrocytov (Brancaccio et al., 2017).
Pre plnenie svojej funkcie musia SCN generovat’ rytmicky vystupny signal ako jednotny robustny
oscilator. Vzajomne spriahnuta svetlocitliva vVISCN s dmSCN necitlivou na svetlo spolo¢ne uréuji
vyslednt periodu SCN ako jedného celku a ich odozvu na synchronizaciu svetlom (Schwartz et al.,
2022). Vyznamna ulohu ma aj samotna komunikacia medzi jednotlivymi bunkovymi populaciami
neurénov a astrocytov (Brancaccio et al., 2019), intracelularna signalizacia (O’Neill et al., 2008), ¢i

Sirenie Na'-dependentného akéného potencidlu (Yamaguchi et al., 2003).
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Obr. 2: Korondlne rezy mozgu zobrazujiice SCN u A) mysi a B) potkana. Cervené sipky smerujii na SCN
nachadzajicimi sa nad optickym chiasma (OC) po strandch III. mozgovej komory (3v). Farbenie Nisslovou

metodou. Mierka = 150 um. Prevzaté a upravené podla Pontes et al. (2010).

2.1.2. Periférne hodiny

Ako uZz bolo zmienené, chod periférnych hodin je autonomny. Ich synchronizécia je avSak zavisla
od centralnych hodin v SCN. Periférne hodiny sa navyse fdzovo oneskoruju voci centralnym hodinam.
Mimo toho boli taktiez pozorované rozdiely v dizke periody medzi periférnymi hodinami v pedeni,
plucach, rohovke, retrochiasmatickej oblasti ahypofyze acentrdlnymi hodinami v SCN,

a to u transgénnych mPer2"“ mysi. Centralne aj periférne hodiny tejto knock-in mysi s navyse schopné



dlhodobych perzistentnych bioluminiscencnych oscilacii cirkadiannych rytmov v in vitro podmienkach

(Yoo et al., 2004).

Cirkadianne rytmy na periférii st riadené lokalnou interakciou medzi hodinami daného tkaniva
a rytmami generovanymi SCN. Mechanizmus synchronizacie periférnych hodin je avSak komplexny
alisi sa medzi réznymi typmi tkaniva. Mdze byt sprostredkovany nacasovanim prijmu potravy,
metabolitmi ¢revnej mikroflory, cviCenim, teplotou, neurohumoralnymi signalmi a radou d’alSich
podnetov. Narasta taktiez pocet Stadii sledujucich interakciu medzi samotnymi tkanivami a organmi.
Narusenie chodu hodin v jednom periférnom tkanive méze ovplyvnit' chod hodin v inom type tkaniva
(Zhrmuté v Zhang et al., 2020). Vd’aka vysledkom tychto $tadii m6ézeme vnimat’ zlozitost’ komunikacne;j

siete medzi jednotlivymi cirkadidnnymi oscilatormi.

2.2 Molekulova podstata chodu cicavc¢ich cirkadiannych hodin
Chod cirkadidannych hodin je na molekulovej urovni zabezpeceny negativnymi a pozitivnymi

transkripéno-translaénymi spitnoviazbovymi sluckami (Obr. 3).

Stcastou zakladnej slucky (z angl. core loop) s pozitivne a negativne elementy. Proteinové
produkty hodinovych génov CLOCK (z angl. circadian locomotor output cycles kaput) a BMALI1
(z angl. brain and muscle ARNT-like protein 1) patria medzi pozitivne elementy. Prostrednictvom PAS
domény (Per-Arnt-Sim domény) tvoria heterodimér CLOCK/BMALL. V priebehu subjektivneho dia
sa tento aktivaény komplex viaze na enhancerovy box (E-box) lokalizovany v promotori hodinovych
génov Period (Perl,2,3) a Cryptochrome (Cryl,2), ¢im aktivuje ich transkripciu (Gekakis et al., 1998).
Proteiny PER a CRY su negativne elementy zékladnej slucky. Postupne dochadza k ich akumulécii
v cytoplazme a tvorbe komplexu spolu s kazein kinazami 1 €/3 (z angl. casein kinase € and 6; CK1¢/5)
s fosforylacnou aktivitou. Komplex PER/CRY/CK1¢/3 je na konci subjektivneho dna translokovany
do jadra, kde interaguje s aktivacnym heterodimérom CLOCK/BMALI, v désledku ¢oho dochadza
k inhibicii transkripcnej aktivity tohto komplexu. Fosforylacia je taktiez potrebna pre heterodimér
CLOCK/BMALL. Prave fosforylacia proteinu CLOCK je nevyhnutna pre interakciu s PER a CRY
(Lee et al., 2001). Po inhibicii komplexu CLOCK/BMALI1 postupne dochédza k znizeniu hladiny
proteinov PER a CRY, vd’aka ¢omu sa umozni znovuzahajenie transkripcnej aktivity CLOCK/BMAL1
(Kume et al., 1999). Obrat proteinu CRY ovplyviiuje stabilizacny protein FBXL21 a destabilizacny
protein FBXL3 (z angl. F-box and leucine-rich repeat protein 3,21), ktoré sa viazu s proteinmi CRY
a tvoria komplex SCF (z angl. Skp, Cullin, F-box containing complex) veduci k ubikvitinécii proteinov
CRY, ¢im ich predurci k degradacii. Cely proces zakladnej slucky sa tak moze opakovat’ (Hirano et al.,
2013). Proteinovy obrat a subcelularna lokalizacia PER je regulovana CK1e/8 (Akashi et al., 2002).
Degradacia PER2 je regulovana kooperaciou CKle s CK2 (z angl. casein kinase 2) (Tsuchiya et al.,
2009).



Mimo zakladnej slucky popisujeme d’al§ie dve pomocné slucky potrebné pre stabilizaciu a regulaciu
chodu molekulovych hodin. Heterodimér CLOCK/BMAL1 mimo Per a Cry génov aktivuje taktiez
transkripciu jadrovych receptorov viazucich sa na RORE (z angl. ROR reponse element),
ktory sa nachadza v promoétori Bmall. Tato interakcia sprostredkovava negativnu a pozitivnu spatna
regulaciu expresie Bmall, a teda ovplyviiuje samotnu tvorbu heterodiméru CLOCK/BMALI. Jadrové
receptory REV-ERBo/pB (zname aj ako NR1D1,2; z angl. nuclear receptor subfamily 1 group D member
1,2) zastavaju v tomto kontexte Ulohu represorov transkripcie Bmall, analogicky RORo/p (z angl.
retinoic acid receptor-related orphan receptor o/f) ulohu aktivatorov. Diferencidlna expresia
jednotlivych ¢lenov Ror a Rev-Erb v nervovom tkanive a v tkanivach na periférii poukazuje na ich
moznu funkénu rozdielnost’ v ramci organizmu (Guillaumond et al., 2005). V ramci tretej slucky
transkripény aktivator DPB (z angl. D site of albumin promoter (albumin D-box) binding protein)
arepresor NFIL3 (z angl. nuclear factor, interleukin-3-regulated protein) nasadaji na regulacny

D-element (D-box) v promotori Per, Nridl, Nrld2 a Ror génov (Ueda et al., 2005).
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Obr. 3: Reprezentativna schéma molekulového chodu cicavcich cirkadidnnych hodin. V ramci zakladnej slucky
heterodimér CLOCK/BMALI aktivuje transkripciu hodinovych génov, vratane negativnych elementov Per a Cry,
a to prostrednictvom E-boxu lokalizovaného v promotoroch génov. Po dimerizacii proteinov PER a CRY
a ich vizbe s kazein kindazami CK16/e sa komplex PER/CRY/CK16/e translokuje do jadra, kde pésobi inhibicne
na transkripcnu aktivitu CLOCK/BMALI. Postupne dochddza k zniZzeniu hladiny proteinov PER a CRY.
Samotna stabilita a obrat PER a CRY sii ovplyvnené radou proteinov, akymi su CKle/d, stabilizacny protein
FBXL21 a destabilizacny protein FBXL3. Proces zdkladnej slucky sa po uvolneni inhibicie PER/CRY/CKle méze
opakovat. V ramci druhej slucky heterodimér CLOCK/BMALI aktivuje transkripciu jadrovych receptorov (Roro/p
a Rev-Erbo/p) s kompetencnou vizbou na RORE (na schéme RRE) v prométori Bmall. Tato interakcia spdtne
pozitivne (RORo/p) a negativne (REV-ERBo/p) reguluje expresiu Bmall. V tretej slucke je transkripcia Dbp
regulovana CLOCK/BMALI a transkripcia Nfil3 regulovana ROR/REV-ERB. Transkripcny aktivator DPB
a represor NFIL3 dimerizuju a nasadaju na D-box v promdtoroch Per, Ror a Rev-Erb génov. Mimo molekulového
chodu sluciek sa heterodiméry DBP/NFIL3, CLOCK/BMALI, ROR/REV-ERB podielajii aj na reguldcii
transkripcie génov zodpovednych za vystupné procesy hodin (z angl. clock-controlled genes; na schéme Ccg)

riadiacich radu rytmickych biologickych procesov. Zhrnuté, prevzaté a upravené podla Cox et Takahashi (2019).



3. Ontogenéza cirkadiannych rytmov pocas prenatialneho vyvinu

Posledné dekady vyskumu naznacuju, Ze ontogenéza cicavcich cirkadiannych rytmov je postupny
proces (Carmona-Alcocer et al., 2018; Davis et Gorski, 1988; Jud et Albrecht, 2006). Je taktiez zname,
ze po narodeni je chod hodin mlad’at nastaveny v stilade s materskymi hodinami (El-Hennamy et al.,
2008). Mimo toho netreba opomenut” vyznamné postavenie materskej starostlivosti v postnatalnom
obdobi mladat. Pri krizovom odchove (z angl. cross-fostering) potkanich mlad’at medzi matkami kmena
Wistar a spontanne hypertenznymi potkanmi bola rada fyziologickych parametrov potomkov
ovplyvnena pozitivne aj negativne podl'a cirkadianneho fenotypu nahradnej matky, hoci boli u mlad’at
patologické symptomy geneticky determinované vopred (Olejnikova et al., 2018). Kedy sa ale pocas
prenatalneho obdobia vyvinu cirkadianne rytmy v SCN vplne funkény oscilator? Akymi
mechanizmami je sprostredkovany dany proces? Na tieto otazky sa pokusi zodpovedat’ zvySok tejto

kapitoly.

3.1. Rany embryonalny vyvin

Uspesnej fertilizacii a ranému vyvinu embrya predchadza fyziologicky priebeh gametogenézy. Pocas
neskorsich §tadii diferenciacie sam¢ich gamét ma v posttranskripénej a posttranslacnej regulacii RNA
vyznam cytoplazmaticka organela nazyvana chromatoidné teliesko. U Bmall a Clock deficitnych mysi

dochadza k naruSeniu morfologie tejto cytoplazmatickej Struktiry (Peruquetti et al., 2012).

Ulohu Clock v reprodukcii samcov mysi v pripade jeho knock-outu v semennikoch blizsie skamali
Liang et al. (2013). Hoci analyza pohybovej aktivity nepoukazala na narusenie cirkadianneho rytmu,
doslo k zmene rady reprodukénych parametrov. Bola pozorovana mensia vel'kost’ vrhu, znizenie in vitro
fertility, nizSia aktivita akrozinu spermii, ¢i dokonca znizend miera formovania blastal v rdmci raného
embryondlneho vyvinu (Liang et al., 2013). NavySe, hodinové gény Perl,2, Bmall, Cryl a Neuronal
PAS Domain Protein 2 v rdznych casoch dna vykazuju v mysSich semennikoch konStantu expresiu.
Samotna expresia Perl a Clock je taktiez obmedzena na Specifické Stadia spermatogenézy (Alvarez et
al., 2003). Vysledky tychto prac teda naznacuju necirkadiannu funkciu produktov hodinovych génov

V procese spermatogenézy.

K podobnym zidverom u mysich oocytov a predimplantaénych embryi taktiez dosli Amano et al.
(2009). Autori predpokladali, ze v pripade funkénych cirkadidannych hodin v mysich oocytoch v stadiu
zarodo¢ného vacku a v jednobunkovych az Stvorbunkovych embryach by mali CLOCK, BMAL a CRY
potlacovat’ transkripciu génov pre Weel, Cry2 a Perl,2,3. Knock-down Cryl uoocytov
v §tadiu zarodocného vacku pomocou RNA-interferencie vsak tuto hypotézu vylucil. Na druhu stranu,
takéto oocyty vykazovali zhorSenu schopnost’ dozrievania. Funkéné cirkadidnne hodiny v samicich
gamétach a preimplantacnych embryach teda pravdepodobne nie st pritomné. Autori avSak poukazuju

na zapojenie hodinovych génov do fyziologickych procesov, akym je napr. meiéza (Amano et al., 2009).



Zaujimavou vynimkou je zygota dania pruhovaného (Danio rerio) s funkénymi cirkadiannymi
hodinami, avSak s odliSnou regulaciou, nez v pripade hodin dospelych jedincov (Dekens et Whitmore,
2008). Otvorenou otazkou ostava, aka rozsiahla je druhova variabilita v pritomnosti cirkadiannych
rytmov pocas raného vyvinu. Je av§ak mozné, Ze na bunkovej trovni sa u cicavcov prvotné cirkadianne
rytmy objavuji v najranejSich Stadiach vyvinu. Hoci v pluripotentnych mysich embryonalnych
kmenovych bunkdch nie si cirkadianne rytmy vin vitro podmienkach detekovatelné,
po ich diferenciacii na neurény je mozné zaznamenat génovi expresiu s cirkadiannou periddou
(Kowalska et al., 2010). Navyse, spatné reprogramovanie buniek do nediferenciovaného stavu na
indukované pluripotentné kmenové bunky expresiou Yamanaka faktorov vedie k opidtovnej strate

cirkadiannej bioluminiscenénej oscilacie (Yagita et al., 2010).
3.2. Fetalny vyvin

Hoci je samotny vyvin fetalnych hodin autondmny (Jud et Albrecht, 2006), je potrebné poukazat’ na
moznu tlohu rytmickych materskych nesvetelnych podnetov synchronizujucich fetdlne hodiny pocas
gravidity. Jedna sa o behavioralne faktory, ako napriklad ¢asovanie prijmu potravy alebo lokomocéna
aktivita matky (Reppert et Schwartz, 1986; Weaver et Reppert, 1989), popripade rada hormonalnych
a metabolickych signdlov (Ce¢manova et al., 2019; Varcoe et al., 2011; Viswanathan et al., 1994).

Presny mechanizmus je av$ak stale neznamy.

3.2.1. Vyvin fetalnych SCN

Pre existenciu, resp. spravnu funkcnost’ centralnych hodin je prirodzenou podmienkou postupny
morfologicky vyvin tejto Struktiry a synchréonnost medzi jednotlivymi bunkovymi oscildtormi.
Neurogenéza SCN u C57BL/6 mysi prebieha medzi E12-E15 (12.-15. den prenatidlneho vyvinu).
Ako prvé prebieha cytogenéza jadra, resp. VISCN, ktord pokracuje pocas E13,5-E14,5 v okoli vISCN
smerom do anteridrnej a posteriornej Casti jadra vyustujiic do tvorby obalu, resp. dmSCN (Kabrita et
Davis, 2008). S postupujucim morfologickym vyvinom sa rytmy v SCN stavaji Coraz viac
robustnej§imi. U potkana dosahuju tieto oscildcie trovne dospelych SCN az pocas P10
(10. postnatalneho dna) po dokonceni kI'i¢ovych procesov ako maturacia gliovych buniek, neurogenéza
a synaptogenéza medzi jednotlivymi bunkovymi oscilatormi (zhrnuté v Sumova et Ce¢manova, 2020).

Proces ontogenézy SCN je blizSie zobrazeny na Obr. 4.
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Obr. 4: Postupny vyvin SCN u potkana. Zviicsujuca sa amplituda rytmov v SCN koreluje s morfologickym
dozrievanim tejto Struktiry, ktord je plne vyvinutd az 10. det po pérode, kedy konci proces synaptogenézy. Sipky
medzi gravidnou samicou a fétmi reprezentuju materské signaly podielajuce sa na nastaveni fazy vyvijajucich sa

hodin. Zhrnuté, prevzaté a upravené podla Sumovda et Ce¢manovda (2020).

Expresia transkripénych faktorov pocas ontogenézy vykazuje v mySom SCN Casopriestorové zmeny
nielen pocas prenatalneho, ale aj postnatdlneho vyvinu. Pre formovanie SCN ma pravdepodobne
kl'icova tlohu transkripény faktor Six3 s cirkadiannou variaciou v dospelom mozgu (VanDunk et al.,
2011). Otvorenou otdzkou avSak ostava, ktorému stadiu prenatalneho vyvinu moézeme pripisovat
pociatok funkéného molekuldrneho chodu fetalnych hodin v SCN v in vivo podmienkach. U E19-20
potkana pritomna expresia hodinovych génov nevykazuje cirkadiannu variaciu. Podobne ani pomocou
imunohistochemickych metdod nebola potvrdend pritomnost’ hladiny proteinov hodinovych génov
Perl,2 a Cryl (Sladek et al., 2004). U E17 mysi boli pozorované cirkadianne oscilacie Perl, avSak nie
Per2, ktorého hladina expresie bola pocas celého dna vysoka, ale rytmickd az od obdobia P6
(Shimomura et al., 2001). U potkana bol detegovany rytmus v expresii Per/ v §tadiu E20. Vo vicsine
pripadov hodinovych génov sa cirkadianna varidcia v ich expresii objavuje postupne az v postnatalnom

obdobi (Kovacikova et al., 2006).

Iny pohl'ad na chod fetdlnych hodin ndm poskytuje in vitro pristup nahravanim bioluminiscencie
tkanivovych explantatov z transgénnych laboratornych zvierat. U E18 mPer2"* mysi rada periférnych
tkaniv vykazuje cirkadianny rytmus najmenej 5 dni. NavySe, in vitro faza fetdlnych hodin v peceni
je pravdepodobne nastavena samotnou pripravou explantatov (Dolatshad et al., 2010). Vyznamnym
faktorom ovplyvnenia fazy rytmov mdze byt dokonca samotny ¢as pripravy explantatov, na ktory st

fetalne SCN mPer2™ mysi obzvlast’ citlivé (Landgraf et al., 2015). Kazdopadne, kritickym S§tadiom
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pre vyvin endogénnych cirkadiannych rytmov v SCN mPer2"* mysi sa zda byt’ E15,5. Na druh stranu,
uz den pred tym (E14,5) je priblizne 45 % jednotlivych explantatov SCN cirkadiannych
(Carmona-Alcocer et al., 2018).

Prekvapivé vysledky nam priniesla recentna S$tudia od Greinera et al. (2022) za vyuZitia
transkriptomickych a proteomickych metod. Este pred tym, nez sa na tkanivove] urovni
u samotného fétu vyvin koherentné rytmy v expresii hodinovych génov, sa na riadeni tejto Sirokej
diverzity rytmicky exprimovanych génov podielaju materské signaly. Je preto potrebné vyzdvihnat
dolezitost’ spravne nastaveného cirkadianneho systému a pravidelného denného rezimu gravidnych Zien,
a taktiez poukazat’ na potencialny negativny dopad absencie materskych rytmov na vyvin cirkadianneho

systému u predc¢asne narodenych deti (Greiner et al., 2022).

3.3. Materska synchronizacia fetalnych SCN

3.3.1. Svetelny rezim

Jednym z pristupov, ako $tudovat’ synchronizaciu fetalnych hodin, je manipulacia rezimu svetla
a tmy (LD) v chovnych podmienkach gravidnych samic. El-Hennamy et al. (2008) vystavili gravidné
potkany chované v LD 12:12 6-hodinovému oneskoreniu nastupu temnej fazy a nasledne ich exponovali
konstantnej tme v roznych Stadiach fetalneho vyvinu SCN. V pripade takého postupu u samic v E18
doslo k oneskoreniu expresie c-fos arovnako aj Avp (arginin-vazopresin) u ich mlad’at v PO-PI.
Tento vysledok avsak nebol pozorovany v pripade samic v E20, kde doslo k fazovému oneskoreniu
rytmickej expresic Perl a Per2? uich mladat v P3 a P6. Vysledky prace poukazuji na schopnost
fazovych posunov fetalnych hodin v SCN, pre ktorych vyvolanie bolo potrebnych 5 dni (EI-Hennamy
et al., 2008).

Narusenie cirkadiannych rytmov fétov bolo pozorované taktiez v pripade, ak sa vystavili E10
gravidné samice konStantnému svetlu (LL), popripade 1ézii SCN. Pre formulaciu tychto vysledkov
autori analyzovali utilizaciu glukézy pomocou 2-deoxygluk6zovej metédy na hypotalamickych rezoch
pripravenych z E22 fétov (Shibata et Moore, 1988). K podobnym zaverom dosli taktiez Reppert et
Schwartz (1986), ktori u E7 gravidnych samic potkana vykonali kompletni 1éziu SCN. To malo
za ndasledok naruSenie cirkadianneho rytmu v utilizacii glukézy a v aktivite epifyzarnej
IV-acetyltransferazy u P10 mlad’at. Na druht stranu, mlad’atd matiek s 1éziou SCN, ktoré boli chované

v konStantnych podmienkach, vykazovali nenaruseny cirkadianny rytmus (Reppert et Schwartz, 1986).

3.3.2. Rezim v prijme potravy

Jednym z d’alSich faktorov synchronizujucich fetalne cirkadianne hodiny moze byt periodicky
prijem potravy gravidnych samic. Weaver et Reppert (1989) vo svojej studii skumali fazu v rytme pitia
u mlad’at, ktoré boli od odstavu chované v konstantnej tme. Gravidné samice potkana mali obmedzeny

prijem krmiva (pocas E8-E19) na 4-hodinovu periodu medzi 9:00-13:00. Den pred tym (pocas E7)
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absolvovali 1éziu SCN a boli umiestnené do konstantnej tmy. Faza cirkadidannych rytmov mlad’at bola
synchronizovana nielen v ramci vrhu, ale aj medzi samotnymi vrhmi. V niektorych kontrolnych vrhoch

(bez periodického kimenia) bol po ich odstave pozorovany fazovy rozptyl (Weaver et Reppert, 1989).

Ina vyskumna skupina chovala gravidné samice potkana s obmedzenym pristupom k potrave
na 6 hodin pocas ich neaktivnej fazy dna, a to v rezime LD. U mlad’at takychto matiek nedoslo v SCN
k ovplyvneniu denného rytmu expresie c-fos a Avp. V pripade mlad’at samic chovanych pri LL
a s potravou dostupnou ad libitum gény Avp a c-fos nevykazovali v SCN denny rytmus, pravdepodobne
z dovodu desynchronizacie medzi mlad’atami v ramci vrhu (Novakova et al., 2010). V ramci d’alSej
experimentalnej skupiny boli gravidné samice chované pri LL s rovnako obmedzenym pristupom
k potrave, ako v pripade prvej skupiny pri rezime LD. U mladat tychto matiek doslo k obnove
cirkadiannej rytmicity v expresii Avp a c-fos. Sihrnne mézeme konstatovat’, ze v pripade konstantnych
podmienok bez rytmickych podnetov (napr. LL), moze v synchronizécii fetalnych hodin zastavat

vyznamnu tlohu taktiez periodicky prijem potravy gravidnych samic (Novakova et al., 2010).

Dalsia $tidia pozorovala, Ze v pripade chovu gravidnych samic potkana v LD 12:12 a ich subeZznom
kfmeni pocas neaktivnej fazy dna dosSlo k nastaveniu chodu E22 fetalnych hodin v SCN a peceni
preferen¢ne podl'a kimneho rezimu matky (Ohta et al., 2008). NavySe, nastavenie chodu fetalnych hodin
bolo nezavisle na materskych centralnych hodinach a LD chovnom rezime gravidnych samic. Vysledky
tejto prace poukazuji na dodlezitost zachovania dennej rutiny v stravovacich navykoch gravidnych
samic, ¢o mdze mat vyznamné postavenie pre fyziologické nastavenie chodu fetalnych hodin

(Ohta et al., 2008).

3.3.3. Hormonalna synchronizicia fetalnych hodin

V synchronizécii fetdlnych hodin je dblezita taktiez rada hormonalnych a metabolickych signalov.
Bates et Herzog (2020) vo svojom prehl'adovom c¢lanku formulovali kritéria, na zaklade ktorych
je mozné povazovat’ vybrané hormonalne signaly za synchronizacny podnet informujtici fétus o dennom
case. Kandidatne hormény musia byt humoralne faktory produkované bud’ matkou alebo samotnym
fétom, a to cirkadidnne. Daldimi dolezitymi faktormi su pritomnost’ receptorov danych horménov
a pritomny transportny mechanizmus cez placentu (zhrnuté v Bates et Herzog, 2020). Hormonalny profil

mys$i pocas gravidity je zobrazeny na Obr.5.

Jednym 7z najlepSie prestudovanych hormoénov vtomto kontexte je melatonin. U potkana
je cirkulujuci melatonin produkovany epifyzou matky, pricom jeho hladina je pocas gravidity zvySovana
placentdrnymi horménmi. Noc¢né hladina melatoninu sa zvySuje pocas E21. Po porode rychlo klesa
k hodnotam podobnym negravidnym jedincom (Tamura et al., 2008). Rovnako aj u zien bolo pocas noci
pozorované zvySenie hladiny melatoninu v sére, a to po 24. tyzdni tehotenstva, s vyraznym narastom

po 32. tyzdni. Pocas druhého dna po poérode dochadza k poklesu hladiny melatoninu na pdvodné
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hodnoty. Navyse, nocna hladina melatoninu je signifikantne vysSia v pripade gravidity s dvojcatami,
nez v pripade jednopocetnej gravidity, a naopak nizSia u zien s diagnostikovanou tazkou formou
preeklampsie v porovnani s fyziologickou graviditou a miernou formou preeklampsie (Nakamura et al.,
2001). Intravenézne injikovany melatonin u gravidného potkana (Naitoh et al., 1998), a rovnako aj
oralne podany melatonin gravidnym Zenam, je transportovany cez placentu do fetalneho krvného obehu
(Okatani et al., 1998). V pripade pinealektomie gravidnych samic potkana bola taktiez pozorovana
zvySena vézbova aktivita melatoninu v E21 SCN a P3 SCN (Naitoh et al., 1998), kde su lokalizované
melatoninové receptory, hoci hladina expresie génu Mtnria pre melatoninovy receptor 1 (MT1) je vel'mi
nizka a génu Mmrib pre melatoninovy receptor 2 (MT2) nedetekovatel'na (Greiner et al., 2022).
Melatonin je avSak schopny v in vitro podmienkach mierne modulovat’ fazu placentarnych hodin
v decidua basalis (Luzna et al., 2021). Navyse, exogénne podanie melatoninu samiciam $krecka zlatého
(Mesocricetus auratus) pocas posledného tyzdna gravidity a s 1éziami SCN pravdepodobne dokaze
ovplyvnit’ fazy rytmu aktivity mlad’at pri ich odstave v zavislosti od nafasovania jeho exogénneho
podania (Davis et Mannion, 1988). V pripade injikovania melatoninu pinealektomizovanym samiciam
pocas poslednych piatich dni gravidity, ktoré boli chované v LL, doslo k ovplyvneniu expresie c-fos
aAvp uich P1 mladat (Houdek et al., 2015). Melatonin je pre fétus pravdepodobne nocny signal

v opozicii s antifazickym pdsobenim DA ako denného signalu (Viswanathan et Davis, 1997).

— — — Predpokladané z odmedzenych dat

Na zéklade zberu dét kazdé 4 hodiny A Kortikosteran
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Obr. 5: Hormondlny profil mysi pocas gravidity. Melatonin a kortikosteron vykazuju u gravidnej samice
diurndlnu varidaciu, ¢im sa stavaju potencialnymi kandiddatnymi hormonmi synchronizacie fetdalnych cirkadiannych
hodin. Je avsak mozné, Ze do daného procesu mozu byt zapojené aj iné hormondlne signaly, ako napr. estrogén
alebo progesteron. Nemozno opomenut taktiez moznu ulohu fetalneho cirkadianne produkovaného kortikosteronu
vo fyziologickom prenatalnom vyvine. Hormondalne profily boli zostavené na zdklade predpokladu z obmedzenych
dat (prerusovand ciara), dat zbieranych kazdé 4 hodiny (plna ciara), popripade dat zbieranych raz denne

(plna ciara s bodkou). Zhrnuté, prevzaté a upravené podla Bates et Herzog (2020).
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Dalimi kandidatmi sa zname stresové hormoény glukokortikoidy, prikladom ktorych
je kortikosteron. V pripade 1ézie SCN dochadza u potkana k naruseniu diurnalneho rytmu
kortikosteronu produkovaného nadoblickami (Moore et Eichler, 1972). Vrchol koncentracie
glukokortikoidov pocas gravidity je umysich fétov pripisovany prenatalnemu S$tadiu E16,5-17,5,
pricom ich zdroj méze byt jednak materského pdvodu a rovnako aj fetalneho povodu. V pripade
adrenalnej insuficiencie su pre fyziologicky vyvin fetalnych plac klucové prave materské
glukokortikoidy S$pecificky vo vrchole ich cirkadiannej sekrécie (Venihaki et al., 2000).
U gravidnych ~ zien dochddza k potlaceniu hladiny plazmatického adrenokortikotropinu
a k progresivnemu zvySovaniu hladiny kortizolu. Na druht stranu, hladiny adrenokortikotropinu
su na konci gravidity vys$ie, nez na zaciatku. Diurnalna variacia adrenokortikotropinu a kortizolu si
z kvantitativneho hladiska pocas gravidity zachovava podobny vzor sekrécie, ako v pripade
negravidnych zien (Carr et al., 1981). Je taktiez zname, Ze glukokortikoidné receptory su vo fetalnych
SCN exprimované rytmicky (Ce¢manova et al., 2019). Tato praca dosla k zdverom, Ze materska Gast’
placenty je nielen schopnd rytmicky regulovat’ hladiny glukokortikoidov, ale zaroven je sama
synchronizovand podanym syntetickym glukokortikoidom dexametazonom. Dexametazon taktiez
urychlil vyvin spontannych rytmov u organotypickych explantatov fetdlnych SCN u mPer2*¢ mysi
a zaroveti bol schopny modulovat’ chod samotnych hodin. Konkrétne zvysil amplitadu, prediZil periodu
a taktiez moduloval fazu cirkadiannych rytmov Specificky po vrchole PER2-bioluminescencie,
kedy dochadzalo k signifikantne va¢$im fazovym predbehnutiam v porovnani s vehikulom (VEH).
V neposlednom rade, v ramci in vivo experimentu po injek¢nom podani dexametazoénu gravidnym
potkanom, boli u fetalnych SCN a oboch ¢astiach placenty pozorované zmeny v expresii c-fos
(Ceémanova et al., 2019). Rovnako aj SCN postnatalnych mlad’at potkana su citlivé na stresové
podmienky sprostredkované ucinkom glukokortikoidov (Olejnikova et al., 2018b). Recentna Stadia
taktiez poukazuje na pohlavie ako vyznamny biologicky faktor v adaptacii na prenatalny stres (Murray

et al., 2022).

Melatonin a glukokortikoidy nie st jedinymi kandidatnymi horménmi synchronizujucimi fetalne
hodiny. Bates et Herzog (2020) vo svojom prehl'adovom ¢lanku v kontexte tejto problematiky zmienuju
moznu ulohu DA, progesteronu a estrogénu (zhrnuté v Bates et Herzog, 2020). Je taktiez nevyhnutné
uvazovat’ o vSetkych vyssie zmienenych moznych synchronizacnych faktoroch ako o moznom jednom
vzajomne prepojenom komplexnom celku. Hoci je mnoho faktorov dobre prestudovanych, detailnejsie
molekularne mechanizmy nie su stale zndme. Technologicky pokrok skvalititujuci metodologické
pristupy Studia komplikovaného procesu ontogenézy cirkadiannych rytmov méze byt jednym
z vyznamnych faktorov, ktoré moézu dopomoct k ich lepSiemu pochopeniu a neskorSej aplikacii
ziskanych poznatkov v starostlivosti o predCasne narodené deti. V dosledku experimentdlneho
zamerania tohto diplomového projektu je d’alSia kapitola venovana detailnejSej tlohe DA a LEP

v synchronizacii fetadlnych cirkadiannych hodin.
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4. Uloha LEP a DA v synchronizicii fetailnych SCN

LEP bol popisany pred dvadsiatimi deviatimi rokmi ako 160-kDa hormén produkovany tukovym
tkanivom, pricom jeho hladina koreluje s mnozstvom telesného tuku. Rany vyskum sa zameral
predovsetkym na tillohu tohto adipokinu v kontexte regulacie prijmu potravy a energetickej homeostazy.
Dané poznatky pritiahli zaujem rady vyskumnikov o klinickll substituciu LEP obéznym pacientom.
Vicsina obéznych jedincov ma avSak zvysSen hladinu cirkulujuceho LEP, a teda paradoxne u nich
popisujeme stav rezistencie vo¢i LEP, ktorej presny mechanizmus nie je dodnes znamy
(zhrnuté v Izquierdo et al., 2019). Este va¢Smi nezodpovedanou otazkou ostava, ¢i sa LEP podiel’a na
synchronizacii cirkadianneho systému fétu. Ako bude diskutované d’alej, doposial’ neexistuje ziadna
priama evidencia o moznej tlohe LEP v danom procese. Predchadzajici vyskum nam avSak naznacuje
ur¢iti moznost’ povazovat LEP za potencialny synchroniza¢ny signal fetdlnych hodin, ¢o mézeme
konstatovat’ aj na zaklade splnenia vy$Sie zmienenych kritérii formulovanych Batesom et Herzogom

(2020).

DA je znamy neuroprena$ac, ktory sa radi medzi katecholaminy. Produkuje sa nielen na periférii
v srdci, cievach, ¢i oblickach, ale aj v hypotalame, ¢i v Ciernej substancii syntézou z tyrozinu, popripade
fenylalaninu. DA systém je jeden z prvych vyvijajacich sa ¢asti centralneho nervového systému a jeho
dysfunkcia moze potencialne viest’ k rade patologickych stavov ako schizofrénia, poruchy pozornosti,
¢i autizmus (zhrnuté v Cai et al., 2021). DA sa v prehl'adove;j literatire povazuje za jeden z najlepsie
prestudovanych kandidatnych horménov v komunikacii medzi matkou afétom v kontexte
cirkadiannych rytmov (zhrnuté v Bates et Herzog, 2020). Kazdopadne, samotna evidencia jeho vplyvu
je len nepriama a publikicie su taktiez starSieho charakteru. Navyse, predoslé vysledky boli
formulované prevazne na zaklade pozorovani v postnatdlnom obdobi mlad’at. Pre potvrdenie ulohy DA
vo fetalnej synchronizacii SCN je preto do budicna vhodné vyuzit’ modernejsi technologicky pristup

Studujuci priamo chod fetalnych hodin.

Prave z dovodu objasnenia chybajucich zékladnych poznatkov bola pre blizsie Studium kandidatnych
horménov zvolena nasledujuca hypotéza: ,,Exogénne podanie LEP alebo DA moduluje chod fetalnych
cirkadiannych hodin v SCN*. Samotnej formulécii hypotézy predchadzalo overenie splnenia kritérii
v dostupnej literatre, ktoré by naznacovali moznti ulohu LEP a DA v synchronizicii fetalnych
cirkadiannych hodin (zhrnuté v Bates et Herzog, 2020). Tieto kritéria budu diskutované v d’alSich
castiach kapitoly.

4.1. Rytmicka expresia LEP a DA

LEP vykazuje pulzacny vzor produkcie a cirkadidannu variaciu s vrcholom medzi 22:00-3:00 s vysSou

plazmatickou koncentraciou u Zien. Je vSak zaujimavé, Ze relativna amplitida produkovaného LEP
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je vyssSia u muzov, neZ u zien (Saad et al., 1998). Pocas gravidity koncentracia plazmatického LEP
u zien stupa, hoci v pripade gravidity s muzskym fétom je dané zvySenie Statisticky nevyznamné.
Pohlavny rozdiel bol pozorovany aj v pripade plazmatickej koncentracie LEP v pupocniku
novorodenych deti s vy$Sou koncentraciou u dievcat, a taktiez v plazmatickej koncentracii u deti
vo veku 4 a 14 tyzdnov po porode (Helland et al., 1998). Podobne aj u samic potkana stipa pocas
gravidity koncentracia sérového LEP s vrcholom v E18 arapidne klesd 24 hodin po pdrode
(Szczepankiewicz et al., 2006). Do buducna je avSak potrebné stanovit’ vzor cirkadiannej produkcie LEP

u zien v priebehu gravidity.

Aj v pripade DA a jeho cirkadiannej plazmatickej hladiny pocas gravidity je vyskum nedostato¢ny.
Existuje $tadia naznacujuca jeho diurnalnu variaciu u muzov, u ktorych bola pozorovanad maximalna
plazmaticka hladina okolo 8:00 rano, s poklesom medzi 20:00-22:00 a najnizSou hladinou cez noc
0 3:00 (Sowers et Vlachakis, 1984). Navyse, u potkana je pocas poslednych piatich dni gravidity hladina
plazmatického DA signifikantne vysSia u fétov, nez usamic. DA je taktiez najabundantnejSim
katecholaminom plodovej vody pocas E20-22 s najvac¢S§im narastom jeho hladiny pred pdrodom

(Ben-Jonathan et Maxson, 1978).

4.2. Expresia receptorov LEP a DA vo fetalnych SCN

U E14,5 mysieho fétu je expresia génu pre LEP v mozgu pritomna v choroidnom plexe, pavicnici
a makkej pléne. V danom §tadiu avSak nebola v hypotalame detegovana mRNA a protein pre leptinovy
receptor (LEPR), hoci niZsie hladiny expresie nemozno vylucit' (Hoggard et al., 1997). Je ale zaujimavé,
ze hladina expresie kratkej (s transportnou funkciou) aj dlhej zostrihovej formy (s intracelularnou
signalizatnou doménou) Lepr v hypotalame u potkana pocas gravidity rapidne klesd a po pdrode opét’
stapa (Szczepankiewicz et al., 2006). Kazdopadne, LEP pocas fetalneho obdobia pravdepodobne posobi

multifunkéne s parakrinnymi aj endokrinnymi i¢inkami (Hoggard et al., 1997).

Je taktiez zname, ze u E18 a E20 potkanich fétov je vysoka expresia D;-dopaminového receptora
v SCN (Drdl), ktora je dokonca vyssia, nez v pripade SCN dospelych jedincov. Prostrednictvom tohto
receptora je kokain, ktory je injikovany gravidnym samiciam, ¢iastocne schopny selektivne aktivovat’
expresiu c-fos v E20 fetalnych SCN (Weaver et al., 1992). Aj v hypotalame makaka, paviana a cloveka
su pritomné Drdl a Ds-dopaminové receptory (DrdS5), ktorych aktivacia vie ovplyvnit’ nielen aktivitu
SCN, ale aj supraoptického a paraventrikularného jadra (Rivkees et Lachowicz, 1997). Dolezity
poznatok nam taktiez priniesla recentna Studia od Greinera et al. (2022), podl'a ktorej vykazuje Drdl

v E18,5-19,5 fetalnych SCN potkana rytmicku expresiu, zatial’ o expresia D,-dopaminového receptoru

(Drd2) nie je v SCN detekovateI'na nad prahovil hodnotu (Greiner et al., 2022).
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4.3. Transport LEP a DA cez placentarnu bariéru

Pocas gravidity sa expresia Lepr u laboratérnej mysi aj netopiera Myotis lucifugus v placente
postupne zvysuje (Zhao et al., 2004). V pripade potkana sa LEP nachadza od E20 v plodovej vode,
fetalnom Zzaludku a jeho obsahu, atiez pupocnej $nure s vyznamnym zvySenim hladiny pocas E21.
V placente je naopak detekovatel'ny pocas E18-E21, pricom od E19 sa lokalizuje $pecificky na oblast’
labyrintu placenty (Yau-Qiu et al., 2020). Pocas E16-E22 bola u potkana taktiez zaznamenana
dynamicka expresia roznych zostrihovych foriem Lepr v bazidlnej zoéne a labyrinte placenty.
Imunolokalizacia dlhej zostrihovej formy je v placente najvyraznejSia v trofoblaste a v ramci labyrintu
vo vaskularnom tkanive. Pocas E16-E22 sa navySe expresia kratkej a dlhej zostrihovej formy v labyrinte
zvySuje. Hladina expresie dlhej zostrihovej formy je pomerne stabilna, hoci glukokortikoidy podané
gravidnym samiciam maju pravdepodobne schopnost’ znizit’ expresiu mRNA a proteinu tejto zostrihovej
formy, a tiez hladiny plazmatického LEP fétov (Smith et Waddell, 2002). Pocas perinatalneho obdobia
je teda zvySeny transport materského LEP cez placentarnu bariéru dolezitym zdrojom LEP pre fétus.
Tento transportny systém je medzi E16-E22 redukovany o 77 % v pripade podania glukokortikoidu
dexametazonu gravidnym potkanom (Smith et Waddell, 2003). LEP je taktiez schopny mierne
modulovat’ chod samotnych placentarnych cirkadiannych hodin bazalnej zény. V pripade ex vivo
oSetrenia tkanivovych explantatov 20 nM LEP dochddza u mPer2 mysi k miernemu zvysSeniu

amplitudy a mierne va¢§im fazovym oneskoreniam bioluminiscenénych rytmov (Luzna et al., 2021).

Recentna §tudia poukazuje na zapojenie nizkokapacitnych transportérov s vysokou afinitou
do transportu DA a norepinefrinu cez placentarnu bariéru, a to za vyuZitia ex vivo membranovych
vezikulov I'udskej placenty. Konkrétne sa jedna o transportér serotoninu SERT/SLC6A4 a norepinefrinu
NET/SLC6A2. Transportér organickych katidonov 3 OCT3/SLC22A3, ktory sa nachddza vo fetdlnej
Casti bazalnej zony, sa naopak podiel'a na klirens DA a epinefrinu z fetalneho obehu (Horackova et al.,
2022). Schéma tohto transportného mechanizmu je zobrazend na Obr.6. In situ perfuzia potkanej
placenty taktiez preukazala, Ze mnozstvo pravdepodobne pasivne transportovaného materského DA
k fétu je viac nez 25 % (Horackova et al., 2023). Navyse, pred koncom gravidity Zien bola pozorovana
15-ndsobne zvySena hladina DA v plodovej vode v porovnani s druhym trimestrom gravidity.
Dominantnym katecholaminom plodovej vody a fetidlnej plazmy je kazdopadne prekurzor DA,
epinefrinu a norepinefrinu L-3,4,-dihydroxyfenylalanin (Peleg et al., 1986), ktory pravdepodobne
prostrednictvom fetalnej oblickovej dekarboxylazy aromatickych L-aminokyselin méze byt v plazme
konvertovany na DA, ktory je nasledne mocom vyluceny do plodovej vody (Inoue et al., 2010). Hladina
plazmatického DA je u potkana pocas E18-22 avsak signifikantne vysSia vo féte, nez v pripade gravidnej
samice (Ben-Jonathan et Maxson, 1978). NavySe, 100 uM DA je schopny ex vivo ovplyvnit’ chod

cirkadiannych hodin bazilnej zOny placenty mPer2™ mysi. Podany DA akutne znizuje hladinu
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PER2-proteinu, no zaroven zvysuje amplitidu a moduluje fazu bioluminiscen¢nych rytmov s najvac¢§im

efektom pri zaciatku poklesu hladiny PER2 z maxima bioluminiscencie (Luzna et al., 2021).
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Obr. 6: Transportny mechanizmus DA, norepinefrinu a serotoninu cez placentarnu bariéru Pudi. Do tohto
procesu su v mikroviloznej membrdne zapojené vysokoafinitné a nizkokapacitné transportéry serotoninu
SERT/SLC6A4 a norepinefrinu. NET/SLC6A2. Na klirens zmienenych monoaminov z fetilnej cirkulacie
cez bazdalnu membranu sa podiela transportér organickych kationov 3 OCT3/SLC2243. Vo fetoplacentdarnej
Jjednotke méze mat' v intracelularnom metabolizme monoaminov svoju ulohu monoaminooxidaza A (MAO-A)
a katechol-O-metyltransferaza (COMT), hoci evidencia tohto mechanizmu je nedostatocna. Na schéme s taktiez
zobrazené inhibitory jednotlivych transportérov ako nisoxetin, venlafaxin a pod. Prevzaté a upravené podla

Horackova et al. (2022).
4.4. LEP a DA v kontexte synchronizacie cirkadianneho rytmu v SCN

Uloha LEP v synchronizéacii fetilnych centralnych hodin nie je dodnes znama a v dostupnej
literatare prakticky neexistuje ziadna priama evidencia tohto mozného mechanizmu. U SCN dospelych
samcov potkana vin vitro podmienkach bola aplikdcia 10 nM LEP schopnd vyvolat fazové
predbehnutia cirkadiannych hodin priemerne o0 2,8 + 0,0 hodin (r = 2), s vynimkou neskorej subjektivne;j
noci, kedy nemé ziaden efekt. Uginky LEP boli taktiez zavislé od jeho davky, pricom 10 nM LEP
ma porovnatel'né ucinky so 100 nM LEP, zatial’ ¢o 1 nM LEP nema vplyv na fazové posuny hodin
v SCN (Prosser et Bergeron, 2003). Na druht stranu, v rdmci in vivo experimentu nebol u samcov mysi
pozorovany vplyv jednorazovo injikovaného LEP (5 mg/kg) na ich lokomocnu aktivitu a behavioralny
cirkadianny rytmus. U samic avSak LEP zosiliiuje efekt fazovych posunov vyvolanych 30 minitovymi
svetelnymi pulzmi pocas neskorej subjektivnej noci. Podla autorov sa LEP mdze mimo regulacie

energetickej homeostazy podielat’ aj na rytme spanku a bdenia (Mendoza et al., 2011).

18



Pre homeostazu endokrinného spatnovazbového posobenia a signalizacie LEP je avSak vyznamné
prepojenie centralnych hodin v SCN s hodinami na periférii. Prave chronicky jet-lag charakteristicky
pre stcasnii dobu moze narusat’ chod periférnych hodin v tukovom tkanive a vyvolat’ rezistenciu voci
LEP s kI"i¢ovym postavenim u l'udi s obezitou a metabolickym syndromom (Kettner et al., 2015).
K podobnym zaverom dosla taktiez ina vyskumna skupina, ktora na zaklade svojich vysledkov tvrdi,
7e naruSenie spravne nastaveného rezimu v prijme potravy mdze mat’ negativny dopad na endogénny
rytmus LEP a tym ovplyvnit’ metabolické signaly vedice k nadmernému zvéacseniu telesnej hmotnosti
(Arble et al., 2011). Rovnako nepriaznivé mdzu byt aj nezdravé spankové navyky. U dospievajlcich
a mladych potkanov vyvolalo chronické obmedzenie spanku nadmerny prijem potravy, oslabenie
signalnych drah aktivovanych LEPR, atiez negativne ovplyvnilo expresiu hodinovych génov
v hypotalame (Sun et al., 2020). Velkou vyzvou do budicna je teda otazka, aky vplyv ma LEP na fetalnu
synchronizaciu SCN nielen pocas fyziologickej gravidity, ale aj v pripade gravidnych matiek s obezitou,
metabolickym syndrémom, ¢i chronicky naru§enym reZimom v prijme potravy a spanku, napr. z dévodu

prace na smeny.

DA sa v prehladovej literatire naopak povazuje za dobre preStudovany hormédn v kontexte
synchronizacie fetalnych SCN (zhrnuté v Bates et Herzog, 2020). V pripade injikovania kokainu
gravidnym samiciam potkana pocas E20, popripade priamo do fétov, bola pozorovana indukcia expresie
c-fos S$pecificky vo fetalnych SCN, avSak nie v materskych SCN. Tento efekt bol ciastoéne
sprostredkovany Drd1. Podobné vysledky boli totizto pozorované aj v pripade podania agonistu tohto
receptoru SKF 38393. Je teda nutné uvazovat' o moznej existencii aktivovatelného DA systému
vo fetdlnych SCN (Weaver et al., 1992). Na zdklade tejto myslienky Viswanathan et al. (1994) injikovali
zmieneného agonistu Drd1 samiciam Skrecka pocas poslednych 5 dni gravidity v mnozstve 8 mg/kg.
Jednej skupine bol SKF 38393 podévany rano o 8:00, pricom druhej skupine vecer o 20:00. Na zaklade
analyzy rytmu behu v kolese bolo u P20 potomkov pozorované nastavenie fizy cirkadianneho rytmu
sprostredkované aktivaciou DA signalizécie. Fazy P20 potomkov matiek, ktoré boli oSetrené v dvoch
réznych cCasovych bodoch, sa li§ili o 11,3 hodiny (Viswanathan et al., 1994). Pritomnost DA
signalizacie vo fetdlnych SCN zavislej od Drdl podporila taktiez §tidia na transgénnych mySiach
s deléciou jednej alebo oboch alel pre Drdl (Bender et al., 1997). NavySe, pre nastavenie fazy
cirkadiannych rytmov mlad’at je dostato¢na aj jednorazova injekcia SKF 38393 aplikovana samiciam
syrskeho Skrecka s 1éziami SCN pocas 15. diia gravidity. DA pre féty pravdepodobne predstavuje denny
signal (Viswanathan et Davis, 1997).

V pripade dospelych SCN dlho panoval konsenzus, ze su vo¢i DA necitlivé. V postnatalnom obdobi
totizto dochadza k prechodu od materskej synchronizacie k synchronizacii cirkadiannych hodin
svetlom, pricom citlivost na DA v SCN rapidne klesa (Weaver et Reppert, 1995). Tato myslienku
spochybiiuji Grippo et al. (2017), ktori selektivne aktivovali neurony v SCN exprimujuce Drdl,
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¢im doslo k fazovym posunom cirkadiannych hodin napodobmiujlic svetelni synchronizaciu. Navyse,
v pripade knock-outu Drdl dochadza u mysi k pomalsej svetelnej synchronizacii fazovo posunutych
hodin v reakcii na svetelny cyklus (Grippo et al., 2017). Tento efekt bol zvrateny v pripade obnovy
expresiec Drdl v SCN. Autori taktiez popisali spojenie medzi SCN a DA neurénmi ventralnej
tegmentalnej oblasti, ktorych aktivacia vedie k urychleniu reakcie na svetelni synchronizaciu
(Grippo et al., 2017). Experimentalne vysledky od Grippa et al. (2017) podporuje taktiez recentné
matematické modelovanie dat (Kim et al., 2023). Novsia §tidia od Grippa et al. (2020) taktiez poukazuje
na mozné spojenie medzi pocitom odmeny a cirkadidnnym systémom v ramci regulacie nadmerného
prijmu kalorickej potravy bohatej na tuky a cukry. V pripade pristupu k takejto potrave bol u mysi
pozorovany zvyseny obrat DA v SCN spolu so zvySenou signalizaciou Drdl, ¢o ale viedlo k zniZeniu
aktivity neuronov v SCN. U mysi tak doslo k nadmernej konzumacii kalorickej potravy mimo spravne

nacasovaného kimenia (Grippo et al., 2020).

Podobne ako pri LEP, aj v pripade DA bude do budiicna zaujimavé blizSie preskumat’ jeho ulohu
vo fetalnej synchronizacii cirkadiannych hodin v SCN nielen pocas fyziologickej gravidity, ale aj pocas
patologickych stavov s narusenou DA signalizaciou ako schizofrénia, poruchy pozornosti, ¢i autizmus

(zhrmuté v Cai et al., 2021).
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5. Ciele diplomovej prace
Na zaklade poznatkov uvedenych v reserSnej Casti diplomovej prace sme si pre blizSie Stidium
hormonalnej synchronizacie fetalnych cirkadiannych hodin v SCN zvolili dva kandidatne hormony —

LEP a DA a formulovali nasledujiicu hypotézu: ,,Exogénne podanie LEP alebo DA moduluje hodiny vo
fetalnych SCN*.

Nadvézujuc na stanovent hypotézu sme si zvolili jednotlivé ciele diplomovej prace:

1. Zostavenie fazovo responznej krivky (PRC) pre blizsie stadium fazovej odozvy fetalnych SCN
na podanie kandidatnych hormoénov.

2. Overenie vplyvu kandidatnych hormoénov na d’al§ie parametre bioluminiscenénych rytmov
fetalnych SCN, akymi su amplitida, mezor a peridda.

3. Identifikacia regionalnych rozdielov v posobeni kandidatnych hormoénov na fetalne SCN na

arovni jednotlivych bunkovych oscilatorov.
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6. Metodicky pristup a pouzity material
6.1. Chov pokusnych zvierat

Pre experimenty boli vyuzité transgénne mysi mPer2" (kmet B6.129S6-Per2™"/J, JAX, USA),
konkrétne dospelé gravidné samice kluCové pre zisk fétov vo vyvinovom S$tadiu E17. Zvierata boli

napajané a kimen¢ ad libitum. Teplota v chovoch bola udrziavana na 23 + 2 °C pri svetelnom rezime

LD 12:12, s dennym osvetlenim medzi 7:00-19:00 riadenym automatickym vypina¢om.

Pre dostupnost’ fétov v presne definovanom gestaénom veku sa vyuzivala metéda planovaného
pripistania. Pre bliz§ie urCenie fazy estralneho cyklu samic im boli vykondvané vaginalne vyplachy,
z ktorych sa podl’a morfologie ofarbenych buniek krezylovou violetou urcila faza estralneho cyklu.
Pocas proestru sa nechali cez noc samice pripustit’ k samcom. Dalsie rano sa vykonal kontrolny
vaginalny vyplach a v pripade pozitivneho nalezu spermii sa tento den definoval ako EO. Gravidita samic
pokra¢ovala v chovnych podmienkach uvedenych vysSie do E17, kedy boli usmrtené

pre experimentalne Gc¢ely. Porod mysi avSak Standardne prebieha priblizne v E21.

Chov a experimenty na pokusnych zvieratach boli vykonané v stilade so Zakonom ¢&. 246/92 Sb.
na ochranu zvierat proti tyraniu a Vyhlaskou &. 419/12 Sb. o ochrane pokusnych zvierat Ceskej
republiky, ako aj so Smernicou Rady Eurdpskych spolocenstiev 86/609/EEC. Vynalozila sa taktiez

snaha o ¢o najvicsiu minimalizaciu utrpenia zvierat.

6.2. Pristrojova technika

e analytické vahy ABJ 220-NM (KERN, Nemecko)

e inkubaéna komora (k mikroskopu LV200) (Tokai HIT, Japonsko)

¢ inkubator (pre LumiCycle) Incubator KB 115 (Binder, Nemecko)

e inkubator (pre organotypické explantity) Incubator BD 53 (Binder, Nemecko)

e Lkamera chladena vodou (k mikroskopu LV200) ImageEM X2 EMCCD (Hamamatsu,
Japonsko)

e laminarny box Safe Flow 1.2 - Biohazard box (Bioair, Taliansko)

e LumiCycle LumiCycle 32 (Actimetrics, USA)

¢ luminiscenény mikroskop Luminoview LV200 (Olympus, Japonsko)

e magnetickda mieSacka ARED heating magnetic stirrer high power (VELP Scientifica,
Taliansko)

e mechanicky sekacik (pre mikké tkaniva) 51425 Tissue Slicer (Stoelting Co., USA)

e mikroskop NIB-100 (Novel optics, Cina)

e objektiv s automatickym zaostrenim (k mikroskopu LV200) LUCPLFLN40X (Olympus,
Japonsko)

e ohrievac suchy a termoblok Cube dry bath EL-01 (Cleaver Scientific Ltd, Vel'ka Britania)
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e osmometer Osmomat 3000 basic — Freezing point osmometer (Gonotec, Nemecko)

e pH meter pHenomenal pH 1100L (VWR, USA)

e pristroj na vyrobu ultra &istej demineralizovanej vody IWA 20iol (WATEK, Ceské
republika)

e vodny kapel’ Termostat GD 120 (Grant Instruments, Vel'ka Britania)

6.3. Programy
e CellSens Dimensions Imaging Software (Olympus, Japonsko)
e Fiji ImageJ plugin TrackMate (Tinevez et al., 2017)
e LumiCycle Analysis verzia 2.41 (Actimetrics software, USA)
e Microsoft Excel verzia 16.50 (Microsoft, USA)
e Prism verzia 7 (GraphPad, USA)
e Python skript zalozeny na baliku per2py (https://github.com/johnabel/per2py)

6.4. Chemikalie
e B-27 B-27™ Supplement (50x), serum free (Gibco, USA)
e ddH20 destilovana deionizovana voda (WATEK, Ceska republika)
e DMEM ,,.Dulbecco's Modified Eagle's Medium* (Sigma-Aldrich, USA)
e dopamin Dopamine hydrochloride (Sigma-Aldrich, USA)
e DPBS , Dulbecco's phosphate buffered saline* (Sigma-Aldrich, USA)
e etanol cthanol (96% p.a.) (Penta, Ceské republika)
e glukéza D-(+)-Glucose (Sigma-Aldrich, USA)
e GlutaMAX GlutaMAX™ Supplement (100x) (Gibco, USA)
e HEPES ,N-(2-Hydroxyethyl)piperazine-N'-(2- ethanesulfonic acid)* (Sigma-Aldrich, USA)
¢ hydrogénuhlicitan sodny 7,5% Sodium bicarbonate (Sigma-Aldrich, USA)
e chlorid sodny Chlorid sodny p.a. (Penta, Ceské republika)
¢ konské sérum Horse serum, heat inactivated (Gibco, USA)
e Kkrezylova violet’ Cresyl violet acetate (Sigma-Aldrich, USA)
e kyselina chlorovodikova Hydrochloric acid 35% g.r. (Lach-Ner, Ceské republika)
e leptin Mouse Leptin Recombinant Protein, PeproTech (Gibco, USA)
e luciferin D-Luciferin (Biosynth, Svajéiarsko)

e penicilin-streptomycin Pen-Strep (Sigma-Aldrich, USA)
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6.5. Priprava roztokov a médii

Jednotlivé zlozky média HBSS popisané v Tab. I sa pridali do uzatvaratelnej reagencnej flase.
Pomocou pH metra so sklenenou elektrodou sa stanovilo pH roztoku, ktoré sa podl'a potreby upravilo
na hodnotu pH 7,2, a to pouzitim roztokov 2M kyseliny chlorovodikovej alebo 2M hydroxidu sodného.
Médium HBSS sa nasledne skladovalo v chladnicke pri teplote 6 °C.

Pre pripravu AIR média STOCK sa do sterilnej odmernej banky odobral jeden liter ddH20 z pristroja
na vyrobu ddH20. Do sklenenej kadicky bolo nasledne z odmernej banky prevedenych 850 ml ddH20.
Zvysny objem ddH20 sa ponechal bokom pre neskorsie potreby. Za staleho mieSania na magnetickej
mieSacke sa do kadi¢ky s 850 ml ddH20 pridalo 4,5 g glukozy a 8,3 g DMEM a ponechalo sa miesat’
pri nastavenom stupni miesania 4 bez ohrevu, a to priblizne 10-15 minuat, pokial’ nedoslo k Giplnému
rozpusteniu oboch zloziek. Do roztoku v kadicke sa pomocou sérologickej pipety nasledne pridalo
4,7 ml 7,5% hydrogénuhli¢itanu sodného, 10 ml 1M HEPES a 10 ml komerc¢nej zmesi antibiotik
penicilin-streptomycin. Nasledne sa overilo pH roztoku pomocou pH metra, popripade sa podl'a potreby
upravilo na hodnotu pH 7,2 pouzitim roztokov 2M kyseliny chlorovodikovej alebo 2M hydroxidu
sodného. Poc¢as merania pH bola kadi¢ka umiestnena na magnetickej miesacke. Do roztoku v kadicke
sa nasledne pridal zvysny objem ddH20 doplneny do finalneho objemu jeden liter. Roztok sa nasledne
nechal na magnetickej mieSacke premiesat’ priblizne 30 sektind. Pre minimalizaciou kontaminacie bolo
potrebné médium nasledne prefiltrovat. Uzatvaratelna plastova nadoba urCena na filtraciu bola
v laminarnom boxe pripevnena na rovnaka nddobu s 0,2 uM pormi, ¢im sa vytvorila filtra¢na aparatira
s plastovou nasadkou pre vakuové odsatie. Do hornej plastovej nadoby bolo pridanych 500 ml AIR
média STOCK, nddoba sa zhora uzavrela a roztok sa vytvorenym podtlakom prefiltroval do spodnej
nadoby. Spodné nadoba sa po odnati hornej nadoby uzavrela a skladovala v chladnicke pri teplote 6 °C
pre dalSie ucely. Podobny postup sa volil pri zvySnych 500 ml AIR média STOCK,

avsak s novo zostavenou filtra¢nou aparatirou.

Pri priprave vzduchom pufrovaného AIR média pre SCN bolo do 50ml Falconovej skumavky
pridanych 48 ml AIR média STOCK, 500 pl GlutaMAX (100x), 1000 pl B-27 a 50 pl 0,1M luciferinu.
Z takto pripraveného roztoku sa odobralo 50 pl uréenych pre overenie osmolarity média pomocou
osmometra. Podl'a potreby sa osmolarita média upravila na 285-315 mOsm/Kg pridanim 5,3M chloridu
sodného. Pre minimalizaciu kontamindacie bolo roztok potrebné prefiltrovat’. Na 50ml plastovu injeként
striekaCku s vytiahnutym piestom sa nasadil kruhovy filter s 0,22um pérmi. Nasledne sa do plastovej
striekacky prelialo AIR médium pre SCN, ktoré sa zasunutim a stlacenim piestu prefiltrovalo do nove;j

Falconovej skimavky. Médium sa skladovalo v chladnicke pri teplote 6 °C.

Z dévodu minimalizacie kontaminidcie sa s uvedenymi roztokmi amédiami manipulovalo

v laminarnom boxe.
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Tab. 1: Zoznam pouZitych roztokov a médii s uvedenymi jednotlivymi zloZkami potrebnymi pre ich pripravu.

500 ml DPBS
5 ml IM HEPES
2,5 ml 7,5% hydrogénuhlicitan sodny

HBSS médium (,,Hank's Balanced Salt

Solution*)

8,3 g DMEM
4,5 g glukoza
4,7 ml 7,5% hydrogénuhlicitan sodny

AIR médium STOCK
10 ml HEPES

10 ml penicilin-streptomycin
1000 ml ddH20 (po pridani zloziek do 850 ml
upravit’ pH na 7,2 a doplnit’ do 1000 ml)
48 ml AIR médium STOCK
500 pl GlutaMAX (100x)
1000 pl B-27
50 pl 0,1M luciferin

AIR médium pre SCN

5,3M chlorid sodny (podla potreby pre upravu
osmolarity média na 285-315 mOsm/Kg)

6.6. Priprava organotypickych explantatov

Pracovny postup pripravy organotypickych explantatov E17 SCN graficky reprezentuje Obr. 7.
Gravidné samice mPer2™ mysi boli usmrtené medzi 8:00-14:00 rapidnou cervikalnou dislokaciou.
Z maternic usmrtenych samic sa pomocou skalpelu a pinzety extrahovali féty s placentou v stadiu E17
ausmrtili sa rapidnou dekapitdciou pomocou nozniciek. Z fetdlnych hlav sa postupne noznicami
a pinzetou odstranila koza, ¢im sa odhalila lebka. Noznickami sa lebka opatrne nastrihla lateralne
po oboch stranach smerom od exoccipitalnej kosti. Strih sa viedol rostralne cez skvaméznu kost
ku frontonazdlnemu $vu. Fetalny mozog sa vyklopil do Petriho misky na l'ade s vychladenym HBSS
médiom, v ktorom sa mimo zmienenych fetalnych mozgov uchovavali oddelené fetalne hlavy a tkaniva
pocas celej doby pripravy organotypickych explantatov. Z fetalnych mozgov sa pomocou mechanického
sekacika pripravili rezy o hrabke 500 um. Podl'a morfoldgie rezu sa vybral kandidatny rez obsahujuci
E17 SCN, ktory sa pomocou Ziletky upevnenej v kliestoch zredukoval na oblast’ rezu obsahujucu E17
SCN. Kvalita pripravenych organotypickych explantatov sa overila pomocou mikroskopu pri zvacseni

200x. Organotypické explantaty E17 SCN sa plastovou Pasteurovou pipetou preniesli do 6-jamkovej

25



dosticky na mikroporéznu sajucu membranu, tzv. tkanivovy inzert s priemerom 30 mm a pormi
o velkosti 0,4 pm. Kazdy explantat na tkanivovom inzerte bol ulozeny individualne do 1 ml vzduchom
pufrovaného AIR média pre SCN v jednotlivych jamkach dosticky, ktorej kryt sa na vnutornych hranach
pokryl sterilnou vazelinou pomocou plastovej injekénej strickacky. Organotypické explantaty E17 SCN

sa nasledne inkubovali pri 37 °C pre d’alSie experimentalne ucely.

Obr. 7: Schéma pripravy organotypickych explantdtov E17 SCN. Z usmrtenych samic mPer2" mysi sa extrahuji
féty v stadiu E17 a usmrtia sa rapidnou cervikalnou dislokaciou. Z fetalnych hlav sa ziskaju mozgy, z ktorych sa
pomocou mechanického sekacika pripravia rezy o hrubke 500 um. Podla morfologie rezu sa vyberie kandidatny
rez, ktory sa pomocou Ziletky upevnenej v kliestoch zredukuje na oblast’ rezu obsahujucu E17 SCN. Kvalita
explantatov sa overi pomocou mikroskopu pri zvicseni 200x. Tkanivovy explantadt sa prenesie na tkanivovy inzert
v 6-jamkovej dosticke, ktord sa nasledne inkubuje pri teplote 37 °C pre dalsie experimentdlne ucely. Vytvorené

pomocou BioRender.com

6.7. Meranie bioluminiscencie v pristroji LumiCycle

Pre splnenie prvych dvoch ciel'ov diplomovej prace sa vyuzil pristroj LumiCycle, ktory deteguje
emitované fotony z tkaniva prostrednictvom Styroch fotonasobicov, ¢im ndm umoznil sledovat’ chod
cirkadiannych hodin v realnom ¢ase snimanim bioluminiscencie organotypickych explantatov E17 SCN
mPer2 my§i. Chod pristroja bol udrziavany v inkubatore pri 37 °C. Pred samotnym meranim
v pristroji LumiCycle sa tkanivové explantaty E17 SCN ponechali ustaleniu sa v in vitro podmienkach
v inkubatore, a to minimalne 5-7 dni pri teplote 37 °C. Postup nahravania v pristroji LumiCycle

je graficky znazorneny na Obr. 8.

Do Petriho misiek s priemerom 35 mm bol v laminarnom boxe pridany 1 ml vzduchom pufrovaného
AIR média pre SCN, ktoré¢ bolo vopred vytemperované vo vodnom kupeli na teplotu 37 °C. Pomocou
pinzety stupym koncom sa jednotlivé inzerty s tkanivovymi explantatmi E17 SCN premiestnili

zo 6-jamkovej dosticky do Petriho misiek s AIR médiom pre SCN, ktoré sa nasledne zalepili okrahlym
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tenkym sklickom pomocou sterilnej vazeliny a popisali sa identifikacnym cislom. Takto pripravené

Petriho misky sa vlozili do pristroja LumiCycle, ktorého maximalna kapacita je 32 Petriho misiek.

Petriho misky sa spociatku ponechali v pristroji meraniu PER2-bioluminiscencie priblizne 3-4 dni.
Nasledne podstupili proces oSetrenia vybranym horménom alebo vehikulom (VEH), resp. negativnou
referenciou — zvycajne sa jedna o rozpustadlo studovaného hormonu. OSetrenie zahimalo vyber Petriho
misiek do laminarneho boxu, kde sa aplikovala pozadovana latka a Petriho misky sa nasledne vratili
do poévodnych pozicii v pristroji LumiCycle. V ramci oSetrenia bola ddlezitd rychla a opatrna
manipulacia a taktiez snaha znizit' teplotné rozdiely, ktorym boli tkanivové explantaty vystavené.
Z tohto dovodu sa vyuzivali plastové podnosy pre Petriho misky a termoblok, ktoré boli pred os$etrenim
vopred vytemperované na teplotu 37 °C. Pocas samotného oSetrenia sa umiestnila Petriho miska
s priemerom 35 mm do sterilnej Petriho misky umiestnenej na termobloku. Z Petriho misky
s tkanivovym explantatom sa opatrne odlepilo sklicko, tkanivovy inzert sa pomocou pinzety s tupym
koncom nadvihol a do 1 ml vzduchom pufrovaného AIR média pre SCN sa pomocou automatickej
pipety aplikovala pozadovana latka. V ramci oSetrenia E17 SCN sa aplikoval 1 ul 10 uM LEP,
2 ul 50 mM DA a 1 ul DPBS (VEH). Finalna testovana koncentracia v 1 ml AIR média pre SCN bola
teda 10 nM horménu LEP a 100 uM hormoénu DA. Koncentracie boli zvolené na zaklade
predchadzajucich s§tadii (Baba et al., 2017; Luzna et al., 2021; Prosser et Bergeron, 2003) a taktiez
pilotnych experimentov. Pomocou kriZivych pohybov sa obsah Petriho misky s priemerom 35 mm
zamieSal a inzert sa opdtovne vlozil do jej vnutra. Petriho miska s tkanivovym inzertom sa opatovne

uzavrela tenkym skli¢kom s vazelinou a vratila sa do pévodnej pozicie v pristroji LumiCycle.

Meranie PER2-bioluminiscencie tkanivovych explantitov E17 SCN pokracovalo po ich oSetreni
d’alsie 3 dni. Po ukonceni experimentu boli tkanivové explantaty E17 SCN vlozZené 2-krat po 5 minut
do 1 ml DPBS v 6-jamkovych dostickach a nasledne prenesené do Cerstvého vzduchom pufrovaného
AIR média pre SCN v 6-jamkovych dostickach, ktorych kryt sa na vnatornych hranach pokryl sterilnou
vazelinou. Vdaka tomu bolo mozné E17 SCN opitovne vyuzivat' pre dalSie experimenty, ¢im sa
Ciastoéne znizila potreba zabijania gravidnych mPer2 mysi. Tkanivové explantaty E17 SCN sa
medzi¢asom uchovavali v inkubatore pri teplote 37 °C. Bola taktiez starostlivo vedena dokumentacia
o type tkanivového explantatu (E17 SCN), datume jeho pripravy a poziti v predoslych experimentoch.
Nie vsetky tkanivové explantaty boli avSak vhodné pre opakované vyuzitie. Vyradené boli také
tkanivové explantaty, ktoré vykazovali zhorSent viabilitu, nedostatocnu integritu rytmu (plochy tvar
bioluminiscencnej krivky), popripade boli kontaminované. Bol taktiez zvdzeny charakter predoslého
experimentu (predosla podana latka) azneho vyplyvajuca vhodnost opakovaného zaradenia

tkanivového explantatu do Studie.
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6.7.1. Zostavenie PRC

Pre zostavenie PRC a overenie vplyvu kandidatnych hormonov LEP a DA na d’alSie parametre
bioluminiscen¢nych rytmov (amplitida, peridda a mezor) sa aplikovala pozadovana latka v r6znej faze
rytmu tak, aby sa postupne pokryl cely 24-hodinovy interval rytmu, pricom CT12 (circadian time 12)
v nasom pripade zodpovedd vrcholu bioluminescencie. Hodnoty pred CT12 reprezentuju
bioluminiscenény rytmus v jeho naraste a hodnoty po CT12 bioluminiscenény rytmus v jeho poklese.
Vdaka tomu bolo umoznené blizSie Studium Specifickej fazovej odozvy E17 SCN na podanie

kandidatnych horménov alebo VEH v in vitro podmienkach.

, Fazové predbehnutie
'

[ B .
+ Fazové oneskorenie

Obr. 8: Schéma nahrdavania PER2-bioluminiscencie a oSetrenie E17 SCN v pristroji LumiCycle. Jednotlivé
explantaty sa zo 6-jamkovej dosticky presunii do Petriho misiek s priemerom 35 mm obsahujucich vytemperované
Air médium pre SCN. Petriho misky sa ponechajii nahravaniu v pristroji Lumicycle priblizne 3-4 dni. Nasledne
explantaty podstipia oSetrenie v lamindrnom boxe, kde sa pomocou automatickej pipety aplikuje Studovand latka
v pozadovanej faze rytmu (CT 0-24). Alternativne méze dojst’ k fazovému oneskoreniu (Cervend krivka) alebo
fazovému predbehnutiu (zelena krivka) nového rytmu voci extrapolovanej sinusoide odrazajucej povodny priebeh
rytmu pred oSetrenim (Cierna krivka). Petriho misky sa vrdtia do povodnych pozicii v pristroji LumiCycle
a nahrdavanie PER2-bioluminiscencie pokracuje dalsie 3-4 dni. Tym ziskame udaje pre Statistické spracovanie dat.

Vytvorené pomocou BioRender.com.

6.7.2. Koncentra¢na rada a testovanie viability E17 SCN po oSetreni DA
V pripade kandidatneho horménu DA bol pri pilotnych experimentoch po pouziti koncentracie
100 uM pozorovany rapidny pokles v amplitade. Z tohto dovodu bola taktiez otestovana koncentracia

10 uM a 1 uM DA.

Bolo taktiez zvazené, ¢i pokles amplitady rytmu nie spdsobeny tym, Ze je koncentracia 100 pM DA
je pre E17 SCN letalna. To nas viedlo k porovnaniu viability E17 SCN po oSetreni 100 uM DA

s koncentraciami 10 uM a 1 uM. Po Standardnom postupe popisanom v kapitole 6.7. Meranie v pristroji
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LumiCycle boli namiesto ukoncenia experimentu tkanivové explantaty vystavené sérovému Soku.
Do kazdej jamky 6-jamkovych dosticiek bol v laminarnom boxe pridany 1 ml 50% konského teplom
inaktivovaného séra, ktoré bolo vopred vytemperované na teplotu 37 °C vo vodnom kupeli. Do takto
pripravenych 6-jamkovych dosti¢iek boli pomocou pinzety s tupym koncom prenesené tkanivové
inzerty s E17 SCN, ktoré sa nasledne ponechali v inkubatore dve hodiny pri teplote 37 °C. Po uplynuti
dvoch hodin boli tkanivové explantaity E17 SCN vlozené 2-krat po 5 minit do 1 ml DPBS
v 6-jamkovych dostickach a nasledne prenesené do 1 ml Cerstvého AIR média pre SCN v novych
Petriho miskach s priemerom 35 mm. Petriho misky sa prikryli tenkym okrihlym sklickom so sterilnou
vazelinou a vratili sa do povodnych pozicii v pristroji LumiCycle. Nahravanie bioluminiscencie
pokracovalo d’alSie dva dni, kedy sa pozastavilo. Tkanivové inzerty s E17 SCN sa pomocou pinzety
s tupym koncom preniesli do 6-jamkovych dosticiek, pricom v kazdej jamke bolo 1 ml cerstvého AIR
média pre SCN. Vnutorne hrany 6-jamkovej dosticky sa pokryli sterilnou vazelinou. Tkanivové
explantaty E17 SCN v 6-jamkovej dosticke sa nasledne vlozili do inkubatora s teplotou 37 °C,
kde sa ponechali pre d’alSie experimentalne ucely. VSetky vysSie uvedené média a roztoky boli
pred pouzitim vzdy vytemperované vo vodnom kupeli na 37 °C, aby sa znizili teplotné rozdiely,

ktorym boli E17 SCN vystavené.

6.7.3. Statistick4 analyza dat z LumiCycle

Pre kvantitativnu analyzu prvotnych surovych zaznamov z pristroja LumiCycle sa vyuzil softvérovy
balik LumiCycle Analysis. V ramci zostavenia PRC bolo potrebné od¢itat’ fazovy posun cirkadiannych
hodin v E17 SCN vyvolany oSetrenim poZadovanou latkou. Fazovy posun sa kvantifikoval prelozenim
sinusoidy cez prvé tri cykly, ktorych rytmus bol upraveny 24-hodinovym kizavym priemerom.
Sinusoida sa extrapolovala do doby po oSetreni. Fazovy posun sa odpocital ako rozdiel medzi
extrapolovanou sinusoidou odrdzajucou povodnt fazu a skuto¢ne nameranou bioluminiscenciou,
ktord odrazala novu fazu cirkadidnneho rytmu po oSetreni E17 SCN. Ak sa extrapolovana sinusoida
a skuto¢ne namerané hodnoty bioluminiscencie po osetreni E17 SCN prekryvali, k fazovému posunu
cirkadiannych hodin nedo$lo (hodnota 0). Alternativne po oSetreni mohlo dojst k fdzovému
predbehnutiu (kladné hodnoty) alebo fazovému oneskoreniu (zdporné hodnoty) cirkadianneho rytmu
v porovnani s extrapolovanou sinusoidou odrazajucou pévodnu fazu. Pre ucel Statistického porovnania
PRC medzi kandidatnymi horménmi (LEP, DA) a VEH boli dané PRC binované, tzn. rozdelené
do trojhodinovych zhodnych casovych usekov (binov). Z jednotlivych hodnét fazovych posunov
radenych do konkrétneho binu je vytvorena priemerna hodnota pre dany bin. Kazdopadne, nielen cela
PRC, ale aj kazdy jeden trojhodinovy bin mdze mat’ svoj charakteristicky trend, ktory sa prostym
vytvorenim priemeru hodnét za dany usek moze stratit’. Pre lepSie zachovanie trendu kriviek v ramci
jednotlivych binov boli vytvorené tzv. prekryvajice sa biny. Prvy bin teda predstavuje tisek CT 0-3,
druhy bin CT 1,5-4,5, treti bin CT 3-6, Stvrty bin CT 4,5-7,5 atd’., az po posledny bin CT 21-24.

rirodzene, vicSina hodnot je radena sucasne do dvoch binov. Ako priklad mozno uviest’ explantat,
Prirod hodnot d do dvoch b Ak klad t lantat
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ktory bol osetreny pocas CT 2. V tomto pripade bude jeho hodnota fazového posunu zaradena do prvého
binu (CT 0-3), ale zaroven aj do druhého binu (CT 1,5-4,5). Tento spdsob zostavenia binovanej PRC

je pre lepsiu predstavu graficky znazorneny na Obr. 9.

PRC s prekryvajucimi sa binmi

fazovy posun (h)
e

: [ 1 ¥
84 3 6 X 912115 181 2T )
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'12 1 1 L 1 1 1

0 3 6 9 12 15 18 21 24
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Obr.9: Zostavenie PRC s prekryvajiicimi sa casovymi tisekmi (binmi). Pre lepsie zachovanie trendu kriviek medzi
Jjednotlivymi binmi boli zostavené trojhodinové biny, ktoré sa prekryvaju (okrem prvého a posledného binu).
Sipky zndzoriujii priradenie bodu vyjadrujiiceho priemer fazovych posunov k danému binu. Vytvorené pomocou

BioRender.com.

Mimo fazového posunu bola taktiez od¢itana amplitida, peridda, mezor a d’alSie parametre
bioluminiscen¢ného rytmu klicové pre spracovanie prvotnych surovych zaznamov. Bol taktiez
posudeny celkovy tvar krivky, trend mezoru (klesajuci, stipajici, nemeni sa) a d’alSie osobné zapisky
blizsie Specifikujuce dany zaznam bioluminiscencie E17 SCN. Tieto udaje boli starostlivo vedené
v programe Microsoft Excel, kde slizili k d’alsim vypoctom. KIi€ovy bol vypocet relativnej amplitady
a relativnej peridody ako pomer X,0/X)eq, kde X,.q reprezentuje tisek bioluminicne¢ného rytmu od prvého
dita nahrdvania do momentu oSetrenia, a teda zahrnuje dva plné cykly pred oSetrenim. X,, naopak
reprezentuje usek od polovice klesajuceho cyklu, v ktorom bolo vykonané osetrenie, do konca druhého
nového cyklu (CT 24), ateda zahriiuje dva nové cykly po oSetreni. V ramci analyzy bola taktiez
sledovand akatna zmena v relativnej amplitide s podobnym vyjadrenim pomeru X,o/Xpred,
kde X,rea = 24-hodinovy usek z predoslého cyklu pred oSetrenim a X, = 24-hodinovy usek z nového
cyklu po oSetreni. Relativny mezor predstavuje taktiez pomer X,o/Xpred, kde Xprea = Usek 2,5 diia
pred osetrenim so zaciatkom od prvého dia nahravania a X, = usek 2,5 dila po osetreni so zaCiatkom
prvého nového cyklu (CT 0). Vo vSetkych pripadoch hodnota 1 reprezentuje ziadnu zmenu,
hodnota < 1 pokles v danom parametri a hodnota > 1 zvySenie v danom parametri. Navyse, subjektivny
¢as jednotlivych E17 SCN nemusi zodpovedat’ vonkaj$im solarnym ¢asovym podmienkam 24 hodin.

V ramci Statistickej analyzy bola preto nutnd normalizicia endogénnej periody na 24 zhodnych
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jednotiek CT pre kazdy tkanivovy explantat E17 SCN, pricom CT 12 reprezentuje vrchol

PER2-bioluminiscencie.

V pripade viability E17 SCN po oSetreni DA sa posudzoval tsek zdznamu po sérovom Soku.
Ak tento usek rytmu nevykazoval dostato¢nu integritu, resp. bol pritomny plochy tvar bioluminiscenéne;j
krivky, takyto tkanivovy explantat sa vyradil ako neviabilny. Tieto a vysSie spracované data sa nasledne

vyuzili pre Statisticka analyzu v programe Prism.

6.8. Meranie bioluminiscencie v luminiscenénom mikroskope Luminoview LV200

V ramci splnenia treticho ciela sa vyuzil luminiscenény mikroskop Luminoview LV200,
ktory v porovnani s predoSlym pristrojom LumiCycle poskytuje detailnejsie Stidium chodu
cirkadiannych hodin na trovni jednotlivych bunkovych oscilatorov. Vd’aka tomu sme mali moznost’
blizsieho stadia pripadného Specifického pdsobenia LEP a DA na konkrétne skupiny buniek E17 SCN
v realnom ¢&ase. Dal$ou vyhodou mikroskopu Luminoview LV200 bol taktieZ spdsob osetrenia E17
SCN, ktory prebiehal priamo v mikroskope bez nutnosti prenosu 6-jamkovej dosticky do laminarneho
boxu, ¢im sme potencialne znizili teplotny stres, ktorému boli E17 SCN pocas prenosu do laminarneho
flowboxu vystavené. V porovnani s pristrojom LumiCycle ma Luminoview LV200 mensiu kapacitu
pre pocet nahravanych vzoriek (jedna 6-jamkova dosticka), rovnako aj zlozitejsiu Statisticki analyzu
ziskanych dat. Z dovodu casovej naroc¢nosti experimentov bol pre splnenie prvych dvoch cielov
uprednostneny pristroj LumiCycle. Pre meranie bioluminiscencie v mikroskope Luminoview LV200
sa vyuzili Cerstvé tkanivové explantaty E17 SCN, popripade odlezané v inkubatore maximalne tri dni.

Schéma nahrdvania v mikroskope Luminoview LV200 je na Obr. 10.

V 6-jamkovej dosticke bol do kazdej jamky pridany 1 ml Cerstvého a na 37 °C vytemperovaného
vzduchom pufrovaného AIR média pre SCN. V tomto pripade sa vnutorné hrany krytu 6-jamkove;j
dosticky sterilnou vazelinou nepokryli. Takto pripravend 6-jamkova dosticka sa vlozila do inkubacne;j
komory mikroskopu Luminoview LV200 s teplotou 37 °C a vlhkost'ou 100 %. Mikroskop Luminoview
LV200 bol taktiez vybaveny objektivom LUCPLFLN40x s automatickym zaostrenim a vodou
chladenou kamerou ImageEM X2 EMCCD. Po nastaveni XYZ koordinatov E17 SCN v mikroskope bol

spusteny nasledujiici program snimania:
1. automatické zaostrenie objektivu (autofocus) po dobu 140 ms
2. bright-field snimanie (BF20) s expozi¢nym ¢asom 140 ms
3. snimanie luminiscencie s expozi¢nym ¢asom 9,4 min a elektromagnetickym ziskom 250

4. Cas Cakania po snimani po dobu 5 ms

31



Tkanivové explantaty E17 SCN sa tymto postupom snimali kazdi hodinu nasledujtcich priblizne
72 hodin, kedy sa nahravanie zastavilo v pozadovanej faze bioluminiscencného rytmu. Nasledoval
proces oSetrenia zahffiajuci otvorenie krytu 6-jamkovej dosticky a aplikaciu pozadovanej latky pomocou
automatickej pipety priamo na tkanivovy explantat E17 SCN tak, aby nedosSlo k jeho kontaktu
so Spickou automatickej pipety. V ramci experimentov bolo na E17 SCN aplikovanych 5 ul 20nM LEP,
5 ul 100uM DA a 5 ul VEH.

Po oSetreni bol program snimania opédt’ spusteny s rovnakymi parametrami uvedenymi vyssie,
pricom pokra¢oval minimalne d’alSich 72 hodin. Bioluminiscen¢né zaznamy boli vyhotovené pomocou
softvéru CellSens Dimensions a po ukonéeni experimentu exportované ako 16-bitové subory formatu

TIFF.

priamo v
mikroskope

S
-<_~\..-/ %

Obr. 10: Schéma nahrdavania PER2-bioluminiscencie v mikroskope Luminoview LV200. Pripravenad 6-jamkovd
dosticka sa viozi do inkubacnej komory mikroskopu. Po nastaveni XYZ koordinatov explantdtov a prislusnych
parametrov snimania je nahrdavanie spustené na nasledujucich priblizne 72 hodin. Nahravanie sa nasledne zastavi
v pozadovanej faze rytmu a pomocou automatickej pipety sa aplikuje Studovana latka na tkanivové explantaty
priamo v mikroskope. Nahrdvanie pokracuje dalsich 72 hodin s podobnymi parametrami ako pred oSetrenim.
Vdaka tomu ziskame bioluminiscencné zaznamy, ktoré sa exportuju ako 16-bitové subory formdatu TIFF pre ucely

Statistickej analyzy. Vytvorené pomocou BioRender.com.

6.8.1. Statisticka analyza dat z mikroskopu Luminoview LV200

Exportované 16-bitové TIFF zdznamy sa podl'a potreby zbavili kozmickych lacov tvoriacich Sum
a jednotlivé jasné bunky sa sledovali pomocou Fiji Image J pluginu Trackmate. Parova Struktira
E17 SCN sa algoritmicky rozdelila na d’al§ich 400-600 oblasti zadujmu. Déta z tychto oblasti zdujmu
sa exportovali ako priemer intenzity signalu spolu s ich XY koordinatami. Po odstraneni trendu rytmu
a zbaveni sa Sumu boli jednotlivé data analyzované pomocou skriptu v Pythone zalozenom na baliku
per2py. Parametre cirkadidnneho rytmu sa ujednotlivych oblasti zaujmu analyzovali preloZenim

kosinusovej krivky cez zdznam pred a po oSetreni E17 SCN pozadovanou latkou. Od¢itané periody
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merané Lomb-Scarglovym periodogramom boli analyzované parovym dvojvyberovym t-testom.
Priemerna faza jednotlivych oblasti zaujmu sa vyjadrila ako Rayleighov vektor v polarnom histograme.
Dal§im vystupom z analyzy st kompozitné grafy (z angl. heat maps), ktoré reprezentujii zoskupenie
jednotlivych algoritmicky vybranych oblasti zaujmu v ramci E17 SCN, pri¢om jeden XY koordinat
(jedna oblast’ zaujmu) reprezentuje jednu analyzu. Na zaklade priloZenej farebnej $kaly k jednotlivym
kompozitnym grafom je mozné odcitat zmeny v sledovanych parametroch medzi zaznamom
pred a po osetreni E17 SCN poZadovanou latkou. Vd’aka tomu sa potvrdi alebo vyvrati pripadné
$pecifické regionalne pdsobenie Studovanej latky v danom organotypickom explantate na konkrétnu

skupinu buniek. Analyza dat prebiehala v spolupraci s Mgr. Martinom Sladkom, PhD..
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7. Vysledky
7.1. Fazova odozva hodin v E17 SCN na exogénne podanie LEP a DA

Pre blizsie stidium fazovej odozvy fetalnych centralnych hodin bola zostavena PRC (Obr. 12 4
pre LEP; Obr. 12 B pre DA). Na Obr. 1l mdzeme vidiet reprezentativne zaznamy
PER2-bioluminiscencie E17 SCN s aplikaciou $tudovanych latok v roznej faze rytmu. Dvojfaktorova
ANOVA (Analysis of variance) so Siddkovym mnohonasobnym porovnavacim testom neodhalili
rozdiel medzi 10 nM LEP a VEH (Obr. 12 C) v zavislosti medzi vyvolanymi fazovymi posunmi hodin
a dobou podania danej latky tkanivovym explantatom E17 SCN. Pgupina = 0,4645, Fswpina (1, 24) =
0,5524; Peas <0,0001, Fras(3,927, 41,23) = 8,320; Posetrenie = 0,9506, Fosetrenie (14, 147) = 0,4597. V pripade
100 uM DA boli avsak pozorované vicsSie fazové oneskorenia v porovnani s VEH Specificky pocas
CT 15 (Obr. 12 D), kde dvojfaktorova ANOVA so Sidakovym mnohonasobnym porovnavacim testom
poukazuji na signifikantny rozdiel (P = 0,0478). Pupina = 0,1955, Fupina (1, 29) =1,756; Peas < 0,0001,

Feas(4,519, 51,32) = 12,45, Posetrenic = 0,0193,  Forerenie (14, 159) = 2,020.
A) Reprezentativhe zaznamy Reprezentativhe zaznamy
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Obr. 11: Reprezentativne zaznamy PER2-bioluminiscencie E17 SCN s aplikdaciou A) 10 nM LEP, B) 100 uM

DA alebo C) VEH v roznej faze bioluminiscencného rytmu (CT 6, CT 12, CT 18). Na osi x je vyneseny cas
(v ditoch) nahravania PER2-bioluminiscencie, zatial’ o os y reprezentuje pocet emitovanych fotonov za sekundu
z monitorovaného tkaniva. Hnedou farbou su vyznacené bioluminiscencné zaznamy explantatov osetrenych pocas
CT 6, modrou farbou v maxime PER2-bioluminiscencie (CT 12) a ciernou farbou pocas CT 18. Jednotlivé Sipky

zndzoriuju moment oSetrenia E17 SCN pozadovanou latkou.
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Obr. 12: PRC pre bliZsie Studium fiazovej odozvy E17 SCN na podanie 10 nM LEP (n = 55), 100 uM DA
(n=266) alebo 1 uL VEH (n=50). A) a B) PRC s prelozenym polynonom 8. stupna cez jednotlivé body, ktoré boli
pocas tohto kroku triplotované. Kazdy bod predstavuje individudlny explantdat oSetreny pozZadovanou latkou
(VEH — cerveny Stvorec;, LEP na grafe A) modry kruh; DA na grafe B) modry kruh). C) a D) Binované PRC
zostavené pre ucel Statistického porovnania PRC kandidatnych horménov s VEH (detailny spésobu binovania st
v kapitole 6.7.3.). Jednotlivé body predstavuju priemer fazovych posunov £SD explantdtov radenych do daného
binu. Fialové plné kruhy reprezentuju LEP, cervené plné kruhy DA a prazdne cierne kruhy VEH. Symbol hviezdy
(*) predstavuje signifikantny vysledok Siddkovho mnohondsobného porovnavacieho testu ("P < 0,05) medzi
fazovymi posunmi vyvolanymi v reakcii na podanie DA a VEH v ¢ase CT 15. Na osi x je normalizovanad endogénna
perioda explantatov na 24 zhodnych jednotiek CT. Na osi y je vyneseny fazovy posun cirkadiannych hodin
vyjadreny v hodindch bud’ ako fazové predbehnutie (kladné hodnoty) alebo fazové oneskorenie (zaporné hodnoty).
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7.2. Vplyv LEP a DA na d’alSie parametre PER2-bioluminiscenéného rytmu E17 SCN
7.2.1. Amplituda

Cosinor analyza odhalila signifikantntl variaciu v relativnej amplitide po exogénnom podani LEP
explantatom E17 SCN (Obr. 13 A), s najvacsim poklesom relativnej amplitidy medzi CT 12-15
(Prer = 0,0013, Frep (2, 52) = 7,600). Hoci aj v pripade VEH a DA dochadza k poklesu amplitady,
tento jav pravdepodobne nie je zavisly od doby podania sledovanej latky v presne definovanom CT
(Obr. 13 D; Pyen = 0,4707, Fven (2, 47) = 0,7657; Ppa = 0,1261, Fpa (2, 63) =2,140). Pre kvantifikaciu
rozdielu v relativnej amplitide medzi kandidatnymi horméonmi (LEP, DA) a VEH bola vyuzita
jednofaktorova ANOVA (P = 0,0009; F (2, 168) = 7,277) s Dunnettovym mnohonasobnym
porovnavacim testom (Obr. 13 C) so signifikantnym vysledkom medzi VEH a LEP a bez rozdielu
medzi VEH aDA (Pven v ter = 0,0081; Pven vs pa = 0,8321; priemer relativnej amplitady
(VEH) = 0,4852 £ 0,3502; priemer relativnej amplitady (LEP) = 0,6994 + 0,4906; priemer relativnej
amplitudy (DA) = 0,4499 £ 0,2782). Na zaklade tychto vysledkov m6Zeme konstatovat’, ze v pripade
podania LEP dochadza k menSiemu poklesu relativnej amplitidy, nez v pripade podania VEH.
V pripade akutnej zmeny v relativnej amplitide (Obr. 13 D a E) nebola vd’aka cosinor analyze
pozorovana cirkadianna variacia ani v jednej skupine (Pvew = 0,1773, Fven (2, 47) = 1,795;
Prer = 0,1583, Frer (2, 52) = 1,910; Ppa = 0,0664, Fpa (2, 63) = 2,833). Jednofaktorova ANOVA
(P =0,1955; F (2, 168) = 1,648) s Dunnettovym mnohondsobnym porovnavacim testom nepoukazuje
na signifikantny rozdiel medzi VEH a kandidatnymi horménmi (LEP, DA) v akitnej zmene amplitady
(Obr. 13 F), hoci vo vSetkych pripadoch dochadza k poklesu daného parametra (Pvem vs Lep = 0,2715;
Pven vs pa = 0,1481; priemer akttnej zmeny relativnej amplitudy (VEH) = 0,8090 + 0,6164; priemer
akutnej zmeny relativnej amplitady (LEP) = 0,6773 + 0,1186 ; priemer akutnej zmeny relativnej
amplitady (DA) = 0,6529 + 0,5474 h).
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A) cirkadianna variacia v relativnej amplitide B) Cirkadianna variacia v relativnej amplitide C) Relativha amplitida
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Obr. 13: Vplyv exogénneho podania 10 nM LEP (n = 55), 100 uM DA (n = 66) alebo 1 ul. VEH (n = 50)
na zmenu v relativnej amplitide a akutnu zmenu v relativnej amplitiide PER2-bioluminiscnenéého rytmu E17
SCN. A) a B) Zavislost’ zmeny v relativnej amplitiide (os y) na dobe podania danej latky vyjadrenej ako
normalizovand endogénna perioda explantatov na 24 zhodnych jednotiek CT v hodindch (os x). Kazdy bod
predstavuje individudlny explantat oSetreny pozadovanou latkou (VEH na grafe A) a B) — cierny prazdny kruh,
LEP na grafe A) fialovy plny kruh; DA na grafe B) cerveny plny kruh). Cosinor analyza (VEH — Cierna prerusovand
krivka na grafe A) a B); LEP — fialova plna krivka na grafe A); DA — Cervena plna krivka na grafe B)) nam
poukazuje na signifikantnu cirkadiannu variaciu relativnej amplitudy po oSetreni LEP (P = 0,0013).
C) Kvantifikdacia rozdielu v relativnej amplitude medzi kandiddatnymi hormonmi (LEP, DA) a negativnou
referenciou (VEH), kde bola vyuZita jednofaktorova ANOVA. Symboly hviezdy (**) reprezentuju signifikantny
vysledok Dunnettovho mnohondsobného porovndvacieho testu (P < 0,005) medzi VEH a LEP. Ddta st zobrazené
ako priemer relativnej amplitudy za danii skupinu £SD. D) a E) Zavislost’ akitnej zmeny v amplitiide (os y)
na dobe podania danej latky vyjadrenej ako normalizovand endogénna perioda explantdatov na 24 zhodnych
jednotiek CT v hodindch (os x). Kazdy bod predstavuje individudlny explantdt oSetreny pozZadovanou ldtkou
(VEH na grafe D) a E) — cierny prazdny kruh; LEP na grafe D) fialovy plny kruh; DA na grafe E) cerveny plny
kruh). Cosinor analyza (VEH — cierna prerusovand krivka na grafe D) a E); LEP — fialovd plnd krivka
na grafe D); DA — Cervend plnd krivka na grafe E)). F) Kvantifikdcia rozdielu v akiitnej zmene relativnej
amplitudy medzi kandidatnymi hormonmi (LEP, DA) a negativnou referenciou (VEH) s pouzitim
jednofaktorovej ANOVA a Dunnettovho mnohondsobného porovnavacieho testu. Dadta su zobrazené ako priemer

akutnej zmeny v relativnej amplitude za danu skupinu £SD.

7.2.2. Periéda

Na zaklade vysledkov parového t-testu (Obr. 14 A, B a C) mdzeme konStatovat’, ze v pripade podania
VEH aDA pravdepodobne dochadza k predizeniu periédy cirkadiannych hodin v E17 SCN
(Pven = 0,0208, priemer v zmene periody (VEH) = 0,7740 £ 2,292 h; Prep = 0,7397, priemer v zmene
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periody (LEP) = - 0,0727 £ 1,615 h; Ppa < 0,0001, priemer v zmene periody (DA) = 1,2610 +2,0770).
Hoci kvantifikacia rozdielu v relativnej periode medzi LEP, DA a VEH (Obr. 14 F) pomocou
jednofaktorovej ANOVA je signifikantna (P = 0,0015; F (2, 168) = 6,739), Dunnettov mnohonasobny
porovnavaci test neodhalil rozdiely medzi LEP, DA a VEH (Pveu vs Ler = 0,0611; Pven vspa = 0,3061;
priemer relativnej periody (VEH) = 1,032 + 0,0901 h; priemer relativnej periody
(LEP)=0,9990 £ 0,0632 h; priemer relativnej periddy (DA) = 1,052 + 0,0825 h). Vd’aka cosinor analyze
(Obr. 14 D a E) nebola pozorovana cirkadianna zavislost’ v relativnej periode na dobe oSetrenia
E17 SCN, ato v ziadnej Studovanej skupine (Pven = 0,1778, Fven (2, 47) = 1,792; Prer = 0,2276,
Frer (2, 52) = 1,523; Ppa = 0,0759, Fpa (2, 63) = 2,686).

A) Periéda VEH B) Perioda LEP C) Periéda DA
354 35+ 354
*
£ 301 < 30 £ 30
© o ~
3 3 3
= - =
2 254 8 25- g 254
20 T T 20 T T 20 T T
pred oSetrenim po osetreni pred osetrenim po osetreni pred oSetrenim po osetreni
D) Cirkadianna variacia E) Cirkadianna variacia F) Relativna perioda
v relativnej periode v relativnej periode
2.0
207 —~ LEP 2.0 - DA
o
é -e- VEH s -e- VEH ;S 1.5
: 151 % 1.5 5
. o
a a e 1.0 /A
2 o ° ° ° e 5
£ 10 %‘M—‘ﬁ s E
g . 8% e . ° o 0 & % ‘T:: 0.54
0.5 T T T T T T T 1 0.5 T T T T T T T 1 0.0 T
0 3 6 9 12 15 18 21 24 0 3 6 9 12 15 18 21 24 VEH LEP DA
CT(h) CT(h)

Obr. 14: Vplyv exogénneho podania 10 nM LEP (n = 55), 100 uM DA (n = 66) alebo 1 ul. VEH (n = 50)
na zmenu v relativnej periode PERZ2-bioluminiscnenéého rytmu E17 SCN. A), B) a C) Vplyv oSetrenia
VEH (¢ierna), LEP (fialovd) a DA (Cervend) na periodu PER2-bioluminiscencie. Pre kazdy explantat je do grafu
vyneseny par pre periodu dvoch plnych cyklov pred oSetrenim a periodu dvoch plnych cyklov po oSetreni.
Symboly hviezdy (* ****) reprezentuju signifikantny vysledok pdarového t-testu ("P < 0,05; ™™"P < 0,0001).
D) a E) Zavislost’ zmeny v relativnej periode (os y) na dobe podania danej latky vyjadrenej ako normalizovana
endogénna perioda explantatov na 24 zhodnych jednotiek CT v hodindch (os x). Kazdy bod predstavuje
individualny explantat oSetreny pozadovanou latkou (VEH na grafe D) aE) — Ccierny prazdny kruh;
LEP na grafe D) — fialovy plny kruh; DA na grafe E) — Ccerveny plny kruh). Cosinor analyza
(VEH — cierna prerusovana krivka na grafe D) a E); LEP — fialova plna krivka na grafe D); DA — cervend plna
krivka na grafe E). F) Kvantifikdcia rozdielu v relativnej periode medzi kandidatnymi hormonmi (LEP, DA)
a VEH pomocou jednofaktorovej ANOVA a Dunnettovho mnohondasobného porovnadvacieho testu.

Data su zobrazené ako priemer relativnej periody za danu skupinu =SD.
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7.2.3. Mezor

Na zaklade vysledkov jednofaktorovej ANOVA (P < 0,0001; F (2, 128) = 15,73) s Dunnettovym
mnohonasobnym porovnavacim testom je mozné, ze LEP zniZuje relativny mezor v mensej miere,
nez VEH (Obr. 15 (). Vysledok porovnania VEH a DA hrani¢i s hladinou vyznamnosti
(Pvervsier = 0,0037; Pvervspa = 0,0576; priemer relativneho mezoru (VEH) = 0,5967 + 0,1648; priemer
relativneho mezoru (LEP) = 0,6773 £ 0,1186; priemer relativneho mezoru (DA) = 0,5436 + 0,1098).
Navyse, v pripade VEH existuje cirkadianna zavislost’ medzi relativnym mezorom a dobou oSetrenia
E17 SCN (Obr. 15 A a B), ¢o potvrdila cosinor analyza (Pven = 0,0247, Fven (2, 47) = 4,010;
Prer= 0,1583, Frer (2, 52) = 1,910; Ppa = 0,6978, Fpa (2, 63) = 0,3619).

A) Cirkadianna variacia B) Cirkadianna variacia C) Relativhy mezor
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Obr. 15: Vplyv exogénneho podania 10 nM LEP (n = 55), 100 uM DA (n = 66) alebo 1 ul. VEH (n = 50)
na zmenu v relativnom mezore PER2-bioluminiscnencého rytmu E17 SCN. A) a B) Zadvislost' zmeny
v relativnom mezore (os y) na dobe podania danej latky vyjadrenej ako normalizovand endogénna perioda
explantatov na 24 zhodnych jednotiek CTv hodindch (os x). Kazdy bod predstavuje individudlny explantat oSetreny
pozadovanou latkou (VEH na grafe A) a B) — cierny prdzdny kruh; LEP na grafe A) — fialovy plny kruh,;
DA na grafe B) — cerveny plny kruh). Cosinor analyza (VEH — cierna prerusovand krivka na grafe A) a B);
LEP — fialova plna krivka na grafe A); DA — cCervend plna krivka na grafe B)) nam odhalila signifikantnu
cirkadidnnu varidciu v relativnom mezore po podani VEH (P = 0,0247). C) Kvantifikdcia rozdielu v relativnom
mezore medzi kandidatnymi hormonmi (LEP, DA) a VEH pomocou jednofaktorovej ANOVA a Dunnettovho
mnohondsobného porovnavacieho testu, ktory poukazuje na vyznamny rvozdiel medzi VEH a LEP

(na grafe **P < 0,005). Ddta sii zobrazené ako priemer relativneho mezoru za danii skupinu £SD.

7.2.4. Koncentrac¢na rada a viabilita E17 SCN po oSetreni DA

Jednofaktorova ANOVA s Tukeyho mnohondsobnym porovndvacim testom neodhalili vyznamny
rozdiel vo viabilite E17 SCN (Obr. 16 B) medzi jednotlivymi pouzitymi koncentraciami DA (P =0,3912;
F (2, 20) = 0,9840; P; vs 10 upt 04 = 0,3589; P1 w5 100 ust b4 = 0,7657; Pio vs 100 um 04 = 0,7515).
Viabilita vyjadrend v % + SEM bola pre 1 uM = 100 + 0,00 % (7 zo 7 explantatov viabilnych),
pre 10 uM = 75 =+ 46,29 % (6 z 8 explantatov viabilnych) apre 100 uM = 87,50 £ 35,36 %
(7 z 8 explantatov viabilnych). V pripade zaznamenania letality nemozno taktiez vylucit iné vplyvy ako

vystavenie explantatov manipulécii poc€as oSetrenia, pocet n a pod.
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Mimo viability boli medzi jednotlivymi koncentraciami DA porovnané pomocou jednofaktorovej
ANOVA s Tukeyho mnohonasobnym porovnavacim testom taktiez parametre bioluminiscen¢ného
rytmu ako relativna amplitida, akatna zmena v relativnej amplitade, relativna perioda a relativny mezor
(Obr. 17). Jediny pozorovany rozdiel bol v akitnej zmene relativnej amplitidy medzi 100 a 10 uM DA,
kde m6zZeme konstatovat, ze 100 uM DA sposobil vacsi akatny pokles relativnej amplitady, nez 10 uM
DA.

Pre relativnu amplitadu vysledky jednofaktorovej ANOVA: P =0,2019; F (2, 19) = 1,743; vysledky
Tukeyho mnohonasobného porovnavacieho testu: P; s 10 uvr pa = 0,9996; Pi v 100 uvt 04 = 0,2284;
Pio vs 100 um pa = 0,2731; priemer + SD (I uM DA) = 0,5398 =+ 0,2556 ; priemer = SD
(10 uM DA) = 0,5382 + 0,0958; priemer + SD (100 uM DA) = 0,3746 + 0,1124.

Pre akutnu zmenu v relativnej amplitide vysledky jednofaktorovej ANOVA: P = 0,0267;
F (2, 19) = 4,413; vysledky Tukeyho mnohonasobného porovnavacieho testu: P; vs 10 um pa = 0,0999;
P s 100 upe 04 = 0,6370; Pio vs 100 um b4 = 0,0267; priemer = SD (1 uM DA) = 0,5782 + 0,1344 ;
priemer £ SD (10 uM DA) = 0,7841+ 0,2769; priemer + SD (100 uM DA) = 0,4878 + 0,1105.

Pre relativnu periodu vysledky jednofaktorovej ANOVA: P = 0,0567; F (2, 19) = 3,351; vysledky
Tukeyho mnohonasobného porovnavacieho testu: P s 10 uve pa = 0,1941; Py v 100 uvr 04 = 0,0611;
Pio v 100 um pa = 0,7809; priemer £ SD (1 uM DA) = 1,054 £+ 0,0373 ; priemer + SD
(10 uM DA) = 1,018 + 0,0271; priemer = SD (100 uM DA) = 1,003 + 0,0547.

Pre relativny mezor vysledky jednofaktorovej ANOVA: P = 0,1105; F (2, 19) = 2,479; vysledky
Tukeyho mnohonasobného porovnéavacieho testu: P; s 10 um 04 = 0,6197; Pi v 100 um b4 = 0,3430;
Pio vs 100 um pa = 0,0940; priemer + SD (1 uM DA) = 0,5782 + 0,1344 ; priemer + SD
(10 uM DA) = 0,6350 + 0,1042; priemer + SD (100 uM DA) = 0,4878 = 0,1105.

A) Reprezentativne zaznamy PER2-bioluminiscencie B) Viabilita E17 SCN po oSetreni DA
E17 SCN - vyhodnotenie viability po sérovom soku
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Obr. 16: Viabilita E17 SCN po podani DA overend pomocou sérového Soku. A) Reprezentativne zdznamy
PER2-bioluminiscencie pri testovani viability E17 SCN. Na osi x je vyneseny cas (v diioch) nahravania
PER2-bioluminiscencie, zatial’ ¢o os y reprezentuje pocet emitovanych fotonov za sekundu z monitorovaného
tkaniva. Cierna prerusovand ciara reprezentuje moment podania 100 uM DA, zatial' ¢o cierna plna Ciara

vystavenie E17 SCN sérovému soku. Cervenou farbou je vyznaceny explantat, ktory bol na zdklade postidenia
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integrity rytmu po sérovom Soku vyhodnoteny ako viabilny. Ciernou farbou je vyznaceny explantdt, ktory bol
na zaklade plochej bioluminiscencnej krivky po sérovom Soku vyhodnoteny ako neviabilny. B) Kvantifikdcia
rozdielu vo viabilite E17 SCN medzi jednotlivymi koncentraciami DA pomocou jednofaktorovej ANOVA a
Tukeyho mnohondasobného porovnavacieho testu. Data su zobrazené ako percento viabilnych explantatov pre danu

skupinu = SEM (nj uvipa = T n10 urrpa = 8; n100 umapa = 8).

A) Relativna amplitiida B) Akutna zmena
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Obr. 17: Porovnanie rozdielu v A) relativnej amplitide, B) akitnej zmene relativnej amplitiudy, C) relativnej
peridde a D) relativnom mezore medzi jednotlivymi pouZitymi koncentrdciami DA. V ramci analyzy bola vyuzita
Jednofaktorova ANOVA s Tukeyho mnohondsobnym porovnavacim testom, ktory na grafe B) poukazuje
na signifikantny rozdiel v akitnej zmene rvelativnej amplitidy medzi 10 a 100 uM DA ("P < 0,05).

Data sui zobrazené ako priemer v sledovanom parametri za danii skupinu + SD.

7.3. Regionalne rozdiely v posobeni LEP a DA na E17 SCN

Pre blizSie Stidium pripadnych regionalnych rozdielov v posobeni kandidatnych horménov
(LEP, DA) na E17 SCN bola PER2-bioluminiscencia nahravanad v mikroskope Luminoview LV200.
Reprezentativne snimky bioluminiscencie E17 SCN v roznej faze cirkadianneho rytmu st zobrazené
na Obr. 18. Na Obr. 20 su reprezentativne zdznamy PER2-bioluminiscencie jednotlivych buniek
E17 SCN osetrenych 20 nM LEP (n = 4), VEH (n = 5) alebo 100 uM DA (n = 6). Po¢as samotného
vykonania experimentu bola av§ak zaznamenana nizsia ispesnost’ zisku kvalitnych zaznamov vhodnych
pre analyzu a interpretaciu dat (priblizne 30 % z celkového poctu). ZhorSena Uspesnost’ moze byt
ovplyvnena radou faktorov, ktoré budu podrobnejsie komentované v diskusii. Do diplomovej prace boli

zaraden¢ najkvalitnejsie nahravky PER2-bioluminiscencie E17 SCN.
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Po ukonceni nahravania v mikroskope boli 16-bitové subory formatu TIFF exportované pre tcely
Statistickej analyzy. Rukou nakreslené E17 SCN boli rozdelené mriezkou na priblizne
500-800 jednotlivych oblasti zaujmu na Grovni jednej bunky, ktoré boli d’alej individualne analyzované.
Priklad reprezentativnej analyzy na trovni jednej bunky je zobrazeny na Obr. 19. Zakladom analyzy
je prelozenie kosinusovej krivky cez detrendovany bioluminiscneCny zdznam zbaveny Sumu, a to
separatne pre zaznam pred oSetrenim a po oSetreni. Vd’aka extrapolacii kosinusovej krivky moézeme

sledovat’ fazovi odozvu danej bunky voci podane;j latke.

Pre grafické spracovanie regionalnych rozdielov v pdsobeni sledovanych hormoénov aich dopad
na celkovu rytmicitu E17 SCN boli zostavené tzv. teplotné mapy (z angl. heatmaps), do ktorych boli
vynesené amplitidy a periody individualnych oblasti zaujmu ako XY koordinaty v pixeloch
(Obr. 21 pre LEP a VEH; Obr. 22 pre DA a VEH). Reprezentativne cirkadidnne parametre
PER2-bioluminiscen¢ného rytmu jednotlivych oblasti zaujmu E17 SCN na uarovni jednej bunky
pred a po oSetreni (teplotné mapy, polarny histogram pre fazu, periodogram) su zobrazené na Obr. 21

pre LEP a VEH a Obr. 22 pre DA a VEH.

V pripade podania 20 nM LEP mo6Zeme pozorovat na teplotnej mape po osetreni (Obr. 21 A) lokélne
zvySenie amplitady v l'avom dmSCN. Na zaklade reprezentativnych zaznamov PER2-bioluminiscencie
jednotlivych buniek E17 SCN na Obr. 20 oSetrenych LEP a VEH v podobnej faze (SCN1-4 pre LEP;
SCN1,2,5 pre VEH) mdzeme zhodnotit, Ze toto tvrdenie je skor nepravdepodobné. Teplotna mapa
taktiez neodhal'uje regionalne rozdiely v pdsobeni LEP na periddu (Obr. 21 A). Polarny histogram
pre fazu nam po podani LEP nepoukazuje na vyraznu disperziu faz buniek (Obr. 21 A). V pripade VEH
bola uz pred oSetrenim pozorovana zvySena disperzia faz buniek (Obr. 21 B), o mdze byt ovplyvnené
arytmickymi bunkami v oblasti VISCN (pixely bielej farby), v okoli ktorych maju rytmické bunky
predizenti periodu. Rovnako aj na zaklade vzajomne prekryvajticich sa kosinusovych kriviek, ktoré boli
prelozené zvlast' cez bioluminiscenény zaznam pred oSetrenim (modrd krivka pod individuélnymi
zdznamami buniek na Obr. 20) alebo po oSetreni (Cervend krivka pod individudlnymi zdznamami buniek
na Obr. 20), mézeme zhrnit', ze LEP pravdepodobne nema vplyv na fazovy posun hodin v E17 SCN.
Na zéklade parového dvojvyberového t-testu (Obr. 23 A) mozeme konStatovat,
7e po podani LEP (n = 4) dochadza k signifikantnému prediZeniu periody suboru buniek E17 SCN
(Prer = 0,0048; tuep = 8,013) 0 0,5 hodiny. Tento efekt nebol pozorovany v pripade podania VEH
(n = 5) vpodobnej faze rytmu (Pven = 0,8649; tven = 0,1929). Celkovo bol pre LEP (SCN1-4
na Obr. 20) analyzovany nasledujuci pocet individudlnych rytmickych oblasti zaujmu: n (SCN1) = 624,
n (SCN2) = 560, n (SCN3) = 729; n (SCN4) = 635. Pre VEH podané v podobnej faze (SCNI1,2,5
na Obr. 20) bol pocet analyzovanych individudlnych oblasti zdujmu: n (SCN1) = 658, n (SCN2) = 560;
n (SCN5) = 712.
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Po podani 100 uM DA neboli na teplotnej mape (Obr. 22 A) pozorované vyrazné regionalne rozdiely
v amplitide medzi jednotlivymi oblastami zaujmu. Pre VEH (Obr. 22 B) sa najvyssie amplitady
po oSetreni objavili vdmSCN. Ak sa ale detailnejSie pozrieme na reprezentativne zaznamy
PER2-bioluminiscencie jednotlivych buniek E17 SCN na Obr. 20 oSetrenych DA a VEH pocas narastu
PER2-bioluminiscencie (SCN1,5,6 pre DA; SCN1,2,5 pre VEH), m6zZzeme vidiet, Ze k zvySeniu
amplitudy dochadza zjavne v obidvoch pripadoch. Z tohto dovodu, a aj na zaklade nizSiecho poctu
osetrenych E17 SCN, nemozno s istotou pripisat’ tento Specificky efekt DA. Podobne neboli medzi
jednotlivymi oblastami zaujmu pozorované vyrazné regionalne rozdiely v peridde, a to v pripade
DA (Obr. 22 A) aj VEH (Obr. 22 B). Reprezentativny polarny histogram nam poukazuje na miernu
disperziu faz buniek po podani DA pocas poklesu PER2-bioluminiscencie (Obr. 22 A), v porovnani
s VEH (Obr. 22 B). Na zaklade Obr. 20 nemozno taktiez vylucit, ze sa DA podiel'a na fazovych
posunoch hodin v E17 SCN. V tomto pripade totizto nebolo pozorované vzajomné prekrytie
kosinusovych kriviek, tak ako pri LEP a VEH. Parovy dvojvyberovy t-test (Obr. 23 B) neodhalil vplyv
DA (n =6)a VEH (n = 5) na periodu suboru buniek E17 SCN (Ppa=0,1082; tpa = 1,953; Pven= 0,9403;
tven = 0,07974). Celkovo bol pre DA (SCN1-6 na Obr. 20) analyzovany nasledujici pocet rytmickych
individualnych oblasti zaujmu: n (SCN1) = 599, n (SCN2) = 660; n (SCN3) = 761, n (SCN4) = 797,
n (SCN5) = 753; n (SCN6) = 665. Pre VEH (SCN1-5 na Obr. 20) bol pocet analyzovanych
individualnych oblasti zaujmu: n (SCN1) = 658; n (SCN2) = 560; n (SCN3) = 603; n (SCN4) = 626;
n (SCNS5) = 712.

Zhrigjic vysSie uvedené vysledky mozeme konstatovat, ze 20 nM LEP a 100 uM DA
pravdepodobne nepodsobia Specificky v rdmci konkrétnych regionalnych oblasti E17 SCN. Na zaklade
parového dvojvyberového t-testu nemozno vSak vylucit, ze 20 nM LEP ma moznt schopnost’ predlzit

periddu suboru buniek E17 SCN o 0,5 hodiny (PLep= 0,0048).

Obr. 18: Reprezentativne snimky E17 SCN v roznej faze PER2-bioluminiscencného rytmu. A) CT 0; B) CT 3;
C)CT6;D)CT9;E)CT12; F) CT 15, G) CT 18; H) CT 21. Mierka = 150 um.
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Obr. 19: Reprezentativna analyza PER2-bioluminiscencie na urovni jednej bunky E17 SCN. A) Surovy zdznam
PER2-bioluminiscencie. B) PreloZenie kosinusovej krivky (modra krivka) cez detrendovany bioluminiscnecny
zdznam zbaveny Sumu (Cervend krivka) pred oSetrenim. Zltd krivka zndzoriuje detrendovany zdznam z grafu A).
Sipka vyjadruje moment oSetrenia. Na osi x je vyneseny cas nahrdvania v hodindch, na osi y hodnota

PER2-bioluminiscencie v AU (z angl. arbitrary units).

44



LEP VEH

sov Wl ML

SCNZ2
WANMAAA

SCN3

SCN4

WA

SCNS

VAAMAAA
!
ANvwAAa~
AAAAAVWA
RANTTTY

[\L\AL\N._:

SCNG6

AAIV.VAVAVAVA

Obr. 20: Reprezentativne zaznamy PER2-bioluminiscencie jednotlivych buniek E17 SCN oSetrenych
20 nM LEP (fialovda; n = 4), VEH (&ierna; n = 5) alebo 100 uM DA (Cervend; n = 6). Kazda farebna krivka
reprezentuje individudlnu sledovanu oblast’ zaujmu na urovni priblizne jednej bunky. Modra Sipka zndzoriuje
moment aplikacie danej latky na tkanivovy explantat E17 SCN. Pre ucely Statistickej analyzy je kosinusova krivka
preloZena cez detrendovany bioluminiscencny zdznam zbaveny Sumu, a to zvlast pre zdznam pred oSetrenim
(modra krivka pod individudlnymi zaznamami buniek) alebo po oSetreni (Cervena krivka pod individudlnymi

zaznamami buniek) pozadovanou latkou.
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Obr. 21: Reprezentativne cirkadidanne parametre PER2-bioluminiscenéného rytmu jednotlivych oblasti zaujmu
E17 SCN na urovni jednej bunky pred a po aplikdcii LEP a VEH. E17 SCN boli osetrené A) 20 nM LEP pocas
CT 8 alebo B) VEH pocas CT 6, a to po priblizne 72 hodindch nahravania v pristroji. Rukou nakreslené E17 SCN
boli rozdelené mriezkou na jednotlivé oblasti zdujmu na urovni jednej bunky, ktoré boli dalej individudlne
analyzované spésobom detailnejsie popisanym na Obr 19. Kosinusova krivka sa prelozila cez bioluminiscencny
zaznam separdtne pred oSetrenim a po oSetreni, o nam umoznilo vypocitat pozadované cirkadianne parametre
zvlast pre zaznam pred oSetrenim (,,pred ) a po oSetreni (,,po ). Pre vizudlne zobrazenie regiondlnych rozdielov
v pésobeni kandiddtnych hormonov, a tiez ich dopad na celkovii rytmicitu E17 SCN boli pre amplitudu (prvé grafy
zlava) a periodu (druhé grafy zlava) zostavené tzv. teplotmé mapy (z angl. heatmaps). Amplitudy a periody
individualnych oblasti zaujmu su do teplotnych map vynesené ako XY koordindty v pixeloch. V pripade, ak je
oblast zaujmu arytmickd, tak je dany pixel vyznaceny bielou farbou. Fazy E17 SCN su vyjadrené pred oSetrenim
a po oSetreni ako poldarny histogram (druhy graf sprava), kde Sipka reprezentuje Rayleighov vektor s priemernou
fazou. Periody su vyjadrené ako periodogram, resp. linedarny histogram (prvy graf sprava). Pre E17 SCN oSetrené
A) 20 nM LEP bol pocet rytmickych analyzovanych buniek n = 729 a perioda siiboru buniek vyjadrend ako priemer
+ SEM pred oSetrenim = 24,382 = 0,013 h ; po oSetreni = 24,89 + 0,009 h. Pre E17 SCN osetrené B) VEH bol
pocet rytmickych analyzovanych buniek n = 658 a perioda suboru buniek vyjadrena ako priemer £ SEM pred
oSetrenim = 25,528 £ 0,046 h ; po oSetreni = 24,422 + 0,017 h.
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Obr. 22: Reprezentativne cirkadidanne parametre PER2-bioluminiscencného rytmu jednotlivych
oblasti zaujmu E17 SCN na urovni jednej bunky pred a po aplikdcii DA a VEH. E17 SCN boli oSetrené
A) 100 uM DA pocas CT 18 alebo B) VEH pocas CT 18, a to po priblizne 72 hodindach nahravania
v pristroji. Rukou nakreslene E17 SCN boli rozdelené mriezkou na jednotlivé oblasti zaujmu na urovni
jednej bunky, ktoré boli dalej individudlne analyzované spésobom detailnejsie popisanym na Obr 19.
Kosinusova krivka sa preloZila cez bioluminiscencny zdznam separdtne pred oSetrenim a po oSetreni,
¢o nam umoznilo vypocitat’ pozadované cirkadianne parametre zvldst pre zdaznam pred oSetrenim
(,,pred ) a po oSetreni (,, po*). Pre vizualne zobrazenie regiondlnych rozdielov v posobeni kandidatnych
hormonov, a tiez ich dopad na celkovu rytmicitu E17 SCN boli pre amplitudu (prvé grafy zlava)
a periodu (druhé grafy zlava) zostavené tzv. teplotné mapy (z angl. heatmaps). Amplitudy a periody
individualnych oblasti zaujmu su do teplotnych madp vynesené ako XY koordinaty v pixeloch. V pripade,
ak je oblast zaujmu arytmicka, tak je dany pixel vyznaceny bielou farbou. Fazy E17 SCN su vyjadrené
pred oSetrenim a po oSetreni ako polarny histogram (druhy graf sprava), kde Sipka reprezentuje
Rayleighov vektor s priemernou fazou. Periody st vyjadrené ako periodogram, resp. linearny histogram
(prvy graf sprava). Pre E17 SCN oSetrené A) 100 uM DA bol pocet rytmickych analyzovanych buniek
n = 660 a perioda suboru buniek vyjadrena ako priemer + SEM pred oSetrenim = 24,886 + 0,012 h;
po osetreni = 25,291 + 0,022 h. Pre E17 SCN oSetrené B) VEH bol pocet rytmickych analyzovanych
buniek n = 626 a perioda suboru buniek vyjadrena ako priemer £ SEM pred oSetrenim = 24,972 + 0,005
h ; po oSetreni = 24,945 + 0,007 h.
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Obr. 23: Perioda E17 SCN oSetrenych A) 20 nM LEP (n =4) a VEH (n =3) v podobnej fize a B) 100 uM DA
(n=6) a VEH (n=13) v podobnej fize. Odcitané periody merané Lomb-Scarglovym periodogramom boli do grafu
vynesené ako par pre periodu suboru buniek daného explantatu pred oSetrenim a po oSetreni. Symboly hviezdy

(**) reprezentujii signifikantny vysledok dvojvyberového parového t-testu pre 20 nM LEP (*"P < 0,005).
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8. Diskusia
8.1. Vplyv LEP a DA na fazovy posun hodin v E17 SCN

Pre splnenie prvého ciel'a diplomovej prace boli zostavené PRC blizsie Studujuce fazovii odozvu
fetalnych SCN transgénnej mysi mPer2"* na exogénne podanie 10 nM LEP a 100 uM DA tkanivovym
explantatom (Obr. 12).

8.1.1. Exogénne podanie LEP

Doposial’ nebola publikovana §tidia zahriujuca zostavenie PRC pre LEP s priamym oSetrenim SCN
pocas fetadlneho Stadia. Vysledky tejto diplomové prace preukazali, Zze vo fetdlnom Stadiu E17
je umPer2™ mysi trend PRC pre 10 nM LEP podobny VEH bez signifikantného rozdielu
v jednotlivych ¢asovych bodoch (Obr. 12 A a C), a to pocas celého 24-hodinového cyklu. Jedna sa tak
o unikatne vysledky dopliiujuce zakladné poznatky o ontogenéze cirkadiannych rytmov, na zaklade
ktorych mozno konstatovat’, ze 10 nM LEP pravdepodobne v in vitro podmienkach nemoduluje fazu
cirkadiannych hodin v E17 SCN. Kazdopadne, nemozno s istotou vylacit mozny vplyv LEP na chod

cirkadiannych hodin vo fetalnych SCN, a to z rady dévodov, ktoré budi diskutované d’alej.

Prvym faktorom, o ktorom je v pripade LEP nutné uvazovat’, je mozna diferencialna citlivost
centralnych hodin vo¢i LEP pocas réznych $tadii ontogenézy. Na zaklade naSich negativnych vysledkov
nemozno jednoznacne vylucit mozny vplyv LEP na synchronizaciu fetalnych SCN v inom prenatalnom
Stadiu, nez nami sledovanom E17. Ako bolo zmienené v reSerSnej Casti prace, u dospelych samcov
potkana ma 10 nM LEP schopnost’ v in vitro podmienkach fazovo predbichat’ cirkadianne hodiny
v SCN, a to v priemere o 1-3 hodiny s vynimkou CT 22, kedy st centralne hodiny dospelych samcov
vo¢i LEP pravdepodobne necitlivé (Prosser et Bergeron, 2003). V naSom pripade bola u E17 SCN
pozorovana vicsia variabilita vo fdzovych posunoch. V priemere za celil binovanu PRC sa jednalo
o fazové posuny v rozmedzi od -4,099 h do 3,946 h pre 10 nM LEP a od -3,059 h do 5,270 h pre VEH.
V okoli ¢asu CT 22, kedy su dospelé SCN pravdepodobne rezistentné voci LEP, boli u fétov pre asovy
usek CT 19,5-22,5 pozorované fazové predbehnutia v priemere o 3,946 h pre LEP a 0 2,525 h pre VEH.
Taktiez v iseku CT 21-24 sa jednalo o fazové predbehnutia v priemere 2,319 h pre 10 nM LEP
a 5,270 h pre VEH. Medzi danymi skupinami (VEH a LEP) avSak nebol pozorovany vyznamny rozdiel
ani v jednom casovom useku (Pcr21= > 0,9999; Pcrazs = 0,9962). Z tohto dovodu nemozno s istotou
pripisat’ dany pozorovany efekt ucinku podanému LEP. Nemézeme taktiez vylucit’ moznu llohu LEP
v synchronizacii SCN az v neonatalnom obdobi prostrednictvom materského mlieka. U samic potkana
bol v materskom mlieku pozorovany rytmus hladiny LEP v skorSom S§tadiu lakticie, kedy moéze
korelovat’ s jeho plazmatickou koncentraciou. Je av§ak mozné, Ze tato zavislost’ sa v priebehu laktacie
postupne vytraca a hladina LEP sa stava viac zavislou od samotnej mlie¢nej Zl'azy. Navyse, v polovici

laktacie hladina LEP v materskom mlieku stipa (Nozhenko et al., 2015).
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8.1.2. Exogénne podanie DA

Dalsie dosiahnuté vysledky nazna¢uji, ze DA pravdepodobne indukuje vicsie fazové oneskorenia
$pecificky pocas poklesu PER2-bioluminiscnecie v normalizovanom ¢asovom bode CT 15 v porovnani
s VEH (Obr. 12 B a D; P =0,0478). Rovnako ako pre LEP, aj v pripade DA nebola zaznamenana $tidia
so zostavenou PRC, v ramci ktorej by boli priamo osetrené fetalne SCN s naslednym monitoringom ich
chodu v redlnom case. Interpretacia vysledkov predchadzajiiceho vyskumu bola totizto zaloZena
na experimentalnom dizajne, poskytujucom iba nepriamy dokaz o vplyve DA na fetalne hodiny v SCN
vzhladom ku sledovaniu vystupnych rytmov ako ukazovatelov fazy. PredovSetkym sa jednalo
o injikovanie kokainu, popripade agonistu Drdl (SKF 38393) gravidnym samiciam laboratérnych
hlodavcov sprevadzané naslednou analyzou expresie c-fos vo fetalnych SCN (Viswanathan et Davis,
1997; Weaver et al., 1992), popripade analyzou behavioralnych rytmov u P20 potomkov (Viswanathan
et al., 1994). Kazdopadne, injikovany SKF 38393 gravidnym samiciam syrskeho Skrecka s 1éziami SCN
pocas 15. dna gravidity mal schopnost’ nastavit fazu fetadlnych SCN priblizne do prostriedku
subjektivneho dna (Viswanathan et Davis, 1997). Nase vysledky poukazuji na zvySenu citlivost’ E17
SCN voc¢i DA pocas poklesu PER2-bioluminiscencie. Hoci experimentalny pristup v starSich
publikaciach pravdepodobne lepSie simuluje podmienky in vivo (prestup injikovanej latky k fétu
cez placentarnu bariéru a pod.), na§ monitoring tkanivovych explantatov E17 SCN umoziuje jedine¢ny
pohl'ad na fazovi odozvu centralnych hodin v redlnom case po ich priamom oSetreni kandidatnymi
horménmi, ¢o moze byt kritické pre d’al$i vyskum na trovni jednotlivych bunkovych oscilatorov.

Kazdopadne, aj tento experimentalny pristup ma svoje limity, ktoré budi komentované d’ale;j.

8.2. Vplyv LEP a DA na d’alSie parametre cirkadianneho rytmu E17 SCN

Mimo fazovych posunov centralnych hodin fétov sa overil vplyv 10 nM LEP a 100 uM DA na d’alSie
kl'acové parametre PER2-bioluminiscenéného rytmu ako amplitida (Obr. 13), perioda (Obr. 14)
a mezor (Obr. 15), ktoré, podobne ako pri PRC, neboli v tomto kontexte v minulosti skimané. Dané
parametre st avSak integralnou sucastou funkénych charakteristik cirkadidnneho oscildtora. Z tohto

dovodu je ich blizsie studium vyznamné pre lepsie pochopenie chodu fetalnych centralnych hodin.

8.2.1. Vplyv LEP na amplitiidu, periédu a mezor bioluminiscen¢ného rytmu

V pripade relativnej amplitidy a akitnej zmeny relativnej amplitidy dochadza kich poklesu
po exogénnom podani LEP aj VEH (Obr. 13 C a F). Statisticky vyznamné rozdiely boli pozorované len
v pripade relativnej amplitady, u ktorej dochadza k mensiemu poklesu po podani LEP neZ po osetreni
s VEH (P = 0,0081). Po exogénnom oSetreni E17 SCN s LEP bola navySe pozorovana cirkadianna
variacia v relativnej amplitide. Na zaklade ziskanych vysledkov mozeme zhrntit, ze amplitida
cirkadianneho rytmu E17 SCN je voc¢i LEP najcitlivejSia v momente, kedy PER2-bioluminiscencny
rytmus tkanivovych explantatov zacina z jeho vrcholu klesat’ (Obr. 13 A). Otazne je, v akom casovom

useku mozno pripadny efekt oCakavat’ v in vivo podmienkach. U dospelych samcov potkana dosahuje
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plazmaticky LEP vrchol svojej koncentracie po nastupe subjektivnej noci (Kalsbeek et al., 2001). U l'udi
vykazuje plazmaticky LEP svoj vrchol pocas tmavej fazy dina medzi 22:00-3:00, s vysSou plazmatickou
koncentraciou u Zien, u ktorych je naopak relativna amplitida produkovaného LEP niz$ia, nez u muzov
(Saad et al., 1998). Pre detailnejsie objasnenie pdsobenia LEP na fetalne SCN v in vivo podmienkach
bude v budicom vyskume potrebné stanovit’ vzor cirkadiannej produkcie LEP v priebehu gravidity
a blizSie preskiimat’ farmakokinetiku maternalneho LEP vo féte. Nemenej dolezité bude taktiez brat’
do tivahy mozny intersexualny rozdiel fétov voci LEP. Je potrebné sa zamysliet’ taktiez nad otazkou,
do akej miery ovplyviiuje ziskané vysledky samotna manipulécia s tkanivovymi explantatmi, ktora
moze stazit’ potvrdenie mozného minoritného efektu. Prave v tomto kontexte bol v experimentalnej
Casti prace pozorovany zaujimavy efekt, kedy v pripade negativnej referencie (VEH) dochadza
k vacsiemu poklesu relativnej amplitudy nez po podani LEP. Participacia LEP na fyziologickom vyvine
mozgu je zndma uz od 90. rokov minulého storocCia (Steppan et Swick, 1999). Je taktiez mozné, ze sa
LEP podiel'a na samotnom vyvine spontannych rytmov SCN, podobne ako bolo pozorované v pripade
syntetického glukokortikoidu dexametazonu (Ce¢manova et al., 2019), a to prostrednictvom stabilizacie
nesurodych oscilacii fetalnych centralnych hodin, ktoré esSte stile nevykazuji integritu rytmu

kvalitativne podobnti dospelym jedincom (Obr. 4).

V ramci blizSicho $tadia periody bioluminiscenéného rytmu jednofaktorova ANOVA poukazuje
na signifikantny rozdiel v relativnej periode medzi VEH a kandidatnymi horménmi (P = 0,0015).
Podobne ako pri predchadzajucich parametroch, aj v pripade periody je potrebné zamysliet’ sa, do akej
miery je modulovand samotnou manipulaciou, ktora méze ovplyvnit' potvrdenie minoritného efektu.
Post hoc analyza (Obr. 14 F) totizto poskytuje slabu evidenciu, avSak bez Statistickej vyznamnosti

(P =0,0611), v kvantifikécii rozdielu v relativnej periode medzi VEH a LEP.

Rovnako ako pri relativnej amplitide, aj v pripade relativneho mezoru bol zaznamenany pokles
vo vSetkych skupinach s najvacsim efektom po podani VEH (Obr. 15 C), uktorého bola taktiez
pozorovana cirkadidnna zavislost’ na faze oSetrenych tkanivovych explantatov (P = 0,0247; Obr. 15 A
a B), s najvacsim poklesom pocas narastajuceho PER2-bioluminiscenc¢ného rytmu (P = 0,0247). Je preto
nutné¢ opitovne poukazat na manipulaciu ako dolezity faktor, voci ktorému su fetilne SCN
pravdepodobne vysoko citlivé. NavySe, LEP znizuje relativny mezor v mensSej miere, nez VEH
(P =0,0037; Obr. 15 C), o néas znovu privadza k myslienke ucasti LEP na vyvine spontannych rytmov
SCN. Mimo stabilizacie integrity rytmu mozno taktiez uvazovat’ nad akousi ochrannou funkciou LEP
voci zrychleniu poklesu amplitady rytmu E17 SCN (z angl. dampening), ktoré sa poc€as nahravania
explantatov prirodzene vyskytuje aj bez manipulacie s nimi (Obr. 11). Rovnaky efekt bol pozorovany
aj vpripade syntetického glukokortikoidu dexametazonu (CeEmanova et al., 2019). Recentny
prehladovy clanok od Ansarin et al. (2023) poukazuje na mozné prepojenie signalizacie LEP
a cirkadiannych hodin, pricom prave centralne hodiny sa zdaju byt jednymi z vyznamnych miest tohto

stretu. Samotny LEP pravdepodobne ovplyviiuje expresiu hodinovych génov a radu inych faktorov
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prostrednictvom znamych signalnych dréh blizSie zmienenych v prehl'adovom ¢lanku. Dana publikacia
avSak eSte nepresla recenznym riadenim (zhrnuté v Ansarin et al., 2023). Do buducna je teda potrebné
detailnejsSie objasnit’ nezname molekulové mechanizmy posobenia LEP na chod cirkadiannych hodin v

SCN pocas fetalneho obdobia.

8.2.2. Vplyv DA na amplitidu, periédu a mezor bioluminiscenéného rytmu

V pripade relativnej amplitidy a akitnej zmeny relativnej amplitidy dochadza k ich poklesu po
exogénnom podani DA aj VEH (Obr. 13 C a F). Medzi danymi skupinami avS$ak nebol pozorovany
Statisticky vyznamny rozdiel. V oboch pripadoch taktiez nebola pozorovana signifikantna cirkadianna
variacia v relativnej amplitade a akttnej zmene relativnej amplitudy (Obr. 13 B a E). Samotné vysledky

a potvrdenie minoritného efektu avSak mdze ovplyvnit’ samotna manipulacia s explantatmi.

Dalsie experimentélne vysledky prace s vyuzitim parového t-testu poukazuju na mozné prediZenie
periody E17 SCN po podani 100 uM DA (Obr. 14), a to priblizne o 1,3 hodiny (P < 0,0001). Podobny
efekt bol pozorovany aj v pripade VEH (Obr. 14 A), ktoré predizilo periédu priblizne o 0,77 hodiny
(P = 0,0208). Hoci jednofaktorova ANOVA poukazuje na signifikantny rozdiel v relativnej peridde
medzi VEH a kandidatnymi horménmi (P = 0,0015), post hoc analyza neodhalila Ziaden Statisticky
vyznamny rozdiel medzi DA a VEH (Obr. 14 F). Cosinor analyza sledujuca cirkadiannu variaciu

v relativnej peridde po podani DA (P = 0,0759; Obr. 14 E) nam poskytuje slabti evidenciu tohto efektu.

Z dovodu hraniciacich vysledkov s hladinou Statistickej vyznamnosti (P = 0,0576; Obr. 15 C)
je taktieZ nutné zamysliet' sa nad moZznym vplyvom DA na relativny mezor. Otazkou avsak ostava,
aky molekulovy mechanizmus je zodpovedny za mozny efekt DA na hladinu PER2-bioluminiscencie.
Aktivacia signalizdcie Drdl spriahnutého s G-proteinom vedie k produkcii cAMP (cyklicky
adenozinmonofosfat) a aktivacii proteinkinazy A, ¢o vedie k fosforylacii CREB (z angl. cAMP response
element-binding protein) (zhrnuté vo Vaughn et al., 2017). Aktivovany CREB nasada na CRE (z angl.
cAMP-response element), kde mimo iného, zahajuje transkripciu Per (Travnickova-Bendova et al.,
2002). Aktivacia Drd2 naopak vedie k inhibicii produkcie cAMP, ¢im sa narusi zmienend signalna
kaskdda (zhrnut¢ vo Vaughn et al., 2017), o moZe potencidlne viest' k zniZzeniu hladiny PER2.
U potkana je avsak expresia Drd?2 v §tadiu E18,5-19,5 nedetekovatel'na nad prahovil hodnotu (Greiner
et al., 2022). Je preto mozné, Ze do daného procesu je zapojeny iny nezndmy mechanizmus. Popripade
v ramci signalizacie Drd1, r6zne posttranslacné modifikécie veduce k znizeniu hladiny PER2. Podobne
ako pri LEP, aj v pripade DA bude v budticnosti potrebné detailnejsie objasnit’ molekulové mechanizmy
jeho posobenia na chod fetdlnych centralnych hodin. Mdzeme taktiez ocakavat, Ze s rozvojom
citlivejsich technik bertcich ohl'ad na limity nami vyuzitého experimentalneho pristupu bude tloha DA
a LEP v modulacii Studovanych parametrov bioluminiscencného rytmu jasnejSia. V sucasnosti

na zaklade ziskanych vysledkov avSak nemozno s istotou formulovat’ jednoznacné zavery.
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8.2.3. Koncentra¢na rada a viabilita E17 SCN po oSetreni DA

Pocas pilotnych experimentov bol po podani 100 uM DA pozorovany rapidny pokles v amplitude.
Z tohto dovodu bolo zvazené, ¢i tento pokles nie je spésobeny pouzitou koncentraciou, ktora by pre E17
SCN mohla byt potencialne letalna. To nas viedlo k overeniu viability E17 SCN po oSetreni DA
s pouzitim koncentra¢nej rady 100, 10 a 1 uM DA. Viabilita bola overena pomocou sérového Soku,
ktorému boli tkanivové explantaty vystavené (Obr. 16). VSetky tri koncentracie boli taktiez otestované
na d’al§ie parametre PER2-bioluminiscie (relativna amplituda, akatna zmena relativnej amplitidy,

relativna peridda a relativny mezor), ¢o blizsie zhriwuje Obr. 17.

Na zaklade vysledkov mozno zhodnotit,, Ze ziadna koncentracia pravdepodobne nema letalny ucinok
na E17 SCN (Obr.16 B). Post hoc analyza taktiez neodhalila vyznamny rozdiel medzi skupinami
(Pivs 10 umt pa = 0,3589; Pjvs 100 st pa = 0,7657; Pio vs 100 um pa = 0,7515;). 'V pripade neviabilnych
explantatov nemozno s istotou vylucit' aj d’alSie vplyvy, ako manipulacia, ¢i mensi pocet testovanych
explantatov. V ramci testovania koncentra¢nej rady DA na d’alSie parametre bioluminiscen¢ného rytmu
bol v post hoc analyze pozorovany iba jediny rozdiel, a to v akttnej zmene relativnej amplitidy medzi
100 a 10 uM DA (Obr. 17 B), kde mozeme konstatovat’, ze 100 uM DA sposobil vacsi akutny pokles
relativnej amplitudy, nez 10 uM DA (P =0,0267). Pre d’alsie stadium chodu fetalnych centralnych hodin
bolo potrebné zvolit’ efektivnu koncentraciu, ktora nie je pre E17 SCN letalna. V experimentalnej ¢asti
sa z tohto dovodu pokracovalo s koncentraciou 100 uM DA. V minulosti bola rovnaka koncentracia
vyuzita k vyskumu cirkadiannych hodin aj v inych $trukturach ako placenta (Luzna et al., 2021) alebo
sietnicovy pigmentovy epitel (Baba et al., 2017). Napriek tomu nemdzeme nami dosiahnuté vysledky
s danou suprafyziologickou koncentraciou interpretovat na systéme in vivo. V mediobazidlnom
hypotalame E21 potkana je koncentracia DA pomerne variabilna. Jednd sa o priblizne 42-200 mg DA/pg
tkaniva, v zdvislosti od pohlavia fétu (Melnikova et al., 1999). Vysledky boli formulované s vyuzitim

kvapalinovej chromatografie a mensim poctom #. Je preto mozné, Ze neodrazajui skuto¢ny stav.

8.3. Regionalne rozdiely v posobeni LEP a DA na E17 SCN

Dalsie kroky diplomovej prace nas viedli k overeniu pdsobenia LEP a DA na jednotlivé bunkové
oscilatory E17 SCN, a to pomocou luminiscenéného mikroskopu Luminoview LV200. Vd’aka tomu sme
mali moznost preskimat’ pripadné regiondlne rozdiely v posobeni kandidatnych hormoénov
na konkrétne skupiny buniek. Na zaklade pozorovanych vysledkov avSak nemézeme konstatovat,
ze po podani 20 nM LEP alebo 100 uM DA dochadza k vyraznym regionalnym rozdielom medzi
jednotlivymi skupinami buniek. Ako bolo komentované vo vysledkovej Casti prace, pocas experimentu
bola zaznamenana nizSia uspesnost’ zisku kvalitnych zaznamov vhodnych pre analyzu dat (priblizne
30 % z celkového poctu). Dané zhorSena uspesnost mdze byt ovplyvnena radou faktorov. Prvym z nich
mdze pravdepodobne byt samotna priprava organotypickych explantatov. Pre mikroskopicka analyzu
bolo totizto potrebné vybrat’ vysoko kvalitné tkanivové explantaty. Mnoho z nich ale vykazovalo slaby

bioluminiscen¢ny signal nevhodny pre analyzu, a to obzvlast' v pripade kaudalnych rezov E17 SCN.
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Na druhu stranu, dané pozorovania nas nutia opéat’ zamysliet’ sa nad otazkou z reSerSnej Casti prace,
ktorému $tadiu prenatalneho vyvinu mézeme vlastne pripisat’ pociatok in vivo funkéného molekulového
chodu fetalnych hodin v SCN. Vo vacSine pripadov hodinovych génov sa cirkadianna variacia
v ich expresii objavuje postupne az v postnatalnom obdobi (Kovacikova et al., 2006). U E17 mysi boli
avSak pozorované cirkadianne oscilacie Perl, ale nie Per2, ktorého expresia je rytmickd az
od obdobia P6 (Shimomura et al., 2001). Pre vyvin cirkadiannych rytmov organotypickych explantatov
SCN mPer2" mysi sa zda byt kritické obdobie E15,5 (Carmona-Alcocer et al., 2018). Je vak otazne,
¢i objavenie sa rytmickych PER2-bioluminiscne¢nych oscilacii u fetalnych SCN nie je vysledkom skor
reakcie na proceduru ich pripravy. V pripade fetalnych hodin v peceni bolo totiZzto pozorované, zZe ich
faza je nastavena samotnou pripravou explantatov (Dolatshad et al., 2010). Ukazalo sa taktiez,
7e vyznamny je aj Cas pripravy explantatov, voéi ktorému st fetdlne SCN mPer2™ mysi citlivé
(Landgraf et al., 2015). Dal$im negativnym faktorom bola zvy$ena pohyblivost E17 SCN v porovnani
s dospelymi (zalozené na osobnom pozorovani na oddeleni), ¢o zhorsilo sledovanie konkrétnych oblasti
zauyjmu vramci analyzy. Pohyblivost sa objavovala nielen na zaCiatku nahravania
PER2-bioluminiscnencie, ale Castokrat aj po niekol’kych dnoch, ¢i po samotnom procese oSetrenia.
V poslednom pripade sa uvazovalo, ¢i dana zmena nemoze byt zaloZena na Cisto fyzikalnych principoch
(lom svetla v dosledku aplikacie latky priamo na explantat, ¢o mdze viest’ k skresleniu vysledného
obrazu). Z tohto dovodu sa otestovala aplikacia mensicho objemu kvapaliny (2 pl namiesto 5 pul), no vo
vysledku nebol pozorovany ziaden rozdiel. NavySe, kazdy explantat E17 SCN je individualny vo svojej
vel’kosti, resp. ploche, na ktoru je aplikovana latka. Je preto obtazné vybrat' jeden vhodny objem
kvapaliny, ktory by povrch tkanivovych explantatov pokryl rovnomerne. Kazdopadne, do diplomove;j
prace boli zaradené najkvalitnejSie nahravky PER2-bioluminiscencie E17 SCN. Do buducna je avSak

potrebné danti metédu zdokonalit’.

8.3.1. Exogénne podanie LEP

V pripade aplikacie LEP pravdepodobne nedochddza k disperzii faz buniek (Obr. 21 A) a rovnako
ani k fazovym posunom hodin v E17 SCN (Obr. 20). Na druht stranu, LEP m4 mozny efekt na
prediZenie periody siboru buniek (Obr. 23 A), a to 00,5 hodiny (P = 0,0048). Jedna sa o opacné
vysledky v porovnani s datami ziskanymi z pristroja LumiCycle, kde podanie LEP v priemere skor
skratilo periodu E17 SCN (Obr. 14 B), hoci nie vyraznym spésobom. Prirodzenym moznym dévodom,
preco su ziskané data medzi sebou rozdielne, je odlisny pristup v oSetreni tkanivového explantatu, ktoré
prebieha v mikroskope aplikdciou pozadovanej latky priamo na explantat. Pri pouziti pristroja
LumiCycle je nutné E17 SCN vybrat’ do laminarneho boxu, kde podstupia proces oSetrenia, a nasledne
ich vratit’ do povodnych pozicii. V dosledku toho sit E17 SCN vystavené manipulécii v ovela vicsej
miere. Dal§im dolezitym faktorom, ktory moze ovplyvnit' ziskané vysledky, je taktiez niz§i podet
osetrenych E17 SCN v mikroskope (n = 4) v porovnani s LumiCycle (n = 55). Kazdopadne, pocas
tmavej fazy dna je 20 nM LEP schopny modulovat’ elektrofyziologické vlastnosti SCN dospelého
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potkana. V ramci extracelularnych nahravok SCN sa jednalo o znizenie priemernej frekvencie spikov
(impulzov s rusivym charakterom a s vel’kym pomerom ich velkosti voci dobe trvania) a zvySenie
nepravidelnosti excitacie neurénov. Intracelularne nahravky navyse odhalili hyperpolarizaény vplyv
LEP na monitorované neurdny (Inyushkin et al., 2009). Podobny efekt pozorovala taktiez starsSia Stadia
od Spanswick et al. (1997). Hyperpolarizacia hypotalamickych neuréonov moéze byt spdésobena
aktivaciou adenozintrifosfat-senzitivneho draslikového kanalu citlivého vo¢i LEP (Spanswick et al.,
1997). V pripade fetalnych SCN mo6zu byt avSak mechanizmy pdsobenia LEP diametralne odli$né od
dospelych centralnych hodin.

8.3.2. Exogénne podanie DA

Polarny histogram (Obr. 22 A) nam poukazuje na miernu disperziu faz buniek po podani DA pocas
poklesu PER2-bioluminiscencie. Je taktieZ mozné, ze sa DA podiel’a aj na fazovych posunoch hodin
v E17 SCN. V pripade DA totizto nebolo pozorované vzajomné prekrytie kosinusovych kriviek (modra
a ¢ervena krivka na Obr. 20), tak ako pri LEP a VEH. Na druht stranu, v pripade niektorych E17 SCN
(SCN4,5) bola pozorovana desynchronizacia medzi jednotlivymi bunkami, pripadne zhorSena integrita
rytmu, ¢o modze negativne ovplyvnit' interpretaciu ziskanych dat. Kazdopadne, na zaklade
reprezentativnych zaznamov na Obr. 20 mozno poukdzat’ na vysoku variabilitu cirkadianneho rytmu
medzi individudlnymi E17 SCN. V pristroji LumiCycle bolo po zostaveni PRC pozorované, ze DA
indukuje  vdcSie fazové oneskorenia Specificky pocas poklesu PER2-bioluminiscencie
v normalizovanom ¢ase CT 15 v porovnani s VEH (Obr. 12 B a D; P = 0,0478). Je teda mozné,
ze v tomto bioluminiscenénom useku je DA schopny modulovat’ fazu fetalnych SCN a mierne narusit’

synchronnost’ buniek.

Stadia na dospelych mysiach od Grippo et al. (2020) preukézala, Ze zvySenie aktivity signalizacie
Drd1 vedie k znizeniu excitability neuréonov SCN, popripade k inhibicii postsynaptickych neurénov
centralnych hodin. Takyto pokles m6ze podla autorov simulovat’ no¢nt1 neuronalnu aktivitu SCN, ¢o na
behavioralnej Grovni moéze viest' k vyhladédvaniu kalorickej potravy. Prepojenie signalizacie Drd1l
a orexigénnych signalov je preto atraktivne pre d’alsi vyskum nadmerného prijmu kalorickej potravy
(Grippo et al., 2020). Kazdopadne, u vyvijajiceho sa fetalneho mozgu su dané mechanizmy zatial’

nezname.

V ramci d’al$ich vysledkov mikroskopicka analyza nepreukdzala vplyv DA a VEH v podobne;j faze
na periddou suboru buniek E17 SCN (Obr. 23 B). Podobne ani post hoc analyza dat z LumiCycle
nepreukazala Statisticky vyznamny rozdiel medzi DA a VEH (Obr. 14 F). Z tohto dévodu mdzeme
predpokladat’, ze DA pravdepodobne nemoduluje periddu E17 SCN. Na druhu stranu, u dospelych
samcov mPer2 my$i ma podanie 50 uM agonistu Drdl a Drd5 schopnost predizit periodu
tkanivovych explantatov SCN. Dany efekt bol taktiez pozorovany v in vivo podmienkach a je

zvratitelny podanim kyseliny valproovej (znamy stabilizator nélady), ktord naopak periddu skracuje
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(Landgraf et al., 2016). Predizena peridda cirkadianneho rytmu bola pozorovana aj u izolovanych
fibroblastov od pacientov s bipolarnou poruchou, uktorych je DA signalizacia narusena
(McCarthy et al., 2013). Pochopenie ontogenézy DA signalizacie ajej patologickej disrupcie by
v buducnosti mohlo byt vyuzitelné pre vcasné terapeutické preprogramovanie narusené¢ho chodu

cirkadiannych hodin v SCN pomocou chronofarmakologie.

8.4. Limity prace a moZnosti d’alSieho vyskumu

Vyznamnym aspektom, ktory pravdepodobne méze ovplyvnit' vysledky prace, je rozna citlivost’
medzi pohlaviami fétov voci podanej latke. Ako priklad moézeme uviest’ recentnu Studiu, ktorda nam
ukazuje, ze Gc¢inok glukokortikoidov méze byt medzi pohlaviami variabilny aj napriek tomu, Ze pre
samcie a samiCie féty potkana su zachovame identické podmienky in utero (Murray et al., 2022).
V pripade koncentracie plazmatického LEP je v pupoéniku intersexualny rozdiel s vysSSou
koncentraciou u dievcat. Rozdiel v plazmatickej koncentracii LEP je medzi pohlaviami taktiez vo veku
4 a 14 tyzdnov (Helland et al., 1998). Rovnako aj farmakokinetické $tiidie poukazujt na uréité rozdiely
medzi samcami a samicami mySi ako polcas rozpadu LEP, ktory je usamic dlhsi, ¢i klirens
plazmatického LEP, ktory je u samic niz§i v porovnani so samcami. V oboch pripadoch sa avsak zda,
7€ mozog nie je jednou z hlavnych ciel'ovych Struktar LEP z periférie, ¢o vSak nevylucuje moznu vyssiu
citlivost’ hypotalamu vo¢i LEP (Hart et al., 2016; Hart et al., 2017). V pripade DA je u E17 potkana
intersexualny rozdiel v pocte aj v distribicii DA neurénov mezencefalu a diencefalu (Reisert et al.,
1990). Navyse, v bunkovych kulturach mediobazalneho hypotalamu explantovanych v §tadiu E17 bola
u samcov pozorovand vysSia koncentrdcia DA a 3,4-hydroxyfenylalaninu v porovnani so samic¢imi
fétmi. U samcov bola taktiez zaznamenand vysSia rychlost uvolfiovania DA zneurénov nielen
v zmienenych bunkovych kultirach, ale aj v pripade perfizie E21 mediobazalneho hypotalamu v reakcii

na nadbytok K" (Melnikova et al., 1999).

Dolezitou limitou tejto diplomovej prace moéze pravdepodobne byt taktiez samotny model
organotypickych explantitov E17 SCN. V periférnych cirkadidannych hodindch pecene bolo
pozorované, Ze ich fdza modze byt v in vitro podmienkach nastavena pripravou explantatov
(Dolatshad et al., 2010). Fazu rytmu méze ovplyvnit aj Cas pripravy explantatov, voci ktorému st fetalne
SCN mPer2™ mysi mimoriadne citlivé (Landgraf et al., 2015). Dalsim faktorom je priprava rezov
fetalneho mozgu na mechanickom sekaciku naprie¢ rostrokaudalnou osou s hrabkou rezov 500 pm.
Vysledne organotypické explantaty teda nie su v ramci danej osi zhodné — boli zhotovené rostralne,
medialne, ¢i kaudalne rezy. Hoci v ramci spracovania dat po oSetreni explantatov neboli pozorované
rozdiely medzi jednotlivymi rezmi, nemozno s istotou vylucit’ rozlicn1 dynamiku pésobenia DA a LEP
v ramci danej osi. Prechadzajtici vyskum totiZto naznacuje mozné regionalne rozdiely vo funk¢nosti
SCN napriec rostrokaudalnou osou (Hazlerigg et al., 2005; Sosniyenko et al., 2009; Spisska et al., 2020).

U dospelej mPer2" mysi bola v rdamci vSetkych troch rezov SCN pozorovana heterogenita vo faze
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cirkadianneho rytmu, priCom v kauddlom reze dochadza k skorSiemu nastupu bioluminiscen¢ného

vrcholu v porovnani s rostralnym, ¢i medidlnym rezom (Evans et al., 2011).

Aj samotna manipulacia s tkanivovymi explantatmi pocas vykonania experimentu moze byt d’al§im
dolezitym cCinitelom, o ktorom je nutné uvazovat. Pocas oSetrenia boli tkanivové explantaty vybrané
z pristroja LumiCycle a prenesené do laminarneho boxu, kde podstipili proces oSetrenia pozadovanou
latkou. Hoci sa vynalozila snaha minimalizovat’ teplotné rozdiely, ktorym boli tkanivové explantaty
vystavené, k uréitym teplotnym fluktuaciam bez vyhrady doslo. V pripade potkana dochadza v in vitro
podmienkach k teplotnej kompenzacii centralnych hodin. NavySe, po vystaveni SCN tepelnym
impulzom ma zostavena PRC podobny trend ako PRC pre svetelné impulzy, ktorych vplyv bol
sledovany na behavioralnych rytmoch (Ruby et al.,, 1999). V in vivo podmienkach moéze mat
fyziologicka teplota mozgu vyznamnu ulohu v stabilizacii cirkadiannych rytmov na bunkovej Grovni
periférnych hodin. Nastavenie chodu hodin teplotou bolo u potkana preukazane v Pl
(Herzog et Huckfeldt, 2003). Aky vplyv ma nahly pokles teploty na chod cirkadiannych hodin E17 SCN

pocas experimentalnej manipulécie s nimi? To ostdva otvorenou otazkou.

Este vacSou neznamou ostava, Ci efekt kandidatnych hormoénov v in vivo podmienkach odraza ich
efekt priamo na chod fetalnych hodin v SCN. U dospelych samic mysi ma injikovany LEP schopnost’
posilnit’ efekt 30 minutovych svetelnych pulzov na fazové posuny cirkadiannych hodin poc¢as neskorej
subjektivnej noci. Je taktiez mozné, ze sa LEP podiela aj na rytme spanku a bdenia (Mendoza et al.,
2011). U P20 potomkov Skrec¢ka boli pozorované rozdiely vo faze behavioralneho rytmu o 11,3 hodiny
v pripade, ak boli ich matky pocas poslednych 5 dni gravidity injikované SKF 38393 (agonista Drd1)
v r6znych ¢asovych bodoch (rano o 8:00 alebo vecer o 20:00) (Viswanathan et al., 1994). Je nutné brat’
do tivahy aj samotnu komplexnt Struktiru mozgu a zamysliet' sa nad moznym nepriamym vplyvom
LEP a DA na fetalne SCN prostrednictvom inych Struktur, ¢i vstupov, popripade kombinécie r6znych
neurohumoralnych  faktorov. Ako priklad moéZzeme wuviest postresovi stimuldciu osi
hypotalamus-hypofyza-nadoblicky prostrednictvom Drd1 a Drd2, ¢o je kritické pre udrziavanie vyssich
plazmatickych hladin glukokortikoidov po stresovom stimule (Belda et Armario, 2009).
Prave glukokortikoidy su silnymi kandiddtnymi hormoénmi pre synchronizaciu fetdlnych SCN
(Ceémanova et al., 2019). Poznatky tohto typu je ale obt'azné preukazat’ na nami vyuzitom tkanivovom
explantate izolovanom od okolitého tkaniva. Navyse, pre PRC a d’alSie parametre bioluminiscen¢ného
rytmu bola testovand len jednd koncentracia kandidatnych hormoénov volena na zaklade pilotnych
experimentov, ¢i predchadzajtcich publikécii, ktora nemusi odpovedat’ fyziologickym podmienkam in

Vivo.

Hoci diplomova préca predstavila radu doposial’ nepublikovanych unikatnych vysledkov, ma taktiez
mnoho limit, ktoré stazuju ich interpretaciu. Fetalne centralne hodiny si pomerne narocnym modelom

k §tadiu ontogenézy cirkadiannych rytmov, a to z dovodu Sirokej variability medzi explantatmi a tiez

57



ich vysokej citlivosti vo¢i manipulacii, v dosledku ¢oho je vel'mi obtazné ziskat' konzistentné data.
Buduci vyskum by sa predovsetkym mal orientovat’ na zdokonalenie technologii, ktoré zabrania
nadmernej manipulacii s tkanivovymi explantdtmi a poskytnu ndm detailnej$i pohl'ad na chod
cirkadiannych hodin SCN na trovni jednotlivych bunkovych oscilatorov. Dalsi aspekt, ktory bude
potrebné zvazit, je intersexualny rozdiel v citlivosti fétov voc¢i podanej latke, ktory bol pozorovany aj
v pripade zachovania zhodnych podmienok in utero (Murray et al., 2022). NavySe, prevazna vac§ina
publikacii, s ktorymi bola diplomova praca konfrontovana, je zalozend na pozorovaniach az
v postnatalnom obdobi a prevazne na dospelych samcoch hlodavcov. Molekulova regulacia chodu
centralnych hodin, ¢i samotna farmakokinetika LEP a DA moéze byt u fétov diametralne odli$na, nez
u dospelych jedincov. Je preto potrebné zvazit' aj tento aspekt. Nemenej dolezité je taktieZ zostavit
vyvojovu radu v pdsobeni LEP a DA na fetalne SCN. Hoci mnoho parametrov bioluminiscen¢ného
rytmu nebolo v nami sledovanom S§tadiu E17 mysSieho fétu signifikantne ovplyvnenych, nemézeme
s istotou vylucit’ mozny efekt LEP a DA v inom vyvinovom $tadiu. Bude taktieZ zaujimavé blizSie
preskumat’ ulohu LEP a DA v synchronizacii fetalnych hodin v SCN u matiek s obezitou, metabolickym
syndromom, naruSenym rezimom v prijme potravy a spanku (napr. z dovodu prace na smeny),
schizofréniou, poruchou pozornosti, ¢i autizmom. Prave materské signaly si klI'ai¢ové v riadeni Sirokej
diverzity rytmicky exprimovanych génov fétu, ato eSte pred tym, nez sa uneho vyvini vlastné
koherentné rytmy (Greiner et al., 2022). Hoci véc¢sina vysledkov zakladného vyskumu este stale nie je
aplikovatel'na do klinickej praxe, pre sucasnost je kIiové upovedomit’ spolo¢nost’ o vyzname
pravidelného denného rezimu gravidnych Zien a poukazat na mozny negativny dopad absencie
materskych rytmov na vyvin cirkadianného systému predc¢asne narodenych deti (Greiner et al., 2022),

u ktorych by chronofarmakol6gia mohla v budticnosti zlepsit’ ich fyziologicky vyvin.
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9. Zaver

V ramci experimentalnej Casti diplomovej prace bola blizSie preskimana uloha LEP a DA
v synchronizécii cirkadiannych hodin E17 SCN s vyuzitim modelu mPer2™“ mysi. Zaverom mozno
zhodnotit’, Ze v danom vyvinovom §tadiu sa obidva kandidatne hormoény pravdepodobne podiel’aji na

moduldcii chodu centralnych hodin, hoci iba v mensej miere a v rozdielnych parametroch rytmu.

Podanie exogénneho DA tkanivovym explantatom E17 SCN indukuje vicsie fazové oneskorenia
v porovnani s VEH, a to $pecificky pocas poklesu PER2-bioluminiscnecie v normalizovanom ¢asovom
bode CT 15. Na druht stranu, DA pravdepodobne neovplyviiuje d’alSie parametre rytmu ako amplitada,

peridda, ¢i mezor.

V pripade LEP pravdepodobne nedochadza k modulacii fazy rytmu E17 SCN. Kazdopadne, LEP
znizuje relativny mezor a relativnu amplitidu v mensej miere, nez negativna referencia (VEH). Je teda
mozné, ze sa podiela na vyvine spontdnnych rytmov, to prostrednictvom stabilizacie integrity

cirkadianneho rytmu prejavujucej sa spomalenim poklesu jeho amplitady (z angl. dampening).

Na zaklade mikroskopickych vysledkov nemézeme konstatovat, ze po podani LEP alebo DA
dochadza k vyraznym regionalnym rozdielom v peridde a amplitide v ramci E17 SCN. Po podani DA
pocas poklesu PER2-bioluminiscencie bola avSak pozorovana mierna disperzia faz buniek. Je teda
mozné, Zze DA ma v tomto ¢asovom tUseku schopnost’ narusit’ synchronnost’ buniek, hoci reprezentativne
zdznamy na Obr. 20 tomu nenasved¢uju. Dalsia analyza odhalila mozny efekt LEP na prediZenie
periody suboru buniek priblizne o 0,5 hodiny. Rozdielne vysledky medzi mikroskopom LV200
a LumiCycle mézu byt ovplyvnené menSim poctom oSetrenych explantatov v mikroskope, a taktiez

zvySenou potrebou manipulacie s explantatmi v pristroji LumiCycle.

Buduci vyskum by mal brat’ v tivahu limity diplomovej prace ako mozny intersexualny rozdiel
v citlivosti fétov voci LEP a DA, a tieZ manipuldciu, voci ktorej s fetalne SCN vysoko citlivé. Mézeme
taktiez oCakavat, ze zdokonalenie pristrojovej techniky nam poskytne tiplne novy pohlad na chod
fetalnych centrdlnych hodin. Nemenej atraktivne bude taktiez preskimat’ tlohu LEP a DA
v synchronizicii fetalnych SCN u matiek s roznymi patolégiami ako obezita, metabolicky syndrom,

porucha pozornosti, ¢i autizmus.

Diplomovi praca dopiia chybajice zakladne poznatky tykajuce sa ulohy LEP a DA v synchronizacii
fetdlnych hodin v SCN. Monitoring chodu hodin v E17 SCN nam poskytol unikéatny nadhl'ad na ich
odozvu v redlnom case voc¢i podanym kandidatnym hormoénom. Ziskané vysledky mézu prispiet
k lepSiemu pochopeniu ontogenézy cirkadiannych rytmov. V neposlednom rade mozu byt taktiez

vyuzité v d’alsich stidiach zameranych na starostlivost’ o tehotné zeny a predc¢asne narodené deti.
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