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Abstrakt

Vétsina organismu se v prubehu evoluce ptizptsobila dennimu 24hodinovému rytmu.
Tento, tzv. cirkadianni, rytmus jsou organismy schopny dodrzovat i v podminkéch, kde
nemaji pristup ke svételnému ani jinému synchronizatoru. Hlavni orgéan fidici cirkadianni
rytmus je lokalizovan v suprachiasmatickych jadrech (SCN) hypotalamu a dlouhou dobu byl
povazovan za jediny autonomni cirkadidnni oscilator, na jehoz funkci zavisi rytmicita procesi
v télnich bunkéach a tkanich. Nové vyzkumy ovSem tuto hypotézu zpochybnily a ukazaly
existenci lokalnich cirkadidnnich hodin nezavislych na SCN. Jednim z téchto autonomnich
oscilatorii je i cirkadidnni systém v retin¢. Tato bakaldiskd prace shrnuje védecké poznatky
0 funkci savéiho retindlniho cirkadidnniho oscilatoru, predevSim se zaméfuje na nové
vyzkumy v oblasti jeho lokalizace, propojeni s hlavnim cirkadiannim oscilatorem v SCN

a jeho vlivu na retinalni fyziologii.
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Abstract
Most of the known living organisms have developed an evolutionary adaptation to a 24-

hour daily rhythm. This rhythm, known as circadian rhythm, can be preserved even
in the environment, in which there is no access to light or other synchronizer. The master
organ of circadian rhythm is located in the hypothalamic suprachiasmatic nucleus (SCN) and
have been considered the only autonomous circadian oscillator for a long time. The new
research, however, has doubted this hypothesis by showing the existence of autonomous
circadian clock systems independent of SCN. One of these autonomous clocks is the circadian
system in the retina. This bachelor thesis reviews current scientific knowledge on the function
of mammalian retinal circadian oscillator, most importantly in the field of its localization,

connection with the SCN master circadian oscillator and its influence on retinal physiology.
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Seznam zkratek

AAAD
AANAT
AVP
BC
b-HLH
BMAL1
CALB
cAMP
CAR
CIRBP
CK
CLOCK
CREB
CRY
FUS
GABA
GCL
GRP
HC

IGL

INL
ipRGC
KO
LD
MAPK

MT1/2
NPAS2

ONL

aromaticka-L-amino dekarboxylazova kyselina
akrylamin-N-acetyltransferasa

arginin vasopresin

bipolarni buiika (bipolar cell)

motiv zakladni helix-loop-helix

brain and muscle Arnt-like protein 1

calbindin

cyklicky adenosin 3¢, 5° monofosfat

calretinin

cold-inducible RNA-binding protein
kaseinova kinaza

circadian locomotor output cycles kaput

CAMP response element-binding protein
cryptochrome

fused in sarcoma

y-aminomadselna kyselina

vrstva gangliovych bunék

gastrin-uvolnujici peptid (gastrin-releasing peptide)
horizontalni buiika (horizontal cell)

intergeniculatni listek talamu (intergeniculate leaflet)
vnitini jaderna vrstva (inner nuclear layer)

fotosenzitivni retinalni gangliova buika (intrinsically photosensitive retinal
ganglion cell)

knockout

light dark

mitogen¢ aktivovand proteinova kinaza
melatoninovy receptor 1. /2. typu

neuronalni PAS-doménovy protein 2, (neuronal PAS domain-containing
protein 2)

zevni jaderna vrstva (outer nuclear layer)



OPL

PACAP
PAS

PER
PER2::LUC
PKA
PP1/5
RHT
RORa/b/c
ROS

RPE

SCN

TH

VIP

zZT

zevni plexiformni vrstva (outer plexiform layer)

pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide
motiv PER-ARNT-SIM

cirkadianni protein period (period circadian protein)
gen PERIOD 2::LUCIFERASE

proteinkinaza A

proteinova fosfatdza 1/5

retinohypotalamicky trakt

retinoid-related orphan receptors

vné&jsi segmenty ty¢inek (rod outer segments)

retinalni pigmentovy epitel (retinal pigment epithelium)
suprachiasmaticka jadra (suprachiasmatic nukleus)
tyrosin hydrolaza

vasoaktivni intestinalni polypeptid (vasoactive intestinal polypeptide)

Zeitgeber time (denni doba, kdy byl aplikovan vnéjsi synchronizator)



1. Uvod

Stfidani dne a noci, spolecné se stfidanim ro¢nich obdobi, jsou pravidelné rytmy
na planeté Zemi, kterym se v prub¢hu evoluce zivot prizpusobil. Aby se organismy mohly
Iépe piipravit na periodicky se ménici podminky prostiedi, ve kterém ziji, vytvorily si
schopnost orientovat se v ¢ase. Tato pro zivot zcela zasadni schopnost byla jiz v minulém
stoleti pfedmétem intenzivniho zdjmu védct, ktefi se snazili pochopit mechanismus jeji
podstaty. Hlavni molekularni mechanismus byl sice u hlavnich modelovych organismu véetné
savcl objasnén jiz v pocatku 90. let, ovSem vétSina fyziologickych i behavioralnich pochodua
Vv téle organismi vykazuje denni rytmicitu, a proto jsou i nadéle aktualnim tématem
védeckého vyzkumu. V popiedi zdjmu jsou predevsim souvislosti synchronizace cirkadianni

rytmicity a patologickych stavii vznikajicich z jejiho naruseni.

Hlavni cirkadianni pacemaker, ktery fidi pfiblizn¢ 24hodinové rytmy celé fady
fyziologickych funkci, je lokalizovan v suprachiasmatickych jadrech (SCN) hypotalamu.
Ve védecké literatufe dlouho panovala shoda v tom, Ze suprachiasmatickd jadra ftidi
synchronizaci €asu ve vSech dilezitych télnich buiikdch, ovSem novéjsi vyzkumy tuto
hypotézu vyvratily a popsaly nékolik nezavislych perifernich oscilatord schopnych
samostatné funkce bez propojeni se suprachiasmatickymi jadry. Jednim z téchto autonomnich
oscilatorii je 1cirkadidnni pacemaker v sitnici, ktery funguje nezédvisle na SCN a fidi

fyziologické procesy v sitnici dilezité pro funkci zraku.

Cile prace
Cilem této bakalatské prace je ptehledné shrnout soucasné védecké poznatky

0 autonomnim cirkadiannim oscildtoru v retin€ savct. V prvnich dvou kapitolach prace bude
pojednano o hlavnim cirkadiannim oscilatoru v suprachiasmatickych jadrech hypotalamu
a struktute a funkci sitnice, aby tyto zasadni teoretické informace mohly byt vyuZzity v nosné
Casti bakalatrské prace. V kapitole vénované cirkadidnnimu rytmu v retiné budou popsany
okolnosti jeho objevu, jeho lokalizace v reting, jeho vliv na retinalni funkce a mozné

souvislosti cirkadianniho oscilatoru retiny s retinalnimi chorobami.



2. Cirkadianni systém
Molekuldrni mechanismus, ktery zajistuje pravidelné cykly autonomnich cirkadidnnich

hodin, je postaven na expresi hodinovych gent a jejich produktti. Hodinové geny jsou soubor
gent, ktery zajistuje pravidelnou rytmicitu molekuldrnich a biochemickych procesii v bunce
nastavenim ,,volné bézici“, priblizn¢ ¢tyfiadvacetihodinové cirkadianni periody (Panda et al.,
2002). Tyto molekularni hodiny se nachazi téméf v kazdé bunce organismu. Cirkadianni

hodiny v perifernich organech ale maji specifickou hierarchii.

Endogenni cirkadianni rytmy organismu je nutné synchronizovat s cyklem okolniho
prostiedi. Jako nejsilngjs$i synchronizator pro cirkadianni rytmus funguje svételny impuls.
Ackoli sviyj podil na synchronizaci ma také zvuk (Amir and Stewart, 1996), socialni interakce
(Aschoff et al., 1971) ¢i dalsi faktory (Klerman et al., 1998), nic z toho neni efektivnéjsi

nez svétlo, které je pro Zivé organismy evoluéné dulezité (Etingof, 1997).

Svétlo je nejprve piijato sitnici oka a poté vedeno do SCN skrze piimou dréhu
retinohypotalamického traktu (RHT) (Moore et al., 1995). Za dva hlavni neurotransmitery
RHT jsou povazovany aminokyselina glutamat a polypeptid PACAP (z angli¢tiny — pituitary
adenylate cyclase-activating polypeptide) (Hannibal et al., 2000).

2.1. Hlavni cirkadidanni oscilator
Pocatky vyzkumu cirkadiannich rytmd polozil Pittendrigh (1960), ktery jako jeden

z prvnich pfisel s myslenkou svétlocitlivého oscilatoru zajistujiciho  synchronizaci
fyziologickych a behavioralnich d&ji v organismu. Nasledujici vyzkumy identifikovaly tento
oscilator v parové struktufe v hypotalamu, umisténé nad kifiZenim ocnich nervi,

Vv suprachiasmatickych jadrech (SCN) (Moore and Eichler, 1972).

Jako sidlo centralnich cirkadidnnich hodin savcii byla SCN definitivné potvrzena
na pocatku 80. let, a to soucasné¢ dvéma nezavislymi tymy — Roberta Y. Moora (1972)
a Irvinga Zuckera (1972). Roku 1987 laboratot Michaela N. Lehmana provedla experiment,
kdy kiecklim nejprve provedla 1ézi SCN, v disledku ¢ehoz zvitata ztratila pravidelny rytmus
lokomo¢ni aktivity. Nasledné¢ jim pak byla implantovana nova tkan, obsahujici SCN, a rytmus
lokomocni aktivity se opét vratil do normalu (Lehman et al., 1987). Dalsi experimenty,
ve kterych byla SCN izolovana ¢i péstovana in vitro, prokazaly cirkadianni rytmus
ve frekvenci elektrickych vzruchl uvnitf samotné tkané (Bos and Mirmiran, 1990; Green and
Gillette, 1982; Groos and Hendriks, 1982).



Zajimavosti je, ze role SCN byla objevena ndhodou, béhem vyzkumt svételné
synchronizace rytmu u savcu (Meijer and Rietveld, 1989; Moore, 1983). Léze SCN
nezpusobila naruseni zrakového vnimani, jak se pluvodné ptedpokladalo, ale zrusila
cirkadianni rytmy, coz vedlo k zjis§téni, ze hlavnim cirkadidnnim oscilatorem je pravé SCN

(Moore, 1997; Weaver, 1998).

Savéi SCN jsou uloZeny v anteroventralnim hypotalamu jako parové struktury
nad kiizenim optickych nervti neboli chiasma opticum (Abrahamson and Moore, 2001). Jde
0 shluky piiblizn¢ 20 000 neuronti, které spolecné tvoii vysoce propojenou nervovou tkan
(Mohawk and Takahashi, 2011). SCN ma dvé anatomicky a funkéné specifické oblasti:
ventrolaterdlni oblast, takzvané ,,jadro (z anglického core), ktera pfisedd pfimo na kiizeni
optickych nervil a pfijima signdl ze sitnice vedeny retinohypotalamickym traktem (RHT),
a také signaly z intergenikulatniho listku talamu (IGL) a serotonergnich jader mozkového
kmene. Dorzomedialni ¢ast SCN je oznaCovana jako ,,obal” (z anglického shell), obklopuje

oblast ,,jadra* a pfijima jeji vstupy.
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Obrazek 1. Diagram vstupnich a vystupnich signalii SCN. ACH — acetylcholin, AVP — arginin vasopresin, CAR —
calretinin, GABA — y-aminomdselnd kyselina, GLU - glutamdt, GRP — gastrin-uvolriujici peptid, NA —
noradrenalin, NPY — neuropeptid Y, VIP — vazoaktivni intestindini peptid, 5-HT — serotonin. Prevzato z Moore et
al., 2002.



Neurony ,jadra® i ,,obalu“ syntetizuji neuropienase¢ GABA, rozdil vSak najdeme
v syntéze vazoaktivniho intestinalniho peptidu (VIP) a gastrin-uvoliiujiciho peptidu (GRP),
ktery nalezneme pouze v oblasti ,,jadra“. Vystupy pak vysila do oblasti obalu a ¢ast z nich
také vysila do efektorovych oblasti. Pro ,,obal®“ je specifickd syntéza arginin vazopresinu
(AVP) a calretininu (CAR), impulzy piijimé z hypotalamu, thalamu, limbické kury,
mozkového kmene i zoblasti jadra samotného SCN. Efektorové oblasti pak signalem

zasobuje ptimo (obr. 1) (Abrahamson and Moore, 2001).

2.2. Vliv hlavniho cirkadianniho oscilatoru na periferni cirkadianni oscilatory
Cirkadidnnimi hodinami jsou fizeny vSechny télni buiiky. Objev, ze nejen buitkky SCN

jsou schopné vykazovat autonomni cirkadianni rytmus skrze genovou expresi, naznacil,
ze tkan¢ mohou rytmicky regulovat specifické fyziologické a behavioralni procesy (Dibner et
al., 2010; Welsh et al., 2010). Hlavni cirkadianni pacemaker v SCN hypotalamu pfijima
svételné signaly ptichazejici z retiny a na jejich zaklad€ synchronizuje periferni cirkadidnni
hodiny, napfiklad v jatrech, zaludku, kostni dfeni, slezing, plicich nebo ledvinach (obr. 2).
Hodiny v perifernich tkanich vétSinou vyuzivaji stejné molekularni mechanismy jako hlavni
hodiny v SCN. Synchronizaci lokalnich perifernich hodin zajistuje SCN jednak
prostiednictvim behavioralnich signali (napf. nastolenim klidového vs. aktivniho rezimu),
jednak spolupraci hormonalni signalizace s autonomnimi nervy (shrnuto v Albrecht, 2012).
Nekteré z téchto lokalnich hodin jsou vyznamné propojeny s metabolickymi drahami
a soucasny vyzkum naznacuje moznou spojitost dysfunkce cirkadiannich rytmi s rozvojem

obezity, rakoviny nebo diabetu Il. typu (Dallmann et al., 2012).
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Obrazek 2. Synchronizace perifernich oscildatord hlavnim cirkadidnnim pacemakerem v SCN. Prevzato z
Scheiermann et al., 2013, upraveno.



2.3. Molekuldrni podstata cirkadianni oscilace
Prvni hodinovy gen byl objeven v sedmdesatych letech u Drosophily melanogaster. Slo

0 gen Per, ktery se podafilo u tfi jedinci mutovat a v disledku toho zpiisobit abnormalni
periodu zivotnich rytmt (Konopka and Benzer, 1971). Objev odstartoval dalsi vyzkumy, které
mély za cil zjistit pfitomnost hodinovych genli i u vysSich zivoc¢ichli a vysvétlit jejich

fungovani.

Prvni hodinovy gen u savct byl identifikovan na zédkladé mutantni mysi, ktera pii mutaci
v genu Clock vykazovala zmény v rytmicit¢é a délce periody cirkadiannich pochodu
(Vitaterna et al., 1994). Ptesnou funkci genu Clock nasledné vysvétlil vyzkum na pielomu
tisicileti (Gekakis et al., 1998).

V dnesni dobé je jiz jasné, ze ackoli se dil¢i komponenty mohou u jednotlivych organisma
lisit, hlavni podstatou hodinovych systémi jsou u vSech zivocichti autoregulacni transkripéné-
translaéni zpétné smycky, které obsahuji pozitivni i negativni regula¢ni elementy. Tyto
smyc¢ky tidi expresi hodinovych gent s cirkadianni periodou.
2.3.1.Prvni zpétnovazebna smycka a jeji komponenty

Zaklad prvni ze zpétnovazebnych smycek tvoti Ctyfi proteiny. Zaprvé jsou to CLOCK
a BMAL1, slouzici jako aktivatory, a zadruhé¢ PER s CRY, zastavajici funkci represord.
Samotna smycka pak funguje na principu, kdy proteiny CLOCK a BMALI spole¢né tvofi
heterodimery, které¢ se akumuluji v jadfe buniky. Vznikly komplex CLOCK:BMALI naseda
do oblasti E-boxu, kde je pozitivnim regulatorem pro transkripci tii genti Period (perl,2,3),
dvou gent Cryptochrome (cryl,2) a dale dalsich hodinami tizenych gent (Gekakis et al.,
1998). Proteinovymi produkty piepisovanych gend jsou proteiny PER a CRY, které se
v cytoplazmé hromadi a tvofi nasledné dimery, které se v noci vraci zpét do jadra. Tam poté
funguji jako blokatory transkripce, protoze pifimo interaguji a s heterodimery
CLOCK:BMALLI a zménou jejich konformace je vyvazuji z oblasti E-boxu (Kume et al.,
1999). Komplex PER:CRY je poté degradovan komplexem E3 ubiquitinligazy, a tak se
obnovuje aktivita CLOCK a BMALI, které opét indukuji transkripci (Busino et al., 2007;
Reischl et al., 2007) (obr. 3). Cely mechanismus je stabilizovan a regulovan kinazami (CKla,
CKI6, and CKlg) a fosfatazami.

Kaseinové kindzy CKId a CKle hraji dilezitou roli v urovani vnitini periody hodin
kontrolou hladiny dimert PER:CRY v cytoplazmé. Fosforylace komplexi PER:CRY urcuje
osud téchto proteind, které jsou bud’ degradovany, nebo odeslany do jadra (shrnuto v Ko and
Takahashi, 2006).



Vétsina cirkadiannich oscilatort  pouziva k aktivaci exprese hodinovych geni
heterodimery CLOCK:BMALI1 popsané vyse, ovSem existuji i pfipady (napf. cirkadidnni
oscilatory v pfednim mozku), ve kterych je misto proteinu CLOCK pftitomen jeho homolog,
neuronalni PAS-doménovy protein 2 (NPAS2). Stejné jako CLOCK, 1 NPAS2 muze tvorit
heterodimer s proteinem BMALI a tento komplex muze také nasedat na sekvence E-box

v promotorech cilovych gent (Reick et al., 2001).
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Obrdzek 3. Transkripéné-translaéni zpétnovazebné smycky hodinovych geni. Synchronizace cirkadidgnni
rytmicity probihd s vyuZitim hodinovych smycek, které zahrnuji Ctyfi zdkladni hodinové proteiny — dva
aktivdatory, CLOCK a BMAL1, a dva represory, PER a CRY. Prevzato z Partch et al., 2014.

2.3.2.Druha zpétnovazebna smycka a jeji komponenty
Druhé zpétnovazebna smycka je generovana skrze transkripcni aktivaci kyseling retinové

ptibuzného sirotéiho receptoru (retinoic acid-related orphan receptor; RORa/b/c) (Sato et al.,
2004) a genu pro jaderny receptor REV-ERBa/REV-ERBp (Raghuram et al., 2007). Komplex
BMALIL:CLOCK, vznikajici v prvni smy¢ce, pozitivné reguluje expresi proteini REV-
ERBo/REV-ERBp. Nasledn¢ proteiny RORa/b/c plsobi jako transkripéni aktivatory genu
Bmall, jehoz transkripci naopak tlumi proteiny REV-ERBa/REV-ERBf (Guillaumond et al.,
2005; Preitner et al., 2002).

Vyznam druhé hodinové smycky zahrnujici proteiny ROR a REV-ERB byl v soucasné

dobé& podpoien provedenim genomové studie srovnavajici genovy piekryv a struktury REV-



ERB obou typt s hlavnim cirkadiannim regulatorem BMALI1 (Cho et al., 2012). Dualni
deplece genu pro proteiny REV-ERB-a a REV-ERB-B u modelu mysi vedla k velmi
zasadnimu naru$eni cirkadianni exprese hlavnich genti a zménam v chovani mysi. Tato studie
tedy stavi nuklearni receptory REV-ERB-a a REV-ERB-f na roven zakladnim represoram
PER a CRY a dalsSim vyznamnym proteinim hodinové smycky a naznacuje celistvéjsi

mechanismus regulace, nez bylo diive predpokladano (Cho et al., 2012).

2.3.3.Struktura protein hodinové smycky
Moderni metody strukturni krystalografie umoznily 1épe porozumét mechanismu vazby

proteinovych heterodimeri a zni vyplyvajicich principti transkripce hodinovych genii.
Nejprve byla objasnéna struktura dimeru CLOCK:BMALI, kterd ukazala, ze tento dalezity
aktivator patii do rodiny basic helix-loop-helix PER-ARNT-SIM (b-HLH-PAS) proteind.
CLOCK i BMALI sdili podobné strukturni motivy, jimiz interaguji pii dimerizaci — jednu
doménu s motivem b-HLH a dalsi dvé domény s motivem PAS. Vsechny tyto tii domény jsou
velmi tésné¢ propojeny. Mutace v C-koncovych aminokyselinich CLOCK zodpovédnych
za propojeni pii dimerizaci provedené v téze studii prokazaly, ze specifické struktury konci
CLOCK jsou dtlezit¢ pro udrzeni stability heterodimeru a zarovenl pro zachovani jeho
spravné funkce. V pfitomnosti mutovanych heterodimeri CLOCK:BMALI totiZ dochazelo

k naruseni periodicity cirkadianniho oscilatoru (Huang et al., 2012).

O dva roky pozdé&ji byla s vyuzitim strukturni krystalografie popsana 1 struktura CRY-
vazebné domény dimeru PER2:CRY2 (Nangle et al., 2014). U tohoto dimeru se ukazalo, Ze je
stabilizovan intramolekularnim motivem zinc finger, jehoz integrita je klicova pro udrzeni

cirkadianni periody fyziologickych rytmi.

2.4. Post-transkripéni a post-translacni regulace exprese hodinovych gen
Z vyzkumt poslednich let vyplyva, ze kromé& vySe popsaného zikladniho mechanismu

regulace exprese hodinovych genl zpétnymi transkripéné-translaénimi smyckami se
naregulaci délky cirkadidnni periody i amplitudy rytmu podili 1 post-transkripéni a post-

translacni regulace hodinovych gend.

Pozorovanou modifikaci na post-transkripéni trovni u hodinovych genil je alternativni
sestiih (McGlincy et al., 2012). Alternativni sestiih u mysi probihal na urovni veskerého
transkriptu mRNA hodinovych a hodinami fizenych gent s cirkadianni rytmicitou. Ve stejné
studii byla zaroven popsana cirkadianni rytmicita ve zménach hladin nékterych sestiihovych
faktort, které by mohly propojovat masSinerii alternativniho sestiihu s cirkadiannim systémem

savcu.



Mezi nejdilezitéjSi post-translacni modifikace probihajici na hodinovych genech patii
bezpochyby fosforylace. Nejzajimavéjsi vysledky pfinesl vyzkum mechanismu fosforylace
hodinového proteinu PER. Jiz okolo roku 2000 bylo jasné, Ze mutace ve vazebném misté
proteinu PER pro kaseinovou kinazu le jsou klicové pro vznik spankovych poruch u ¢lovéka,
napiiklad pfedCasného probouzeni u patologickych skiivanu (Toh et al., 2001). Pozdéji,
Vv roce 2006, bylo prokazano, ze mutace znemoznujici fosforylaci serinu S659 proteinu PER2

vede ke vzniku syndromu dédi¢ného piredbéhnuti spankové faze (Vanselow et al., 2006).

V nové studii odhalili Tamaru et al. (Tamaru et al., 2015) klicovy mechanismus cyklické
fosforylace BMALI na Serinu90 kaseinovou kindzou 2a (CK2a) a nasledné inaktivace této
kindzy kindzou CK2B. Sledovdnim proteinovych interakci v Case zjistili, ze fosforylaci
BMALL, ktera je kli¢ova pro zachovani cirkadianni rytmicity, inhibuje protein CRY. Tato
studie tedy naznacuje dualni funkci proteinu CRY nejen jako inhibitoru transkripce BMAL1
a CLOCK, ale také jako inhibitoru vazby CK2a na protein BMALI a nasledné klicové
fosforylace.

Prekvapivym objevem na urovni post-translacnich modifikaci byla publikace popisujici
Clock™™ mys, jejiz cirkadianni rytmus se téméf nelisi od kontrolnich mysi (Collins and Blau,
2006). Tato publikace zpochybnila vnimani genu Clock jako klicového hrace v udrzovani
rytmicity.  Kvysvétleni  tohoto  jevu  velmi  vyznamné  piispélo  objeveni
histonacetyltransferazové funkce CLOCK proteinu, ktery acetyluje histony H3 a H4, a slouzi
tak jako aktivator transkripce hodinovych gent i V ptipad€, ze je mutaci znemoznéna tvorba
heterodimeru CLOCK:BMAL1. (Doi et al., 2006). Navic autofi publikace uvadéji,
ze histonacetyltransferazova aktivita CLOCK proteinu je jeSté zesilena jeho partnerem

BMALL.

V jatrech mysi bylo nalezeno pies 30 genu, které si zachovaly cirkadianni rytmicitu
exprese 1 pfi lokalnim specifickém odstranéni jaternich cirkadidnnich hodin. Produkty téchto
geni hraji pravdépodobné dulezitou roli v post-translacni kontrole tkanove specifické exprese
cirkadiannich gend. Jsou to proteiny FUS (fused in sarcoma), CIRBP (cold-inducible RNA-
binding protein) a Nocturnin (Kornmann et al., 2007). Nocturnin nepatii k hlavnim
hodinovym gentim, ale je to hodinov¢ fizend deadenyldza, ktera kromé predpokladané post-
transla¢ni funkce ovliviiuje také polyadenylaci mRNA v tenkém stfevé (Wang et al., 2001).
Vyzkum post-transkripénich modifikaci hodinovych geni Nocturninem je velmi aktudlni
i diky moznému propojeni s potravnim metabolismem a vznikem obezity (Douris et al.,
2011).
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3. Sitnice
Sitnice je smyslovy organ oka, ktery zajistuje zachyceni fotonu a transdukci jeho energie

do prvniho nervového signalu putujiciho k dalSimu zpracovani do mozku. Nez vSak fotony
dosahnou sitnice, musi projit skrz slzny film, rohovku, pfedni komoru, ¢oc¢ku, zadni komoru
a sklivec (Morin and Allen, 2006). Gangliové buriky sitnice vytvaii svymi axony opticky
nerv, ktery vede informace jednak do zrakovych center CNS zodpovédnych za utvaieni
vidéného obrazu, a jednak do SCN a jinych hypotalamickych oblasti ¢i oblasti limbického

systému, kde ovliviuji fadu fyziologickych a behavioralnich procesi (LeGates et al., 2014).

3.1. Stavba sitnice
Svétlo dopadajici na sitnici je pfevedeno fotoreceptory na elektrochemicky signal, ktery je

veden neurony az do korovych vrstev CNS. Nez vSak svétlo dopadne na ty¢inky a ¢ipky, musi
projit transparentni vrstvou sitnice slozenou z nervovych vlaken, gangliovych, amakrinnich
a bipolarnich bunék. Retinalni pigmentovy epitel (RPE) je nejblize pftilehlou vrstvou
k fotoreceptorim, ktera jim =zajistuje strukturalni i metabolickou podporu (Wassle and

Boycott, 1991), pfedevsim metabolismus nezbytného vitaminu A (Wald, 1933).

Napfi¢ celym podkmenem obratlovcli mizeme nalézt konzervovany zéakladni plan stavby
sitnice, pét hlavnich tfid neuronil, podporovanych Miillerovymi gliovymi bufikami. Proces
zpracovani vizualni informace zaina transdukci energie fotonii na membranovy potencial
fotoreceptory, ktery je veden jako signal pomoci neurotransmiterti dale k dalsim neuroniim az

do korovych oblasti mozku (Wassle and Boycott, 1991).

Zevni jadernou vrstvu (ONL) sitnice tvoii téla fotoreceptorovych bungk. Sila vrstvy je
témeéf stejna jak v centralnim, tak i v perifernim regionu sitnice. Nasleduje vné&jsi vrstva
plexiformni (OPL), utvafend synapsemi fotoreceptorti, bipolarnich bunék (BC) a bunck

horizontalnich (HC) (obr. 4).

3.1.1.Fotoreceptory
Fotoreceptory délime do dvou skupin, na tzv. ty¢inky (z angl. rod — R) a ¢ipky (z angl.

cone — C). Tycinky, které v sitnici poctem vyrazné prevazuji, zajiStuji vidéni pii nizké
intenzit¢ svétla, az na urovni jednoho fotonu (Sampath and Rieke, 2004). Fotopigmentem
ty¢inek je rhodopsin s vrcholem citlivosti (Amax) pfiblizné 500 nm. Receptory pro barevné
vidéni jsou Cipky, které jsou az 100krat méné citlivé na intenzitu svétla nez ty€inky. Dale se
¢ipky lisi pigmentem, kterym je opsin, jenZ je specificky citlivy k vlnovym délkam svételného

spektra.
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Obrazek 4. Vrstvy neuroni v savci sitnici. Levd cdst: Vertikdlni fez mysi sitnici pfedstavuje hlavni typy neurond.
ONL - vnéjsi jadernd vrstva, OPL — vnéjsi plexiformni vrstva, INL — vnitfni jadernd vrstva, IPL — vnitini plexiformni
vrstva, GCL — vrstva gangliovych bunék. Pravd cdst: Schematicky ndkres retiny. R — tycinky, C — Cipky, HC —
horizontdlni burika, BC — bipoldrni bunka, AC — amakrinni burika, RGC — gangliovad burika. Prevzato z Hoon et al.,
2014.

Sife vnimanych barev je nap#i¢ tfidou savcd riizna. Napiiklad lidska sitnice disponuje
ttemi typy Cipkd — modré pro kratké viny s Amax = ~425 nm (oznacované S, short-wave),
zelené pro stfedni viny s Amax = ~530 nm (M, middle-wave), a cervené pro viny dlouhé S Amax
= ~560 (long-wave, LW) (Kochendoerfer et al., 1999; Nathans, 1999). Sitnici hlodavca
vSak tvofi pouze dva typy Cipkt, zelené, M (Amax = ~510 nm), a modré, S (Amax = ~360 nm)
(Foster, 1998; Jacobs, 1993).

4

Vyzkumy prokazaly, ze rozmisténi ¢ipkli na sitnici neni pravidelné. Dorzalni polovina
mysi sitnice je obsazena predevSim zelenymi ¢ipky, zatimco ventralni oblasti dominuji Cipky

modré (Calderone and Jacobs, 1995; Sz¢l et al., 1992).

3.1.2.0bjev novych fotoreceptort a nového opsinu
Ptestoze se védci po desetileti domnivali, ze za vnimani svétla jsou zodpovédné pouze

ty¢inky a ¢ipky, na pielomu tisicileti se zacaly objevovat ve védecké literatuie ¢lanky
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piedvidajici existenci dal§iho typu fotoreceptorii v retin€. Jednim z piikladt bylo prokazani
vyznamného snizeni syntézy neurohormonu melatoninu u slepci bez funkcnich tycinek
a ¢ipkti po osvétleni v noci (Lockley et al., 1997). Jestlize bylo toto snizeni indukovano
svétlem 1 u lidi bez funkénich tyCinek a Cipkl, bylo zjevné, ze existuje jesté jiny typ
fotoreceptoru, nezavisly na fotoreceptorech dileZitych pro obrazové vidéni. Dalsi dukazy
ptinesly pokusy na transgennich mysich bez tyCinek a ¢ipki, u kterych piesto dochazelo
k odpovédim cirkadianniho systému na fazové posuny v cyklu stfidani svétla a tmy
(Freedman et al., 1999), a k pupilarnimu reflexu pii svételném podnétu (Lucas et al., 2001).
Buiikky zodpovédné za transdukci fotonii v nepfitomnosti tyCinek a Cipkt byly nakonec
identifikovany jako podskupina gangliovych bungk sitnice (Provencio et al., 2002). V téchto
buiikach byl objeven novy typ opsinu, melanopsin, s genovou strukturou pon¢kud odlisnou od
do té doby znamych lidskych opsint (Provencio et al., 2000). Tyto bunky byly nazvany
fotosenzitivnimi retinalnimi gangliovymi bunikami (z angl. intrinsically photosensitive retinal
ganglion cells, ipRGC) a byl prokazan ptenos informace o svételném signalu témito bunikami
do SCN (Berson et al., 2002). Zda se tedy, ze tyto bunky jsou zodpovédné za nastavovani faze
cirkadiannich hodin v zévislosti na cyklu vnéjsiho stfidani svétla a tmy a jsou primarnimi
fotoreceptory cirkadianniho systému. Do dne$ni doby jiz byly identifikovany rtizné typy

téchto bunek s odlisnostmi ve struktufe i funkci (shrnuto v (Sanes and Masland, 2015).

4. Cirkadianni systém v sitnici
Cirkadianni systém v sav¢i retin€ je zodpovédny za kontrolu n€kolika funkci. Mezi silné

rytmické pochody v retiné patfi napi. zmény hladin fotopigmenti a neuromoduldtort,
fagocytoza vngjSich segmentii fotoreceptorii nebo zrakova citlivost (obr. 5). VSechny tyto
pochody zachovavaji cirkadianni rytmicitu 1 pfi konstantni tmé, takZe jsou s nejvetsi

pravdépodobnosti fizeny autonomnim cirkadiannim oscilatorem v retin€ (Guido et al., 2010).

V roce 1996 podali Tosini a Menaker dikaz, Ze v retin€ je autonomni oscilator nezavisly
na SCN. Ve své studii popsali rytmickou syntézu melatoninu v sitnici u kieckli a zjistili,
ze svétlo nepiimo potlacuje syntézu melatoninu. Sitnice kie¢kl kultivované in vitro pfi teploté
27°C vykazovaly po umisténi do konstantni tmy pfetrvavajici cirkadianni rytmus v syntéze
melatoninu po dobu del$i nez pét dni. Navic pokud byla srovndna syntéza melatoninu
v sitnicich kultivovanych pfi svételném cyklu posunutém o sedm hodin vpied a v cyklu
0 sedm hodin opozdéném, ukézalo se, ze tyto dva druhy sitnic vykazuji nejvyssi hladiny

melatoninu v piesné opa¢nych ¢asech (Tosini and Menaker, 1996).
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Obrazek 5. Lokalizace procest ve vrstvdch sitnice. Na obrdzku je zobrazeno nékolik doposud objasnénych
cirkadidnnich procest probihajicich v retiné a v oku, spolecné s jejich pravdépodobnou lokalizaci podle vrstev
sitnice. RPE — retindlIni pigmentovy epitel, ONL — zevni jadernd vrstva, INL — vnitini jadernad vrstva, GCL — vrstva
gangliovych bunék. Prevzato z McMahon et al., 2014.

Prvni studie sice prokazaly, Ze exprese hodinovych genii v retin€ probihé s cirkadidnni
rytmicitou, ov§em neukazovaly, v jakych konkrétnich buiikdch exprese probiha a zda se néjak
lisi od mechanismu exprese hodinovych geni v SCN. Dal§i vyzkum tedy sméfoval
k identifikaci konkrétnich bunék, ve kterych probiha exprese hodinovych gent. Vysledky
téchto studii byly dlouho nekonzistentni a prokazovaly pfitomnost cirkadiannich rytmu
Vv expresi genl v riznych bunénych typech. U potkant chovanych v rezimu 12 hodin svétla
a 12 hodin tmy (LD12:12) prokazali Namihira et al. (2001) cirkadianni expresi genu rPer2,
s nejvyssi hladinou transkriptu v case ZT14, tj. dvé hodiny po zhasnuti. Na rozdil od rPer2,
hladiny transkriptu rPerl byly po cely cyklus konstantni.

Tato studie také prokazala, ze hladiny mRNA transkriptu rPerl jsou nizké
ve fotoreceptorech a vyssi ve vnitini jaderné vrstvé sitnice. Nizkou hladinu Perl mRNA

ve fotoreceptorech potvrdily 1 studie nésledujici v dalSich letech, pouZivajici novéjs$i metodiky
(Tosini et al., 2007).

Miillerovy buniky jsou hlavnimi gliovymi buiikami retiny a jsou odpovédné za propojeni
fyziologickych funkci v retiné. V nedavné studii (Xu et al., 2016) byla pozorovana exprese
hodinovych gent v téchto buiikdch u ¢lovéka a u mysi. Ukdzalo se, Ze u obou druhi jsou
v Miillerovych bunkéch exprimovany vSechny hodinové geny a ze jejich exprese probiha
s cirkadidnni periodou. Pfi pozorovani izolovanych mySich Miillerovych bun¢k, znacenych
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bioluminiscentnim reportérovym genem PERIOD 2::LUCIFERASE (PER2::LUC), byla
U exprese reportérového hodinového genu prokdzdna robustni cirkadianni rytmicita
pretrvavajici po n€kolik dni po zahdjeni sledovani. Pfekvapivym objevem ale je, ze u ¢lovéka,
na rozdil od mysi, pravdépodobné nezavisi rytmicita exprese hodinovych genti v Miillerovych
bunkach na expresi genu Perl, coz se ukazalo pii knockdownu Perl pomoci siRNA (Xu et
al., 2016).

Velmi rozsahlé studie s vyznamnymi vysledky, pfedesilajicimi nezddouci dopady no¢niho
svétla na organismus savcu, byla provedena v roce 2013 (Bobu et al., 2013). Mys Arvicanthis
ansorgei s velkym mnozstvim c¢ipkt byla adaptovana k rezimu LD12:12. Poté byla
analyzovana exprese hodinovych genl u tfi skupin zvifat — jedné kontrolni skupiny, u které
nebyl svételny rezim zménén, u jedné skupiny, kterd byla pfed odebirdnim vzorki vystavena
36 hodin trvajici tmé, a skupiny, vystavené pied odebranim vzorkd 36 hodin trvajicimu
stalému svétlu. Poté byla zvifata kazdé tfi nebo Ctyfi hodiny zabijena, byly jim odebrany
vzorky retiny a z nich extrahovdana RNA. Na zikladé¢ navrzenych oligonukleotidovych
primert pro hodinové geny Arvicanthis byla provedena real-time PCR. Ukazalo se, ze exprese
vSech hodinovych gent byla v kontrolnich vzorcich beze zmén ve svételném rezimu zcela
rytmicka a synchronizovana u vétSiny genii s maximem tésné po rozsviceni svétla (ZT 0).
Exprese enzymu ucastniciho se syntézy melatoninu, arylalkylamin N-acetyltransferazy
(AANAT), byla nejvyssi v ZT 20. U mysi s rezimem konstantni tmy byly profily exprese
obdobné, ovSem u vétSiny nedosahovaly ani zdaleka hladin exprese u kontrolnich vzorka
a u nékterych (napt. melanopsinu) nebyla vibec pfitomna rytmicita exprese. U vzorkl
vystavenych konstantnimu svétlu byly profily exprese vSech hodinovych genii velmi znacné
zménény — bud’ se jednalo o profily exprese s chybé&jici denni rytmicitou, nebo s fazovym
predbéhnutim nejvyssi hladiny exprese o 4-10 hodin. Tato data jako jedna z prvnich dokazuji
velmi silné negativni dopady nepatfi¢ného, tj. noc¢niho, svétla u savci s denni aktivitou

na regulaci exprese hodinovych a fotoreceptorovych gend (Bobu et al., 2013).

4.1. Ovlivnéni SCN autonomnimi retinalnimi cirkadiannimi hodinami
Bylo naznaceno, ze v nepfitomnosti light dark (LD) cyklu fidi retinalni cirkadianni systém

skrze retinohypotalamicky trakt i centrdlni hodiny v SCN. Vnitini hodinovy systém retiny
mize ovlivitovat i SCN narusenim rytmu v MAPK-kaskadé (Lee et al., 2003) nebo zménami
hladin proteinu CREB, na némz je zavisla syntéza hodinovych genii v SCN (Alvarez-Lopez et

al., 2004).
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4.2. Syntéza neuromoduldtort v retiné
Melatonin a dopamin jsou neurohormony, které velmi vyznamné ovliviiuji fyziologii

a patofyziologii retiny. V dnesSni dob¢ je mechanismus téchto pochodd jiz pomérn¢ dobie
popsany, predevSim diky vyzkumiim transgennich zvifecich modelll s narusenym

melatoninergnim nebo dopaminergnim systémem.

4.2.1.Melatonin
Melatonin  (N-acetyl-5-methoxytryptamin) je neurohormon syntetizovany zejména

V epifyze a v retindlnich bunkach. Melatonin je syntetizovan z aminokyseliny tryptofanu (Trp)
Ctyistupnovou biochemickou reakci. Ta nejprve zahrnuje konverzi na 5-hydroxytryptofan
pomoci tryptofan hydroxylazy, poté pokracuje pieménou 5-hydroxytryptofanu na 5-
hydroxyamin (neboli serotonin) a dale enzymem na aromatickou-L-amino kyselinovou
dekarboxylazou (AAAD). Syntéza melatoninu ze serotoninu je poté dokoncena ve dvou
dalsich reakcich — zaprvé klicovou reakci ovliviiujici rytmickou syntézu melatoninu, kdy
enzym akrylamin-N-acetyltransferasy (AANAT) pfeménuje serotonin na N-acetylserotonin,
a zadruhé finalni reakci katalyzovanou N-acetylserotonin-O-methyltransferazou. Degradace

melatoninu probiha jednoduchou drahou v jatrech, blize popsanou na obrazku 6 (luvone et al.,
2005).

Syntéza melatoninu v epifyze podléha regulaci z SCN a jeji rytmus je zpiisoben zménami
v transkripéni a post-transkripéni regulaci exprese AANAT (luvone et al., 2005). Jiz v roce
2000 bylo objeveno, Ze syntéza melatoninu v sitnici zlstava rytmickd i u zvifat s 1ézi SCN
a ze tato cirkadianni syntéza je fizena autonomnim oscilatorem v retiné (Sakamoto et al.,
2000).

Transkripce genu Aanat ve fotoreceptorovych buiikach spada pod piimou kontrolu
cirkadiannich hodin, jelikoz obdobné jako hodinové geny Per a Cry obsahuje v promotoru
E-box, jenz je pfepisovan pouze za piitomnosti heterodimert BMALI1:CLOCK (Chen and
Baler, 2000).

Exprese genu Aanat je ovSem regulovana 1 post-translacné, a to pomoci fosforylace.
Jak zjistili Pozdeyev et al. (2006), béhem noci (za nepfitomnosti svétla) je retinalni enzym
AANAT fosforylovan a formuje komplex s 14-3-3 proteiny. 14-3-3 proteiny v tomto
komplexu slouzi jako stabilizatory a aktivatory AANAT a umoziuji tak G¢innéjsi a rychlejsi
syntézu melatoninu v no¢nich hodinach. Za pftistupu svétla je AANAT defosforylovana

a degradovana (Pozdeyev et al., 2006).
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Obrdzek 6. Syntéza a degradace melatoninu. Prevzato z Tosini et al., 2012.

Zatimco melatonin z epifyzy plsobi jako endokrinni hormon, retinélni melatonin ptsobi
lokalng jako parakrinni neuromodulator. Spravné nacasovéani syntézy melatoninu je dilezité
pro spravné fungovani fyziologickych funkci retiny a v ptipadé naruSeni jeho syntézy dochazi
ke vzniku patologickych stavii retiny. Melatonin je syntetizovan ve fotoreceptorovych
bunkach, pficemz v no¢nich hodinach je hladina syntetizovaného melatoninu nasobné vyssi
nez v dennich hodinach. Spole¢n€ s druhym neurohormonem dopaminem tak umoziuji

zmény v retin€ za no¢niho a denniho reZimu.

Ze je melatonin klidovym hraéem v ovliviiovani retinalni fyziologie, bylo popsano
jizvroce 1988 (Wiechmann et al.,, 1988). Melatonin ptsobi skrze vazbu na receptory
sprazené s G-proteiny, pojmenované melatoninovy receptor 1. typu (MT1) a melatoninovy

receptor 2. typu (MT2). Oba typy téchto receptort jsou piitomny v retin¢ obratlovc.

V nedavném vyzkumu sledovali Hiragaki et al. (2014) pomoci laserové mikrodisekce
denni a cirkadianni rytmicity exprese genu Perl, Per2, Bmall, Dbp, Nampt a c-fos
ve fotoreceptorech retiny u mysi s genetickou deleci melatoninovych receptorat MT1 a MT2.
Ukazalo se, Ze cirkadidnni rytmicita exprese hodinovych a hodinami fizenych genli v retiné
jako celku je velmi siln€é zasazena odstranénim melatoninové signalizace, zatimco

ve fotoreceptorové vrstvé je naruSena pouze cirkadianni rytmicita exprese genu Bmall. Tento
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vyzkum tedy naznacuje, ze melatonin je zcela zasadni pro funk¢nost cirkadiannich hodin

ve vnitini jaderné nebo gangliové vrstvé bungk, ale nikoli ve vrstvé fotoreceptort.

Vnéjsi segmenty tycinek (z angl. rod outer segments — ROS) jsou neustale obnovovany
spojovanim novych membranovych diskti na bazi ROS a jejich posunem a postupnou
vyménou za staré disky. Staré disky jsou vysouvany z apikalni ¢asti ROS a fagocytovany
RPE. Tyto dva procesy jsou fizeny cirkadiannim systémem a funguji s pravidelnosti 24 hodin.
Tento proces je znamy jako fagocytéza vnéjSich segmenti fotoreceptort (disc shedding)
(LaVail, 1980).

Neékteré velmi rané studie predesilaly propojeni fagocytézy wvnéjSich segment
fotoreceptort melatoninovou signalizaci (Besharse and Dunis, 1983), ovSem dalsimu
ovétovani platnosti této hypotézy (a také jejimu rozsifeni na savéi modelové organismy oproti
tehdy vyuzitému Xenopus) se ve védecké literatufe dostala pozornost az v soucasné dobé.
V roce 2013 bylo prostfednictvim sledovani transgennich mysi bez funkénich MT1 nebo MT2
receptorit prokdzano, ze melatonin skrze MT receptory skuteéné ovlivituje disc shedding
(Tosini et al., 2013) a dalsi retinalni funkce (obr. 7). Fagocytdza diski u MT1 nebo MT2 KO
mysi byla o tfi hodiny pfedbéhnuta a tato zména znacné€ ovlivnila zdravotni stav retiny zvifat.
MT1 a MT2 KO mysi totiz vykazovaly signifikantni nartst kumulace lupofuscinu v RPE

a zna¢né snizeni poctu fotoreceptorovych bunék (Tosini et al., 2013).

4.2.2.Dopamin
Dopamin (L-3,4-dihydroxyphenylalanine) je kliCcovy neurotransmiter syntetizovany

ve specifickych neuronech v rtznych regionech mozku a v dopaminergnich amakrinnich
bunikach retiny. Obdobné jako melatonin je v retiné dopamin syntetizovan s cirkadidnni
rytmicitou, ovSem na rozdil od melatoninu jsou jeho hladiny vyznamné vys$si béhem dne
a zaroven jeho syntéza stoupa v reakci na svételny signal. Dopamin plsobi skrze receptory
sptfazené s G proteiny, které jsou v jeho ptipadée péti typt (D1 — D5) a rozd€luji se do dvou
specifickych rodin D1 a D2. Mezi receptory DI rodiny patii typy D1 a D5, které jsou
pozitivné spfazeny s adenylatcyklazou (jejich aktivaci se zvySuje intracelularni koncentrace
cAMP), a mezi receptory D2 rodiny patii typy D2, D3 a D4, které jsou negativné sptazeny
s adenylatcyklazou (jejich aktivace snizuje intracelularni hladiny cAMP) (Witkovsky, 2004).
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Obrazek 7. Vliv melatoninu na retindlni funkce. Melatoninové receptory jsou exprimovdny v mnoha retindlinich
bunécnych typech, predevsim ovsem ve fotoreceptorech. Aktivace téchto receptort ovlivriuje nékteré retindini
funkce, jako napr.: disc shedding, Zivotnost retindlnich bunék, optickou citlivost nebo hladiny dopaminu ¢i
metabolismus. RPE — retindIni pigmentovy epitel, R — tycinky, B — bipoldrni buriky, A —amakrinni buriky, GC —
gangliové buriky. Pfevzato z Tosini et al., 2012.

V ovlivilovani cirkadianni rytmicity v retin€ je dopamin kliCovym neuromodulatorem
predevsim diky své funkcei pfi synchronizaci cirkadiannich hodin svétlem. Prvni objev této
funkce se datuje do pocatku 90. let, kdy se ukézalo, Ze pokud je zablokovana dopaminergni
transmise skrze D2 receptory, jsou blokovany také fazové posuny cirkadidnniho rytmu,
zpusobené svételnym impulsem S naslednou naruSenou sekreci melatoninu (Cahill and

Besharse, 1991).

V roce 2008 publikovali Ruan et al. model vnitiniho retinalniho cirkadianniho systému
mysi, regulované¢ho dopaminem a GABA (obr. 8). Na zdkladé pozorovani dlouhodobé kultury
intaktnich mysich retin znacenych luminiscentnim reportérovym hodinovym genem
PER2::LUC popsali rytmické luminiscenéni signdly koncentrované v INL. NaruSeni bunécné
komunikace skrze hlavni neurotransmiterovy systém fotoreceptorii a gangliovych bunék
nezménilo retindlni cirkadianni PER2::LUC rytmy. Autofi ptfedpokladaji, Ze dopamin

pusobici prostiednictvim D1 receptorti nastavuje spravné casovani oscilace, a GABA,
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pusobici prostiednictvim membranové hyperpolarizace, je zodpovédna za amplitudu

PER2::LUC luminiscence (Ruan et al., 2008).

V roce 2012 publikovali Jackson et al. (2012) studii provedenou na modelu mysi se
specifickou retindlni dopaminovou deficienci (syntéza dopaminu v mozku zistala zachovana).
Tento model ukazal deficity v odpovédich na elektroretinografu, které zalezely na pfijimani
svételnych impulst, citlivosti a piesnosti kontrastniho vnimani a retindlnich cirkadidnnich
rytmech. Nékteré z téchto deficitii byly obdobné i u D1 nebo D4 receptoru KO mysi a mohly
byt vraceny zpét do normalu podanim specifickych agonisti D1 nebo D4 receptorti. Tyto
vysledky naznacuji vyznamnou roli dopaminu (a také jeho receptorti typu D1 a D4),

syntetizovaného v retiné v nastaveni rozliSeni a kontrastu zraku (Jackson et al., 2012).

4.2.3.GABA
GABA (y-Aminobutyrovd kyselina) je hlavni inhibi¢ni neurotransmiter v reting

obratlovctl. Je syntetizovana GABAergnimi amakrinnimi butikami ve vnitini retinalni vrstvé
s cirkadianni aktivitou a vyssi syntetickou aktivitou v no¢nich hodinach. Zatimco starsi studie
lokalizovaly syntézu GABA 1 do vSech dopaminergnich amakrinnich bun¢k, tuto moZnost
S vyuzitim sledovani enzymu Ucastnicich se syntézy GABA pomoci konfokalni mikroskopie
byla vylou¢ena (Quan, 2016). Receptory pro GABA jsou dvou typu: GABA(A) receptory,
coz jsou ionotropni chloridové iontové kanaly, a GABA(B) receptory, coz jsou metabotropni
receptory spfazené s G-proteiny. GABA(A) receptory ovliviiuji citlivost retindlnich
cirkadiannich rytmt k pifitomnosti svétla (Maggiore and Ralph, 1999), ovSem konkrétni

mechanismus zatim nebyl popsan.

Na rozdil od melatoninu a dopaminu, u nichZ je vyzkum vlivu na cirkadianni rytmy
Vv retin€ jiz velmi pokrocily, studii vénujicich se cirkadianné fizené syntéze GABA v retiné

zatim mnoho neni.

Jedna ze studii, kterd se zabyvala vlivem zdvislosti syntézy GABA v retindlnich
bunikdch na cirkadidnnim systému, méfila miru fluktuace, specifické vazby a uvoliovani
GABA u zlatych kieckt v konstantni temnoté€. Vysledky této studie ukézaly vyznamné zmény
v koncentraci GABA opakujici se s 24hodinovou pravidelnosti 1 v konstantni tm¢. Tyto
vysledky naznacuji moZznost fizeni syntézy GABA cirkadiannimi hodinami, ov§em nevylucuji
zcela ani moZnost, Ze je GABAergni aktivita ¢astecné ovlivnéna pfitomnosti ¢i nepfitomnosti

svétla (Jaliffa et al., 2001).
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Obrdzek 8. Model organizace cirkadidnnich hodin v sitnici mysi. Dopaminergni amakrinni buriky (Cervené)
a GABAergni buriky (modre) posiluji autonomné generované stavy ,,den” a ,noc” u bunék oscildtoru v INL (Zluté)
prostrednictvim rytmické sekrece dopaminu a GABA. Transmise dopaminu, stimulovand informaci o svételném
impulsu, prichdzejici z Cipku pred zapnuté (ON) bipoldrni buriky a/nebo ipRGC synchronizuje retindlni cirkadidnni
oscildator a nastavuje fazi ,den”. V noci pak excitacni vstup z vypnutych (OFF) bipoldrnich bunék zahajuje aktivitu
GABA, kterd skrze GABA(A) a GABA(C) receptory potlacuje expresi Per a spousti degradaci akumulovaného PER
proteinu, ¢imZ resetuje efekty dopaminu. Pfevzato z Ruan et al., 2008.

V dalsi ze studii, provedené taktéz na kieccich, studovali védci souvislost hladin GABA
s hladinami melatoninu. Prokazali, ze GABA signifikantné zvysila hladiny melatoninu a tento
efekt mohl byt zablokovan antagonisty GABA(A) receptort, zatimco antagonisty GABA(B)
receptort nikoli. Hladina GABA byla v této studii signifikantné vy$s$i v noci nez ve dne
a ovlivilovala také koncentraci cAMP (jehoZ koncentraci znatelné sniZzovala) a cGMP (jehoZ
koncentraci zvySovala). Z téchto vysledkt se zda, ze je GABA ve velmi uzkém spojeni

s melatoninem a spole¢né umoziuji fungovani retiny za tmy (Jaliffa et al., 1999).

4.3. Vliv cirkadiannich hodin v retiné na zrakové funkce
Kromé ovliviiovani retinalnich pochodii na bunééné a molekuldrni irovni hraji retinalni

cirkadianni hodiny roli i v mnohem SirSich a komplexnéjSich jevech zahrnujicich zrakové
funkce. NejvyznamnéjSim piikladem ovlivnéni zrakovych funkci autonomnim cirkadidnnim
oscilatorem v retiné je stfidani fotopického (zprosttedkovaného Cipky) a skotopického
(zprostiedkovaného ty¢inkami) vidéni ve dne a v noci. Extrémnim pfipadem tohoto,
na cirkadiannim rytmu zavislého, stfidani jsou dokonce ménici se délky utvart nalézanych

v synaptickych zakonc¢enich fotoreceptoru sitnice (tzv. synaptic ribbons). Tyto ttvary byly
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pozorovany nejprve u nesav¢ich organismu, u kterych dochazi v noci dokonce k takovému
zkraceni synaptic ribbons, Ze je Upln¢ znemoznéna neurotransmise zprostiedkovana Cipky
(Emran et al., 2010). U savci je zatim vyzkum téchto Gtvart teprve v pocatku, ovSem jiz nyni
nekteré studie prokdzaly cirkadianné fizenou zménu v jejich délce, kterd vedla ke zménam

zrakové citlivosti v pribéhu dne a noci (Balkema et al., 2001).

Vyzkumem souvislosti cirkadianni rytmicity a vizualni senzitivity se na pielomu tisicileti
citlivosti u zvifat v ¢ase provedli experiment, ve kterém byla méfena zrakova citlivost sedmi
lidi na zéklad¢ dvou metod stanovujicich prah citlivosti zrakového vnimani. Vysledky tohoto
experimentu ukazaly, ze prah detekce byl u Ctyf ze sedmi subjekti vyznamné zvysSen
v rannich hodindch, a ptedeslaly tak moznost proménlivosti vizudlni citlivosti v zavislosti
na cirkadiannim rytmu i u lidi. Vzhledem k pouzité metodice studie neni bohuZzel jasné, zda je
za tyto vysledky odpové&dny centralni oscilator v suprachiasmatickych jadrech nebo retinalni

cirkadianni oscilator.

Nedavno byl v literatufe popsdn mechanismus vlivu cirkadiannich hodin v retiné
na kontrastni citlivost (Hwang et al., 2013). Kontrastni citlivost je jednou ze zakladnich
zrakovych funkci a ukazalo se, Ze podléha cirkadianni rytmicité, a to S nejvyssi presnosti
béhem dne. Zdkladnim krokem mechanismu regulace kontrastni citlivosti je aktivace D4
receptoril v retindlni gangliové vrstvé bunék, o niz bylo jiz diive znamo, ze reguluje hladinu
exprese genu Adcyl, a tim i hladinu cAMP v gangliovych bunikach (Jackson et al., 2011).
Novy vyzkum ale ukazal, Ze pro rytmickou expresi Adcyl je nutna pfitomnost proteinu
NPAS2 (nestaci ani ptitomnost jeho homologu CLOCK) a aktivace D4 receptord musi tudiz

zatim neobjasnénym mechanismem zahajit rytmickou transkripci genu Npas2 (obr. 9).

Cilené naruSeni genu kodujiciho D4 receptory zmensilo amplitudu kontrastni citlivosti
snizenim denniho maxima. Zaroven toto sniZeni zcela odstranilo rytmicitu v expresi Npas2
a Adcyl mRNA v retinalni gangliové vrstvé bunék. Mechanismus, kterym cAMP v retinalnich
gangliovych buiikkdch reguluje kontrastni citlivost, nebyl dosud objasnén, ale podle
nejnovéjsich teorii by mohl zahrnovat regulaci kanala fizenych hyperpolarizaci aktivovanych
cyklickych nukleotidi (Stradleigh et al., 2011) nebo regulaci gap junctions (Mills et al.,
2007).
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Obrdzek 9. Model regulace kontrastni citlivosti. Dopamin prostfednictvim D4 receptoru reguluje rytmickou
expresi Npas2. NPAS2 reguluje rytmickou expresi genu Adcyl, kterd vede ke zvyseni hladiny cAMP a regulaci
kontrastni citlivosti. Pfevzato z Hwang et al., 2013.

4.4. Nitroocni tlak
U mnoha zivocisnych druhti vcetné lidi byl popsan cirkadidanni rytmus zmén

hodnot nitroo¢niho tlaku (Liu, 1998). U laboratornich potkand byl pozorovan pietrvavajici
cirkadianni rytmus zmén hodnot nitroo¢niho tlaku i v konstantni tmé, coz naznacuje, Ze by
zmény hodnot mohly byt fizeny autonomnim cirkadiannim systémem v retiné (Moore et al.,
1996). V roce 2006 bylo prokazano, ze u Cryl/Cry2 KO mysi k cirkadiannim zménam hodnot
nitroo¢niho tlaku nedochazi, misto rytmickych zmén byla pozorovdna konstantné¢ zvySena

(pvodné noc¢ni) hodnota (Maeda et al., 2006).

Nékolik studii prokazalo propojeni hodnoty nitroo¢niho tlaku s melatoninem, pii¢emz
melatonin byl ve vysledcich téchto studii oznacen jako ptivodce snizeni hodnot nitroo¢niho
tlaku v nocnich hodinach (Pintor et al., 2001). Tento fakt byl potvrzen i nové¢jsi studii, ktera
popsala zvySeni primérné nocni hodnoty nitroo¢niho tlaku u MTI1 receptorové KO mysi
oproti wild-type kontrole (Alcantara-Contreras et al., 2011). Denni hodnoty nitroo¢niho tlaku
se ale u MT1 KO mysi nelisily, takze zistava otazkou, co ptipadné hraje roli ve spolupraci

na cirkadiannich zménach hodnot nitroo¢niho tlaku s melatoninem.
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Zvyseny nitrooc¢ni tlak je jednim z nejpodstatnéjSich faktort vzniku glaukomu, poskozeni
zraku, které je druhou nejcastéjsi pfi¢inou slepoty na svété. Vzhledem k popsanému efektu
melatoninu na snizovani hodnoty nitroo¢niho tlaku byly jiz vyvinuty experimentalni modely
glaukomickych mys$i a potkant, u kterych byl pomérné uspéSné melatonin vyuzit v 1écbé
ranych fazi glaukomu (Belforte et al., 2010; Martinez-Aguila et al., 2016). Je tedy otazkou,

zda se tento, zatim teoreticky, terapeuticky postup bude moci uplatnit i u lidi.

4.5. Vnitrni retinalni hodiny a retinalni patofyziologie
Jak jiz bylo detailn¢ popsano vyse, retinalni cirkadianni hodiny reguluji nékolik velmi

diilezitych retinalnich pochodii. Neni proto divu, Ze pozornost védcl se po popsani klicovych
mechanism obratila smérem K vyzkumu moznosti propojeni vnitiniho retinalniho

cirkadianniho systému a patofyziologie retiny.

Bylo naptiklad prokazano, ze retindlni cirkadianni hodiny ovliviluji Zivotnost
fotoreceptorovych bunék pii jejich nepfedvidaném osvétleni silnym svétlem (Organisciak et
al., 2000), protoze ztrata fotoreceptorovych bunék byla vyrazné vyssi v piipadé potkani
vystavenych ndhlému osvétleni v no¢ni cirkadianni fazi nez u potkanii osvétlenych béhem
dne. Studie poskozeni nebo ztraty fotoreceptor pii ndhlém osvétleni v zavislosti
na cirkadiannim rytmu nam zaroven davaji moznost pozorovani pravdépodobnych
mechanismt lidskych retinalnich degeneraci na zvifecich modelech (Organisciak and

Vaughan, 2010).

5. Zaver

VétSina fyziologickych a behaviordlnich funkci ¢lovéka je adaptovana na 24hodinovy
cirkadianni rytmus. Unikétni roli v cirkadidnnim systému, jinak vétSinové fizeném hlavnim
pacemakerem, lokalizovanym v SCN hypotalamu, hraji autonomni oscilatory, naptiklad

autonomni cirkadianni oscilator v retiné.

Cilem této bakalatské prace bylo shrnout védecké poznatky o cirkadiannim systému
Vv retin€é savcul. Z literarni reSerSe vyplynulo, Ze pfestoze nékteré mechanismy jsou jiz velmi
dobfe popsany (napf. molekularni mechanismus zékladni hodinové smycky, ktery dnes
dokdzeme diky strukturni krystalografii popsat téméf na Grovni atomil), o jinych toho vime
doposud velmi malo. Véda se naptiklad shodne na tom, Ze neuromoduléatory syntetizované
Vv retindlnich bunikach jsou kli€ové pro fizeni cirkadidnnich rytmi v retiné, ovSem bylo jiZ
publikovano nékolik riznych modeli konkrétniho mechanismu a zadny neni s velkou

pravdépodobnosti zcela ptesny. Zatimco nékteti prikladaji nejvetsi vyznam melatoninu
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a dopaminu, objevuji se i vysledky, které uvadéji jako hlavni retinalni cirkadianni modulator
GABA. Ukazuje se, zZe cirkadianné¢ ovliviiovany nitroo¢ni tlak mize byt ve svém
patologickém zvysSeni snizen podanim melatoninu, coz by mohlo mit vyuziti v 1écbé
glaukomu u lidi. Velmi rychle se také vyviji vyzkum na poli vlivu modrého svétla
na cirkadianni rytmy. Soucasny svét je zaplnén obrazovkami a displeji mobilnich zafizeni,
jejichz svétlo ovliviiuje cirkadianni rytmicitu uzivatelll, a vyvstavaji tak nové, velmi akutni

otazky, kterymi se véda pred dvaceti lety nemusela zabyvat.

Patrn€é nejvétsi otdzkou v oblasti vyzkumu cirkadianniho systému sitnice zUstavaji
riznorodé vysledky tykajici se lokalizace cirkadidnnich hodin v retiné. V literatufe jsou
publikovany stale nové typy retinalnich bunék, v nichz jsou exprimovany hodinové geny.
Zustava vsak otazkou, které konkrétni buniky tidi specifické cirkadianné regulované retinalni
funkce (napt. fagocytdozu vnéjSich segmentl retiny, podporafotopického a skotopického
vidéni, zmény vizudlni senzitivity a kontrastni citlivosti, zmény hodnot nitroo¢niho tlaku).
Cirkadidnni systém retiny je pravdépodobné jeSté komplexnéjsi, nez se doposud
predpokladalo, a doufejme, ze nas vyzkum v ptistich deseti letech posune v pochopeni jeho

funkei dal.
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