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Abstrakt 

Rytmické nesvetelné materské signály, ako napr. rôzne behaviorálne, neurohumorálne a metabolické 

faktory, môžu mať kľúčové postavenie v synchronizácii fetálnych cirkadiánnych hodín. Diplomová 

práca sa bližšie zameriava na možnú úlohu leptínu a dopamínu v hormonálnej synchronizácii fetálnych 

centrálnych hodín uložených v suprachiasmatických jadrách hypotalamu. Ako experimentálny model 

bol využitý transgénny myší fétus, ktorý má luciferázu fúzovanú s hodinovým génom Period 2. To nám 

umožnilo sledovať chod fetálnych centrálnych hodín v reálnom čase snímaním bioluminiscencie 

tkanivových explantátov. Exogénne podanie dopamínu počas normalizovaného cirkadiánneho času 15 

indukuje väčšie fázové oneskorenia v porovnaní s vehikulom. Leptín sa naopak môže podieľať na 

vývine spontánnych rytmov prostredníctvom stabilizácie integrity cirkadiánneho rytmu, prejavujúcej sa 

spomalením poklesu jeho amplitúdy (z angl. dampening). Na úrovni jednotlivých bunkových 

oscilátorov neboli pomocou bioluminiscnečnej mikroskopie pozorované výrazné regionálne rozdiely 

v amplitúde a perióde. Po podaní dopamínu na poklese bioluminiscencie bola avšak pozorovaná mierna 

disperzia fáz buniek. V prípade leptínu došlo k predĺženiu periódy rytmov súboru buniek. Výsledky 

môžu byť avšak ovplyvnené menším počtom ošetrených explantátov a radou ďalších faktorov. Získané 

dáta významne prispievajú k lepšiemu pochopeniu ontogenézy biologických rytmov a môžu byť využité 

pre ďalší výskum zameraný na starostlivosť o predčasné narodené deti a gravidne matky.  

Kľúčové slová: suprachiasmatické jadrá, cirkadiánne rytmy, hormonálna synchronizácia, ontogenéza, 

leptín, dopamín 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

Abstrakt 

Rytmické nesvětelné mateřské signály, jako např. různé behaviorální, neurohumorální a metabolické 

faktory, mohou mít klíčové postavení v synchronizaci fetálních cirkadiánních hodin. Diplomová práce 

se blíže zaměřuje na možnou roli leptinu a dopaminu v hormonální synchronizaci fetálních centrálních 

hodin uložených v suprachiasmatických jádrech hypothalamu. Jako experimentální model byl využit 

transgenní myší fétus, který má fúzovanou luciferázu s hodinovým genem Period 2. To nám umožnilo 

sledovat chod fetálních centrálních hodin v reálném čase snímáním bioluminiscence tkáňových 

explantátů. Exogenní podání dopaminu během poklesu bioluminiscence  

v normalizovaném cirkadiánním čase 15 indukuje větší fázová zpoždění ve srovnání s vehikulem. 

Leptin se naopak může podílet na vývoji spontánních rytmů prostřednictvím stabilizace integrity 

cirkadiánního rytmu, projevující se zpomalením poklesu jeho amplitudy (z angl. dampening). Na 

úrovni jednotlivých buněčných oscilátorů nebyly pomocí bioluminiscneční mikroskopie pozorovány 

výrazné regionální rozdíly v amplitudě a periodě. Po podání dopaminu na poklesu bioluminiscence 

byla však pozorována mírná disperze fází buněk. V případě leptinu došlo k prodloužení periody rytmů 

souboru buněk. Výsledky mohou být ovšem ovlivněny menším počtem ošetřených explantátů a řadou 

dalších faktorů. Získaná data významně přispívají k lepšímu pochopení ontogeneze biologických 

rytmů a mohou být využita pro další výzkum zaměřený na péči o předčasně narozené děti a gravidní 

ženy.  

Klíčová slova: suprachiasmatická jádra, cirkadiánní rytmy, hormonální 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 použitých skratiek 

ANOVA (Analysis of variance) 

Avp (Arginín-vazopresín) 

BF (Bright-field) 

BMAL1 (Brain and muscle ARNT-like protein 1) 

cAMP (cyklický adenozínmonofosfát) 

CK1ɛ/δ (Kazeín kinázy 1 ɛ/δ) 

CK2 (Kazeín kináza 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 (Dopamín) 

ddH2O (Destilovaná deionizovaná voda) 

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) 

dmSCN (Dorzomediálne SCN) 

DPB (D site of albumin promoter (albumin D-box) binding protein) 

DPBS (Dulbecco's phosphate buffered saline) 

Drd1,2,5 (D1,2,5 – dopamínový receptor) 

E0-21 (Štádium prenatálneho vývinu 0-21) 

E17 SCN (Suprachiasmatické jadrá počas 17. dňa prenatálneho vývinu)



  

FBXL3/21 (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 (Svetelný režim v chove zvierat pri 12 hodinách svetla (L) a 12 hodinách tmy (D)) 

LL (Svetelný režim v chove pokusných zvierat pri konštantnom svetle) 

LEP (Leptín) 

LEPR (Leptínový receptor) 

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

mPer2Luc myš (Knock-in myš s vneseným génom pre luciferázu fúzovanú s 3´ koncom génu Per2) 

Mtnr1a (gén pre pre melatonínový receptor 1 (MT1))  

Mtnr1b (gén pre melatonínový receptor 2 (MT2)) 

P0-P10 (Postnatálny deň 0-10) 

PRC (Fázovo responzná krivka) 

REV-ERBα/β (Známe aj ako NR1D1 a NR1D2; Nuclear receptor subfamily 1 group D member 1/2) 

RORα/β (Retinoic acid receptor-related orphan receptor α/β) 

RORE (ROR reponse element) 

PAS doména (Per-Arnt-Sim doména) 

Per1,2,3/PER 1,2,3 (Period 1,2,3) 

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

SCN (Suprachiasmatické jadrá) 

VEH (Vehikulum – negatívna referencia) 

vlSCN (Ventrolaterálne SCN) 
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1. Úvod  

Významný dopad na náš každodenný život majú cirkadiánne rytmy s periódou približne 24 hodín. 

Podieľajú sa na regulácii rady molekulových, fyziologických, či behaviorálnych rytmov ako  

napr. rytmus v telesnej teplote, sekrécia niektorých hormónov, či rytmus v krvnom tlaku. Chod 

cirkádiánných hodín je v našom tele zabezpečený hierarchickým usporiadaním oscilátorov, pričom 

funkciu centrálnych hodín zastávajú suprachiasmatické jadrá (SCN) v hypotalame. Na molekulovej 

úrovni sa jedná o prepojenie negatívnych a pozitívnych transkripčno-translačných spätnoväzbových 

slučiek. Otvorenou otázkou avšak ostáva, kedy a prostredníctvom akých mechanizmov sa počas 

prenatálneho obdobia vyvinú SCN v plne funkčný oscilátor? Posledné dekády výskumu nám odhalili, 

že ontogenéza cicavčích cirkadiánnych rytmov je pravdepodobne postupný proces (Carmona-Alcocer 

et al., 2018; Davis et Gorski, 1988; Jud et Albrecht, 2006). V synchronizácii fetálnych cirkadiánnych 

hodín môžu zohrávať významnú úlohu rytmické materské nesvetelné podnety ako napr. časovanie 

príjmu potravy alebo lokomočná aktivita gravidnej matky (Reppert et Schwartz, 1986; Weaver et 

Reppert, 1989), poprípade rôzne neurohumorálne a metabolické signály (Čečmanová et al., 2019; 

Varcoe et al., 2011; Viswanathan et al., 1994). Presné mechanizmy sú avšak stále neznáme. Diplomová 

práca si v kontexte tejto témy kladie za cieľ overiť nasledujúcu hypotézu: „Exogénne podanie leptínu 

(LEP) alebo dopamínu (DA) moduluje chod fetálnych cirkadiánnych  hodín v SCN“.
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2. Biologické rytmy  

Výsledkom pravidelnej expozície organizmov dvom biliónom cyklov striedania dna a noci 

v priebehu evolúcie sú komplexné molekulové siete v bunke vedúce k 24-hodinovým osciláciám. 

Takéto biologické rytmy s periódou približne 24 hodín nazývame cirkadiánne (z lat. circa – približne; 

dies – deň). Samotné cirkadiánne rytmy nám na behaviorálnej úrovni zabezpečujú vykonávanie akejsi 

rutiny optimalizovanej voči dynamicky meniacim sa podmienkam prostredia. Na druhú stranu, samotná 

rutina môže byť elastická, a preto je pri cirkadiánnych rytmoch potrebné poukázať aj na ich flexibilitu, 

ktorá nám umožňuje prispôsobiť sa napríklad občasnému skorému príjmu potravy alebo neskorému 

spánku bez vážnejších následkov (Patel et al., 2015). Zo všeobecného hľadiska môžeme biologické 

rytmy charakterizovať ako javy, ktorých sledovaná biologická premenná sa pravidelne navracia  

do svojej pôvodnej fázy. Vyplývajúc z týchto poznatkov majú na náš každodenný život významný 

dopad práve cirkadiánne rytmy. Regulujú molekulové, fyziologické, či behaviorálne rytmy,  

ako napr. rytmus v telesnej teplote, krvnom tlaku, spánku a bdení, sekrécii niektorých hormónov 

a mnoho ďalších.  Mimo cirkadiánnych rytmov poznáme aj ultradiánne rytmy s periódou kratšou než 

24 hodín (rytmus v dýchaní, srdečnej aktivite, striedaní REM a non-REM spánkových fáz a iné). 

V neposlednom rade popisujeme infradiánne rytmy s periódou dlhšou než 24 hodín (menštruačný 

cyklus, sezónne rytmy v reprodukcii, migrácii alebo hibernácii). Možná vzájomná interakcia medzi 

jednotlivými periodickými škálami biologických rytmov predstavuje adaptívnu výhodu v jemnej 

časovej regulácii rady behaviorálnych a fyziologických funkcií (Laje et al., 2018). 

Dnes máme dostatok dôkazov, že pravidelné narúšanie chodu cirkadiánnych hodín môže 

pravdepodobne zvýšiť riziko výskytu určitých ochorení. Na podrobnejší popis interakcií medzi 

„cirkadiánnym zdravím“ a radou patológii týkajúcich sa plodnosti, imunitného systému, metabolizmu, 

obehového systému, rakoviny, či samotného duševného zdravia sa zameriava prehľadový článok  

od Roenneberg et al. (2022). Práve súčasná doba je charakteristická nezachovaním potrebnej rutiny  

pre správne nastavenie našich hodín, a to z mnohých dôvodov – práca na zmeny, nezdravé spánkové 

návyky, či cestovanie cez viacero časových pásiem (pásmová choroba, tzv. jet lag). Bližšie štúdium a 

lepšie pochopenie chodu cirkadiánnych hodín je preto atraktívne pre zlepšenie nášho samotného zdravia. 

2.1. Organizácia cirkadiánneho systému u cicavcov 

Cirkadiánna rytmicita je zaistená hierarchicky usporiadanými oscilátormi. Funkciu centrálnych 

hodín (pacemaker; „master oscillator“) zastávajú SCN v hypotalame. Charakteristikou SCN  

je schopnosť udržiavať sebaudržujúce oscilácie a synchrónne výstupne signály, a to aj v prípade,  

ak je táto štruktúra izolovaná (Abe et al., 2001). Centrálnym hodinám sú následne podriadené periférne 

hodiny lokalizované v rôznych orgánoch, či tkanivách. Hoci je chod týchto periférnych hodín 

autonómny, ich vzájomná synchronizácia je závislá od centrálnych hodín (Yoo et al., 2004).  
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Najvýznamnejším synchronizátorom centrálnych hodín je práve svetlo. Pre príjem svetelnej 

informácie sú potrebné vnútorné fotosenzitívne gangliové bunky sietnice. V porovnaní s inými 

gangliovými bunkami sa depolarizujú v reakcii na svetlo aj v prípade, pokiaľ je zablokovaný synaptický 

vstup z tyčiniek a čapíkov (Berson et al., 2002). Vizuálnym fotopigmentom týchto fototransdukujúcich 

buniek je melanopsín (Hattar et al., 2002). Prenos informácie je následne zabezpečený 

monosynaptickým retinohypotalamickým traktom vedúcim priamo k ventrolaterálnej časti 

SCN (vlSCN), kde po osvetlení dochádza k uvoľňovaniu glutamátu a hypofyzárneho adenylátcyklázu 

aktivujúceho peptidu. Niektoré z axónov avšak podliehajú bifurkácii a informáciu prenášajú 

k intergenikulátnemu lístku laterálneho genikulátneho komplexu, ktorý je taktiež súčasťou 

cirkadiánneho systému (zhrnuté v Hannibal, 2021). Ďalšia nepriama serotonergná projekcia do SCN 

vedie z nucleus raphe dorsalis (Kawano et al., 1996) a prináša informáciu o nesvetelných stimuloch. 

Centrálne hodiny v SCN následne synchronizujú radu ďalších hodín v centrálnom nervovom systéme 

a taktiež hodiny na periférii (zhrnuté v Begemann et al., 2020). Táto komplexná hodinová sieť je bližšie 

popísaná na Obr. 1. 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 1: Komplexná komunikačná sieť oscilátorov. Centrálne hodiny v SCN synchronizujú nielen ďalšie hodiny 

v centrálnom nervovom systéme, ale aj oscilátory na periférii. Hodiny v centrálnom nervovom systéme  

sú zodpovedné za moduláciu rady neuronálnych funkcií. Mimo toho taktiež prostredníctvom neurohumorálnych 

a behaviorálnych rytmov komunikujú so samotnými hodinami na periférii, ktoré sú zodpovedné za jemnú reguláciu 

lokálnych fyziologických funkcií a rytmov. Prevzaté a upravené podľa Begemann et al. (2020). 

2.1.1 Centrálne hodiny  

K potvrdeniu úlohy SCN v hypotalame ako centrálnych hodín cirkadiánného systému cicavcov 

významné prispel Ralph et al. (1990), a to na základe vykonaných transplantačných experimentov 

s použitím mutantného škrečka vykazujúceho skrátenú cirkadiánnu periódu. U arytmických jedincov, 

ktorým boli odstránené SCN, došlo po transplantácii oblastí SCN od darcu k obnove rytmicity. Tieto 

rytmy navyše vykazovali periódu darcu, bez ohľadu na genotyp hostiteľa. Výsledky teda poukazujú aj 

na vrodenú povahu cirkadiánnych rytmov (Ralph et al., 1990). 
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Centrálne hodiny v SCN sú párová štruktúra lokalizovaná v hypotalame medzimozgu, tesne  

nad krížením optických nervov a po stranách III. mozgovej komory. Morfologicky a funkčne sa delia 

na „obal“, resp. dorzomediálnu časť SCN (dmSCN; z angl. shell), a „jadro“, resp. ventrolaterálnu časť 

SCN (vlSCN; z angl. core). Na detailnejšie štúdium organizácie myších SCN pomocou 

imunohistochemických metód a okulárnej injekcie choleratoxínu sa zameriava publikácia  

od Abrahamson et Moore (2001). Jedným z významných neurotransmiterov je kyselina  

gama-aminomaslová nachádzajúca sa v dmSCN aj vlSCN. Pre dmSCN je typický vazopresín  

a pre vlSCN vazoaktívny intestinálny polypeptid (Abrahamson et Moore, 2001). Reprezentatívne 

koronálne rezy mozgu obsahujúce SCN u myši a potkana sú zobrazené na Obr. 2. 

Cirkadiánne rytmy v SCN popisujeme nielen na tkanivovej úrovni, ale aj na úrovni jednotlivých 

bunkových oscilátorov – neurónov (Welsh et Reppert, 1996) a astrocytov (Brancaccio et al., 2017).  

Pre plnenie svojej funkcie musia SCN generovať rytmický výstupný signál ako jednotný robustný 

oscilátor. Vzájomne spriahnutá svetlocitlivá vlSCN s  dmSCN necitlivou na svetlo spoločne určujú 

výslednú periódu SCN ako jedného celku a ich odozvu na synchronizáciu svetlom (Schwartz et al., 

2022). Významnú úlohu má aj samotná komunikácia medzi jednotlivými bunkovými populáciami 

neurónov a astrocytov (Brancaccio et al., 2019), intracelulárna signalizácia (O’Neill et al., 2008), či 

šírenie Na+-dependentného akčného potenciálu (Yamaguchi et al., 2003).  

 

 

 

 

 

 

Obr. 2: Koronálne rezy mozgu zobrazujúce SCN u A) myši a B) potkana. Červené šípky smerujú na SCN 

nachádzajúcimi sa nad optickým chiasma (OC) po stranách III. mozgovej komory (3v). Farbenie Nisslovou 

metódou. Mierka = 150 µm. Prevzaté a upravené podľa Pontes et al. (2010). 

2.1.2. Periférne hodiny 

Ako už bolo zmienené, chod periférnych hodín je autonómny. Ich synchronizácia je avšak závislá  

od centrálnych hodín v SCN. Periférne hodiny sa navyše fázovo oneskorujú voči centrálnym hodinám. 

Mimo toho boli taktiež pozorované rozdiely v dĺžke periódy medzi periférnymi hodinami v pečeni, 

pľúcach, rohovke, retrochiasmatickej oblasti a hypofýze a centrálnymi hodinami v SCN,  

a to u transgénnych mPer2Luc myší. Centrálne aj periférne hodiny tejto knock-in myši sú navyše schopné 
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dlhodobých perzistentných bioluminiscenčných oscilácii cirkadiánnych rytmov v in vitro podmienkach 

(Yoo et al., 2004). 

Cirkadiánne rytmy na periférii sú riadené lokálnou interakciou medzi hodinami daného tkaniva 

a rytmami generovanými SCN. Mechanizmus synchronizácie periférnych hodín je avšak komplexný 

a líši sa medzi rôznymi typmi tkaniva. Môže byť sprostredkovaný načasovaním príjmu potravy, 

metabolitmi črevnej mikroflóry, cvičením, teplotou, neurohumorálnymi signálmi a radou ďalších 

podnetov. Narastá taktiež počet štúdii sledujúcich interakciu medzi samotnými tkanivami a orgánmi. 

Narušenie chodu hodín v jednom periférnom tkanive môže ovplyvniť chod hodín v inom type tkaniva 

(Zhrnuté v Zhang et al., 2020). Vďaka výsledkom týchto štúdií môžeme vnímať zložitosť komunikačnej 

siete medzi jednotlivými cirkadiánnymi oscilátormi. 

2.2 Molekulová podstata chodu cicavčích cirkadiánnych hodín 

Chod cirkadiánnych hodín je na molekulovej úrovni zabezpečený negatívnymi a pozitívnymi 

transkripčno-translačnými spätnoväzbovými slučkami (Obr. 3).  

Súčasťou základnej slučky (z angl. core loop) sú pozitívne a negatívne elementy. Proteínové 

produkty hodinových génov CLOCK (z angl. circadian locomotor output cycles kaput) a BMAL1  

(z angl. brain and muscle ARNT-like protein 1) patria medzi pozitívne elementy. Prostredníctvom PAS 

domény (Per-Arnt-Sim domény) tvoria heterodimér CLOCK/BMAL1. V priebehu subjektívneho dňa 

sa tento aktivačný komplex viaže na enhancerový box (E-box) lokalizovaný v promótori hodinových 

génov Period (Per1,2,3) a Cryptochrome (Cry1,2), čím aktivuje ich transkripciu (Gekakis et al., 1998). 

Proteíny PER a CRY sú negatívne elementy základnej slučky. Postupne dochádza k ich akumulácii 

v cytoplazme a tvorbe komplexu spolu s kazeín kinázami 1 ɛ/δ (z angl. casein kinase ɛ and δ; CK1ɛ/δ) 

s fosforylačnou aktivitou. Komplex PER/CRY/CK1ɛ/δ je na konci subjektívneho dňa translokovaný  

do jadra, kde interaguje s aktivačným heterodimérom CLOCK/BMAL1, v dôsledku čoho dochádza 

k inhibícii transkripčnej aktivity tohto komplexu. Fosforylácia je taktiež potrebná pre heterodimér 

CLOCK/BMAL1. Práve fosforylácia proteínu CLOCK je nevyhnutná pre interakciu s PER a CRY  

(Lee et al., 2001). Po inhibícii komplexu CLOCK/BMAL1 postupne dochádza k zníženiu hladiny 

proteínov PER a CRY, vďaka čomu sa umožní znovuzahájenie transkripčnej aktivity CLOCK/BMAL1 

(Kume et al., 1999). Obrat proteínu CRY ovplyvňuje stabilizačný proteín FBXL21 a destabilizačný 

proteín FBXL3 (z angl. F-box and leucine-rich repeat protein 3,21), ktoré sa viažu s proteínmi CRY 

a tvoria komplex SCF (z angl. Skp, Cullin, F-box containing complex) vedúci k ubikvitinácii proteínov 

CRY, čím ich predurčí k degradácii. Celý proces základnej slučky sa tak môže opakovať (Hirano et al., 

2013). Proteínový obrat a subcelulárna lokalizácia PER je regulovaná CK1ɛ/δ (Akashi et al., 2002). 

Degradácia PER2 je regulovaná kooperáciou CK1ɛ s CK2 (z angl. casein kinase 2) (Tsuchiya et al., 

2009). 
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Mimo základnej slučky popisujeme ďalšie dve pomocné slučky potrebné pre stabilizáciu a reguláciu 

chodu molekulových hodín. Heterodimér CLOCK/BMAL1 mimo Per a Cry génov aktivuje taktiež 

transkripciu jadrových receptorov viažucich sa na RORE (z angl. ROR reponse element),  

ktorý sa nachádza v promótori Bmal1. Táto interakcia sprostredkováva negatívnu a pozitívnu spätnú 

reguláciu expresie Bmal1, a teda ovplyvňuje samotnú tvorbu heterodiméru CLOCK/BMAL1. Jadrové 

receptory REV-ERBα/β (známe aj ako NR1D1,2; z angl. nuclear receptor subfamily 1 group D member 

1,2) zastávajú v tomto kontexte úlohu represorov transkripcie Bmal1, analogicky RORα/β (z angl. 

retinoic acid receptor-related orphan receptor α/β) úlohu aktivátorov. Diferenciálna expresia 

jednotlivých členov Ror a Rev-Erb v nervovom tkanive a v tkanivách na periférii poukazuje na ich 

možnú funkčnú rozdielnosť v rámci organizmu (Guillaumond et al., 2005). V rámci tretej slučky 

transkripčný aktivátor DPB (z angl. D site of albumin promoter (albumin D-box) binding protein) 

a represor NFIL3 (z angl. nuclear factor, interleukin-3-regulated protein) nasadajú na regulačný  

D-element (D-box) v promótori Per, Nr1d1, Nr1d2 a Ror génov (Ueda et al., 2005).  
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Obr. 3: Reprezentatívna schéma molekulového chodu cicavčích cirkadiánnych hodín. V rámci základnej slučky 

heterodimér CLOCK/BMAL1 aktivuje transkripciu hodinových génov, vrátane negatívnych elementov Per a Cry, 

a to prostredníctvom E-boxu lokalizovaného v promótoroch génov. Po dimerizácii proteínov PER a CRY  

a ich väzbe s kazeín kinázami CK1δ/ϵ sa komplex PER/CRY/CK1δ/ϵ translokuje do jadra, kde pôsobí inhibične  

na transkripčnú aktivitu CLOCK/BMAL1. Postupne dochádza k zníženiu hladiny proteínov PER a CRY.  

Samotná stabilita a obrat PER a CRY sú ovplyvnené radou proteínov, akými sú CK1ɛ/δ, stabilizačný proteín 

FBXL21 a destabilizačný proteín FBXL3. Proces základnej slučky sa po uvoľnení inhibície PER/CRY/CK1ɛ môže 

opakovať. V rámci druhej slučky heterodimér CLOCK/BMAL1 aktivuje transkripciu jadrových receptorov (Rorα/β 

a Rev-Erbα/β) s kompetenčnou väzbou na RORE (na schéme RRE) v promótori Bmal1. Táto interakcia spätne 

pozitívne (RORα/β) a negatívne (REV-ERBα/β) reguluje expresiu Bmal1. V tretej slučke je transkripcia Dbp 

regulovaná CLOCK/BMAL1 a transkripcia Nfil3 regulovaná ROR/REV-ERB. Transkripčný aktivátor DPB 

a represor NFIL3 dimerizujú a nasadajú na D-box v promótoroch Per, Ror a Rev-Erb génov. Mimo molekulového 

chodu slučiek sa heterodiméry DBP/NFIL3, CLOCK/BMAL1, ROR/REV-ERB podieľajú aj na regulácii 

transkripcie génov zodpovedných za výstupné procesy hodín (z angl. clock-controlled genes; na schéme Ccg) 

riadiacich radu rytmických biologických procesov. Zhrnuté, prevzaté a upravené podľa Cox et Takahashi (2019).  

 

 



  

8 
 

3. Ontogenéza cirkadiánnych rytmov počas prenatálneho vývinu 

Posledné dekády výskumu naznačujú, že ontogenéza cicavčích cirkadiánnych rytmov je postupný 

proces (Carmona-Alcocer et al., 2018; Davis et Gorski, 1988; Jud et Albrecht, 2006). Je taktiež známe, 

že po narodení je chod hodín mláďat nastavený v súlade s materskými hodinami (El-Hennamy et al., 

2008). Mimo toho netreba opomenúť významné postavenie materskej starostlivosti v postnatálnom 

období mláďat. Pri krížovom odchove (z angl. cross-fostering) potkaních mláďat medzi matkami kmeňa 

Wistar a spontánne hypertenznými potkanmi bola rada fyziologických parametrov potomkov 

ovplyvnená pozitívne aj negatívne podľa cirkadiánneho fenotypu náhradnej matky, hoci boli u mláďat 

patologické symptómy geneticky determinované vopred (Olejníková et al., 2018). Kedy sa ale počas 

prenatálneho obdobia vyvinú cirkadiánne rytmy v SCN v plne funkčný oscilátor? Akými 

mechanizmami je sprostredkovaný daný proces? Na tieto otázky sa pokúsi zodpovedať zvyšok tejto 

kapitoly.  

3.1. Raný embryonálny vývin 

Úspešnej fertilizácii a ranému vývinu embrya predchádza fyziologický priebeh gametogenézy. Počas 

neskorších štádií diferenciácie samčích gamét má v posttranskripčnej a posttranslačnej regulácii RNA 

význam cytoplazmatická organela nazývaná chromatoidné teliesko. U Bmal1 a Clock deficitných myší 

dochádza k narušeniu morfológie tejto cytoplazmatickej štruktúry (Peruquetti et al., 2012).  

Úlohu Clock v reprodukcii samcov myší v prípade jeho knock-outu v semenníkoch bližšie skúmali 

Liang et al. (2013). Hoci analýza pohybovej aktivity nepoukázala na narušenie cirkadiánneho rytmu, 

došlo k zmene rady reprodukčných parametrov. Bola pozorovaná menšia veľkosť vrhu, zníženie in vitro 

fertility, nižšia aktivita akrozínu spermií, či dokonca znížená miera formovania blastúl v rámci raného 

embryonálneho vývinu (Liang et al., 2013). Navyše, hodinové gény Per1,2, Bmal1, Cry1 a Neuronal 

PAS Domain Protein 2 v rôznych časoch dňa vykazujú v myších semenníkoch konštantu expresiu. 

Samotná expresia Per1 a Clock je taktiež obmedzená na špecifické štádia spermatogenézy (Alvarez et 

al., 2003). Výsledky týchto prác teda naznačujú necirkadiánnu funkciu produktov hodinových génov 

v procese spermatogenézy. 

K podobným záverom u myších oocytov a predimplantačných embryí taktiež došli Amano et al. 

(2009). Autori predpokladali, že v prípade funkčných cirkadiánnych hodín v myších oocytoch v štádiu 

zárodočného váčku a v jednobunkových až štvorbunkových embryách by mali CLOCK, BMAL a CRY 

potlačovať transkripciu génov pre Wee1, Cry2 a Per1,2,3. Knock-down Cry1 u oocytov  

v štádiu zárodočného váčku pomocou RNA-interferencie však túto hypotézu vylúčil. Na druhú stranu, 

takéto oocyty vykazovali zhoršenú schopnosť dozrievania. Funkčné cirkadiánne hodiny v samičích 

gamétach a preimplantačných embryách teda pravdepodobne nie sú prítomné. Autori avšak poukazujú 

na zapojenie hodinových génov do fyziologických procesov, akým je napr. meióza (Amano et al., 2009).  
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Zaujímavou výnimkou je zygota dánia pruhovaného (Danio rerio) s funkčnými cirkadiánnymi 

hodinami, avšak s odlišnou reguláciou, než v prípade hodín dospelých jedincov (Dekens et Whitmore, 

2008). Otvorenou otázkou ostáva, aká rozsiahla je druhová variabilita v prítomnosti cirkadiánnych 

rytmov počas raného vývinu. Je avšak možné, že na bunkovej úrovni sa u cicavcov prvotné cirkadiánne 

rytmy objavujú v najranejších štádiách vývinu. Hoci v pluripotentných myších embryonálnych 

kmeňových bunkách nie sú cirkadiánne rytmy v in vitro podmienkach detekovateľné,  

po ich diferenciácii na neuróny je možné zaznamenať génovú expresiu s cirkadiánnou periódou 

(Kowalska et al., 2010). Navyše, spätné reprogramovanie buniek do nediferenciovaného stavu na 

indukované pluripotentné kmeňové bunky expresiou Yamanaka faktorov vedie k opätovnej strate 

cirkadiánnej bioluminiscenčnej oscilácie (Yagita et al., 2010). 

3.2. Fetálny vývin  

Hoci je samotný vývin fetálnych hodín autonómny (Jud et Albrecht, 2006), je potrebné poukázať na 

možnú úlohu rytmických materských nesvetelných podnetov synchronizujúcich fetálne hodiny počas 

gravidity. Jedná sa o behaviorálne faktory, ako napríklad časovanie príjmu potravy alebo lokomočná 

aktivita matky (Reppert et Schwartz, 1986; Weaver et Reppert, 1989), poprípade rada hormonálnych 

a metabolických signálov (Čečmanová et al., 2019; Varcoe et al., 2011; Viswanathan et al., 1994). 

Presný mechanizmus je avšak stále neznámy. 

3.2.1. Vývin fetálnych SCN 

Pre existenciu, resp. správnu funkčnosť centrálnych hodín je prirodzenou podmienkou postupný 

morfologický vývin tejto štruktúry a synchrónnosť medzi jednotlivými bunkovými oscilátormi. 

Neurogenéza SCN u C57BL/6 myši prebieha medzi E12-E15 (12.-15. deň prenatálneho vývinu).  

Ako prvá prebieha cytogenéza jadra, resp. vlSCN, ktorá pokračuje počas E13,5-E14,5 v okolí vlSCN  

smerom do anteriórnej a posteriórnej časti jadra vyúsťujúc do tvorby obalu, resp. dmSCN (Kabrita et 

Davis, 2008). S postupujúcim morfologickým vývinom sa rytmy v SCN stávajú čoraz viac 

robustnejšími. U potkana dosahujú tieto oscilácie úrovne dospelých SCN až počas P10  

(10. postnatálneho dňa) po dokončení kľúčových procesov ako maturácia gliových buniek, neurogenéza 

a synaptogenéza medzi jednotlivými bunkovými oscilátormi (zhrnuté v Sumová et Čečmanová, 2020). 

Proces ontogenézy SCN je bližšie zobrazený na Obr. 4. 

 



  

10 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 4: Postupný vývin SCN u potkana. Zväčšujúca sa amplitúda rytmov v SCN koreluje s morfologickým 

dozrievaním tejto štruktúry, ktorá je plne vyvinutá až 10. deň po pôrode, kedy končí proces synaptogenézy. Šípky 

medzi gravidnou samicou a fétmi reprezentujú materské signály podieľajúce sa na nastavení fázy vyvíjajúcich sa 

hodín. Zhrnuté, prevzaté a upravené podľa Sumová et Čečmanová (2020).   

Expresia transkripčných faktorov počas ontogenézy vykazuje v myšom SCN časopriestorové zmeny 

nielen počas prenatálneho, ale aj postnatálneho vývinu. Pre formovanie SCN má pravdepodobne 

kľúčovú úlohu transkripčný faktor Six3 s cirkadiánnou variáciou v dospelom mozgu (VanDunk et al., 

2011). Otvorenou otázkou avšak ostáva, ktorému štádiu prenatálneho vývinu môžeme pripisovať 

počiatok funkčného molekulárneho chodu fetálnych hodín v SCN v in vivo podmienkach. U E19-20 

potkana prítomná expresia hodinových génov nevykazuje cirkadiánnu variáciu. Podobne ani pomocou 

imunohistochemických metód nebola potvrdená prítomnosť hladiny proteínov hodinových génov 

Per1,2 a Cry1 (Sládek et al., 2004). U E17 myši boli pozorované cirkadiánne oscilácie Per1, avšak nie 

Per2, ktorého hladina expresie bola počas celého dňa vysoká, ale rytmická až od obdobia P6 

(Shimomura et al., 2001). U potkana bol detegovaný rytmus v expresii Per1 v štádiu E20. Vo väčšine 

prípadov hodinových génov sa cirkadiánna variácia v ich expresii objavuje postupne až v postnatálnom 

období (Kováčiková et al., 2006).  

Iný pohľad na chod fetálnych hodín nám poskytuje in vitro prístup nahrávaním bioluminiscencie 

tkanivových explantátov z transgénnych laboratórnych zvierat. U E18 mPer2Luc myši rada periférnych 

tkanív vykazuje cirkadiánny rytmus najmenej 5 dní. Navyše, in vitro fáza fetálnych hodín v pečeni  

je pravdepodobne nastavená samotnou prípravou explantátov (Dolatshad et al., 2010). Významným 

faktorom ovplyvnenia fázy rytmov môže byť dokonca samotný čas prípravy explantátov, na ktorý sú 

fetálne SCN mPer2Luc myši obzvlášť citlivé (Landgraf et al., 2015). Každopádne, kritickým štádiom  
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pre vývin endogénnych cirkadiánnych rytmov v SCN mPer2Luc myši sa zdá byť E15,5. Na druhú stranu, 

už deň pred tým (E14,5) je približne 45 % jednotlivých explantátov SCN cirkadiánnych  

(Carmona-Alcocer et al., 2018). 

Prekvapivé výsledky nám priniesla recentná štúdia od Greinera et al. (2022) za využitia 

transkriptomických a proteomických metód. Ešte pred tým, než sa na tkanivovej úrovni  

u samotného fétu vyvinú koherentné rytmy v expresii hodinových génov, sa na riadení tejto širokej 

diverzity rytmicky exprimovaných génov podieľajú materské signály. Je preto potrebné vyzdvihnúť 

dôležitosť správne nastaveného cirkadiánneho systému a pravidelného denného režimu gravidných žien, 

a taktiež poukázať na potenciálny negatívny dopad absencie materských rytmov na vývin cirkadiánneho 

systému u predčasne narodených detí (Greiner et al., 2022). 

3.3. Materská synchronizácia fetálnych SCN 

3.3.1. Svetelný režim  

Jedným z prístupov, ako študovať synchronizáciu fetálnych hodín, je manipulácia režimu svetla 

a tmy (LD) v chovných podmienkach gravidných samíc. El-Hennamy et al. (2008) vystavili gravidné 

potkany chované v LD 12:12 6-hodinovému oneskoreniu nástupu temnej fázy a následne ich exponovali 

konštantnej tme v rôznych štádiách fetálneho vývinu SCN. V prípade takého postupu u samíc v E18 

došlo k oneskoreniu expresie c-fos a rovnako aj Avp (arginín-vazopresín) u ich mláďat v P0-P1.  

Tento výsledok avšak nebol pozorovaný v prípade samíc v E20, kde došlo k fázovému oneskoreniu 

rytmickej expresie Per1 a Per2 u ich mláďat v P3 a P6. Výsledky práce poukazujú na schopnosť 

fázových posunov fetálnych hodín v SCN, pre ktorých vyvolanie bolo potrebných 5 dní (El-Hennamy 

et al., 2008). 

Narušenie cirkadiánnych rytmov fétov bolo pozorované taktiež v prípade, ak sa vystavili E10 

gravidné samice konštantnému svetlu (LL), poprípade lézii SCN. Pre formuláciu týchto výsledkov 

autori analyzovali utilizáciu glukózy pomocou 2-deoxyglukózovej metódy na hypotalamických rezoch 

pripravených z E22 fétov (Shibata et Moore, 1988). K podobným záverom došli taktiež Reppert et 

Schwartz (1986), ktorí u E7 gravidných samíc potkana vykonali kompletnú léziu SCN. To malo  

za následok narušenie cirkadiánneho rytmu v utilizácii glukózy a v aktivite epifyzárnej  

IV-acetyltransferázy u P10 mláďat. Na druhú stranu, mláďatá matiek s léziou SCN, ktoré boli chované 

v konštantných podmienkach, vykazovali nenarušený cirkadiánny rytmus (Reppert et Schwartz, 1986). 

3.3.2. Režim v príjme potravy  

Jedným z ďalších faktorov synchronizujúcich fetálne cirkadiánne hodiny môže byť periodický 

príjem potravy gravidných samíc. Weaver et Reppert (1989) vo svojej štúdii skúmali fázu v rytme pitia 

u mláďat, ktoré boli od odstavu chované v konštantnej tme. Gravidné samice potkana mali obmedzený 

príjem krmiva (počas E8-E19) na 4-hodinovú periódu medzi 9:00-13:00. Deň pred tým (počas E7) 
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absolvovali léziu SCN a boli umiestnené do konštantnej tmy. Fáza cirkadiánnych rytmov mláďat bola 

synchronizovaná nielen v rámci vrhu, ale aj medzi samotnými vrhmi. V niektorých kontrolných vrhoch 

(bez periodického kŕmenia) bol po ich odstave pozorovaný fázový rozptyl (Weaver et Reppert, 1989). 

Iná výskumná skupina chovala gravidné samice potkana s obmedzeným prístupom k potrave  

na 6 hodín počas ich neaktívnej fázy dňa, a to v režime LD. U mláďat takýchto matiek nedošlo v SCN 

k ovplyvneniu denného rytmu expresie c-fos a Avp. V prípade mláďat samíc chovaných pri LL 

a s potravou dostupnou ad libitum gény Avp a c-fos nevykazovali v SCN denný rytmus, pravdepodobne 

z dôvodu desynchronizácie medzi mláďatami v rámci vrhu (Nováková et al., 2010). V rámci ďalšej 

experimentálnej skupiny boli gravidné samice chované pri LL s rovnako obmedzeným prístupom 

k potrave, ako v prípade prvej skupiny pri režime LD.  U mláďat týchto matiek došlo k obnove 

cirkadiánnej rytmicity v expresii Avp a c-fos. Súhrnne môžeme konštatovať, že v prípade konštantných 

podmienok bez rytmických podnetov (napr. LL), môže v synchronizácii fetálnych hodín zastávať 

významnú úlohu taktiež periodický príjem potravy gravidných samíc (Nováková et al., 2010). 

Ďalšia štúdia pozorovala, že v prípade chovu gravidných samíc potkana v LD 12:12 a ich súbežnom 

kŕmení počas neaktívnej fázy dňa došlo k nastaveniu chodu E22 fetálnych hodín v SCN a pečeni 

preferenčne podľa kŕmneho režimu matky (Ohta et al., 2008). Navyše, nastavenie chodu fetálnych hodín 

bolo nezávisle na materských centrálnych hodinách a LD chovnom režime gravidných samíc. Výsledky 

tejto práce poukazujú na dôležitosť zachovania dennej rutiny v stravovacích návykoch gravidných 

samíc, čo môže mať významné postavenie pre fyziologické nastavenie chodu fetálnych hodín  

(Ohta et al., 2008). 

3.3.3. Hormonálna synchronizácia fetálnych hodín 

V synchronizácii fetálnych hodín je dôležitá taktiež rada hormonálnych a metabolických signálov. 

Bates et Herzog (2020) vo svojom prehľadovom článku formulovali kritéria, na základe ktorých  

je možné považovať vybrané hormonálne signály za synchronizačný podnet informujúci fétus o dennom 

čase. Kandidátne hormóny musia byť humorálne faktory produkované buď matkou alebo samotným 

fétom, a to cirkadiánne. Ďalšími dôležitými faktormi sú prítomnosť receptorov daných hormónov 

a prítomný transportný mechanizmus cez placentu (zhrnuté v Bates et Herzog, 2020). Hormonálny profil 

myši počas gravidity je zobrazený na Obr.5. 

Jedným z najlepšie preštudovaných hormónov v tomto kontexte je melatonín. U potkana  

je cirkulujúci melatonín produkovaný epifýzou matky, pričom jeho hladina je počas gravidity zvyšovaná 

placentárnymi hormónmi. Nočná hladina melatonínu sa zvyšuje počas E21. Po pôrode rýchlo klesá 

k hodnotám podobným negravídnym jedincom (Tamura et al., 2008). Rovnako aj u žien bolo počas noci 

pozorované zvýšenie hladiny melatonínu v sére, a to po 24. týždni tehotenstva, s výrazným nárastom  

po 32. týždni. Počas druhého dňa po pôrode dochádza k poklesu hladiny melatonínu na pôvodné 
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hodnoty. Navyše, nočná hladina melatonínu je signifikantne vyššia v prípade gravidity s dvojčatami, 

než v prípade jednopočetnej gravidity, a naopak nižšia u žien s diagnostikovanou ťažkou formou 

preeklampsie v porovnaní s fyziologickou graviditou a miernou formou preeklampsie (Nakamura et al., 

2001). Intravenózne injikovaný melatonín u gravidného potkana (Naitoh et al., 1998), a rovnako aj 

orálne podaný melatonín gravidným ženám, je transportovaný cez placentu do fetálneho krvného obehu 

(Okatani et al., 1998). V prípade pinealektómie gravídnych samíc potkana bola taktiež pozorovaná 

zvýšená väzbová aktivita melatonínu v E21 SCN a P3 SCN (Naitoh et al., 1998), kde sú lokalizované 

melatonínové receptory, hoci hladina expresie génu Mtnr1a pre melatonínový receptor 1 (MT1) je veľmi 

nízka a génu Mtnr1b pre melatóninový receptor 2 (MT2) nedetekovateľná (Greiner et al., 2022). 

Melatonín je avšak schopný v in vitro podmienkach mierne modulovať fázu placentárnych hodín 

v decidua basalis (Lužná et al., 2021). Navyše, exogénne podanie melatonínu samiciam škrečka zlatého 

(Mesocricetus auratus) počas posledného týždňa gravidity a s léziami SCN pravdepodobne dokáže 

ovplyvniť fázy rytmu aktivity mláďat pri ich odstave v závislosti od načasovania jeho exogénneho 

podania (Davis et Mannion, 1988). V prípade injikovania melatonínu pinealektomizovaným samiciam 

počas posledných piatich dní gravidity, ktoré boli chované v LL, došlo k ovplyvneniu expresie c-fos 

a Avp u ich P1 mláďat (Houdek et al., 2015). Melatonín je pre fétus pravdepodobne nočný signál  

v opozícii s antifázickým pôsobením DA ako denného signálu (Viswanathan et Davis, 1997). 

 

 

 

 

 

 

Obr. 5: Hormonálny profil myši počas gravidity. Melatonín a kortikosterón vykazujú u gravídnej samice 

diurnálnu variáciu, čím sa stávajú potenciálnymi kandidátnymi hormónmi synchronizácie fetálnych cirkadiánnych 

hodín. Je avšak možné, že do daného procesu môžu byť zapojené aj iné hormonálne signály, ako napr. estrogén 

alebo progesterón. Nemožno opomenúť taktiež možnú úlohu fetálneho cirkadiánne produkovaného kortikosterónu 

vo fyziologickom prenatálnom vývine. Hormonálne profily boli zostavené na základe predpokladu z obmedzených 

dát (prerušovaná čiara), dát zbieraných každé 4 hodiny (plná čiara), poprípade dát zbieraných raz denne  

(plná čiara s bodkou). Zhrnuté, prevzaté a upravené podľa Bates et Herzog (2020).  
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Ďalšími kandidátmi sú známe stresové hormóny glukokortikoidy, príkladom ktorých  

je kortikosterón. V prípade lézie SCN dochádza u potkana k narušeniu diurnálneho rytmu 

kortikosterónu produkovaného nadobličkami (Moore et Eichler, 1972). Vrchol koncentrácie 

glukokortikoidov počas gravidity je u myších fétov pripisovaný prenatálnemu štádiu E16,5-17,5,  

pričom ich zdroj môže byť jednak materského pôvodu a rovnako aj fetálneho pôvodu. V prípade 

adrenálnej insuficiencie sú pre fyziologický vývin fetálnych pľúc kľúčové práve materské 

glukokortikoidy špecificky vo vrchole ich cirkadiánnej sekrécie (Venihaki et al., 2000). 

U gravidných  žien dochádza k potlačeniu hladiny plazmatického adrenokortikotropínu  

a k progresívnemu zvyšovaniu hladiny kortizolu. Na druhú stranu, hladiny adrenokortikotropínu  

sú na konci gravidity vyššie, než na začiatku. Diurnálna variácia adrenokortikotropínu a kortizolu si 

z kvantitatívneho hľadiska počas gravidity zachováva podobný vzor sekrécie, ako v prípade 

negravidných žien (Carr et al., 1981). Je taktiež známe, že glukokortikoidné receptory sú vo fetálnych 

SCN exprimované rytmicky (Čečmanová et al., 2019). Táto práca došla k záverom, že materská časť 

placenty je nielen schopná rytmicky regulovať hladiny glukokortikoidov, ale zároveň je sama 

synchronizovaná podaným syntetickým glukokortikoidom dexametazónom. Dexametazón taktiež 

urýchlil vývin spontánnych rytmov u organotypických explantátov fetálnych SCN u mPer2Luc myši  

a zároveň bol schopný modulovať chod samotných hodín. Konkrétne zvýšil amplitúdu, predĺžil periódu 

a taktiež moduloval fázu cirkadiánnych rytmov špecificky po vrchole PER2-bioluminescencie,  

kedy dochádzalo k signifikantne väčším fázovým predbehnutiam v porovnaní s vehikulom (VEH). 

V neposlednom rade, v rámci in vivo experimentu po injekčnom podaní dexametazónu gravídnym 

potkanom, boli u fetálnych SCN a oboch častiach placenty pozorované zmeny v expresii c-fos 

(Čečmanová et al., 2019). Rovnako aj SCN postnatálnych mláďat potkana sú citlivé na stresové 

podmienky sprostredkované účinkom glukokortikoidov (Olejníková et al., 2018b). Recentná štúdia 

taktiež poukazuje na pohlavie ako významný biologický faktor v adaptácii na prenatálny stres (Murray 

et al., 2022).  

Melatonín a glukokortikoidy nie sú jedinými kandidátnymi hormónmi synchronizujúcimi fetálne 

hodiny. Bates et Herzog (2020) vo svojom prehľadovom článku v kontexte tejto problematiky zmieňujú 

možnú úlohu DA, progesterónu a estrogénu (zhrnuté v Bates et Herzog, 2020). Je taktiež nevyhnutné 

uvažovať o všetkých vyššie zmienených možných synchronizačných faktoroch ako o možnom jednom 

vzájomne prepojenom komplexnom celku. Hoci je mnoho faktorov dobre preštudovaných, detailnejšie 

molekulárne mechanizmy nie sú stále známe. Technologický pokrok skvalitňujúci metodologické 

prístupy štúdia komplikovaného procesu ontogenézy cirkadiánnych rytmov môže byť jedným 

z významných faktorov, ktoré môžu dopomôcť k ich lepšiemu pochopeniu a neskoršej aplikácii 

získaných poznatkov v starostlivosti o predčasne narodené deti. V dôsledku experimentálneho 

zamerania tohto diplomového projektu je ďalšia kapitola venovaná detailnejšej úlohe DA a LEP 

v synchronizácii fetálnych cirkadiánnych hodín.  
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4. Úloha LEP a DA v synchronizácii fetálnych SCN 

LEP bol popísaný pred dvadsiatimi deviatimi rokmi ako 160-kDa hormón produkovaný tukovým 

tkanivom, pričom jeho hladina koreluje s množstvom telesného tuku. Raný výskum sa zameral 

predovšetkým na úlohu tohto adipokínu v kontexte regulácie príjmu potravy a energetickej homeostázy. 

Dané poznatky pritiahli záujem rady výskumníkov o klinickú substitúciu LEP obéznym pacientom. 

Väčšina obéznych jedincov má avšak zvýšenú hladinu cirkulujúceho LEP, a teda paradoxne u nich 

popisujeme stav rezistencie voči LEP, ktorej presný mechanizmus nie je dodnes známy  

(zhrnuté v Izquierdo et al., 2019). Ešte väčšmi nezodpovedanou otázkou ostáva, či sa LEP podieľa na 

synchronizácii cirkadiánneho systému fétu. Ako bude diskutované ďalej, doposiaľ neexistuje žiadna 

priama evidencia o možnej úlohe LEP v danom procese. Predchádzajúci výskum nám avšak naznačuje 

určitú možnosť považovať LEP za potenciálny synchronizačný signál fetálnych hodín, čo môžeme 

konštatovať aj na základe splnenia vyššie zmienených kritérií formulovaných Batesom et Herzogom 

(2020). 

DA je známy neuroprenášač, ktorý sa radí medzi katecholamíny. Produkuje sa nielen na periférii 

v srdci, cievach, či obličkách, ale aj  v hypotalame, či v čiernej substancii syntézou z tyrozínu, poprípade 

fenylalanínu. DA systém je jeden z prvých vyvíjajúcich sa častí centrálneho nervového systému a jeho 

dysfunkcia môže potenciálne viesť k rade patologických stavov ako schizofrénia, poruchy pozornosti, 

či autizmus (zhrnuté v Cai et al., 2021). DA sa v prehľadovej literatúre považuje za jeden z najlepšie 

preštudovaných kandidátnych hormónov v komunikácii medzi matkou a fétom v kontexte 

cirkadiánnych rytmov (zhrnuté v Bates et Herzog, 2020). Každopádne, samotná evidencia jeho vplyvu 

je len nepriama a publikácie sú taktiež staršieho charakteru. Navyše, predošlé výsledky boli 

formulované prevažne  na základe pozorovaní v postnatálnom období mláďat. Pre potvrdenie úlohy DA 

vo fetálnej synchronizácii SCN je preto do budúcna vhodné využiť modernejší technologický prístup 

študujúci priamo chod fetálnych hodín. 

Práve z dôvodu objasnenia chýbajúcich základných poznatkov bola pre bližšie štúdium kandidátnych 

hormónov zvolená nasledujúca hypotéza: „Exogénne podanie LEP alebo DA moduluje chod fetálnych 

cirkadiánnych hodín v SCN“. Samotnej formulácii hypotézy predchádzalo overenie splnenia kritérii 

v dostupnej literatúre, ktoré by naznačovali možnú úlohu LEP a DA v synchronizácii fetálnych 

cirkadiánnych hodín (zhrnuté v Bates et Herzog, 2020). Tieto kritéria budú diskutované v ďalších 

častiach kapitoly.  

4.1. Rytmická expresia LEP a DA  

LEP vykazuje pulzačný vzor produkcie a cirkadiánnu variáciu s vrcholom medzi 22:00-3:00 s vyššou 

plazmatickou koncentráciou u žien. Je však zaujímavé, že relatívna amplitúda produkovaného LEP  
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je vyššia u mužov, než u žien (Saad et al., 1998). Počas gravidity koncentrácia plazmatického LEP 

u žien stúpa, hoci v prípade gravidity s mužským fétom je dané zvýšenie štatisticky nevýznamné. 

Pohlavný rozdiel bol pozorovaný aj v prípade plazmatickej koncentrácie LEP v pupočníku 

novorodených detí s vyššou koncentráciou u dievčat, a taktiež v plazmatickej koncentrácii u detí  

vo veku 4 a 14 týždňov po pôrode (Helland et al., 1998). Podobne aj u samíc potkana stúpa počas 

gravidity koncentrácia sérového LEP s vrcholom v E18 a rapídne klesá 24 hodín po pôrode 

(Szczepankiewicz et al., 2006). Do budúcna je avšak potrebné stanoviť vzor cirkadiánnej produkcie LEP 

u žien v priebehu gravidity. 

Aj v prípade DA a jeho cirkadiánnej plazmatickej hladiny počas gravidity je výskum nedostatočný. 

Existuje štúdia naznačujúca jeho diurnálnu variáciu u mužov, u ktorých bola pozorovaná maximálna 

plazmatická hladina okolo 8:00 ráno, s poklesom medzi 20:00-22:00 a najnižšou hladinou cez noc 

o 3:00 (Sowers et Vlachakis, 1984). Navyše, u potkana je počas posledných piatich dní gravidity hladina 

plazmatického DA signifikantne vyššia u fétov, než u samíc. DA je taktiež najabundantnejším 

katecholamínom plodovej vody počas E20-22 s najväčším nárastom jeho hladiny pred pôrodom  

(Ben-Jonathan et Maxson, 1978). 

4.2. Expresia receptorov LEP a DA vo fetálnych SCN 

U E14,5 myšieho fétu je expresia génu pre LEP v mozgu prítomna v choroidnom plexe, pavúčnici 

a mäkkej pléne. V danom štádiu avšak nebola v hypotalame detegovaná mRNA a proteín pre leptínový 

receptor (LEPR), hoci nižšie hladiny expresie nemožno vylúčiť (Hoggard et al., 1997). Je ale zaujímavé, 

že hladina expresie krátkej (s transportnou funkciou) aj dlhej zostrihovej formy (s intracelulárnou 

signalizačnou doménou) Lepr v hypotalame u potkana počas gravidity rapídne klesá  a po pôrode opäť 

stúpa (Szczepankiewicz et al., 2006). Každopádne, LEP počas fetálneho obdobia pravdepodobne pôsobí 

multifunkčne s parakrinnými aj endokrinnými účinkami (Hoggard et al., 1997).  

Je taktiež známe, že u E18 a E20 potkaních fétov je vysoká expresia D1-dopamínového receptora 

v SCN (Drd1), ktorá je dokonca vyššia, než v prípade SCN dospelých jedincov. Prostredníctvom tohto 

receptora je kokaín, ktorý je injikovaný gravidným samiciam, čiastočne schopný selektívne aktivovať 

expresiu c-fos v E20 fetálnych SCN (Weaver et al., 1992). Aj v hypotalame makaka, paviána a človeka 

sú prítomné Drd1 a D5-dopamínové receptory (Drd5), ktorých aktivácia vie ovplyvniť nielen aktivitu 

SCN, ale aj supraoptického a paraventrikulárného jadra (Rivkees et Lachowicz, 1997). Dôležitý 

poznatok nám taktiež priniesla recentná štúdia od Greinera et al. (2022), podľa ktorej vykazuje Drd1 

v E18,5-19,5 fetálnych SCN  potkana rytmickú expresiu, zatiaľ čo expresia D2-dopamínového receptoru 

(Drd2) nie je v SCN detekovateľná nad prahovú hodnotu (Greiner et al., 2022). 
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4.3. Transport LEP a DA cez placentárnu bariéru 

Počas gravidity sa expresia Lepr u laboratórnej myši aj netopiera Myotis lucifugus v placente 

postupne zvyšuje (Zhao et al., 2004). V prípade potkana sa LEP nachádza od E20 v plodovej vode, 

fetálnom žalúdku a jeho obsahu, a tiež pupočnej šnúre s významným zvýšením hladiny počas E21. 

V placente je naopak detekovateľný počas E18-E21, pričom od E19 sa lokalizuje špecificky na oblasť 

labyrintu placenty (Yau-Qiu et al., 2020). Počas E16-E22 bola u potkana taktiež zaznamenaná 

dynamická expresia rôznych zostrihových foriem Lepr v bazálnej zóne a labyrinte placenty. 

Imunolokalizácia dlhej zostrihovej formy je v placente najvýraznejšia v trofoblaste a v rámci labyrintu 

vo vaskulárnom tkanive. Počas E16-E22 sa navyše expresia krátkej a dlhej zostrihovej formy v labyrinte 

zvyšuje. Hladina expresie dlhej zostrihovej formy je pomerne stabilná, hoci glukokortikoidy podané 

gravidným samiciam majú pravdepodobne schopnosť znížiť expresiu  mRNA a proteínu tejto zostrihovej 

formy, a tiež hladiny plazmatického LEP fétov (Smith et Waddell, 2002). Počas perinatálneho obdobia 

je teda zvýšený transport materského LEP cez placentárnu bariéru dôležitým zdrojom LEP pre fétus. 

Tento transportný systém je medzi E16-E22 redukovaný o 77 % v prípade podania glukokortikoidu 

dexametazónu gravidným potkanom (Smith et Waddell, 2003). LEP je taktiež schopný mierne 

modulovať chod samotných placentárnych cirkadiánnych hodín bazálnej zóny. V prípade ex vivo 

ošetrenia tkanivových explantátov 20 nM LEP dochádza u mPer2Luc myši k miernemu zvýšeniu 

amplitúdy a mierne väčším fázovým oneskoreniam bioluminiscenčných rytmov (Lužná et al., 2021). 

Recentná štúdia poukazuje na zapojenie nízkokapacitných transportérov s vysokou afinitou  

do transportu DA a norepinefrínu cez placentárnu bariéru, a to za využitia ex vivo membránových 

vezikulov ľudskej placenty. Konkrétne sa jedná o transportér serotonínu SERT/SLC6A4 a norepinefrínu 

NET/SLC6A2. Transportér organických katiónov 3 OCT3/SLC22A3, ktorý sa nachádza vo fetálnej 

časti bazálnej zóny, sa naopak podieľa na klírens DA a epinefrínu z fetálneho obehu (Horackova et al., 

2022). Schéma tohto transportného mechanizmu je zobrazená na Obr.6. In situ perfúzia potkanej 

placenty taktiež preukázala, že množstvo pravdepodobne pasívne transportovaného materského DA  

k fétu je viac než 25 % (Horackova et al., 2023). Navyše, pred koncom gravidity žien bola pozorovaná 

15-násobne zvýšená hladina DA v plodovej vode v porovnaní s druhým trimestrom gravidity. 

Dominantným katecholamínom plodovej vody a fetálnej plazmy je každopádne prekurzor DA, 

epinefrínu a norepinefrínu L-3,4,-dihydroxyfenylalanín (Peleg et al., 1986), ktorý pravdepodobne 

prostredníctvom fetálnej obličkovej dekarboxylázy aromatických L-aminokyselín môže byť v plazme 

konvertovaný na DA, ktorý je následne močom vylúčený do plodovej vody (Inoue et al., 2010). Hladina 

plazmatického DA je u potkana počas E18-22 avšak signifikantne vyššia vo féte, než v prípade gravidnej 

samice (Ben-Jonathan et Maxson, 1978). Navyše, 100 µM DA je schopný ex vivo ovplyvniť chod 

cirkadiánnych hodín bazálnej zóny placenty mPer2Luc myši. Podaný DA akútne znižuje hladinu  
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PER2-proteínu, no zároveň zvyšuje amplitúdu a moduluje fázu bioluminiscenčných rytmov s najväčším 

efektom pri začiatku poklesu hladiny PER2 z maxima bioluminiscencie (Lužná et al., 2021).  

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 6: Transportný mechanizmus DA, norepinefrínu a serotonínu cez placentárnu bariéru ľudí. Do tohto 

procesu sú v mikrovilóznej membráne zapojené vysokoafinitné a nízkokapacitné transportéry serotonínu 

SERT/SLC6A4 a norepinefrínu NET/SLC6A2. Na klírens zmienených monoamínov z fetálnej cirkulácie  

cez bazálnu membránu sa podieľa transportér organických katiónov 3 OCT3/SLC22A3. Vo fetoplacentárnej 

jednotke môže mať v intracelulárnom metabolizme monoamínov svoju úlohu monoaminooxidáza A (MAO-A) 

a katechol-O-metyltransferáza (COMT), hoci evidencia tohto mechanizmu je nedostatočná. Na schéme sú taktiež 

zobrazené inhibítory jednotlivých transportérov ako nisoxetín, venlafaxin a pod. Prevzaté a upravené podľa 

Horackova et al. (2022). 

4.4. LEP a DA v kontexte synchronizácie cirkadiánneho rytmu v SCN  

Úloha LEP v synchronizácii fetálnych centrálnych hodín nie je dodnes známa a v dostupnej 

literatúre prakticky neexistuje žiadna priama evidencia tohto možného mechanizmu. U SCN dospelých 

samcov potkana v in vitro podmienkach bola aplikácia 10 nM LEP schopná vyvolať fázové 

predbehnutia cirkadiánnych hodín priemerne o 2,8 ± 0,0 hodín (n = 2), s výnimkou neskorej subjektívnej 

noci, kedy nemá žiaden efekt. Účinky LEP boli taktiež závislé od jeho dávky, pričom 10 nM LEP  

má porovnateľné účinky so 100 nM LEP, zatiaľ čo 1 nM LEP nemá vplyv na fázové posuny hodín 

v SCN (Prosser et Bergeron, 2003). Na druhú stranu, v rámci in vivo experimentu nebol u samcov myši 

pozorovaný vplyv jednorazovo injikovaného LEP (5 mg/kg) na ich lokomočnú aktivitu a behaviorálny 

cirkadiánny rytmus. U samíc avšak LEP zosilňuje efekt fázových posunov vyvolaných 30 minútovými 

svetelnými pulzmi počas neskorej subjektívnej noci. Podľa autorov sa LEP môže mimo regulácie 

energetickej homeostázy podieľať aj na rytme spánku a bdenia (Mendoza et al., 2011). 
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Pre homeostázu endokrinného spätnoväzbového pôsobenia a signalizácie LEP je avšak významné 

prepojenie centrálnych hodín v SCN s hodinami na periférii. Práve chronický jet-lag charakteristický 

pre súčasnú dobu môže narúšať chod periférnych hodín v tukovom tkanive a vyvolať rezistenciu voči 

LEP s kľúčovým postavením u ľudí s obezitou a metabolickým syndrómom (Kettner et al., 2015). 

K podobným záverom došla taktiež iná výskumná skupina, ktorá na základe svojich výsledkov tvrdí,  

že narušenie správne nastaveného režimu v príjme potravy môže mať negatívny dopad na endogénny 

rytmus LEP a tým ovplyvniť metabolické signály vedúce k nadmernému zväčšeniu telesnej hmotnosti 

(Arble et al., 2011). Rovnako nepriaznivé môžu byť aj nezdravé spánkové návyky. U dospievajúcich 

a mladých potkanov vyvolalo chronické obmedzenie spánku nadmerný príjem potravy, oslabenie 

signálnych dráh aktivovaných LEPR, a tiež negatívne ovplyvnilo expresiu hodinových génov 

v hypotalame (Sun et al., 2020). Veľkou výzvou do budúcna je teda otázka, aký vplyv má LEP na fetálnu 

synchronizáciu SCN nielen počas fyziologickej gravidity, ale aj v prípade gravidných matiek s obezitou, 

metabolickým syndrómom, či chronicky narušeným režimom v príjme potravy a spánku, napr. z dôvodu 

práce na smeny.  

DA sa v prehľadovej literatúre naopak považuje za dobre preštudovaný hormón v kontexte 

synchronizácie fetálnych SCN (zhrnuté v Bates et Herzog, 2020). V prípade injikovania kokaínu 

gravidným samiciam potkana počas E20, poprípade priamo do fétov, bola pozorovaná indukcia expresie 

c-fos špecificky vo fetálnych SCN, avšak nie v materských SCN. Tento efekt bol čiastočne 

sprostredkovaný Drd1. Podobné výsledky boli totižto pozorované aj v prípade podania agonistu tohto 

receptoru SKF 38393. Je teda nutné uvažovať o možnej existencii aktivovateľného DA systému  

vo fetálnych SCN (Weaver et al., 1992). Na základe tejto myšlienky Viswanathan et al. (1994) injikovali 

zmieneného agonistu Drd1 samiciam škrečka počas posledných 5 dní gravidity v množstve 8 mg/kg. 

Jednej skupine bol SKF 38393 podávaný ráno o 8:00, pričom druhej skupine večer o 20:00. Na základe 

analýzy rytmu behu v kolese bolo u P20 potomkov pozorované nastavenie fázy cirkadiánneho rytmu 

sprostredkované aktiváciou DA signalizácie. Fázy P20 potomkov matiek, ktoré boli ošetrené v dvoch 

rôznych časových bodoch, sa líšili o 11,3 hodiny (Viswanathan et al., 1994). Prítomnosť DA 

signalizácie vo fetálnych SCN závislej od Drd1 podporila taktiež štúdia na transgénnych myšiach 

s deléciou jednej alebo oboch alel pre Drd1 (Bender et al., 1997). Navyše, pre nastavenie fázy 

cirkadiánnych rytmov mláďat je dostatočná aj jednorazová injekcia SKF 38393 aplikovaná samiciam 

sýrskeho škrečka s léziami SCN počas 15. dňa gravidity. DA pre féty pravdepodobne predstavuje denný 

signál (Viswanathan et Davis, 1997). 

V prípade dospelých SCN dlho panoval konsenzus, že sú voči DA necitlivé. V postnatálnom období 

totižto dochádza k prechodu od materskej synchronizácie k synchronizácii cirkádiannych hodín 

svetlom, pričom citlivosť na DA v SCN rapídne klesá (Weaver et Reppert, 1995). Túto myšlienku 

spochybňujú Grippo et al. (2017), ktorí selektívne aktivovali neuróny v SCN exprimujúce Drd1,  
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čím došlo k fázovým posunom cirkadiánnych hodín napodobňujúc svetelnú synchronizáciu. Navyše, 

v prípade knock-outu Drd1 dochádza u myší k pomalšej svetelnej synchronizácii fázovo posunutých 

hodín v reakcii na svetelný cyklus (Grippo et al., 2017). Tento efekt bol zvrátený v prípade obnovy 

expresie Drd1 v SCN. Autori taktiež popísali spojenie medzi SCN a DA neurónmi ventrálnej 

tegmentálnej oblasti, ktorých aktivácia vedie k urýchleniu reakcie na svetelnú synchronizáciu  

(Grippo et al., 2017). Experimentálne výsledky od Grippa et al. (2017) podporuje taktiež recentné 

matematické modelovanie dát (Kim et al., 2023). Novšia štúdia od Grippa et al. (2020) taktiež poukazuje 

na možné spojenie medzi pocitom odmeny a cirkadiánnym systémom v rámci regulácie nadmerného 

príjmu kalorickej potravy bohatej na tuky a cukry. V prípade prístupu k takejto potrave bol u myší 

pozorovaný zvýšený obrat DA v SCN spolu so zvýšenou signalizáciou Drd1, čo ale viedlo k zníženiu 

aktivity neurónov v SCN. U myší tak došlo k nadmernej konzumácii kalorickej potravy mimo správne 

načasovaného kŕmenia (Grippo et al., 2020). 

Podobne ako pri LEP, aj v prípade DA bude do budúcna zaujímavé bližšie preskúmať jeho úlohu  

vo fetálnej synchronizácii cirkadiánnych hodín v SCN nielen počas fyziologickej gravidity, ale aj počas 

patologických stavov s narušenou DA signalizáciou ako schizofrénia, poruchy pozornosti, či autizmus 

(zhrnuté v Cai et al., 2021). 
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5. Ciele diplomovej práce 

Na základe poznatkov uvedených v rešeršnej časti diplomovej práce sme si pre bližšie štúdium 

hormonálnej synchronizácie fetálnych cirkadiánnych hodín v SCN zvolili dva kandidátne hormóny – 

LEP a DA a formulovali nasledujúcu hypotézu: „Exogénne podanie LEP alebo DA moduluje hodiny vo 

fetálnych SCN“. 

Nadväzujúc na stanovenú hypotézu sme si zvolili jednotlivé ciele diplomovej práce: 

1. Zostavenie fázovo responznej krivky (PRC) pre bližšie štúdium fázovej odozvy fetálnych SCN 

na podanie kandidátnych hormónov. 

2. Overenie vplyvu kandidátnych hormónov na ďalšie parametre bioluminiscenčných rytmov 

fetálnych SCN, akými sú amplitúda, mezor a perióda. 

3. Identifikácia regionálnych rozdielov v pôsobení kandidátnych hormónov na fetálne SCN na 

úrovni jednotlivých bunkových oscilátorov. 
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6. Metodický prístup a použitý materiál 

6.1. Chov pokusných zvierat 

Pre experimenty boli využité transgénne myši mPer2Luc (kmeň B6.129S6-Per2tm1Jt/J, JAX, USA), 

konkrétne dospelé gravidné samice kľúčové pre zisk fétov vo vývinovom štádiu E17. Zvieratá boli 

napájané a kŕmené ad libitum. Teplota v chovoch bola udržiavaná na 23 ± 2 °C pri svetelnom režime 

LD 12:12, s denným osvetlením medzi 7:00-19:00 riadeným automatickým vypínačom.  

Pre dostupnosť fétov v presne definovanom gestačnom veku sa využívala metóda plánovaného 

pripúšťania. Pre bližšie určenie fázy estrálneho cyklu samíc im boli vykonávané vaginálne výplachy, 

z ktorých sa podľa morfológie ofarbených buniek krezylovou violeťou určila fáza estrálneho cyklu. 

Počas proestru sa nechali cez noc samice pripustiť k samcom. Ďalšie ráno sa vykonal kontrolný 

vaginálny výplach a v prípade pozitívneho nálezu spermií sa tento deň definoval ako E0. Gravidita samíc 

pokračovala v chovných podmienkach uvedených vyššie do E17, kedy boli usmrtené  

pre experimentálne účely. Pôrod myší avšak štandardne prebieha približne v E21. 

Chov a experimenty na pokusných zvieratách boli vykonané v súlade so Zákonom č. 246/92 Sb.  

na ochranu zvierat proti týraniu a Vyhláškou č. 419/12 Sb. o ochrane pokusných zvierat Českej 

republiky, ako aj so Smernicou Rady Európskych spoločenstiev 86/609/EEC. Vynaložila sa taktiež 

snaha o čo najväčšiu minimalizáciu utrpenia zvierat. 

6.2. Prístrojová technika 

• analytické váhy ABJ 220-NM (KERN, Nemecko) 

• inkubačná komora (k mikroskopu LV200) (Tokai HIT, Japonsko) 

• inkubátor (pre LumiCycle) Incubator KB 115 (Binder, Nemecko) 

• inkubátor (pre organotypické explantáty) Incubator BD 53 (Binder, Nemecko) 

• kamera chladená vodou (k mikroskopu LV200) ImageEM X2 EMCCD (Hamamatsu, 

Japonsko) 

• laminárny box Safe Flow 1.2 - Biohazard box (Bioair, Taliansko) 

• LumiCycle LumiCycle 32 (Actimetrics, USA) 

• luminiscenčný mikroskop Luminoview LV200 (Olympus, Japonsko) 

• magnetická miešačka ARED heating magnetic stirrer high power (VELP Scientifica, 

Taliansko) 

• mechanický sekáčik (pre mäkké tkanivá) 51425 Tissue Slicer (Stoelting Co., USA) 

• mikroskop NIB-100 (Novel optics, Čína) 

• objektív s automatickým zaostrením (k mikroskopu LV200) LUCPLFLN40X (Olympus, 

Japonsko) 

• ohrievač suchý a termoblok Cube dry bath EL-01 (Cleaver Scientific Ltd, Veľká Británia) 
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• osmometer Osmomat 3000 basic – Freezing point osmometer (Gonotec, Nemecko) 

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

• prístroj na výrobu ultra čistej demineralizovanej vody IWA 20iol (WATEK, Česká 

republika) 

• vodný kúpeľ Termostat GD 120 (Grant Instruments, Veľká Británia) 

6.3. Programy 

• CellSens Dimensions Imaging Software (Olympus, Japonsko) 

• Fiji ImageJ plugin TrackMate (Tinevez et al., 2017) 

• LumiCycle Analysis verzia 2.41 (Actimetrics software, USA) 

• Microsoft Excel verzia 16.50 (Microsoft, USA)  

• Prism verzia 7 (GraphPad, USA) 

• Python skript založený na balíku per2py (https://github.com/johnabel/per2py) 

6.4. Chemikálie 

• B-27 B-27TM Supplement (50×), serum free (Gibco, USA) 

• ddH2O destilovaná deionizovaná voda (WATEK, Česká republika)  

• DMEM „Dulbecco's Modified Eagle's Medium“ (Sigma-Aldrich, USA) 

• dopamín Dopamine hydrochloride (Sigma-Aldrich, USA) 

• DPBS „Dulbecco's phosphate buffered saline“ (Sigma-Aldrich, USA) 

• etanol ethanol (96% p.a.) (Penta, Česká republika) 

• glukóza D-(+)-Glucose (Sigma-Aldrich, USA)  

• GlutaMAX  GlutaMAXTM Supplement (100×) (Gibco, USA) 

• HEPES „N-(2-Hydroxyethyl)piperazine-N′-(2- ethanesulfonic acid)“ (Sigma-Aldrich, USA) 

• hydrogénuhličitan sodný 7,5% Sodium bicarbonate (Sigma-Aldrich, USA) 

• chlorid sodný Chlorid sodný p.a. (Penta, Česká republika) 

• konské sérum Horse serum, heat inactivated (Gibco, USA) 

• krezylová violeť Cresyl violet acetate (Sigma-Aldrich, USA) 

• kyselina chlorovodíková Hydrochloric acid 35% g.r. (Lach-Ner, Česká republika) 

• leptín Mouse Leptin Recombinant Protein, PeproTech (Gibco, USA) 

• luciferín D-Luciferin (Biosynth, Švajčiarsko)  

• penicilín-streptomycín Pen-Strep (Sigma-Aldrich, USA) 

 

https://github.com/johnabel/per2py
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6.5. Príprava roztokov a médií 

Jednotlivé zložky média HBSS popísané v Tab. 1 sa pridali do uzatvárateľnej reagenčnej fľaše. 

Pomocou pH metra so sklenenou elektródou sa stanovilo pH roztoku, ktoré sa podľa potreby upravilo 

na hodnotu pH 7,2, a to použitím roztokov 2M kyseliny chlorovodíkovej alebo 2M hydroxidu sodného. 

Médium HBSS sa následne skladovalo v chladničke pri teplote 6 °C. 

Pre prípravu AIR média STOCK sa do sterilnej odmernej banky odobral jeden liter ddH20 z prístroja 

na výrobu ddH20. Do sklenenej kadičky bolo následne z odmernej banky prevedených 850 ml ddH20. 

Zvyšný objem ddH20 sa ponechal bokom pre neskoršie potreby. Za stáleho miešania na magnetickej 

miešačke sa do kadičky s 850 ml ddH20 pridalo 4,5 g glukózy a 8,3 g DMEM a ponechalo sa miešať 

pri nastavenom stupni miešania 4 bez ohrevu, a to približne 10-15 minúť, pokiaľ nedošlo k úplnému 

rozpusteniu oboch zložiek. Do roztoku v kadičke sa pomocou sérologickej pipety následne pridalo  

4,7 ml 7,5% hydrogénuhličitanu sodného, 10 ml 1M HEPES a 10 ml komerčnej zmesi antibiotík 

penicilín-streptomycín. Následne sa overilo pH roztoku pomocou pH metra, poprípade sa podľa potreby 

upravilo na hodnotu pH 7,2 použitím roztokov 2M kyseliny chlorovodíkovej alebo 2M hydroxidu 

sodného. Počas merania pH bola kadička umiestnená na magnetickej miešačke. Do roztoku v kadičke 

sa následne pridal zvyšný objem ddH20 doplnený do finálneho objemu jeden liter. Roztok sa následne 

nechal na magnetickej miešačke premiešať približne 30 sekúnd. Pre minimalizáciou kontaminácie bolo 

potrebné médium následne prefiltrovať. Uzatvárateľná plastová nádoba určená na filtráciu bola 

v laminárnom boxe pripevnená na rovnakú nádobu s 0,2 µM pórmi, čím sa vytvorila filtračná aparatúra 

s plastovou násadkou pre vákuové odsatie. Do hornej plastovej nádoby bolo pridaných 500 ml AIR 

média STOCK, nádoba sa zhora uzavrela a roztok sa vytvoreným podtlakom prefiltroval do spodnej 

nádoby. Spodná nádoba sa po odňatí hornej nádoby uzavrela a skladovala v chladničke pri teplote 6 °C 

pre ďalšie účely. Podobný postup sa volil pri zvyšných 500 ml AIR média STOCK,  

avšak s novo zostavenou filtračnou aparatúrou. 

Pri príprave vzduchom pufrovaného AIR média pre SCN bolo do 50ml Falconovej skúmavky 

pridaných 48 ml AIR média STOCK, 500 µl GlutaMAX (100x), 1000 µl B-27 a 50 µl 0,1M luciferínu. 

Z takto pripraveného roztoku sa odobralo 50 µl určených pre overenie osmolarity média pomocou 

osmometra. Podľa potreby sa osmolarita média upravila na 285-315 mOsm/Kg pridaním 5,3M chloridu 

sodného. Pre minimalizáciu kontaminácie bolo roztok potrebné prefiltrovať. Na 50ml plastovú injekčnú 

striekačku s vytiahnutým piestom sa nasadil kruhový filter s 0,22µm pórmi. Následne sa do plastovej 

striekačky prelialo AIR médium pre SCN, ktoré sa zasunutím a stlačením piestu prefiltrovalo do novej 

Falconovej skúmavky. Médium sa skladovalo v chladničke pri teplote 6 °C. 

Z dôvodu minimalizácie kontaminácie sa s uvedenými roztokmi a médiami manipulovalo 

v laminárnom boxe. 
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Tab. 1: Zoznam použitých roztokov a médií s uvedenými jednotlivými zložkami potrebnými pre ich prípravu. 

 

6.6. Príprava organotypických explantátov 

Pracovný postup prípravy organotypických explantátov E17 SCN graficky reprezentuje Obr. 7. 

Gravidné samice mPer2Luc myši boli usmrtené medzi 8:00-14:00 rapídnou cervikálnou dislokáciou. 

Z materníc usmrtených samíc sa pomocou skalpelu a pinzety extrahovali féty s placentou v štádiu E17 

a usmrtili sa rapídnou dekapitáciou pomocou nožničiek. Z fetálnych hláv sa postupne nožnicami  

a pinzetou odstránila koža, čím sa odhalila lebka. Nožničkami sa lebka opatrne nastrihla laterálne  

po oboch stranách smerom od exoccipitálnej kosti. Strih sa viedol rostrálne cez skvamóznu kosť  

ku frontonazálnemu švu. Fetálny mozog sa vyklopil do Petriho misky na ľade s vychladeným HBSS 

médiom, v ktorom sa mimo zmienených fetálnych mozgov uchovávali oddelené fetálne hlavy a tkanivá 

počas celej doby prípravy organotypických explantátov. Z fetálnych mozgov sa pomocou mechanického 

sekáčika pripravili rezy o hrúbke 500 µm. Podľa morfológie rezu sa vybral kandidátny rez obsahujúci 

E17 SCN, ktorý sa pomocou žiletky upevnenej v kliešťoch zredukoval na oblasť rezu obsahujúcu E17 

SCN. Kvalita pripravených organotypických explantátov sa overila pomocou mikroskopu pri zväčšení 

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

HBSS médium („Hank's Balanced Salt 

Solution“) 

500 ml DPBS 

5 ml 1M HEPES 

2,5 ml 7,5% hydrogénuhličitan sodný 

AIR médium STOCK 

8,3 g DMEM 

4,5 g glukóza 

4,7 ml 7,5% hydrogénuhličitan sodný 

10 ml HEPES 

10 ml penicilín-streptomycín 

1000 ml ddH20 (po pridaní zložiek do 850 ml 

upraviť pH na 7,2 a doplniť do 1000 ml) 

AIR médium pre SCN 

48 ml AIR médium STOCK 

500 µl GlutaMAX (100x) 

1000 µl B-27 

50 µl 0,1M luciferín 

5,3M chlorid sodný (podľa potreby pre úpravu 

osmolarity média na 285-315 mOsm/Kg) 
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doštičky na mikroporéznu sajúcu membránu, tzv. tkanivový inzert s priemerom 30 mm a pórmi  

o veľkosti 0,4 µm. Každý explantát na tkanivovom inzerte bol uložený individuálne do 1 ml  vzduchom 

pufrovaného AIR média pre SCN v jednotlivých jamkách doštičky, ktorej kryt sa na vnútorných hranách 

pokryl sterilnou vazelínou pomocou plastovej injekčnej striekačky. Organotypické explantáty E17 SCN 

sa následne inkubovali pri 37 °C pre ďalšie experimentálne účely.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 7: Schéma prípravy organotypických explantátov E17 SCN. Z usmrtených samíc mPer2Luc myši sa extrahujú 

féty v štádiu E17 a usmrtia sa rapídnou cervikálnou dislokáciou. Z fetálnych hláv sa získajú mozgy, z ktorých sa 

pomocou mechanického sekáčika pripravia rezy o hrúbke 500 µm. Podľa morfológie rezu sa vyberie kandidátny 

rez, ktorý sa pomocou žiletky upevnenej v kliešťoch zredukuje na oblasť rezu obsahujúcu E17 SCN. Kvalita 

explantátov sa overí pomocou mikroskopu pri zväčšení 200x. Tkanivový explantát sa prenesie na tkanivový inzert 

v 6-jamkovej doštičke, ktorá sa následne inkubuje pri teplote 37 °C pre ďalšie experimentálne účely. Vytvorené 

pomocou BioRender.com 

6.7. Meranie bioluminiscencie v prístroji LumiCycle 

Pre splnenie prvých dvoch cieľov diplomovej práce sa využil prístroj LumiCycle, ktorý deteguje 

emitované fotóny z tkaniva prostredníctvom štyroch fotonásobičov, čím nám umožnil sledovať chod 

cirkadiánnych hodín v reálnom čase snímaním bioluminiscencie organotypických explantátov E17 SCN 

mPer2Luc myší. Chod prístroja bol udržiavaný v inkubátore pri 37 °C. Pred samotným meraním 

v prístroji LumiCycle sa tkanivové explantáty E17 SCN ponechali ustáleniu sa v in vitro podmienkach 

v inkubátore, a to minimálne 5-7 dní pri teplote 37 °C. Postup nahrávania v prístroji LumiCycle  

je graficky znázornený na Obr. 8. 

Do Petriho misiek s priemerom 35 mm bol v laminárnom boxe pridaný 1 ml vzduchom pufrovaného 

AIR média pre SCN, ktoré bolo vopred vytemperované vo vodnom kúpeli na teplotu 37 °C. Pomocou 

pinzety s tupým koncom sa jednotlivé inzerty s tkanivovými explantátmi E17 SCN premiestnili  

zo 6-jamkovej doštičky do Petriho misiek s AIR médiom pre SCN, ktoré sa následne zalepili okrúhlym 
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tenkým sklíčkom pomocou sterilnej vazelíny a popísali sa identifikačným číslom. Takto pripravené 

Petriho misky sa vložili do prístroja LumiCycle, ktorého maximálna kapacita je 32 Petriho misiek.  

Petriho misky sa spočiatku ponechali v prístroji meraniu PER2-bioluminiscencie približne 3-4 dni. 

Následne podstúpili proces ošetrenia vybraným hormónom alebo vehikulom (VEH), resp. negatívnou 

referenciou – zvyčajne sa jedná o rozpúšťadlo študovaného hormónu. Ošetrenie zahŕňalo výber Petriho 

misiek do laminárneho boxu, kde sa aplikovala požadovaná látka a Petriho misky sa následne vrátili  

do pôvodných pozícií v prístroji LumiCycle. V rámci ošetrenia bola dôležitá rýchla a opatrná 

manipulácia a taktiež snaha znížiť teplotné rozdiely, ktorým boli tkanivové explantáty vystavené. 

Z tohto dôvodu sa využívali plastové podnosy pre Petriho misky a termoblok, ktoré boli pred ošetrením 

vopred vytemperované na teplotu 37 °C.  Počas samotného ošetrenia sa umiestnila Petriho miska 

s priemerom 35 mm do sterilnej Petriho misky umiestnenej na termobloku. Z Petriho misky 

s tkanivovým explantátom sa opatrne odlepilo sklíčko, tkanivový inzert sa pomocou pinzety s tupým 

koncom nadvihol a do 1 ml vzduchom pufrovaného AIR média pre SCN sa pomocou automatickej 

pipety aplikovala požadovaná látka. V rámci ošetrenia E17 SCN sa aplikoval 1 µl 10 µM LEP,  

2 µl 50 mM DA a 1 µl DPBS (VEH). Finálna testovaná koncentrácia v 1 ml AIR média pre SCN bola 

teda 10 nM hormónu LEP a 100 µM hormónu DA. Koncentrácie boli zvolené na základe 

predchádzajúcich štúdii (Baba et al., 2017; Lužná et al., 2021; Prosser et Bergeron, 2003) a taktiež 

pilotných experimentov. Pomocou krúživých pohybov sa obsah Petriho misky s priemerom 35 mm 

zamiešal a inzert sa opätovne vložil do jej vnútra. Petriho miska s tkanivovým inzertom sa opätovne 

uzavrela tenkým sklíčkom s vazelínou a vrátila sa do pôvodnej pozície v prístroji LumiCycle.  

Meranie PER2-bioluminiscencie tkanivových explantátov E17 SCN pokračovalo po ich ošetrení 

ďalšie 3 dni. Po ukončení experimentu boli tkanivové explantáty E17 SCN vložené 2-krát po 5 minút 

do 1 ml DPBS v 6-jamkových doštičkách a následne prenesené do čerstvého vzduchom pufrovaného 

AIR média pre SCN v 6-jamkových doštičkách, ktorých kryt sa na vnútorných hranách pokryl sterilnou 

vazelínou. Vďaka tomu bolo možné E17 SCN opätovne využívať pre ďalšie experimenty, čím sa 

čiastočne znížila potreba zabíjania gravidných mPer2Luc  myší. Tkanivové explantáty E17 SCN sa  

medzičasom uchovávali v inkubátore pri teplote 37 °C. Bola taktiež starostlivo vedená dokumentácia 

o type tkanivového explantátu (E17 SCN), dátume jeho prípravy a požití v predošlých experimentoch. 

Nie všetky tkanivové explantáty boli avšak vhodné pre opakované využitie. Vyradené boli také 

tkanivové explantáty, ktoré vykazovali zhoršenú viabilitu, nedostatočnú integritu rytmu (plochý tvar 

bioluminiscenčnej krivky), poprípade boli kontaminované. Bol taktiež zvážený charakter predošlého 

experimentu (predošlá podaná látka) a z neho vyplývajúca vhodnosť opakovaného zaradenia 

tkanivového explantátu do štúdie.  
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6.7.1. Zostavenie PRC 

Pre zostavenie PRC a overenie vplyvu kandidátnych hormónov LEP a DA na ďalšie parametre 

bioluminiscenčných rytmov (amplitúda, perióda a mezor) sa aplikovala požadovaná látka v rôznej fáze 

rytmu tak, aby sa postupne pokryl celý 24-hodinový interval rytmu, pričom CT12 (circadian time 12) 

v našom prípade zodpovedá vrcholu bioluminescencie. Hodnoty pred CT12 reprezentujú 

bioluminiscenčný rytmus v jeho náraste a hodnoty po CT12 bioluminiscenčný rytmus v jeho poklese. 

Vďaka tomu bolo umožnené bližšie štúdium špecifickej fázovej odozvy E17 SCN na podanie 

kandidátnych hormónov alebo VEH v in vitro podmienkach. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 8: Schéma nahrávania PER2-bioluminiscencie a ošetrenie E17 SCN v prístroji LumiCycle. Jednotlivé 

explantáty sa zo 6-jamkovej doštičky presunú do Petriho misiek s priemerom 35 mm obsahujúcich vytemperované 

Air médium pre SCN. Petriho misky sa ponechajú nahrávaniu v prístroji Lumicycle približne 3-4 dni. Následne 

explantáty podstúpia ošetrenie v laminárnom boxe, kde sa pomocou automatickej pipety aplikuje študovaná látka 

v požadovanej fáze rytmu (CT 0-24). Alternatívne môže dôjsť k fázovému oneskoreniu (červená krivka) alebo 

fázovému predbehnutiu (zelená krivka) nového rytmu voči extrapolovanej sínusoide odrážajúcej pôvodný priebeh 

rytmu pred ošetrením (čierna krivka). Petriho misky sa vrátia do pôvodných pozícii v prístroji LumiCycle 

a nahrávanie PER2-bioluminiscencie pokračuje ďalšie 3-4 dni. Tým získame údaje pre štatistické spracovanie dát. 

Vytvorené pomocou BioRender.com.  

6.7.2. Koncentračná rada a testovanie viability E17 SCN po ošetrení DA 

V prípade kandidátneho hormónu DA bol pri pilotných experimentoch po použití koncentrácie  

100 µM pozorovaný rapídny pokles v amplitúde. Z tohto dôvodu bola taktiež otestovaná koncentrácia 

10 µM a 1 µM DA.  

Bolo taktiež zvážené, či pokles amplitúdy rytmu nie spôsobený tým, že je koncentrácia 100 µM DA 

je pre E17 SCN letálna. To nás viedlo k porovnaniu viability E17 SCN po ošetrení 100 µM DA  

s koncentráciami 10 µM a 1 µM. Po štandardnom postupe popísanom v kapitole 6.7. Meranie v prístroji 
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LumiCycle boli namiesto ukončenia experimentu tkanivové explantáty vystavené sérovému šoku.  

Do každej jamky 6-jamkových doštičiek bol v laminárnom boxe pridaný 1 ml 50% konského teplom 

inaktivovaného séra, ktoré bolo vopred vytemperované na teplotu 37 °C vo vodnom kúpeli. Do takto 

pripravených 6-jamkových doštičiek boli pomocou pinzety s tupým koncom prenesené tkanivové 

inzerty s E17 SCN, ktoré sa následne ponechali v inkubátore dve hodiny pri teplote 37 °C. Po uplynutí 

dvoch hodín boli tkanivové explantáty E17 SCN vložené 2-krát po 5 minút do 1 ml DPBS  

v 6-jamkových doštičkách a následne prenesené do 1 ml čerstvého AIR média pre SCN v nových 

Petriho miskách s priemerom 35 mm. Petriho misky sa prikryli tenkým okrúhlym sklíčkom so sterilnou 

vazelínou a vrátili sa do pôvodných pozícii v prístroji LumiCycle. Nahrávanie bioluminiscencie 

pokračovalo ďalšie dva dni, kedy sa pozastavilo. Tkanivové inzerty s E17 SCN sa pomocou pinzety 

s tupým koncom preniesli do 6-jamkových doštičiek, pričom v každej jamke bolo 1 ml čerstvého AIR 

média pre SCN. Vnútorne hrany 6-jamkovej doštičky sa pokryli sterilnou vazelínou. Tkanivové 

explantáty E17 SCN v 6-jamkovej doštičke sa následne vložili do inkubátora s teplotou 37 °C,  

kde sa ponechali pre ďalšie experimentálne účely. Všetky vyššie uvedené média a roztoky boli  

pred použitím vždy vytemperované vo vodnom kúpeli na 37 °C, aby sa znížili teplotné rozdiely,  

ktorým boli E17 SCN vystavené. 

6.7.3. Štatistická analýza dát z LumiCycle 

Pre kvantitatívnu analýzu prvotných surových záznamov z prístroja LumiCycle sa využil softvérový 

balík LumiCycle Analysis. V rámci zostavenia PRC bolo potrebné odčítať fázový posun cirkadiánnych 

hodín v E17 SCN vyvolaný ošetrením požadovanou látkou. Fázový posun sa kvantifikoval preložením 

sínusoidy cez prvé tri cykly, ktorých rytmus bol upravený 24-hodinovým kĺzavým priemerom. 

Sínusoida sa extrapolovala do doby po ošetrení. Fázový posun sa odpočítal ako rozdiel medzi 

extrapolovanou sínusoidou odrážajúcou pôvodnú fázu a skutočne nameranou bioluminiscenciou,  

ktorá odrážala novú fázu cirkadiánneho rytmu po ošetrení E17 SCN. Ak sa extrapolovaná sínusoida 

a skutočne namerané hodnoty bioluminiscencie po ošetrení E17 SCN prekrývali, k fázovému posunu 

cirkadiánnych hodín nedošlo (hodnota 0). Alternatívne po ošetrení mohlo dôjsť k fázovému 

predbehnutiu (kladné hodnoty) alebo fázovému oneskoreniu (záporné hodnoty) cirkadiánneho rytmu 

v porovnaní s extrapolovanou sínusoidou odrážajúcou pôvodnú fázu. Pre účel štatistického porovnania 

PRC medzi kandidátnymi hormónmi (LEP, DA) a VEH boli dané PRC binované, tzn. rozdelené  

do trojhodinových zhodných časových úsekov (binov). Z jednotlivých hodnôt fázových posunov 

radených do konkrétneho binu je vytvorená priemerná hodnota pre daný bin. Každopádne, nielen celá 

PRC, ale aj každý jeden trojhodinový bin môže mať svoj charakteristický trend, ktorý sa prostým 

vytvorením priemeru hodnôt za daný úsek môže stratiť. Pre lepšie zachovanie trendu kriviek v rámci 

jednotlivých binov boli vytvorené tzv. prekrývajúce sa biny. Prvý bin teda predstavuje úsek CT 0-3, 

druhý bin CT 1,5-4,5, tretí bin CT 3-6, štvrtý bin CT 4,5-7,5 atď., až po posledný bin CT 21-24. 

Prirodzene, väčšina hodnôt je radená súčasne do dvoch binov. Ako príklad možno uviesť explantát, 
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ktorý bol ošetrený počas CT 2. V tomto prípade bude jeho hodnota fázového posunu zaradená do prvého 

binu (CT 0-3), ale zároveň aj do druhého binu (CT 1,5-4,5). Tento spôsob zostavenia binovanej PRC  

je pre lepšiu predstavu graficky znázornený na Obr. 9. 

 

 

 

 

 

 

 

Obr.9: Zostavenie PRC s prekrývajúcimi sa časovými úsekmi (binmi). Pre lepšie zachovanie trendu kriviek medzi 

jednotlivými binmi boli zostavené trojhodinové biny, ktoré sa prekrývajú (okrem prvého a posledného binu).  

Šípky znázorňujú priradenie bodu vyjadrujúceho priemer fázových posunov k danému binu. Vytvorené pomocou 

BioRender.com. 

Mimo fázového posunu bola taktiež odčítaná amplitúda, perióda, mezor a ďalšie parametre 

bioluminiscenčného rytmu kľúčové pre spracovanie prvotných surových záznamov. Bol taktiež 

posúdený celkový tvar krivky, trend mezoru (klesajúci, stúpajúci, nemení sa) a ďalšie osobné zápisky 

bližšie špecifikujúce daný záznam bioluminiscencie E17 SCN. Tieto údaje boli starostlivo vedené 

v programe Microsoft Excel, kde slúžili k ďalším výpočtom. Kľúčový bol výpočet relatívnej amplitúdy 

a relatívnej periódy ako pomer Xpo/Xpred, kde Xpred reprezentuje úsek bioluminicnečného rytmu od prvého 

dňa nahrávania do momentu ošetrenia, a teda zahrňuje dva plné cykly pred ošetrením. Xpo naopak 

reprezentuje úsek od polovice klesajúceho cyklu, v ktorom bolo vykonané ošetrenie, do konca druhého 

nového cyklu (CT 24), a teda zahrňuje dva nové cykly po ošetrení. V rámci analýzy bola taktiež 

sledovaná akútna zmena v relatívnej amplitúde s podobným vyjadrením pomeru Xpo/Xpred,  

kde Xpred = 24-hodinový úsek z predošlého cyklu pred ošetrením a Xpo = 24-hodinový úsek z nového 

cyklu po ošetrení. Relatívny mezor predstavuje taktiež pomer Xpo/Xpred, kde Xpred = úsek 2,5 dňa  

pred ošetrením so začiatkom od prvého dňa nahrávania a Xpo = úsek 2,5 dňa po ošetrení so začiatkom 

prvého nového cyklu (CT 0). Vo všetkých prípadoch hodnota 1 reprezentuje žiadnu zmenu,  

hodnota ˂ 1 pokles v danom parametri a hodnota ˃ 1 zvýšenie v danom parametri. Navyše, subjektívny 

čas jednotlivých E17 SCN nemusí zodpovedať vonkajším solárnym časovým podmienkam 24 hodín. 

V rámci štatistickej analýzy bola preto nutná normalizácia endogénnej periódy na 24 zhodných 
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jednotiek CT pre každý tkanivový explantát E17 SCN, pričom CT 12 reprezentuje vrchol  

PER2-bioluminiscencie. 

V prípade viability E17 SCN po ošetrení DA sa posudzoval úsek záznamu po sérovom šoku.  

Ak tento úsek rytmu nevykazoval dostatočnú integritu, resp. bol prítomný plochý tvar bioluminiscenčnej 

krivky, takýto tkanivový explantát sa vyradil ako neviabilný. Tieto a vyššie spracované dáta sa následne 

využili pre štatistickú analýzu v programe Prism.  

6.8. Meranie bioluminiscencie v luminiscenčnom mikroskope Luminoview LV200 

V rámci splnenia tretieho cieľa sa využil luminiscenčný mikroskop Luminoview LV200,  

ktorý v porovnaní s predošlým prístrojom LumiCycle poskytuje detailnejšie štúdium chodu 

cirkadiánnych hodín na úrovni jednotlivých bunkových oscilátorov. Vďaka tomu sme mali možnosť 

bližšieho štúdia prípadného špecifického pôsobenia LEP a DA na konkrétne skupiny buniek E17 SCN 

v reálnom čase. Ďalšou výhodou mikroskopu Luminoview LV200 bol taktiež spôsob ošetrenia E17 

SCN, ktorý prebiehal priamo v mikroskope bez nutnosti prenosu 6-jamkovej doštičky do laminárneho 

boxu, čím sme potenciálne znížili teplotný stres, ktorému boli E17 SCN počas prenosu do laminárneho 

flowboxu vystavené. V porovnaní s prístrojom LumiCycle má Luminoview LV200 menšiu kapacitu  

pre počet nahrávaných vzoriek (jedna 6-jamková doštička), rovnako aj zložitejšiu štatistickú analýzu 

získaných dát. Z dôvodu časovej náročnosti experimentov bol pre splnenie prvých dvoch cieľov 

uprednostnený prístroj LumiCycle. Pre meranie bioluminiscencie v mikroskope Luminoview LV200  

sa využili čerstvé tkanivové explantáty E17 SCN, poprípade odležané v inkubátore maximálne tri dni. 

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

V 6-jamkovej doštičke bol do každej jamky pridaný 1 ml čerstvého a na 37 °C vytemperovaného 

vzduchom pufrovaného AIR média pre SCN. V tomto prípade sa vnútorné hrany krytu 6-jamkovej 

doštičky sterilnou vazelínou nepokryli. Takto pripravená 6-jamková doštička sa vložila do inkubačnej 

komory mikroskopu Luminoview LV200 s teplotou 37 °C a vlhkosťou 100 %. Mikroskop Luminoview 

LV200 bol taktiež vybavený objektívom LUCPLFLN40x s automatickým zaostrením a vodou 

chladenou kamerou ImageEM X2 EMCCD. Po nastavení XYZ koordinátov E17 SCN v mikroskope bol 

spustený nasledujúci program snímania:  

1. automatické zaostrenie objektívu (autofocus) po dobu 140 ms 

2. bright-field snímanie (BF20) s expozičným časom 140 ms 

3. snímanie luminiscencie s expozičným časom 9,4 min a elektromagnetickým ziskom 250 

4. čas čakania po snímaní po dobu 5 ms 
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Tkanivové explantáty E17 SCN sa týmto postupom snímali každú hodinu nasledujúcich približne  

72 hodín, kedy sa nahrávanie zastavilo v požadovanej fáze bioluminiscenčného rytmu. Nasledoval 

proces ošetrenia zahŕňajúci otvorenie krytu 6-jamkovej doštičky a aplikáciu požadovanej látky pomocou 

automatickej pipety priamo na tkanivový explantát E17 SCN tak, aby nedošlo k jeho kontaktu  

so špičkou automatickej pipety. V rámci experimentov bolo na E17 SCN aplikovaných 5 µl 20nM LEP, 

5 µl 100µM DA a 5 µl VEH. 

Po ošetrení bol program snímania opäť spustený s rovnakými parametrami uvedenými vyššie, 

pričom pokračoval minimálne ďalších 72 hodín. Bioluminiscenčné záznamy boli vyhotovené pomocou 

softvéru CellSens Dimensions a po ukončení experimentu exportované ako 16-bitové súbory formátu 

TIFF. 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 10: Schéma nahrávania PER2-bioluminiscencie v mikroskope Luminoview LV200. Pripravená 6-jamková 

doštička sa vloží do inkubačnej komory mikroskopu. Po nastavení XYZ koordinátov explantátov a príslušných 

parametrov snímania je nahrávanie spustené na nasledujúcich približne 72 hodín. Nahrávanie sa následne zastaví 

v požadovanej fáze rytmu a pomocou automatickej pipety sa aplikuje študovaná látka na tkanivové explantáty 

priamo v mikroskope. Nahrávanie pokračuje ďalších 72 hodín s podobnými parametrami ako pred ošetrením. 

Vďaka tomu získame bioluminiscenčné záznamy, ktoré sa exportujú ako 16-bitové súbory formátu TIFF pre účely 

štatistickej analýzy. Vytvorené pomocou BioRender.com. 

6.8.1. Štatistická analýza dát z mikroskopu Luminoview LV200 

Exportované 16-bitové TIFF záznamy sa podľa potreby zbavili kozmických lúčov tvoriacich šum 

a jednotlivé jasné bunky sa sledovali pomocou Fiji Image J pluginu Trackmate. Párová štruktúra  

E17 SCN sa algoritmicky rozdelila na ďalších 400-600 oblastí záujmu. Dáta z týchto oblastí záujmu  

sa exportovali ako priemer intenzity signálu spolu s ich XY koordinátami. Po odstránení trendu rytmu 

a zbavení sa šumu boli jednotlivé dáta analyzované pomocou skriptu v Pythone založenom na balíku 

per2py. Parametre cirkadiánneho rytmu sa u jednotlivých oblastí záujmu analyzovali preložením 

kosínusovej krivky cez záznam pred a po ošetrení E17 SCN požadovanou látkou. Odčítané periódy 
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merané Lomb-Scarglovým periodogramom boli analyzované párovým dvojvýberovým t-testom. 

Priemerná fáza jednotlivých oblastí záujmu sa vyjadrila ako Rayleighov vektor v polárnom histograme. 

Ďalším výstupom z analýzy sú kompozitné grafy (z angl. heat maps), ktoré reprezentujú zoskupenie 

jednotlivých algoritmicky vybraných oblastí záujmu v rámci E17 SCN, pričom jeden XY koordinát 

(jedna oblasť záujmu) reprezentuje jednu analýzu. Na základe priloženej farebnej škály k jednotlivým 

kompozitným grafom je možné odčítať zmeny v sledovaných parametroch medzi záznamom  

pred a po ošetrení E17 SCN požadovanou látkou. Vďaka tomu sa potvrdí alebo vyvráti prípadné 

špecifické regionálne pôsobenie študovanej látky v danom organotypickom explantáte na konkrétnu 

skupinu buniek. Analýza dát prebiehala v spolupráci s Mgr. Martinom Sládkom, PhD.. 
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7. Výsledky 

7.1. Fázová odozva hodín v E17 SCN na exogénne podanie LEP a DA 

Pre bližšie štúdium fázovej odozvy fetálnych centrálnych hodín bola zostavená PRC (Obr. 12 A  

pre LEP; Obr. 12 B pre DA). Na Obr. 11 môžeme vidieť reprezentatívne záznamy  

PER2-bioluminiscencie E17 SCN s aplikáciou študovaných látok v rôznej fáze rytmu. Dvojfaktorová 

ANOVA (Analysis of variance) so Šidákovym mnohonásobným porovnávacím testom neodhalili 

rozdiel medzi 10 nM LEP a VEH (Obr. 12 C) v závislosti medzi vyvolanými fázovými posunmi hodín 

a dobou podania danej látky tkanivovým explantátom E17 SCN. Pskupina = 0,4645, Fskupina (1, 24) = 

0,5524; Pčas < 0,0001, Fčas(3,927, 41,23) = 8,320; Pošetrenie = 0,9506, Fošetrenie (14, 147) = 0,4597. V prípade 

100 µM DA boli avšak pozorované väčšie fázové oneskorenia v porovnaní s VEH špecificky počas  

CT 15 (Obr. 12 D), kde dvojfaktorová ANOVA so Šidákovým mnohonásobným porovnávacím testom 

poukazujú na signifikantný rozdiel (P = 0,0478). Pskupina = 0,1955, Fskupina (1, 29) =1,756; Pčas < 0,0001, 

Fčas(4,519, 51,32) = 12,45; Pošetrenie = 0,0193, Fošetrenie (14, 159) = 2,020.  

Obr. 11: Reprezentatívne záznamy PER2-bioluminiscencie E17 SCN s aplikáciou A) 10 nM LEP, B) 100 µM 

DA alebo C) VEH v rôznej fáze bioluminiscenčného rytmu (CT 6, CT 12, CT 18). Na osi x je vynesený čas  

(v dňoch) nahrávania PER2-bioluminiscencie, zatiaľ čo os y reprezentuje počet emitovaných fotónov za sekundu 

z monitorovaného tkaniva. Hnedou farbou sú vyznačené bioluminiscenčné záznamy explantátov ošetrených počas 

CT 6, modrou farbou v maxime PER2-bioluminiscencie (CT 12) a čiernou farbou počas CT 18. Jednotlivé šípky 

znázorňujú moment ošetrenia E17 SCN požadovanou látkou. 



  

35 
 

Obr. 12: PRC pre bližšie štúdium fázovej odozvy E17 SCN na podanie 10 nM LEP (n = 55), 100 µM DA  

(n = 66) alebo 1 µL VEH (n = 50). A) a B) PRC s preloženým polynónom 8. stupňa cez jednotlivé body, ktoré boli 

počas tohto kroku triplotované. Každý bod predstavuje individuálny explantát ošetrený požadovanou látkou  

(VEH – červený štvorec; LEP na grafe A) modrý kruh; DA na grafe B) modrý kruh). C) a D) Binované PRC 

zostavené pre účel štatistického porovnania PRC kandidátnych hormónov s VEH (detailny spôsobu binovania sú 

v kapitole 6.7.3.). Jednotlivé body predstavujú priemer fázových posunov ±SD explantátov radených do daného 

binu. Fialové plné kruhy reprezentujú LEP, červené plné kruhy DA a prázdne čierne kruhy VEH. Symbol hviezdy 

(*) predstavuje signifikantný výsledok Šidákovho mnohonásobného porovnávacieho testu (*P < 0,05) medzi 

fázovými posunmi vyvolanými v reakcii na podanie DA a VEH v čase CT 15. Na osi x je normalizovaná endogénna 

perióda explantátov na 24 zhodných jednotiek CT. Na osi y je vynesený fázový posun cirkadiánnych hodín 

vyjadrený v hodinách buď ako fázové predbehnutie (kladné hodnoty) alebo fázové oneskorenie (záporné hodnoty). 
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7.2. Vplyv LEP a DA na ďalšie parametre PER2-bioluminiscenčného rytmu E17 SCN 

7.2.1. Amplitúda 

Cosinor analýza odhalila signifikantnú variáciu v relatívnej amplitúde po exogénnom podaní LEP 

explantátom E17 SCN (Obr. 13 A), s najväčším poklesom relatívnej amplitúdy medzi CT 12-15  

(PLEP = 0,0013, FLEP (2, 52) = 7,600). Hoci aj v prípade VEH a DA dochádza k poklesu amplitúdy,  

tento jav pravdepodobne nie je závislý od doby podania sledovanej látky v presne definovanom CT 

(Obr. 13 D; PVEH = 0,4707, FVEH (2, 47) = 0,7657; PDA = 0,1261, FDA (2, 63) = 2,140). Pre kvantifikáciu 

rozdielu v relatívnej amplitúde medzi kandidátnymi hormónmi (LEP, DA) a VEH bola využitá 

jednofaktorová ANOVA (P = 0,0009; F (2, 168) = 7,277) s Dunnettovým mnohonásobným 

porovnávacím testom (Obr. 13 C) so signifikantným výsledkom medzi VEH a LEP  a bez rozdielu 

medzi VEH a DA (PVEH vs LEP = 0,0081; PVEH vs DA = 0,8321; priemer relatívnej amplitúdy  

(VEH) = 0,4852 ± 0,3502; priemer relatívnej amplitúdy (LEP) = 0,6994 ± 0,4906; priemer relatívnej 

amplitúdy (DA) = 0,4499 ± 0,2782). Na základe týchto výsledkov môžeme konštatovať, že v prípade 

podania LEP dochádza k menšiemu poklesu relatívnej amplitúdy, než v prípade podania VEH. 

V prípade akútnej zmeny v relatívnej amplitúde (Obr. 13 D a E) nebola vďaka cosinor analýze 

pozorovaná cirkadiánna variácia ani v jednej skupine (PVEH = 0,1773, FVEH (2, 47) = 1,795;  

PLEP = 0,1583, FLEP (2, 52) = 1,910; PDA = 0,0664, FDA (2, 63) = 2,833). Jednofaktorová ANOVA  

(P = 0,1955; F (2, 168) = 1,648) s Dunnettovým mnohonásobným porovnávacím testom nepoukazuje 

na signifikantný rozdiel medzi VEH a kandidátnymi hormónmi (LEP, DA) v akútnej zmene amplitúdy 

(Obr. 13 F), hoci vo všetkých prípadoch dochádza k poklesu daného parametra (PVEH vs LEP = 0,2715; 

PVEH vs DA = 0,1481; priemer akútnej zmeny relatívnej amplitúdy (VEH) = 0,8090 ± 0,6164; priemer 

akútnej zmeny relatívnej amplitúdy (LEP) = 0,6773 ± 0,1186 ; priemer akútnej zmeny relatívnej 

amplitúdy (DA) = 0,6529 ± 0,5474 h). 
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Obr. 13: Vplyv exogénneho podania 10 nM LEP (n = 55), 100 µM DA (n = 66) alebo 1 µL VEH (n = 50)  

na zmenu v relatívnej amplitúde a akútnu zmenu v relatívnej amplitúde PER2-bioluminiscnenčého rytmu E17 

SCN. A) a B) Závislosť zmeny v relatívnej amplitúde (os y) na dobe podania danej látky vyjadrenej ako 

normalizovaná endogénna perióda explantátov na 24 zhodných jednotiek CT v hodinách (os x). Každý bod 

predstavuje individuálny explantát ošetrený požadovanou látkou (VEH na grafe A) a B) – čierny prázdny kruh; 

LEP na grafe A) fialový plný kruh; DA na grafe B) červený plný kruh). Cosinor analýza (VEH – čierna prerušovaná 

krivka na grafe A) a B); LEP – fialová plná krivka na grafe A); DA – červená plná krivka na grafe B)) nám 

poukazuje na signifikantnú cirkadiánnu variáciu relatívnej amplitúdy po ošetrení LEP (P = 0,0013).  

C) Kvantifikácia rozdielu v relatívnej amplitúde medzi kandidátnymi hormónmi (LEP, DA) a negatívnou 

referenciou (VEH), kde bola využitá jednofaktorová ANOVA. Symboly hviezdy (**) reprezentujú signifikantný 

výsledok Dunnettovho mnohonásobného porovnávacieho testu (**P < 0,005) medzi VEH a LEP. Dáta sú zobrazené 

ako priemer relatívnej amplitúdy za danú skupinu ±SD. D) a E) Závislosť akútnej zmeny v amplitúde (os y)  

na dobe podania danej látky vyjadrenej ako normalizovaná endogénna perióda explantátov na 24 zhodných 

jednotiek CT v hodinách (os x). Každý bod predstavuje individuálny explantát ošetrený požadovanou látkou  

(VEH na grafe D) a E) – čierny prázdny kruh; LEP na grafe D) fialový plný kruh; DA na grafe E) červený plný 

kruh). Cosinor analýza (VEH – čierna prerušovaná krivka na grafe D) a E); LEP – fialová plná krivka  

na grafe D); DA – červená plná krivka na grafe E)). F) Kvantifikácia rozdielu v akútnej zmene relatívnej 

amplitúdy medzi kandidátnymi hormónmi (LEP, DA) a negatívnou referenciou (VEH) s použitím 

jednofaktorovej ANOVA a Dunnettovho mnohonásobného porovnávacieho testu. Dáta sú zobrazené ako priemer 

akútnej zmeny v relatívnej amplitúde za danú skupinu ±SD. 

7.2.2. Perióda 

Na základe výsledkov párového t-testu (Obr. 14 A, B a C) môžeme konštatovať, že v prípade podania 

VEH a DA pravdepodobne dochádza k predĺženiu periódy cirkadiánnych hodín v E17 SCN  

(PVEH = 0,0208, priemer v zmene periódy (VEH) = 0,7740 ± 2,292 h; PLEP = 0,7397, priemer v zmene 
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periódy (LEP) = - 0,0727 ± 1,615 h; PDA < 0,0001, priemer v zmene periódy (DA) = 1,2610  ± 2,0770). 

Hoci kvantifikácia rozdielu v relatívnej perióde medzi LEP, DA a VEH (Obr. 14 F) pomocou 

jednofaktorovej ANOVA je signifikantná (P = 0,0015; F (2, 168) = 6,739), Dunnettov mnohonásobný 

porovnávací test neodhalil rozdiely medzi LEP, DA a VEH (PVEH vs LEP = 0,0611; PVEH vs DA = 0,3061; 

priemer relatívnej periódy (VEH) = 1,032 ± 0,0901 h; priemer relatívnej periódy  

(LEP) = 0,9990 ± 0,0632 h; priemer relatívnej periódy (DA) = 1,052 ± 0,0825 h). Vďaka cosinor analýze 

(Obr. 14 D a E) nebola pozorovaná cirkadiánna závislosť v relatívnej perióde na dobe ošetrenia  

E17 SCN, a to v žiadnej študovanej skupine (PVEH = 0,1778, FVEH (2, 47) = 1,792; PLEP = 0,2276,  

FLEP (2, 52) = 1,523; PDA = 0,0759, FDA (2, 63) = 2,686). 

Obr. 14: Vplyv exogénneho podania 10 nM LEP (n = 55), 100 µM DA (n = 66) alebo 1 µL VEH (n = 50)  

na zmenu v relatívnej perióde PER2-bioluminiscnenčého rytmu E17 SCN. A), B) a C) Vplyv ošetrenia  

VEH (čierna), LEP (fialová) a DA (červená) na periódu PER2-bioluminiscencie. Pre každý explantát je do grafu 

vynesený pár pre periódu dvoch plných cyklov pred ošetrením a periódu dvoch plných cyklov po ošetrení.  

Symboly hviezdy (*, ****) reprezentujú signifikantný výsledok párového t-testu (*P < 0,05; ****P < 0,0001).  

D) a E) Závislosť zmeny v relatívnej perióde (os y) na dobe podania danej látky vyjadrenej ako normalizovaná 

endogénna perióda explantátov na 24 zhodných jednotiek CT v hodinách (os x). Každý bod predstavuje 

individuálny explantát ošetrený požadovanou látkou (VEH na grafe D) a E) – čierny prázdny kruh; 

LEP na grafe D) – fialový plný kruh; DA na grafe E) – červený plný kruh). Cosinor analýza  

(VEH – čierna prerušovaná krivka na grafe D) a E); LEP – fialová plná krivka na grafe D); DA – červená plná 

krivka na grafe E). F) Kvantifikácia rozdielu v relatívnej perióde medzi kandidátnymi hormónmi (LEP, DA) 

a VEH pomocou jednofaktorovej ANOVA a Dunnettovho mnohonásobného porovnávacieho testu.  

Dáta sú zobrazené ako priemer relatívnej periódy za danú skupinu ±SD. 
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7.2.3. Mezor 

Na základe výsledkov jednofaktorovej ANOVA (P < 0,0001; F (2, 128) = 15,73) s Dunnettovým 

mnohonásobným porovnávacím testom je možné, že LEP znižuje relatívny mezor v menšej miere,  

než VEH (Obr. 15 C). Výsledok porovnania VEH a DA hraničí s hladinou významnosti  

(PVEH vs LEP = 0,0037; PVEH vs DA = 0,0576; priemer relatívneho mezoru (VEH) = 0,5967 ± 0,1648; priemer 

relatívneho mezoru (LEP) = 0,6773 ± 0,1186; priemer relatívneho mezoru (DA) = 0,5436 ± 0,1098). 

Navyše, v prípade VEH existuje cirkadiánna závislosť medzi relatívnym mezorom a dobou ošetrenia 

E17 SCN (Obr. 15 A a B), čo potvrdila cosinor analýza (PVEH = 0,0247, FVEH (2, 47) = 4,010;  

PLEP = 0,1583, FLEP (2, 52) = 1,910; PDA = 0,6978, FDA (2, 63) = 0,3619). 

Obr. 15: Vplyv exogénneho podania 10 nM LEP (n = 55), 100 µM DA (n = 66) alebo 1 µL VEH (n = 50)  

na zmenu v relatívnom mezore PER2-bioluminiscnenčého rytmu E17 SCN. A) a B) Závislosť zmeny 

v relatívnom mezore (os y) na dobe podania danej látky vyjadrenej ako normalizovaná endogénna perióda 

explantátov na 24 zhodných jednotiek CT v hodinách (os x). Každý bod predstavuje individuálny explantát ošetrený 

požadovanou látkou (VEH na grafe A) a B) – čierny prázdny kruh; LEP na grafe A) – fialový plný kruh;  

DA na grafe B) – červený plný kruh). Cosinor analýza (VEH – čierna prerušovaná krivka na grafe A) a B);  

LEP – fialová plná krivka na grafe A); DA – červená plná krivka na grafe B)) nám odhalila signifikantnú 

cirkadiánnu variáciu v relatívnom mezore po podaní VEH (P = 0,0247). C) Kvantifikácia rozdielu v relatívnom 

mezore medzi kandidátnymi hormónmi (LEP, DA) a VEH pomocou jednofaktorovej ANOVA a Dunnettovho 

mnohonásobného porovnávacieho testu, ktorý poukazuje na významný rozdiel medzi VEH a LEP 

(na grafe **P < 0,005). Dáta sú zobrazené ako priemer relatívneho mezoru za danú skupinu ±SD. 

7.2.4. Koncentračná rada a viabilita E17 SCN po ošetrení DA  

Jednofaktorová ANOVA s Tukeyho mnohonásobným porovnávacím testom neodhalili významný 

rozdiel vo viabilite E17 SCN (Obr.16 B) medzi jednotlivými použitými koncentráciami DA (P = 0,3912; 

F (2, 20) = 0,9840; P1 vs 10 µM DA = 0,3589; P1 vs 100 µM DA = 0,7657; P10 vs 100 µM DA = 0,7515).  

Viabilita vyjadrená v % ± SEM bola pre 1 µM = 100  ± 0,00 % (7 zo 7 explantátov viabilných),  

pre 10 µM = 75  ± 46,29 % (6 z 8 explantátov viabilných) a pre 100 µM = 87,50 ± 35,36 %  

(7 z 8 explantátov viabilných). V prípade zaznamenania letality nemožno taktiež vylúčiť iné vplyvy ako 

vystavenie explantátov manipulácii počas ošetrenia, počet n a pod.  
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   Mimo viability boli medzi jednotlivými koncentráciami DA porovnané pomocou jednofaktorovej 

ANOVA s Tukeyho mnohonásobným porovnávacím testom taktiež parametre bioluminiscenčného 

rytmu ako relatívna amplitúda, akútna zmena v relatívnej amplitúde, relatívna perióda a relatívny mezor 

(Obr. 17). Jediný pozorovaný rozdiel bol v akútnej zmene relatívnej amplitúdy medzi 100 a 10 µM DA, 

kde môžeme konštatovať, že 100 µM DA spôsobil väčší akútny pokles relatívnej amplitúdy, než 10 µM 

DA.  

Pre relatívnu amplitúdu výsledky jednofaktorovej ANOVA: P = 0,2019; F (2, 19) = 1,743; výsledky 

Tukeyho mnohonásobného porovnávacieho testu: P1 vs 10 µM DA = 0,9996; P1 vs 100 µM DA = 0,2284;  

P10 vs 100 µM DA = 0,2731; priemer ± SD (1 µM DA) = 0,5398 ± 0,2556 ; priemer ± SD  

(10 µM DA) = 0,5382 ± 0,0958; priemer ± SD (100 µM DA) = 0,3746 ± 0,1124.  

Pre akútnu zmenu v relatívnej amplitúde výsledky jednofaktorovej ANOVA: P = 0,0267;  

F (2, 19) = 4,413; výsledky Tukeyho mnohonásobného porovnávacieho testu: P1 vs 10 µM DA = 0,0999;  

P1 vs 100 µM DA = 0,6370; P10 vs 100 µM DA = 0,0267; priemer ± SD (1 µM DA) = 0,5782 ± 0,1344 ;  

priemer ± SD (10 µM DA) = 0,7841± 0,2769; priemer ± SD (100 µM DA) = 0,4878 ± 0,1105.  

Pre relatívnu periódu výsledky jednofaktorovej ANOVA: P = 0,0567; F (2, 19) = 3,351; výsledky 

Tukeyho mnohonásobného porovnávacieho testu: P1 vs 10 µM DA = 0,1941; P1 vs 100 µM DA = 0,0611;  

P10 vs 100 µM DA = 0,7809; priemer ± SD (1 µM DA) = 1,054 ± 0,0373 ; priemer ± SD  

(10 µM DA) = 1,018 ± 0,0271; priemer ± SD (100 µM DA) = 1,003 ± 0,0547.  

Pre relatívny mezor výsledky jednofaktorovej ANOVA: P = 0,1105; F (2, 19) = 2,479; výsledky 

Tukeyho mnohonásobného porovnávacieho testu: P1 vs 10 µM DA = 0,6197; P1 vs 100 µM DA = 0,3430;  

P10 vs 100 µM DA = 0,0940; priemer ± SD (1 µM DA) = 0,5782 ± 0,1344 ; priemer ± SD  

(10 µM DA) = 0,6350 ± 0,1042; priemer ± SD (100 µM DA) = 0,4878 ± 0,1105.  

Obr. 16: Viabilita E17 SCN po podaní DA overená pomocou sérového šoku. A) Reprezentatívne záznamy  

PER2-bioluminiscencie pri testovaní viability E17 SCN. Na osi x je vynesený čas (v dňoch) nahrávania  

PER2-bioluminiscencie, zatiaľ čo os y reprezentuje počet emitovaných fotónov za sekundu z monitorovaného 

tkaniva. Čierna prerušovaná čiara reprezentuje moment podania 100 µM DA, zatiaľ čo čierna plná čiara 

vystavenie E17 SCN sérovému šoku. Červenou farbou je vyznačený explantát, ktorý bol na základe posúdenia 
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integrity rytmu po sérovom šoku vyhodnotený ako viabilný. Čiernou farbou je vyznačený explantát, ktorý bol  

na základe plochej bioluminiscenčnej krivky po sérovom šoku vyhodnotený ako neviabilný. B) Kvantifikácia 

rozdielu vo viabilite E17 SCN medzi jednotlivými koncentráciami DA pomocou jednofaktorovej ANOVA a 

Tukeyho mnohonásobného porovnávacieho testu. Dáta sú zobrazené ako percento viabilných explantátov pre danú 

skupinu ± SEM (n1 µM DA = 7; n10 µM DA = 8; n100 µM DA = 8). 

Obr. 17: Porovnanie rozdielu v A) relatívnej amplitúde, B) akútnej zmene relatívnej amplitúdy, C) relatívnej 

perióde a D) relatívnom mezore medzi jednotlivými použitými koncentráciami DA. V rámci analýzy bola využitá 

jednofaktorová ANOVA s Tukeyho mnohonásobným porovnávacím testom, ktorý na grafe B) poukazuje  

na signifikantný rozdiel v akútnej zmene relatívnej amplitúdy medzi 10 a 100 µM DA (*P < 0,05).  

Dáta sú zobrazené ako priemer v sledovanom parametri za danú skupinu ± SD. 

7.3. Regionálne rozdiely v pôsobení LEP a DA na E17 SCN 

Pre bližšie štúdium prípadných regionálnych rozdielov v pôsobení kandidátnych hormónov  

(LEP, DA) na E17 SCN bola PER2-bioluminiscencia nahrávaná v mikroskope Luminoview LV200. 

Reprezentatívne snímky bioluminiscencie E17 SCN v rôznej fáze cirkadiánneho rytmu sú zobrazené  

na Obr. 18. Na Obr. 20 sú reprezentatívne záznamy PER2-bioluminiscencie jednotlivých buniek  

E17 SCN ošetrených 20 nM LEP (n = 4), VEH (n = 5) alebo 100 µM DA (n = 6). Počas samotného 

vykonania experimentu bola avšak zaznamenaná nižšia úspešnosť zisku kvalitných záznamov vhodných 

pre analýzu a interpretáciu dát (približne 30 % z celkového počtu). Zhoršená úspešnosť môže byť 

ovplyvnená radou faktorov, ktoré budú podrobnejšie komentované v diskusii. Do diplomovej práce boli 

zaradené najkvalitnejšie nahrávky PER2-bioluminiscencie E17 SCN. 
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Po ukončení nahrávania v mikroskope boli 16-bitové súbory formátu TIFF exportované pre účely 

štatistickej analýzy. Rukou nakreslené E17 SCN boli rozdelené mriežkou na približne  

500-800 jednotlivých oblastí záujmu na úrovni jednej bunky, ktoré boli ďalej individuálne analyzované. 

Príklad reprezentatívnej analýzy na úrovni jednej bunky je zobrazený na Obr. 19. Základom analýzy  

je preloženie kosínusovej krivky cez detrendovaný bioluminiscnečný záznam zbavený šumu, a to 

separátne pre záznam pred ošetrením a po ošetrení. Vďaka extrapolácii kosínusovej krivky môžeme 

sledovať fázovú odozvu danej bunky voči podanej látke.  

Pre grafické spracovanie regionálnych rozdielov v pôsobení sledovaných hormónov a ich dopad  

na celkovú rytmicitu E17 SCN boli zostavené tzv. teplotné mapy (z angl. heatmaps), do ktorých boli 

vynesené amplitúdy a periódy individuálnych oblasti záujmu ako XY koordináty v pixeloch  

(Obr. 21 pre LEP a VEH; Obr. 22 pre DA a VEH). Reprezentatívne cirkadiánne parametre  

PER2-bioluminiscenčného rytmu jednotlivých oblastí záujmu E17 SCN na úrovni jednej bunky  

pred a po ošetrení (teplotné mapy, polárny histogram pre fázu, periodogram) sú zobrazené na Obr. 21 

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

V prípade podania 20 nM LEP môžeme pozorovať na teplotnej mape po ošetrení (Obr. 21 A) lokálne 

zvýšenie amplitúdy v ľavom dmSCN. Na základe reprezentatívnych záznamov PER2-bioluminiscencie 

jednotlivých buniek E17 SCN na Obr. 20 ošetrených LEP a VEH v podobnej fáze (SCN1-4 pre LEP; 

SCN1,2,5 pre VEH) môžeme zhodnotiť, že toto tvrdenie je skôr nepravdepodobné. Teplotná mapa 

taktiež neodhaľuje regionálne rozdiely v pôsobení LEP na periódu (Obr. 21 A). Polárny histogram  

pre fázu nám po podaní LEP nepoukazuje na výraznú disperziu fáz buniek (Obr. 21 A). V prípade VEH 

bola už pred ošetrením pozorovaná zvýšená disperzia fáz buniek (Obr. 21 B), čo môže byť ovplyvnené 

arytmickými bunkami v oblasti vlSCN (pixely bielej farby), v okolí ktorých majú rytmické bunky 

predĺženú periódu. Rovnako aj na základe vzájomne prekrývajúcich sa kosínusových kriviek, ktoré boli 

preložené zvlášť cez bioluminiscenčný záznam pred ošetrením (modrá krivka pod individuálnymi 

záznamami buniek na Obr. 20) alebo po ošetrení (červená krivka pod individuálnymi záznamami buniek 

na Obr. 20), môžeme zhrnúť, že LEP pravdepodobne nemá vplyv na fázový posun hodín v E17 SCN. 

Na základe párového dvojvýberového t-testu (Obr. 23 A) môžeme konštatovať,  

že po podaní LEP (n = 4) dochádza k signifikantnému predĺženiu periódy súboru buniek E17 SCN  

(PLEP = 0,0048; tLEP = 8,013) o 0,5 hodiny. Tento efekt nebol pozorovaný v prípade podania VEH  

(n = 5) v podobnej fáze rytmu (PVEH = 0,8649; tVEH = 0,1929). Celkovo bol pre LEP (SCN1-4  

na Obr. 20) analyzovaný nasledujúci počet individuálnych rytmických oblastí záujmu: n (SCN1) = 624; 

n (SCN2) = 560; n (SCN3) = 729; n (SCN4) = 635. Pre VEH podané v podobnej fáze (SCN1,2,5  

na Obr. 20) bol počet analyzovaných individuálnych oblastí záujmu: n (SCN1) = 658; n (SCN2) = 560; 

n (SCN5) = 712.  
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Po podaní 100 µM DA neboli na teplotnej mape (Obr. 22 A) pozorované výrazné regionálne rozdiely 

v amplitúde medzi jednotlivými oblasťami záujmu. Pre VEH  (Obr. 22 B) sa najvyššie amplitúdy  

po ošetrení objavili v dmSCN. Ak sa ale detailnejšie pozrieme na reprezentatívne záznamy  

PER2-bioluminiscencie jednotlivých buniek E17 SCN na Obr. 20 ošetrených DA a VEH počas nárastu 

PER2-bioluminiscencie (SCN1,5,6 pre DA; SCN1,2,5 pre VEH), môžeme vidieť, že k zvýšeniu 

amplitúdy dochádza zjavne v obidvoch prípadoch. Z tohto dôvodu, a aj na základe nižšieho počtu 

ošetrených E17 SCN, nemožno s istotou pripísať tento špecifický efekt DA. Podobne neboli medzi 

jednotlivými oblasťami záujmu pozorované výrazné regionálne rozdiely v perióde, a to v prípade  

DA (Obr. 22 A) aj VEH (Obr. 22 B). Reprezentatívny polárny histogram nám poukazuje na miernu 

disperziu fáz buniek po podaní DA počas poklesu PER2-bioluminiscencie (Obr. 22 A), v porovnaní  

s VEH (Obr. 22 B). Na základe Obr. 20 nemožno taktiež vylúčiť, že sa DA podieľa na fázových 

posunoch hodín v E17 SCN. V tomto prípade totižto nebolo pozorované vzájomné prekrytie 

kosínusových kriviek, tak ako pri LEP a VEH. Párový dvojvýberový t-test (Obr. 23 B) neodhalil vplyv 

DA (n = 6) a VEH (n = 5) na periódu súboru buniek E17 SCN (PDA = 0,1082; tDA = 1,953; PVEH = 0,9403; 

tVEH = 0,07974). Celkovo bol pre DA (SCN1-6 na Obr. 20) analyzovaný nasledujúci počet rytmických 

individuálnych oblastí záujmu: 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 počet analyzovaných 

individuálnych oblastí záujmu: n (SCN1) = 658; n (SCN2) = 560; n (SCN3) = 603; n (SCN4) = 626;  

n (SCN5) = 712.  

Zhrňujúc vyššie uvedené výsledky môžeme konštatovať, že 20 nM LEP a 100 µM DA 

pravdepodobne nepôsobia špecificky v rámci konkrétnych regionálnych oblastí E17 SCN. Na základe 

párového dvojvýberového t-testu nemožno však vylúčiť, že 20 nM LEP má možnú schopnosť predlžiť 

periódu súboru buniek E17 SCN o 0,5 hodiny (PLEP = 0,0048). 

Obr. 18: Reprezentatívne snímky E17 SCN v rôznej fáze PER2-bioluminiscenčného rytmu. A) CT 0; B) CT 3; 

C) CT 6; D) CT 9; E) CT 12; F) CT 15; G) CT 18; H) CT 21. Mierka = 150 µm. 
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Obr. 19: Reprezentatívna analýza PER2-bioluminiscencie na úrovni jednej bunky E17 SCN. A) Surový záznam 

PER2-bioluminiscencie. B) Preloženie kosínusovej krivky (modrá krivka) cez detrendovaný bioluminiscnečný 

záznam zbavený šumu (červená krivka) pred ošetrením. Žltá krivka znázorňuje detrendovaný záznam z grafu A). 

Šípka vyjadruje moment ošetrenia. Na osi x je vynesený čas nahrávania v hodinách, na osi y hodnota  

PER2-bioluminiscencie v AU (z angl. arbitrary units). 
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Obr. 20: Reprezentatívne záznamy PER2-bioluminiscencie jednotlivých buniek E17 SCN ošetrených  

20 nM LEP (fialová; n = 4), VEH (čierna; n = 5) alebo 100 µM DA (červená; n = 6). Každá farebná krivka 

reprezentuje individuálnu sledovanú oblasť záujmu na úrovni približne jednej bunky. Modrá šípka znázorňuje 

moment aplikácie danej látky na tkanivový explantát E17 SCN. Pre účely štatistickej analýzy je kosínusová krivka 

preložená cez detrendovaný bioluminiscenčný záznam zbavený šumu, a to zvlášť pre záznam pred ošetrením 

(modrá krivka pod individuálnymi záznamami buniek) alebo po ošetrení (červená krivka pod individuálnymi 

záznamami buniek) požadovanou látkou.  
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Obr. 21: Reprezentatívne cirkadiánne parametre PER2-bioluminiscenčného rytmu jednotlivých oblastí záujmu 

E17 SCN na úrovni jednej bunky pred a po aplikácii LEP a VEH. E17 SCN boli ošetrené A) 20 nM LEP počas 

CT 8 alebo B) VEH počas CT 6, a to po približne 72 hodinách nahrávania v prístroji. Rukou nakreslené E17 SCN 

boli rozdelené mriežkou na jednotlivé oblasti záujmu na úrovni jednej bunky, ktoré boli ďalej individuálne 

analyzované spôsobom detailnejšie popísaným na Obr 19. Kosínusová krivka sa preložila cez bioluminiscenčný 

záznam separátne pred ošetrením a po ošetrení, čo nám umožnilo vypočítať požadované cirkadiánne parametre 

zvlášť pre záznam pred ošetrením („pred“) a po ošetrení („po“). Pre vizuálne zobrazenie regionálnych rozdielov 

v pôsobení kandidátnych hormónov, a tiež ich dopad na celkovú rytmicitu E17 SCN boli pre amplitúdu (prvé grafy 

zľava) a periódu (druhé grafy zľava) zostavené tzv. teplotné mapy (z angl. heatmaps). Amplitúdy a periódy 

individuálnych oblasti záujmu sú do teplotných máp vynesené ako XY koordináty v pixeloch. V prípade, ak je 

oblasť záujmu arytmická, tak je daný pixel vyznačený bielou farbou. Fázy E17 SCN sú vyjadrené pred ošetrením 

a po ošetrení ako polárny histogram (druhý graf sprava), kde šípka reprezentuje Rayleighov vektor s priemernou 

fázou. Periódy sú vyjadrené ako periodogram, resp. lineárny histogram (prvý graf sprava). Pre E17 SCN ošetrené 

A) 20 nM LEP bol počet rytmických analyzovaných buniek n = 729 a perióda súboru buniek vyjadrená ako priemer 

± SEM pred ošetrením = 24,382 ± 0,013 h ; po ošetrení = 24,89 ± 0,009 h. Pre E17 SCN ošetrené B) VEH bol 

počet rytmických analyzovaných buniek n = 658 a perióda súboru buniek vyjadrená ako priemer ± SEM pred 

ošetrením = 25,528 ± 0,046 h ; po ošetrení = 24,422 ± 0,017 h.  
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Obr. 22: Reprezentatívne cirkadiánne parametre PER2-bioluminiscenčného rytmu jednotlivých 

oblastí záujmu E17 SCN na úrovni jednej bunky pred a po aplikácii DA a VEH. E17 SCN boli ošetrené 

A) 100 µM DA počas CT 18 alebo B) VEH počas CT 18, a to po približne 72 hodinách nahrávania 

v prístroji. Rukou nakreslené E17 SCN boli rozdelené mriežkou na jednotlivé oblasti záujmu na úrovni 

jednej bunky, ktoré boli ďalej individuálne analyzované spôsobom detailnejšie popísaným na Obr 19. 

Kosínusová krivka sa preložila cez bioluminiscenčný záznam separátne pred ošetrením a po ošetrení, 

čo nám umožnilo vypočítať požadované cirkadiánne parametre zvlášť pre záznam pred ošetrením 

(„pred“) a po ošetrení („po“). Pre vizuálne zobrazenie regionálnych rozdielov v pôsobení kandidátnych 

hormónov, a tiež ich dopad na celkovú rytmicitu E17 SCN boli pre amplitúdu (prvé grafy zľava) 

a periódu (druhé grafy zľava) zostavené tzv. teplotné mapy (z angl. heatmaps). Amplitúdy a periódy 

individuálnych oblasti záujmu sú do teplotných máp vynesené ako XY koordináty v pixeloch. V prípade, 

ak je oblasť záujmu arytmická, tak je daný pixel vyznačený bielou farbou. Fázy E17 SCN sú vyjadrené 

pred ošetrením a po ošetrení ako polárny histogram (druhý graf sprava), kde šípka reprezentuje 

Rayleighov vektor s priemernou fázou. Periódy sú vyjadrené ako periodogram, resp. lineárny histogram 

(prvý graf sprava). Pre E17 SCN ošetrené A) 100 µM DA bol počet rytmických analyzovaných buniek  

n = 660 a perióda súboru buniek vyjadrená ako priemer ± SEM pred ošetrením = 24,886 ± 0,012 h;  

po ošetrení = 25,291 ± 0,022 h. Pre E17 SCN ošetrené B) VEH bol počet rytmických analyzovaných 

buniek n = 626 a perióda súboru buniek vyjadrená ako priemer ± SEM pred ošetrením = 24,972 ± 0,005 

h ; po ošetrení = 24,945 ± 0,007 h. 
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Obr. 23: Perióda E17 SCN ošetrených A) 20 nM LEP (n = 4) a VEH (n = 3) v podobnej fáze a B) 100 µM DA 

(n = 6) a VEH (n = 5) v podobnej fáze. Odčítané periódy merané Lomb-Scarglovým periodogramom boli do grafu 

vynesené ako pár pre periódu súboru buniek daného explantátu pred ošetrením a po ošetrení. Symboly hviezdy 

(**) reprezentujú signifikantný výsledok dvojvýberového párového t-testu pre 20 nM LEP (**P < 0,005). 
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8. Diskusia 

 8.1. Vplyv LEP a DA na fázový posun hodín v E17 SCN  

Pre splnenie prvého cieľa diplomovej práce boli zostavené PRC bližšie študujúce fázovú odozvu 

fetálnych SCN transgénnej myši mPer2Luc na exogénne podanie 10 nM LEP a 100 µM DA tkanivovým 

explantátom (Obr. 12).  

8.1.1. Exogénne podanie LEP 

Doposiaľ nebola publikovaná štúdia zahrňujúca zostavenie PRC pre LEP s priamym ošetrením SCN 

počas fetálneho štádia. Výsledky tejto diplomové práce preukázali, že vo fetálnom štádiu E17  

je u mPer2Luc myši trend PRC pre 10 nM LEP podobný VEH bez signifikantného rozdielu 

v jednotlivých časových bodoch (Obr. 12 A a C), a to počas celého 24-hodinového cyklu. Jedná sa tak 

o unikátne výsledky doplňujúce základné poznatky o ontogenéze cirkadiánnych rytmov, na základe 

ktorých možno konštatovať, že 10 nM LEP pravdepodobne v in vitro podmienkach nemoduluje fázu 

cirkadiánnych hodín v E17 SCN. Každopádne, nemožno s istotou vylúčiť možný vplyv LEP na chod 

cirkadiánnych hodín vo fetálnych SCN, a to z rady dôvodov, ktoré budú diskutované ďalej.  

Prvým faktorom, o ktorom je v prípade LEP nutné uvažovať, je možná diferenciálna citlivosť 

centrálnych hodín voči LEP počas rôznych štádií ontogenézy. Na základe našich negatívnych výsledkov 

nemožno jednoznačne vylúčiť možný vplyv LEP na synchronizáciu fetálnych SCN v inom prenatálnom 

štádiu, než nami sledovanom E17. Ako bolo zmienené v rešeršnej časti práce, u dospelých samcov 

potkana má 10 nM LEP schopnosť v in vitro podmienkach fázovo predbiehať cirkadiánne hodiny 

v SCN, a to v priemere o 1-3 hodiny s výnimkou CT 22, kedy sú centrálne hodiny dospelých samcov 

voči LEP pravdepodobne necitlivé (Prosser et Bergeron, 2003). V našom prípade bola u E17 SCN 

pozorovaná väčšia variabilita vo fázových posunoch. V priemere za celú binovanú PRC sa jednalo 

o fázové posuny v rozmedzí od -4,099 h do 3,946 h pre 10 nM  LEP a od -3,059 h do 5,270 h pre VEH. 

V okolí času CT 22, kedy sú dospelé SCN pravdepodobne rezistentné voči LEP, boli u fétov pre časový 

úsek CT 19,5-22,5 pozorované fázové predbehnutia v priemere o 3,946 h pre LEP a o 2,525 h pre VEH. 

Taktiež v úseku CT 21-24 sa jednalo o fázové predbehnutia v priemere 2,319 h pre 10 nM LEP  

a 5,270 h pre VEH. Medzi danými skupinami (VEH a LEP) avšak nebol pozorovaný významný rozdiel 

ani v jednom časovom úseku (PCT 21= ˃ 0,9999; PCT 22,5 = 0,9962). Z tohto dôvodu nemožno s istotou 

pripísať daný pozorovaný efekt účinku podanému LEP. Nemôžeme taktiež vylúčiť možnú úlohu LEP 

v synchronizácii SCN až v neonatálnom období prostredníctvom materského mlieka. U samíc potkana 

bol v materskom mlieku pozorovaný rytmus hladiny LEP v skoršom štádiu laktácie, kedy môže 

korelovať s jeho plazmatickou koncentráciou. Je avšak možné, že táto závislosť sa v priebehu laktácie 

postupne vytráca a hladina LEP sa stáva viac závislou od samotnej mliečnej žľazy. Navyše, v polovici 

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

Ďalšie dosiahnuté výsledky naznačujú, že DA pravdepodobne indukuje väčšie fázové oneskorenia 

špecificky počas poklesu PER2-bioluminiscnecie v normalizovanom časovom bode CT 15 v porovnaní 

s VEH (Obr. 12 B a D; P = 0,0478). Rovnako ako pre LEP, aj v prípade DA nebola zaznamenaná štúdia 

so zostavenou PRC, v rámci ktorej by boli priamo ošetrené fetálne SCN s následným monitoringom ich 

chodu v reálnom čase. Interpretácia výsledkov predchádzajúceho výskumu bola totižto založená  

na experimentálnom dizajne, poskytujúcom iba nepriamy dôkaz o vplyve DA na fetálne hodiny v SCN 

vzhľadom ku sledovaniu výstupných rytmov ako ukazovateľov fázy. Predovšetkým sa jednalo 

o injikovanie kokaínu, poprípade agonistu Drd1 (SKF 38393) gravidným samiciam laboratórnych 

hlodavcov sprevádzané následnou analýzou expresie c-fos vo fetálnych SCN (Viswanathan et Davis, 

1997; Weaver et al., 1992), poprípade analýzou behaviorálnych rytmov u P20 potomkov (Viswanathan 

et al., 1994). Každopádne, injikovaný SKF 38393 gravidným samiciam sýrskeho škrečka s léziami SCN 

počas 15. dňa gravidity mal schopnosť nastaviť fázu fetálnych SCN približne do prostriedku 

subjektívneho dňa (Viswanathan et Davis, 1997). Naše výsledky poukazujú na zvýšenú citlivosť E17 

SCN voči DA počas poklesu PER2-bioluminiscencie. Hoci experimentálny prístup v starších 

publikáciách pravdepodobne lepšie simuluje podmienky in vivo (prestup injikovanej látky k fétu  

cez placentárnu bariéru a pod.), náš monitoring tkanivových explantátov E17 SCN umožňuje jedinečný 

pohľad na fázovú odozvu centrálnych hodín v reálnom čase po ich priamom ošetrení kandidátnymi 

hormónmi, čo môže byť kritické pre ďalší výskum na úrovni jednotlivých bunkových oscilátorov. 

Každopádne, aj tento experimentálny prístup má svoje limity, ktoré budú komentované ďalej. 

8.2. Vplyv LEP a DA na ďalšie parametre cirkadiánneho rytmu E17 SCN 

Mimo fázových posunov centrálnych hodín fétov sa overil vplyv 10 nM LEP a 100 µM DA na ďalšie 

kľúčové parametre PER2-bioluminiscenčného rytmu ako amplitúda (Obr. 13), perióda (Obr. 14) 

a mezor (Obr. 15), ktoré, podobne ako pri PRC, neboli v tomto kontexte v minulosti skúmané. Dané 

parametre sú avšak integrálnou súčasťou funkčných charakteristík cirkadiánneho oscilátora. Z tohto 

dôvodu je ich bližšie štúdium významné pre lepšie pochopenie chodu fetálnych centrálnych hodín. 

8.2.1. Vplyv LEP na amplitúdu, periódu a mezor bioluminiscenčného rytmu 

V prípade relatívnej amplitúdy a akútnej zmeny relatívnej amplitúdy dochádza k ich poklesu  

po exogénnom podaní LEP aj VEH (Obr. 13 C a F). Štatisticky významné rozdiely boli pozorované len 

v prípade relatívnej amplitúdy, u ktorej dochádza k menšiemu poklesu po podaní LEP než po ošetrení  

s VEH (P = 0,0081). Po exogénnom ošetrení E17 SCN s LEP bola navyše pozorovaná cirkadiánna 

variácia v relatívnej amplitúde. Na základe získaných výsledkov môžeme zhrnúť, že amplitúda 

cirkadiánneho rytmu E17 SCN je voči LEP najcitlivejšia v momente, kedy PER2-bioluminiscenčný 

rytmus tkanivových explantátov začína z jeho vrcholu klesať (Obr. 13 A). Otázne je, v akom časovom 

úseku možno prípadný efekt očakávať v in vivo podmienkach. U dospelých samcov potkana dosahuje 
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plazmatický LEP vrchol svojej koncentrácie po nástupe subjektívnej noci (Kalsbeek et al., 2001). U ľudí 

vykazuje plazmatický LEP svoj vrchol počas tmavej fázy dňa medzi 22:00-3:00, s vyššou plazmatickou 

koncentráciou u žien, u ktorých je naopak relatívna amplitúda produkovaného LEP nižšia, než u mužov 

(Saad et al., 1998). Pre detailnejšie objasnenie pôsobenia LEP na fetálne SCN v in vivo podmienkach 

bude v budúcom výskume potrebné stanoviť vzor cirkadiánnej produkcie LEP v priebehu gravidity 

a bližšie preskúmať farmakokinetiku maternálneho LEP vo féte. Nemenej dôležité bude taktiež brať 

do úvahy možný intersexuálny rozdiel fétov voči LEP. Je potrebné sa zamyslieť taktiež nad otázkou,  

do akej miery ovplyvňuje získané výsledky samotná manipulácia s tkanivovými explantátmi, ktorá 

môže sťažiť potvrdenie možného minoritného efektu. Práve v tomto kontexte bol v experimentálnej 

časti práce pozorovaný zaujímavý efekt, kedy v prípade negatívnej referencie (VEH) dochádza 

k väčšiemu poklesu relatívnej amplitúdy než po podaní LEP. Participácia LEP na fyziologickom vývine 

mozgu je známa už od 90. rokov minulého storočia (Steppan et Swick, 1999). Je taktiež možné, že sa 

LEP podieľa na samotnom vývine spontánnych rytmov SCN, podobne ako bolo pozorované v prípade 

syntetického glukokortikoidu dexametazónu (Čečmanová et al., 2019), a to prostredníctvom stabilizácie 

nesúrodých oscilácii fetálnych centrálnych hodín, ktoré ešte stále nevykazujú integritu rytmu 

kvalitatívne podobnú dospelým jedincom (Obr. 4). 

V rámci bližšieho štúdia periódy bioluminiscenčného rytmu jednofaktorová ANOVA poukazuje  

na signifikantný rozdiel v relatívnej perióde medzi VEH a kandidátnymi hormónmi (P = 0,0015). 

Podobne ako pri predchádzajúcich parametroch, aj v prípade periódy je potrebné zamyslieť sa, do akej 

miery je modulovaná samotnou manipuláciou, ktorá môže ovplyvniť potvrdenie minoritného efektu. 

Post hoc analýza (Obr. 14 F) totižto poskytuje slabú evidenciu, avšak bez štatistickej významnosti  

(P = 0,0611), v kvantifikácii rozdielu v relatívnej perióde medzi VEH a LEP.  

Rovnako ako pri relatívnej amplitúde, aj v prípade relatívneho mezoru bol zaznamenaný pokles  

vo všetkých skupinách s najväčším efektom po podaní VEH (Obr. 15 C), u ktorého bola taktiež 

pozorovaná  cirkadiánna závislosť na fáze ošetrených tkanivových explantátov (P = 0,0247; Obr. 15 A 

a B), s najväčším poklesom počas narastajúceho PER2-bioluminiscenčného rytmu (P = 0,0247). Je preto 

nutné opätovne poukázať na manipuláciu ako dôležitý faktor, voči ktorému sú fetálne SCN 

pravdepodobne vysoko citlivé. Navyše, LEP znižuje relatívny mezor v menšej miere, než VEH  

(P = 0,0037; Obr. 15 C), čo nás znovu privádza k myšlienke účasti LEP na vývine spontánnych rytmov 

SCN. Mimo stabilizácie integrity rytmu možno taktiež uvažovať nad akousi ochrannou funkciou LEP 

voči zrýchleniu poklesu amplitúdy rytmu E17 SCN (z angl. dampening), ktoré sa počas nahrávania 

explantátov prirodzene vyskytuje aj bez manipulácie s nimi (Obr. 11). Rovnaký efekt bol pozorovaný 

aj v prípade syntetického glukokortikoidu dexametazónu (Čečmanová et al., 2019). Recentný 

prehľadový článok od Ansarin et al. (2023) poukazuje na možné prepojenie signalizácie LEP 

a cirkadiánnych hodín, pričom práve centrálne hodiny sa zdajú byť jednými z významných miest tohto 

stretu. Samotný LEP pravdepodobne ovplyvňuje expresiu hodinových génov a radu iných faktorov 
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prostredníctvom známych signálnych dráh bližšie zmienených v prehľadovom článku. Daná publikácia 

avšak ešte neprešla recenzným riadením (zhrnuté v Ansarin et al., 2023). Do budúcna je teda potrebné 

detailnejšie objasniť neznáme molekulové mechanizmy pôsobenia LEP na chod cirkadiánnych hodín v 

SCN počas fetálneho obdobia. 

8.2.2. Vplyv DA na amplitúdu, periódu a mezor bioluminiscenčného rytmu 

V prípade relatívnej amplitúdy a akútnej zmeny relatívnej amplitúdy dochádza k ich poklesu po 

exogénnom podaní DA aj VEH (Obr. 13 C a F). Medzi danými skupinami avšak nebol pozorovaný 

štatisticky významný rozdiel. V oboch prípadoch taktiež nebola pozorovaná signifikantná cirkadiánna 

variácia v relatívnej amplitúde a akútnej zmene relatívnej amplitúdy (Obr. 13 B a E). Samotné výsledky 

a potvrdenie minoritného efektu avšak môže ovplyvniť samotná manipulácia s explantátmi.  

Ďalšie experimentálne výsledky práce s využitím párového t-testu poukazujú na možné predĺženie 

periódy E17 SCN  po podaní 100 µM DA (Obr. 14), a to približne o 1,3 hodiny (P < 0,0001). Podobný 

efekt bol pozorovaný aj v prípade VEH (Obr. 14 A), ktoré predĺžilo periódu približne o 0,77 hodiny  

(P = 0,0208). Hoci jednofaktorová ANOVA poukazuje na signifikantný rozdiel v relatívnej perióde 

medzi VEH a kandidátnymi hormónmi (P = 0,0015), post hoc analýza neodhalila žiaden štatisticky 

významný rozdiel medzi DA a VEH (Obr. 14 F). Cosinor analýza sledujúca cirkadiánnu variáciu  

v relatívnej perióde po podaní DA (P = 0,0759; Obr. 14 E) nám poskytuje slabú evidenciu tohto efektu.  

Z dôvodu hraničiacich výsledkov s hladinou štatistickej významnosti (P = 0,0576; Obr. 15 C)  

je taktiež nutné zamyslieť sa nad možným vplyvom DA na relatívny mezor. Otázkou avšak ostáva,  

aký molekulový mechanizmus je zodpovedný za možný efekt DA na hladinu PER2-bioluminiscencie. 

Aktivácia signalizácie Drd1 spriahnutého s G-proteínom vedie k produkcii cAMP (cyklický 

adenozínmonofosfát) a aktivácii proteínkinázy A, čo vedie k fosforylácii CREB (z angl. cAMP response 

element-binding protein) (zhrnuté vo Vaughn et al., 2017). Aktivovaný CREB nasadá na CRE (z angl. 

cAMP-response element), kde mimo iného, zahajuje transkripciu Per (Travnickova-Bendova et al., 

2002). Aktivácia Drd2 naopak vedie k inhibícii produkcie cAMP, čím sa naruší zmienená signálna 

kaskáda (zhrnuté vo Vaughn et al., 2017), čo môže potenciálne viesť k zníženiu hladiny PER2. 

U potkana je avšak expresia Drd2 v štádiu E18,5-19,5 nedetekovateľná nad prahovú hodnotu (Greiner 

et al., 2022). Je preto možné, že do daného procesu je zapojený iný neznámy mechanizmus. Poprípade 

v rámci signalizácie Drd1, rôzne posttranslačné modifikácie vedúce k zníženiu hladiny PER2. Podobne 

ako pri LEP, aj v prípade DA bude v budúcnosti potrebné detailnejšie objasniť molekulové mechanizmy 

jeho pôsobenia na chod fetálnych centrálnych hodín. Môžeme taktiež očakávať, že s rozvojom 

citlivejších techník berúcich ohľad na limity nami využitého experimentálneho prístupu bude úloha DA 

a LEP v modulácii študovaných parametrov bioluminiscenčného rytmu jasnejšia. V súčasnosti  

na základe získaných výsledkov avšak nemožno s istotou formulovať jednoznačné závery. 
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8.2.3. Koncentračná rada a viabilita E17 SCN po ošetrení DA 

Počas pilotných experimentov bol po podaní 100 µM DA pozorovaný rapídny pokles v amplitúde. 

Z tohto dôvodu bolo zvážené, či tento pokles nie je spôsobený použitou koncentráciou, ktorá by pre E17 

SCN mohla byť potenciálne letálna. To nás viedlo k overeniu viability E17 SCN po ošetrení DA 

s použitím koncentračnej rady 100, 10 a 1 µM DA. Viabilita bola overená pomocou sérového šoku, 

ktorému boli tkanivové explantáty vystavené (Obr. 16). Všetky tri koncentrácie boli taktiež otestované 

na ďalšie parametre PER2-bioluminiscie (relatívna amplitúda, akútna zmena relatívnej amplitúdy, 

relatívna perióda a relatívny mezor), čo bližšie zhrňuje Obr. 17.  

Na základe výsledkov možno zhodnotiť, že žiadna koncentrácia pravdepodobne nemá letálny účinok 

na E17 SCN (Obr.16 B). Post hoc analýza taktiež neodhalila významný rozdiel medzi skupinami  

(P1 vs 10 µM DA = 0,3589; P1 vs 100 µM DA = 0,7657; P10 vs 100 µM DA = 0,7515;). V prípade neviabilných 

explantátov nemožno s istotou vylúčiť aj ďalšie vplyvy, ako manipulácia, či menší počet testovaných 

explantátov. V rámci testovania koncentračnej rady DA na ďalšie parametre bioluminiscenčného rytmu 

bol v post hoc analýze pozorovaný iba jediný rozdiel, a to v akútnej zmene relatívnej amplitúdy medzi 

100 a 10 µM DA (Obr. 17 B), kde môžeme konštatovať, že 100 µM DA spôsobil väčší akútny pokles 

relatívnej amplitúdy, než 10 µM DA (P = 0,0267). Pre ďalšie štúdium chodu fetálnych centrálnych hodín 

bolo potrebné zvoliť efektívnu koncentráciu, ktorá nie je pre E17 SCN letálna. V experimentálnej časti 

sa z tohto dôvodu pokračovalo s koncentráciou 100 µM DA. V minulosti bola rovnaká koncentrácia 

využitá k výskumu cirkadiánnych hodín  aj v iných štruktúrach ako placenta (Lužná et al., 2021)  alebo 

sietnicový pigmentový epitel (Baba et al., 2017). Napriek tomu nemôžeme nami dosiahnuté výsledky 

s danou suprafyziologickou koncentráciou interpretovať na systéme in vivo. V mediobazálnom 

hypotalame E21 potkana je koncentrácia DA pomerne variabilná. Jedná sa o približne 42-200 mg DA/pg 

tkaniva, v závislosti od pohlavia fétu (Melnikova et al., 1999). Výsledky boli formulované s využitím 

kvapalinovej chromatografie a menším počtom n. Je preto možné, že neodrážajú skutočný stav.  

8.3. Regionálne rozdiely v pôsobení LEP a DA na E17 SCN 

Ďalšie kroky diplomovej práce nás viedli k overeniu pôsobenia LEP a DA na jednotlivé bunkové 

oscilátory E17 SCN, a to pomocou luminiscenčného mikroskopu Luminoview LV200. Vďaka tomu sme 

mali možnosť preskúmať prípadné regionálne rozdiely v pôsobení kandidátnych hormónov  

na konkrétne skupiny buniek. Na základe pozorovaných výsledkov avšak nemôžeme konštatovať,  

že po podaní 20 nM LEP alebo 100 µM DA dochádza k výrazným regionálnym rozdielom medzi 

jednotlivými skupinami buniek. Ako bolo komentované vo výsledkovej časti práce, počas experimentu 

bola zaznamenaná nižšia úspešnosť zisku kvalitných záznamov vhodných pre analýzu dát (približne  

30 % z celkového počtu). Daná zhoršená úspešnosť môže byť ovplyvnená radou faktorov. Prvým z nich 

môže pravdepodobne byť samotná príprava organotypických explantátov. Pre mikroskopickú analýzu 

bolo totižto potrebné vybrať vysoko kvalitné tkanivové explantáty. Mnoho z nich ale vykazovalo slabý 

bioluminiscenčný signál nevhodný pre analýzu, a to obzvlášť v prípade kaudálnych rezov E17 SCN.  
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Na druhú stranu, dané pozorovania nás nútia opäť zamyslieť sa nad otázkou z rešeršnej časti práce, 

ktorému štádiu prenatálneho vývinu môžeme vlastne pripísať počiatok in vivo funkčného molekulového 

chodu fetálnych hodín v SCN. Vo väčšine prípadov hodinových génov sa cirkadiánna variácia  

v ich expresii objavuje postupne až v postnatálnom období (Kováčiková et al., 2006). U E17 myši boli 

avšak pozorované cirkadiánne oscilácie Per1, ale nie Per2, ktorého expresia je rytmická až  

od obdobia P6 (Shimomura et al., 2001). Pre vývin cirkadiánnych rytmov organotypických explantátov 

SCN mPer2Luc myši sa zdá byť kritické obdobie E15,5 (Carmona-Alcocer et al., 2018). Je však otázne, 

či objavenie sa rytmických PER2-bioluminiscnečných oscilácii u fetálnych SCN nie je výsledkom skôr 

reakcie na procedúru ich prípravy. V prípade fetálnych hodín v pečeni bolo totižto pozorované, že ich 

fáza je nastavená samotnou prípravou explantátov (Dolatshad et al., 2010). Ukázalo sa taktiež,  

že významný je aj čas prípravy explantátov, voči ktorému sú fetálne SCN mPer2Luc myši citlivé 

(Landgraf et al., 2015). Ďalším negatívnym faktorom  bola zvýšená pohyblivosť E17 SCN v porovnaní 

s dospelými (založené na osobnom pozorovaní na oddelení), čo zhoršilo sledovanie konkrétnych oblastí 

záujmu v rámci analýzy. Pohyblivosť sa objavovala nielen na začiatku nahrávania  

PER2-bioluminiscnencie, ale častokrát aj po niekoľkých dňoch, či po samotnom procese ošetrenia. 

V poslednom prípade sa uvažovalo, či daná zmena nemôže byť založená na čisto fyzikálnych princípoch 

(lom svetla v dôsledku aplikácie látky priamo na explantát, čo môže viesť k skresleniu výsledného 

obrazu). Z tohto dôvodu sa otestovala aplikácia menšieho objemu kvapaliny (2 µl namiesto 5 µl), no vo 

výsledku nebol pozorovaný žiaden rozdiel. Navyše, každý explantát E17 SCN je individuálny vo svojej 

veľkosti, resp. ploche, na ktorú je aplikovaná látka. Je preto obťažné vybrať jeden vhodný objem 

kvapaliny, ktorý by povrch tkanivových explantátov pokryl rovnomerne. Každopádne, do diplomovej 

práce boli zaradené najkvalitnejšie nahrávky PER2-bioluminiscencie E17 SCN. Do budúcna je avšak 

potrebné danú metódu zdokonaliť.  

8.3.1. Exogénne podanie LEP 

V prípade aplikácie LEP pravdepodobne nedochádza k disperzii fáz buniek (Obr. 21 A) a rovnako 

ani k fázovým posunom hodín v E17 SCN (Obr. 20). Na druhú stranu, LEP má možný efekt na 

predĺženie periódy súboru buniek (Obr. 23 A), a to o 0,5 hodiny (P = 0,0048). Jedná sa o opačné 

výsledky v porovnaní s dátami získanými z prístroja LumiCycle, kde podanie LEP v priemere skôr 

skrátilo periódu E17 SCN (Obr. 14 B), hoci nie výrazným spôsobom. Prirodzeným možným dôvodom, 

prečo sú získané dáta medzi sebou rozdielne, je odlišný prístup v ošetrení tkanivového explantátu, ktoré 

prebieha v mikroskope aplikáciou požadovanej látky priamo na explantát. Pri použití prístroja 

LumiCycle je nutné E17 SCN vybrať do laminárneho boxu, kde podstúpia proces ošetrenia, a následne 

ich vrátiť do pôvodných pozícií. V dôsledku toho sú E17 SCN vystavené manipulácii v oveľa väčšej 

miere. Ďalším dôležitým faktorom, ktorý môže ovplyvniť získané výsledky, je taktiež nižší počet 

ošetrených E17 SCN v mikroskope (n = 4) v porovnaní s LumiCycle (n = 55). Každopádne, počas 

tmavej fázy dňa je 20 nM LEP schopný modulovať elektrofyziologické vlastnosti SCN dospelého 
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potkana. V rámci extracelulárnych nahrávok SCN sa jednalo o zníženie priemernej frekvencie spikov 

(impulzov s rušivým charakterom a s veľkým pomerom ich veľkosti voči dobe trvania) a zvýšenie 

nepravidelnosti excitácie neurónov. Intracelulárne nahrávky navyše odhalili hyperpolarizačný vplyv 

LEP na monitorované neuróny (Inyushkin et al., 2009). Podobný efekt pozorovala taktiež staršia štúdia 

od Spanswick et al. (1997). Hyperpolarizácia hypotalamických neurónov môže byť spôsobená 

aktiváciou adenozíntrifosfát-senzitívneho draslíkového kanálu citlivého voči LEP (Spanswick et al., 

1997). V prípade fetálnych SCN môžu byť avšak mechanizmy pôsobenia LEP diametrálne odlišné od 

dospelých centrálnych hodín. 

8.3.2. Exogénne podanie DA 

Polárny histogram (Obr. 22 A) nám poukazuje na miernu disperziu fáz buniek po podaní DA počas 

poklesu PER2-bioluminiscencie. Je taktiež možné, že sa DA podieľa aj na fázových posunoch hodín  

v E17 SCN. V prípade DA totižto nebolo pozorované vzájomné prekrytie kosínusových kriviek (modrá 

a červená krivka na Obr. 20), tak ako pri LEP a VEH. Na druhú stranu, v prípade niektorých E17 SCN 

(SCN4,5) bola pozorovaná desynchronizácia medzi jednotlivými bunkami, prípadne zhoršená integrita 

rytmu, čo môže negatívne ovplyvniť interpretáciu získaných dát. Každopádne, na základe 

reprezentatívnych záznamov na Obr. 20 možno poukázať na vysokú variabilitu cirkadiánneho rytmu 

medzi individuálnymi E17 SCN. V prístroji LumiCycle bolo po zostavení PRC pozorované, že DA 

indukuje väčšie fázové oneskorenia špecificky počas poklesu PER2-bioluminiscencie 

v normalizovanom čase CT 15 v porovnaní s VEH (Obr. 12 B a D; P = 0,0478). Je teda možné,  

že v tomto bioluminiscenčnom úseku je DA schopný modulovať fázu fetálnych SCN a mierne narušiť 

synchrónnosť buniek.  

Štúdia na dospelých myšiach od Grippo et al. (2020) preukázala, že zvýšenie aktivity signalizácie 

Drd1 vedie k zníženiu excitability neurónov SCN, poprípade k inhibícii postsynaptických neurónov 

centrálnych hodín. Takýto pokles môže podľa autorov simulovať nočnú neuronálnu aktivitu SCN, čo na 

behaviorálnej úrovni môže viesť k vyhľadávaniu kalorickej potravy. Prepojenie signalizácie Drd1 

a orexigénnych signálov je preto atraktívne pre ďalší výskum nadmerného príjmu kalorickej potravy 

(Grippo et al., 2020). Každopádne, u vyvíjajúceho sa fetálneho mozgu sú dané mechanizmy zatiaľ 

neznáme.    

V rámci ďalších výsledkov mikroskopická analýza nepreukázala vplyv DA a VEH v podobnej fáze 

na periódou súboru buniek E17 SCN (Obr. 23 B). Podobne ani post hoc analýza dát z LumiCycle 

nepreukázala štatisticky významný rozdiel medzi DA a VEH (Obr. 14 F). Z tohto dôvodu môžeme 

predpokladať, že DA pravdepodobne nemoduluje periódu E17 SCN. Na druhú stranu, u dospelých 

samcov mPer2Luc myši má podanie 50 μM agonistu Drd1 a Drd5 schopnosť predĺžiť periódu 

tkanivových explantátov SCN. Daný efekt bol taktiež pozorovaný v in vivo podmienkach a je 

zvrátiteľný podaním kyseliny valproovej (známy stabilizátor nálady), ktorá naopak periódu skracuje 
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(Landgraf et al., 2016). Predĺžená perióda cirkadiánneho rytmu bola pozorovaná aj u izolovaných 

fibroblastov od pacientov s bipolárnou poruchou, u ktorých je DA signalizácia narušená 

(McCarthy et al., 2013). Pochopenie ontogenézy DA signalizácie a jej patologickej disrupcie by 

v budúcnosti mohlo byť využiteľné pre včasné terapeutické preprogramovanie narušeného chodu 

cirkadiánnych hodín v SCN pomocou chronofarmakológie.  

8.4. Limity práce a možnosti ďalšieho výskumu  

Významným aspektom, ktorý pravdepodobne môže ovplyvniť výsledky práce, je rôzna citlivosť 

medzi pohlaviami fétov voči podanej látke. Ako príklad môžeme uviesť recentnú štúdiu, ktorá nám 

ukazuje, že účinok glukokortikoidov môže byť medzi pohlaviami variabilný aj napriek tomu, že pre 

samčie a samičie féty potkana sú zachováme identické podmienky in utero (Murray et al., 2022). 

V prípade koncentrácie plazmatického LEP je v pupočníku intersexuálny rozdiel s vyššou 

koncentráciou u dievčat. Rozdiel v plazmatickej koncentrácii LEP je medzi pohlaviami taktiež vo veku 

4 a 14 týždňov (Helland et al., 1998). Rovnako aj farmakokinetické štúdie poukazujú na určité rozdiely 

medzi samcami a samicami myší ako polčas rozpadu LEP, ktorý je u samíc dlhší, či klírens 

plazmatického LEP, ktorý je u samíc nižší v porovnaní so samcami. V oboch prípadoch sa avšak zdá, 

že mozog nie je jednou z hlavných cieľových štruktúr LEP z periférie, čo však nevylučuje možnú vyššiu 

citlivosť hypotalamu voči LEP (Hart et al., 2016; Hart et al., 2017). V prípade DA je u E17 potkana 

intersexuálny rozdiel v počte aj v distribúcii DA neurónov mezencefalu a diencefalu (Reisert et al., 

1990). Navyše, v bunkových kultúrach mediobazálneho hypotalamu explantovaných v štádiu E17 bola 

u samcov pozorovaná vyššia koncentrácia DA a 3,4-hydroxyfenylalanínu v porovnaní so samičími 

fétmi. U samcov bola taktiež zaznamenaná vyššia rýchlosť uvoľňovania DA z neurónov nielen  

v zmienených bunkových kultúrach, ale aj v prípade perfúzie E21 mediobazálneho hypotalamu v reakcii 

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

Dôležitou limitou tejto diplomovej práce môže pravdepodobne byť taktiež samotný model 

organotypických explantátov E17 SCN. V periférnych cirkadiánnych hodinách pečene bolo 

pozorované, že ich fáza môže byť v in vitro podmienkach nastavená prípravou explantátov 

(Dolatshad et al., 2010). Fázu rytmu môže ovplyvniť aj čas prípravy explantátov, voči ktorému sú fetálne 

SCN mPer2Luc myši mimoriadne citlivé (Landgraf et al., 2015). Ďalším faktorom je príprava rezov 

fetálneho mozgu na mechanickom sekáčiku naprieč rostrokaudálnou osou s hrúbkou rezov 500 µm. 

Výsledne organotypické explantáty teda nie sú v rámci danej osi zhodné – boli zhotovené rostrálne, 

mediálne, či kaudálne rezy. Hoci v rámci spracovania dát po ošetrení explantátov neboli pozorované 

rozdiely medzi jednotlivými rezmi, nemožno s istotou vylúčiť rozličnú dynamiku pôsobenia DA a LEP 

v rámci danej osi. Prechádzajúci výskum totižto naznačuje možné regionálne rozdiely vo funkčnosti 

SCN naprieč rostrokaudálnou osou (Hazlerigg et al., 2005; Sosniyenko et al., 2009; Spišská et al., 2020). 

U dospelej mPer2Luc myši bola v rámci všetkých troch rezov SCN pozorovaná heterogenita vo fáze 
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cirkadiánneho rytmu, pričom v kaudálom reze dochádza k skoršiemu nástupu bioluminiscenčného 

vrcholu v porovnaní s rostrálnym, či mediálnym rezom (Evans et al., 2011). 

Aj samotná manipulácia s tkanivovými explantátmi počas vykonania experimentu môže byť ďalším 

dôležitým činiteľom, o ktorom je nutné uvažovať. Počas ošetrenia boli tkanivové explantáty vybrané 

z prístroja LumiCycle a prenesené do laminárneho boxu, kde podstúpili proces ošetrenia požadovanou 

látkou. Hoci sa vynaložila snaha minimalizovať teplotné rozdiely, ktorým boli tkanivové explantáty 

vystavené, k určitým teplotným fluktuáciám bez výhrady došlo. V prípade potkana dochádza v in vitro 

podmienkach k teplotnej kompenzácii centrálnych hodín. Navyše, po vystavení SCN tepelným 

impulzom má zostavená PRC podobný trend ako PRC pre svetelné impulzy, ktorých vplyv bol 

sledovaný na behaviorálnych rytmoch (Ruby et al., 1999). V  in vivo podmienkach môže mať 

fyziologická teplota mozgu významnú úlohu v stabilizácii cirkadiánnych rytmov na bunkovej úrovni 

periférnych hodín. Nastavenie chodu hodín teplotou bolo u potkana preukázane v P1 

(Herzog et Huckfeldt, 2003). Aký vplyv má náhly pokles teploty na chod cirkadiánnych hodín E17 SCN 

počas experimentálnej manipulácie s nimi? To ostáva otvorenou otázkou.  

Ešte väčšou neznámou ostáva, či efekt kandidátnych hormónov v in vivo podmienkach odráža ich 

efekt priamo na chod fetálnych hodín v SCN. U dospelých samíc myši má injikovaný LEP schopnosť 

posilniť efekt  30 minútových svetelných pulzov na fázové posuny cirkadiánnych hodín počas neskorej 

subjektívnej noci. Je taktiež možné, že sa LEP podieľa aj na rytme spánku a bdenia (Mendoza et al., 

2011). U P20 potomkov škrečka boli pozorované rozdiely vo fáze behaviorálneho rytmu o 11,3 hodiny 

v prípade, ak boli ich matky počas posledných 5 dní gravidity injikované SKF 38393 (agonista Drd1)  

v rôznych časových bodoch (ráno o 8:00 alebo večer o 20:00) (Viswanathan et al., 1994). Je nutné brať 

do úvahy aj samotnú komplexnú štruktúru mozgu a zamyslieť sa nad možným nepriamym vplyvom 

LEP a DA na fetálne SCN prostredníctvom iných štruktúr, či vstupov, poprípade kombinácie rôznych 

neurohumorálnych faktorov. Ako príklad môžeme uviesť postresovú stimuláciu osi  

hypotalamus-hypofýza-nadobličky prostredníctvom Drd1 a Drd2, čo je kritické pre udržiavanie vyšších 

plazmatických hladín glukokortikoidov po stresovom stimule (Belda et Armario, 2009).  

Práve glukokortikoidy sú silnými kandidátnymi hormónmi pre synchronizáciu fetálnych SCN  

(Čečmanová et al., 2019). Poznatky tohto typu je ale obťažné preukázať na nami využitom tkanivovom 

explantáte izolovanom od okolitého tkaniva. Navyše, pre PRC a ďalšie parametre bioluminiscenčného 

rytmu bola testovaná len jedná koncentrácia kandidátnych hormónov volená na základe pilotných 

experimentov, či predchádzajúcich publikácii, ktorá nemusí odpovedať fyziologickým podmienkam in 

vivo.  

Hoci diplomová práca predstavila radu doposiaľ nepublikovaných unikátnych výsledkov, má taktiež 

mnoho limít, ktoré sťažujú ich interpretáciu. Fetálne centrálne hodiny sú pomerne náročným modelom 

k štúdiu ontogenézy cirkadiánnych rytmov, a to z dôvodu širokej variability medzi explantátmi a tiež 
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ich vysokej citlivosti voči manipulácii, v dôsledku čoho je veľmi obťažné získať konzistentné dáta. 

Budúci výskum by sa predovšetkým mal orientovať na zdokonalenie technológii, ktoré zabránia 

nadmernej manipulácii s tkanivovými explantátmi a poskytnú nám detailnejší pohľad na chod 

cirkadiánnych hodín SCN na úrovni jednotlivých bunkových oscilátorov. Ďalší aspekt, ktorý bude 

potrebné zvážiť, je intersexuálny rozdiel v citlivosti fétov voči podanej látke, ktorý bol pozorovaný aj 

v prípade zachovania zhodných podmienok in utero (Murray et al., 2022). Navyše, prevažná väčšina 

publikácii, s ktorými bola diplomová práca konfrontovaná, je založená na pozorovaniach až 

v postnatálnom období a prevažne na dospelých samcoch hlodavcov. Molekulová regulácia chodu 

centrálnych hodín, či samotná farmakokinetika LEP a DA môže byť u fétov diametrálne odlišná, než 

u dospelých jedincov. Je preto potrebné zvážiť aj tento aspekt. Nemenej dôležité je taktiež zostaviť 

vývojovú radu v pôsobení LEP a DA na fetálne SCN. Hoci mnoho parametrov bioluminiscenčného 

rytmu nebolo v nami sledovanom štádiu E17 myšieho fétu signifikantne ovplyvnených, nemôžeme 

s istotou vylúčiť možný efekt LEP a DA v inom vývinovom štádiu. Bude taktiež zaujímavé bližšie 

preskúmať úlohu LEP a DA v synchronizácii fetálnych hodín v SCN u matiek s obezitou, metabolickým 

syndrómom, narušeným režimom v príjme potravy a spánku (napr. z dôvodu práce na smeny), 

schizofréniou, poruchou pozornosti, či autizmom. Práve materské signály sú kľúčové v riadení širokej 

diverzity rytmicky exprimovaných génov fétu, a to ešte pred tým, než sa u neho vyvinú vlastné 

koherentné rytmy (Greiner et al., 2022). Hoci väčšina výsledkov základného výskumu ešte stále nie je 

aplikovateľná do klinickej praxe, pre súčasnosť je kľúčové upovedomiť spoločnosť o význame 

pravidelného denného režimu gravidných žien a poukázať na možný negatívny dopad absencie 

materských rytmov na vývin cirkadiánného systému predčasne narodených detí (Greiner et al., 2022), 

u ktorých by chronofarmakológia mohla v budúcnosti zlepšiť ich fyziologický vývin. 
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9. Záver 

V rámci experimentálnej časti diplomovej práce bola bližšie preskúmaná úloha LEP a DA 

v synchronizácii cirkadiánnych hodín E17 SCN s využitím modelu mPer2Luc myši. Záverom možno 

zhodnotiť, že v danom vývinovom štádiu sa obidva kandidátne hormóny pravdepodobne podieľajú na 

modulácii chodu centrálnych hodín, hoci iba v menšej miere a v rozdielnych parametroch rytmu. 

Podanie exogénneho DA tkanivovým explantátom E17 SCN indukuje väčšie fázové oneskorenia 

v porovnaní s VEH, a to špecificky počas poklesu PER2-bioluminiscnecie v normalizovanom časovom 

bode CT 15. Na druhú stranu, DA pravdepodobne neovplyvňuje ďalšie parametre rytmu ako amplitúda, 

perióda, či mezor.  

V prípade LEP pravdepodobne nedochádza k modulácii fázy rytmu E17 SCN. Každopádne, LEP 

znižuje relatívny mezor a relatívnu amplitúdu v menšej miere, než negatívna referencia (VEH). Je teda 

možné, že sa podieľa na vývine spontánnych rytmov, to prostredníctvom stabilizácie integrity 

cirkadiánneho rytmu prejavujúcej sa spomalením poklesu jeho amplitúdy (z angl. dampening). 

Na základe mikroskopických výsledkov nemôžeme konštatovať, že po podaní LEP alebo DA 

dochádza k výrazným regionálnym rozdielom v perióde a amplitúde v rámci E17 SCN. Po podaní DA 

počas poklesu PER2-bioluminiscencie bola avšak pozorovaná mierna disperzia fáz buniek. Je teda 

možné, že DA má v tomto časovom úseku schopnosť narušiť synchrónnosť buniek, hoci reprezentatívne 

záznamy  na Obr. 20 tomu nenasvedčujú. Ďalšia analýza odhalila možný efekt LEP na predĺženie 

periódy súboru buniek približne o 0,5 hodiny. Rozdielne výsledky medzi mikroskopom LV200 

a LumiCycle môžu byť ovplyvnené menším počtom ošetrených explantátov v mikroskope, a taktiež 

zvýšenou potrebou manipulácie s explantátmi v prístroji LumiCycle. 

Budúci výskum by mal brať v úvahu limity diplomovej práce ako možný intersexuálny rozdiel 

v citlivosti fétov voči LEP a DA, a tiež manipuláciu, voči ktorej sú fetálne SCN vysoko citlivé. Môžeme 

taktiež očakávať, že zdokonalenie prístrojovej techniky nám poskytne úplne nový pohľad na chod 

fetálnych centrálnych hodín. Nemenej atraktívne bude taktiež preskúmať úlohu LEP a DA 

v synchronizácii fetálnych SCN u matiek s rôznymi patológiami ako obezita, metabolický syndróm, 

porucha pozornosti, či autizmus.  

Diplomová práca dopĺňa chýbajúce základne poznatky týkajúce sa úlohy LEP a DA v synchronizácii 

fetálnych hodín v SCN. Monitoring chodu hodín v E17 SCN nám poskytol unikátny náhľad na ich 

odozvu v reálnom čase voči podaným kandidátnym hormónom. Získané výsledky môžu prispieť 

k lepšiemu pochopeniu ontogenézy cirkadiánnych rytmov. V neposlednom rade môžu byť taktiež 

využité v ďalších štúdiách zameraných na starostlivosť o tehotné ženy a predčasne narodené deti. 
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