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ABSTRAKT

Gen pro Dexrasl byl objeven po indukci glukokortikoidem dexametazonem v buiikach
tumoru hypofyzy. Dexrasl byl nalezen i v jinych oblastech mozku a v perifernich
organech, avSak pouze v suprachiasmatickych jadrech hypotalamu (SCN), kde sidli hlavni
cirkadianni pacemaker savcti, byla jeho exprese rytmicka. Exprese Dexras! byla ovlivnéna
také stresem, aplikaci amfetaminu ¢i prenatalni expozici alkoholu. Jeho tloha v bunkach
nebyla zatim zcela objasnéna. Bylo zjisténo, ze jeho GTPazova aktivita zavisi na stimulaci
NMDA receptorti a ze pusobi jako aktivator G-proteinové signalizace v buiikach. Také
byla objevena jeho role v homeostaze zeleza u neuront ¢i v regulaci citlivosti hlavniho
cirkadianniho pacemakeru ke svételnym 1nesvételnym synchronizacnim stimulim
z prostiedi v zavislosti na denni dob¢. Cilem nasi studie bylo metodou in situ hybridizace
popsat expresi Dexras] mRNA v mozku potkana béhem ontogeneze a ve vyvoji
pii zrakové senzorické deprivaci. NejCasnéji jsme detekovali expresi Dexras! v mozku
potkana ve 20. embryonalnim dni, a to pouze v SCN a ve ventralnim posteromedialnim
jadre talamu. Az postnatalné¢ se jeho exprese objevovala také v ostatnich senzorickych
strukturach, v motorickych strukturach talamu, v hypotalamickych strukturach podilejicich
se na regulaci vodni homeostazy ¢i ve strukturach limbického systému. Nase vysledky dale
ukazuji, Ze zrakova senzorickd deprivace potlacuje expresi Dexrasl v n€kolika oblastech
zpracovavajicich zrakovy vjem a posiluje jeho expresi v ¢ichovych strukturach.
To naznacuje, ze Dexras] mize hrat roli v procesu, kterym nervovy systém kompenzuje

deprivaci jednoho senzorického systému posilenim jiného.

Klicova slova: Dexrasl, G-protein, mozek, ontogeneze, cirkadidnni systém, zrakova

senzorickd deprivace



ABSTRACT

The Dexrasl gene was identified after induction by glucocorticoid dexamethasone
in pituitary tumor cells. Dexras/ has also been found in other brain regions and
in the peripheral organs but its expression is rhythmic only in the suprachiasmatic nuclei
of the hypothalamus (SCN), where the mammalian main circadian pacemaker is located.
Dexrasl expression was also affected by stress, amphetamine or prenatal alcohol exposure.
Its role in cells has not yet been explained. Dexrasl GTPase activity has been determined
to be dependent on the NMDA receptor stimulation. Dexrasl acts as an activator
of G protein signaling in cells. Its role has been detected in neuronal iron homeostasis or
in the regulation of main circadian pacemaker sensitivity to photic and nonphotic
synchronization cues during the day. The aim of our study was to describe the Dexras!
mRNA expression in the rat brain during ontogeny and during development after visual
sensory deprivation by in situ hybridization. The earliest Dexras! expression was detected
on embryonic day 20, in the rat SCN and the ventral posteromedial thalamic nucleus.
Postnatally, its expression also appeared in other sensory areas, motor thalamic areas,
hypothalamic areas involved in the regulation of water homeostasis, or in limbic system.
Our results further show that the sensory deprivation suppress Dexrasl expression
in several brain areas involved in visual processing and enhance its expression in olfactory
structures. It suggests that Dexras1 could play the role in the process by which the neuronal

system compensates the deprived sensoric system by strengthening of the other.

Key words: Dexrasl, G protein, brain, ontogeny, circadian system, visual sensory

deprivation
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Seznam pouzitych zkratek

AC, AC2 - adenylyl cyklaza (2)

ACBD3 - acyl coenzyme A binding domain 3

AGS, AGSI1 - aktivator G-proteinové signalizace 1 (activators of G protein signaling)
AICD - amyloid precursor protein intracellular domain

AtT-20 buiiky - bunky tumoru hypofyzy mysi domaci

AVP - arginin vasopresin

BdnfIBDNF - brain-derived neurotrofic factor

Bmall/ BMALI1- brain and muscle Arnt-like protein 1

cAMP - cyklicky adenosin monofosfat

CAPON - carboxy-terminal PDZ ligand of nNOS

ccg - hodinami kontrolovany gen (clock-controlled gene)

CKle/d - kasein kinazale/d

Clock/ CLOCK- circadian locomotor output cycles kaput

CRE oblast - cAMP response element

CREB - Ca’"/cAMP response element binding protein

Cryl,2/ CRY1,2 - Cryptochrome 1 a 2

CT14, CT4 - cirkadianni Cas (circadian time)

DD - svételny rezim stalé tmy (dark-dark cycle)

Dexrasl - dexamethasone-induced Ras-related protein 1

dmSCN - dorsomedialni ¢ast suprachiasmatickych jader

DMTT - transportér pro divalentni ionty (divalent metal transporter 1)

EO0, E20 - 0. anebo 20. den embryonalniho vyvoje (embryonic day)

EAE - experimentalni autoimunitni encefalomyelitida

ERK1/2 - extracelularnim signalem regulované kindzy 1 a 2 (extracellular signal-regulated kinase)
Gui/o podjednotka - a podjednotka Gj,-proteinu

GDP - guanosin difosfat

GPCR - receptor sprazeny s G-proteinem (G protein coupling receptor)

GRE - glucocorticoid response element

GTP - guanosin trifosfat

IGF, IGF-1 - insuline-like growth factor (1)

LD - svételny rezim svétlo-tma (light-dark cycle)

MAPK - mitogenem aktivovana protein kinaza (mitogen-activated protein kinase)
NMDA receptory - N-methyl-D-aspartatové receptory

nNOS - neuronalni NO syntaza (neuronal nitric oxid synthase)

NO - oxid dusnaty

NOSI1ARP - nitric oxid synthase 1 adaptor protein

Npas?2 - neuronal PAS domain-containing protein 2

P1, P5, P10, P60... - 1., 5., 10., 60. postnatalni den (postnatal day)

PACAP - pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide

PAP7 - peripheral benzodiazepine receptor-associated protein

PDZ-doména - PSD-95/discs-large/Z0O-1 domain

Perl,2/ PER1,2 - Period 1 a 2

PKA - protein kinaza A

PKCS$ - protein kinaza Co

PTB(2) doména - doména vazajici fosfotyrosin (phosphotyrosine-binding domain)
Rgs16/RGS16 - regulator G-proteinové signalizace 16 (regulator of G protein signaling 16)
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RHT - retinohypotalamicky trakt

Rora/ RORa - retinoic acid-related orphan receptor o.
SCN - suprachiasmaticka jadra (suprachiasmatic nuclei)
UTP - uridin trifosfat

VIP - vasoaktivni intestinalni peptid

VvISCN - ventrolateralni ¢ast suprachiasmatickych jader

Seznam pouzitych zkratek mozkovych struktur

AD - anterodorsalni jadro talamu (anterodorsal thalamic nucleus)

AOE - vngjsi ¢ast anteriorniho olfaktorického jadra (anterior olfactory nucleus, external part)

AOQOP - posteriorni ¢ast anteriorniho olfaktorického jadra (anterior olfactory area, posterior part)
AOVP - ventroposteriorni ¢ast anteriorniho olfaktorického jadra (anterior olfactory area,
ventroposterior part)

AVDM - dorsomediélni ¢ast anteroventralniho jadra (anteroventral thalamic nucleus, dorsomedial
part)

BLA - anteriorni ¢ast basolateralniho amygdaloidniho jadra (basolateral amygdaloid nucleus,
anterior part)

DC - dorsalni kochlearni jadro (dorsal cochlear nucleus)

DEn - dorsalni endopiriformni jadro (dorsal endopiriform nucleus)

DLG - dorsalni ¢ast lateralniho genikulatniho jadra talamu (dorsal lateral geniculate nucleus)
dmSCN - dorsomedialni ¢ast suprachiasmatickych jader (dorsomedial suprachiasmatic nucleus)
FrA - frontalni asociacni klira (frontal association cortex)

GrDG - granularni vrstva gyru dentatu (granular layer of the dentate gyrus)

HDB - diagonalni skupina jader olfaktorického horizontalniho limbu (nucleus of the horizontal
limb of the diagonal band)

LaDL - dorsolateralni cast lateralniho amygdaloidniho jadra (lateral amygdaloid nucleus,
dorsolateral part)

LOT?2 - druha vrstva jadra lateralniho olfaktorického traktu (nucleus of the lateral olfactory tract,
layer 2)

LSI - intermedialni ¢ast lateralniho septalniho jadra (lateral septal nucleus, intermediate part)
MeAV - anteroventralni ¢ast medidlniho amygdaloidniho jadra (medial amygdaloid nucleus,
anteroventral part)

MGV - ventralni ¢ast medialniho genikulatniho jadra (medial geniculate nucleus, ventral part)
PalLM - lateralni magnocelularni ¢ast paraventrikularniho jadra hypotalamu (paraventricular
hypothalamic nucleus, lateral magnocellular part)

Pir2 - druha vrstva piriformni kiiry (piriform cortex, layer 2)

PVA - anteriorni ¢ast paraventrikularniho jadra talamu (paraventricular thalamic nucleus, anterior
part)

RSG - retrosplenialni granularni kiira (retrosplenial granular cortex)

RtTg - retikulo-tegmentalni jadro Varolova mostu (reticulotegmental nucleus of the pons)

SFO - subfornikalni organ (subfornical organ)

SNCD - dorsalni ¢ast substantia nigra pars compacta (substantia nigra, compact part, dorsal tier)
SO - supraoptické jadro (supraoptic nucleus)

SuVe - superiorni vestibularni jadro (superior vestibular nucleus)

VA - ventralni anteriorni jadro talamu (ventral anterior thalamic nucleus)

VCI - ventralni ¢ast klaustra (ventral part of claustrum)

VL - ventrolateralni jadro talamu (ventrolateral thalamic nucleus)



vISCN - ventrolateralni ¢ast suprachiasmatickych jader (ventrolateral suprachiasmatic nucleus)
VMHVL - ventrolateralni ¢ast ventromedidlniho jadra hypotalamu (ventromedial hypothalamic
nucleus, ventrolateral part)

VPL - ventralni posterolaterdlni jadro (ventral posterolateral thalamic nucleus)

VPM - ventralni posteromedialni jadro talamu (ventral posteromedial thalamic nucleus)

VTT2 - druha vrstva ventralni tenia tecta (ventral tenia tecta, layer 2)



1. UVOD

Dexrasl je mald GTPaza, kterd byla poprvé objevena po aplikaci kortikosteroidu
dexametazonu do bun¢k tumoru hypofyzy (Kemppainen & Behrend, 1998). Jeji expresi
v mozku Ize rychle indukovat také injekci amfetaminu (Schwendt & McGinty, 2010).
Exprese Dexrasl byla dale nalezena také v srdci, jatrech, ledvinach, plicich a jinych
perifernich organech (Kemppainen & Behrend, 1998; Fang et al., 2000). Rytmicky je vSak
Dexrasl exprimovan pouze v suprachiasmatickych jadrech hypotalamu (Panda et al.,
2002; Takahashi et al., 2003; Hahnova et al., 2016), kde je uloZeny hlavni cirkadianni
pacemaker savcu (Stephan & Zucker, 1972; Ralph & Menaker, 1988; Ralph et al., 1990).
Zde Dexrasl zastava ulohu v regulaci citlivosti cirkadianniho pacemakeru na svételné
i nesvételné synchronizaéni stimuly béhem dne (Cheng et al., 2004, 2006; Koletar et al.,
2011; Bouchard-Cannon & Cheng, 2012), které sefizuji fyziologické, metabolické,
imunologické, ale také behaviordlni funkce s denni dobou. Doposud byly zjiStény jeste
dalsi role Dexrasl v bunikdch, naptiklad v udrzovani homeostdzy vnitrobunééného zeleza
(Cheah et al., 2006; Chen et al., 2013, 2015; White et al., 2016), v indukci adipogeneze
fizené glukokortikoidy (Cha et al., 2013) ¢i ve specifické aktivaci signalizace tfizené pies
Gjo-proteiny bez aktivace receptord sptazenych s témito G-proteiny (Graham et al., 2002,

2004; Nguyen & Watts, 2005; Harrison & He, 2011).
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2. LITERARNI PREHLED

2.1 Struktura, lokalizace, signalizace a uloha Dexras1 v organismu

Dexras] (dexamethasone-induced Ras-related protein 1) je mald GTPaza, jejiz exprese
byla poprvé identifikovana po indukci syntetickym glukokortikoidem dexametazonem
v bunécné linii AtT-20 mysSiho hypofyzarniho tumoru, ktera vylucuje adenokortikotropni
hormon (Kemppainen & Behrend, 1998). Mysi Dexrasl vykazuje 97% homologii
s potkanim Dexrasl a velmi podobnou sekvenci ma i lidsky Dexrasl lokalizovany
na chromozomu 2q32 (Cismowski et al., 1999, 2000; Graham et al., 2001). Dexrasl byl
nalezen také u Drosophila melanogaster, u kvasinek Saccharomyces cerevisiae a
u had’atka Caenorhabditis elegans (Cismowski et al., 2000, 2001; Graham ef al., 2001).

Exprese Dexras] mRNA u mysi byla identifikovdna v mozku, srdci, jatrech a
ledvinach (Kemppainen & Behrend, 1998). U potkanti byla navic naméfend i v plicich,
slezin€, kosternim svalstvu a varlatech (Fang et al., 2000). Studie Fanga a kolegt (2000)
také popisuje expresi Dexrasl v mozku metodou in situ hybridizace. Autofi identifikovali
nejvyssi expresi Dexras] mRNA vkortexu, v piidatném olfaktorickém jadre,
supraoptickém jadie, v CA1 a CA2 oblastech hipokampu, v gyru dentatu a v Purkynovych
buitkdch mozecku. Nizs§i expresi Dexrasl nalezli v talamu, v substantia nigra pars
compacta a v CA3 oblasti hipokampu.

Dexrasl byva nekdy oznacovan jako Rasdl, protoze je diky 35% homologii zafazen
do superrodiny Ras, zahrnujici malé G proteiny. V sekvenci proteinu Dexras] byly zjiStény
vysoce konzervované domény pro vazbu a hydrolyzu guanosin trifosfatu (GTP), vazebna
oblast pfitomna na P smycce pro fosfat/magnesium a charakteristicky CAAX motiv na C-
konci (Kemppainen & Behrend, 1998; Cismowski et al., 2000). Od ostatnich ¢lent
superrodiny se vSak Dexrasl odliSuje C-koncem delSim o 7 kDa a tedy vétsi velikosti
(celkové méa 31kDa). Na prodlouZzeném C-konci se nachdzi oblasti pro vazbu
s adaptorovymi proteiny FE65 a CAPON (z angl. carboxy-terminal PDZ ligand of nNOS;
nekdy oznaCovany jako NOSIAP z angl. nitric oxid synthase 1 adaptor protein), jez
zprostiedkovavaji unikatni signalizaci indukovanou Dexrasl (Jaffrey et al., 1998; Fang et

al., 2000; Lau et al., 2008).

2.1.1 Signalizace Dexrasl
V bunécnych lyzatech mozku byla zjisténa selektivni vazba C-konce Dexras1 k doméné

vazajici fosfotyrosin (PTB; z angl. phosphotyrosine-binding domain), nachazejici se na N-
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konci cytoplazmatického proteinu CAPON. Jelikoz souCasné¢ C-terminalni doména
proteinu CAPON interaguje s PDZ doménou (z angl. PSD-95/discs-large/Z0O-1) na N-
konci neurondlni NO syntazy (nNOS), dochdzi ktvorbé ternarniho komplexu
nNOS/CAPON/Dexras1, ktery usnadiuje aktivaci GTPazové aktivity Dexrasl (Jaffrey et
al., 1998; Fang et al., 2000). Oxid dusnaty (NO) vytvofeny nNOS nitrosyluje sulfanylovou
skupinu cysteinull v Dexrasl na nitrosothiolovou skupinu, ¢imz iniciuje vymeénu
vazaného guanosin difosfatu (GDP) na Dexrasl za GTP a tedy aktivaci Dexrasl (Lander et
al., 1995; Fang et al., 2000; Jaffrey et al., 2002). Navic v korovych neuronech potkana
bylo prokéazano, Ze tato aktivace Dexras] je regulovana aktivaci glutamatovych N-methyl-
D-aspartatovych receptori (NMDA), o nichz je znamo, Ze se mohou vazat pies adaptorovy
protein PSD-95/93 k nNOS (obr. 1)(Kornau et al., 1995; Brenman et al., 1996; Fang et al.,
2000). Vapnik, vstupujici NMDA receptory do bunky, se vaze na kalmodulin a komplex
vapnik/kalmodulin iniciuje nNOS k tvorbé NO (Bredt & Snyder, 1990; Fang et al., 2000).

NMDA Catt
Receptor ¥

PSDas
mem bram
]
0

cytoplasma k)

Cat++ kalrmodulin

transdukce signalu

Obr. 1: Aktivace Dexrasl zavisi na stimulaci NMDA receptorii. Stimulované NMDA
receptory propousti do buiiky vdpenaté ionty, které ve vazbé na kalmodulin podporuji

aktivaci GTPazové aktivity Dexrasl rizenou NO (Prevzato z Fang et al., 2000).

2.1.1.1 Signalizace Dexrasl pres heterotrimerni G-proteiny

Protein Dexrasl byva také fazen do rodiny aktivatorii G-proteinové signalizace (AGS),
které funguji nezavisle na aktivité receptor spfazenych s G-proteiny (GPCR). Diky této
funkci byl objeven lidsky homolog Dexrasl, ktery byl oznacen jako AGS1 (Cismowski et
al., 1999). Bylo ukazéno, Ze Dexrasl aktivuje signalizaci pfes heterotrimerni G-proteiny,
nezavisle na aktivaci GPCR vazbou agonisty. Dexrasl se vaze k a podjednotce Gijo-
proteinu (Ggj,) s navazanym GDP (Cismowski et al., 2000, 2001, Graham et al., 2002,
2004; Nguyen & Watts, 2005; Harrison & He, 2011) a ziejm¢ usnadnuje jeho vymeénu
za GTP, ¢imZ podporuje disociaci podjednotek Gi-proteinu na Ggio-GTP a Ggy komplex
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(Cismowski et al., 2000, 2001, Graham et al., 2002, 2004; Takesono et al., 2002). Dexrasl
zustava pravdépodobné navazan na G, podjednotce (Cismowski et al., 2000; Graham et
al., 2004) a aktivuje signalizaci fizenou Gy, podjednotkou, naptiklad inhibi¢ni ucinek
na aktivitu adenylyl cyklazy (AC), vedouci k poklesu produkce cyklického adenosin
monofosfatu (CAMP) (Graham et al., 2004; Harrison & He, 2011) a k atlumu transkripce
gend zéavislé na cAMP. Tento inhibi¢ni vliv Dexrasl na transkripéni aktivitu CREB
(z angl. Ca’*/cAMP response element binding protein) by mohl mit dlezity vyznam
v mnoha fyziologickych procesech (Graham et al., 2004). Dexrasl je také schopen
aktivovat signalizaci fizenou Gg, komplexem, nezivisle na aktivaci GPCR vazbou
agonisty; konkrétn¢ bylo prokazano, ze Dexrasl specificky spousti ERKI1,2/MAP-
kindzovou drahu (extracelularnim signalem regulované kinazy 1 a 2; MAPK - mitogenem
aktivovana protein kindza)(Graham et al., 2002; Nguyen & Watts, 2005).

Vazbou Dexrasl k Ggio podjednotce a disociaci podjednotek Gij-proteinu brani
Dexrasl znovu utvofeni heterotrimerniho komplexu Gj,-proteinu a blokuje tak aktivaci
signalizace pfes Gj-proteiny stimulované vazbou agonisty k membranoveé vazanym GPCR
(Graham et al., 2002; Takesono et al., 2002; Nguyen & Watts, 2005). Dexrasl timto
mechanismem inhiboval naptiklad Gg,-fizenou aktivaci dovniti usmérnujicich draselnych
kanalt stimulovanou aktivaci spfazenych acetylcholinovych muskarinovych receptort typu
M, v in vitro podminkéch (Takesono et al., 2002). Jina studie demonstrovala inhibi¢ni vliv
Dexras1 na aktivitu AC2, stimulované vazbou agonisty k GPCR, nejen potlacenim Gg,-
fizené aktivace protein kinazy Cd (PKC9), ktera ma stimulacni G¢inek na aktivitu AC2, ale
také signifikantnim sniZenim autofosforylace PKCo, vedoucim ke ztraté jejich
katalytickych schopnosti (Nguyen & Watts, 2006).

Vyse uvedené studie prokazuji, Ze Dexras] blokuje signalizaci pies receptory sprazené
s Gi-proteiny, ba dokonce sadm miliZze spoustét konkurencni signalizani drédhy ptes
aktivaci heterotrimernich Gj,-proteinii nezavisle na stimulaci GPCR. N¢které studie proto
dale zkoumaly vliv Dexrasl na signalizaci tfizenou pies Ggoip-proteiny. Nguyen a Watts
(2006) demonstrovali, ze Dexrasl neovliviluje Gggoi- Tizenou akumulaci cAMP
zpiisobenou aktivaci AC2 po stimulaci [-adrenergnich receptori a ze Dexrasl
pravdépodobné nenarusuje aktivaci Gggoir podjednotky ptes agonistou stimulovany GPCR
(Nguyen & Watts, 2006). Harrison a He (2011) navic zjistili, ze Dexrasl se v bunéénych
lyzatech striata mysi nevaze k Gggolr podjednotce, ptestoze tlumi aktivaci AC fizenou
Gus/oif podjednotkou, aktivovanou pies dopaminovy receptor typu D1 (Harrison & He,

2011). Obe¢ studie tedy prokazaly, Ze Dexrasl nekompetuje s GPCR o vazbu
13



na Ggy/oir podjednotce, na rozdil od vazby Dexrasl s Ggi, podjednotkou (Graham et al.,
2002). Pozorovany inhibi¢ni ucfinek Dexrasl na aktivitu AC byl pravdépodobné
zprostiedkovan pies interakci Dexrasl s Gy podjednotkou, vedouci k aktivaci Ggjjo-fizené
signalizace nezavisle na aktivaci pfes GPCR. A proto dosud jedinym znamym zplisobem,
jak muze Dexrasl tlumit Ggge-proteinem fizenou signalizaci, je cestou aktivace

protichiidné Gy;,-fizené signalizace nezavisle na aktivaci GPCR (Harrison & He, 2011).

2.1.2 Dexrasl a glukokortikoidy

V promotoru genu pro lidsky Dexrasl byly nalezeny tii regulacni sekvence
pro glukokortikoidy (GRE, z angl. glucocorticoid response element) (Kemppainen et al.,
2003). Pavodni prace ukézaly, ze synteticky analog dexametazon a kortikosteron
indukovaly expresi Dexrasl v mySich buiikdch AtT-20, ostatni endogenni steroidy vSak
jeho expresi neovlivnily (Brogan et al., 2001). Spolu s poznatky o negativni zpétné vazbe
glukokortikoidli na sekreci adenokortikotropniho hormonu z adenohypofyzy, tato data
naznacuji moznou Ucast Dexrasl v této zpétnovazebné regulaci produkce glukokortikoidii
(Phillips & Tashjian, 1982; Brogan et al., 2001). Tuto hypotézu podporuji i vysledky
studie Greenwooda a kolegli (2016) ktefi ukazali, ze rychla indukce Dexras! v mysich
buiikdch AtT-20 po aplikaci dexametazonu zdvisi na signalizacnich drahéach fizenych
glukokortikoidnimi receptory a Ze Dexrasl je schopny v hypotalamu potlacit transkripci
gent fizenou CREB v reakci na ptisobeni stresorti (Greenwood et al., 2016).

Cha a spolupracovnici (2013) zjistili, Ze Dexrasl ftidi adipogenezi spojenou
s glukokortikoidy, protoZe je nezbytny pro diferenciaci preadipocytii v adipocyty. Tyto
poznatky o souvislosti Dexras! s obezitou nabizi moZnost 1é¢by obezity farmakologickymi

inhibitory Dexras1 (Cha et al., 2013).

2.1.3 Uloha Dexrasl v patologii centralniho nervového systému

Vysledky nékolika studii naznacuji moZnou tlohu Dexrasl v patologiich
neurodegenerativnich poruch, ale i ve vyvoji neuronalnich mechanisma drogové zavislosti,
¢imz pravdépodobné odkryvaji novou oblast z4jmu s klinickym vyznamem.

Studie Lau a kolegli (2008) ukazala roli Dexrasl v patogenezi Alzheimerovy choroby.
Autofi studie objevili v korovych neuronech potkana interakci C-konce Dexrasl s PTB2
doménou na proteinu FE65 (Lau et al., 2008) a prokazali, ze vétSina Dexrasl vazaného
k FE65 se translokuje do jadra, kde potlacuje transkripci genl fizenou AICD (z angl.
amyloid precursor protein intracellular domain), naptiklad glykogen syntazy kinazy 33
(von Rotz et al., 2004; Lau et al., 2008), jejimz substratem je tau protein (Lovestone et al.,
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1994; Takashima et al., 1998). Autofi studie dale zjistili, ze fosforylace tyrosinu547
v PTB2 domén¢ FE65 vede ke snizené schopnosti Dexras1 vazat se k FE65 a tedy posiluje
transkripci genti fizenou FE65-AICD (Lau ef al., 2008), vedouci ke zvySené fosforylaci tau
proteinu (Kim et al., 2003).

Akumulace vnitrobunécného zeleza byva také Casto spojovana s neurodegenerativnimi
poruchami (Thomas & Jankovic, 2004). Naptiklad u pacienti s Parkinsonovou chorobou
byla v dopaminergnich neuronech substantia nigra pars compacta zjiSténa vysoka hladina
vnitrobunécného zeleza (Dexter et al., 1989; Hirsch et al., 1991) spolu se zvySenou expresi
transportéru pro divalentni ionty (DMT1, z angl. divalent metal transporter 1) (Salazar et
al., 2008). Cheah a kolegové (2006) ukazali, ze se Dexrasl vaze pomoci adaptorového
proteinu PAP7 (z angl. peripheral benzodiazepine receptor-associated protein) k DMTI,
leZicimu v plazmatické membrané¢ mySich neurontl, a fidi tak vychytavani zeleznatych
iontt do bunék (Cheah ef al., 2006). White a spolupracovnici (2016) objevili v neuronech
mysiho hipokampu interakci Dexrasl, aktivovaného drahou NMDA-nNOS-NO (Fang et
al., 2000; Jaffrey et al., 2002), s DMT1 v lysosomalni membrané, pies adaptorovy protein
ACBD3 (z angl. acyl CoA binding domain 3), podporujici transport Zeleznatych iontii
skrze DMT1 z lysosomu do cytosolu buniky (White et al., 2016). Spole¢né tyto studie
naznacuji, ze Dexrasl fidi pfepravu zeleznatych iontd v neuronech a podili se tak
na akumulaci Zeleznatych iontl v buiice. Nevazané Zeleznaté ionty v neuronech vyznamné
pfispivaji k tvorbé volnych hydroxylovych radikali, piisobicich oxidaéni stres (Gutteridge,
1994; Garrick et al., 2006) a naslednou bunécnou smrt neuronti (Cheah et al., 2006).
Neurotoxicitu fizenou Dexraseml a NMDA receptory se podafilo potlacit genetickou
deleci Dexrasl u mysi (Chen et al., 2013), anebo selektivni chelataci Zeleza v kulturach
primarnich korovych neuronil potkana (Cheah et al., 2006). Chen a spolupracovnici (2015)
nedavno zjistili, Ze protein kinaza A (PKA) specificky fosforyluje Dexras] na serinu253,
¢imz pravdépodobné pozméni strukturu Dexrasl, vedouci k zastinéni cysteinull, jenz
brani S-nitrosylaci Dexrasl, fizené drahou NMDA-nNOS-NO, u HEK293T bunék (Chen
et al, 2015). Tato studie dale prokazala, ze Dexrasl se primarné vyskytuje ve
fosforylovaném stavu, ale S-nitrosylace pravdépodobné nastdva piednostné na
nefosforylovaném Dexrasl. PKA tedy inhibuje pfepravu Zeleza fizenou Dexrasl (Chen et
al., 2015). Spole¢né tyto studie nabizi moznou ulohu pfipadnych inhibitori Dexrasl
v terapii  neurodegenerativnich poruch spojenych s akumulaci Zeleznatych ionth

v neuronech.
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Dexrasl je také spojovan s vyvojem experimentdlni autoimunitni encefalomyelitidy
(EAE) potkand, ktera se pouziva jako experimentalni model roztrousené sklerozy (Briick
& Stadelmann, 2005; Gao et al, 2010). Tuto autoimunitni chorobu doprovazi
demyelinizace axonti koncici paralyzou (Briick & Stadelmann, 2005). U potkant trpicich
EAE byla nalezena signifikantné¢ zvysSend exprese Dexras! v neuronech hipokampu a
kalézniho telesa, ale také v oligodendrocytech pateini michy. V téchto oblastech byla
nalezena v kolokalizaci s apoptotickym markerem kaspazou 3, ale také s up-regulovanou
nNOS nebo s up-regulovanym CAPON. Tato zjisténi tedy naznacuji, ze by se ternarni
komplex nNOS/CAPON/Dexrasl mohl pravdépodobné tucastnit apoptotického procesu
v centralnim nervovém systému pii vyvoji EAE (Gao et al., 2010).

Nedavno Schwendt a McGinty (2010) demonstrovali roli Dexras] v utvafeni drogové
zavislosti. Autofi studie pozorovali, Ze intraperitonealni podani jediné davky amfetaminu
(2,5 mg/kg) docasn¢ indukovalo selektivni narlst exprese Dexrasl v prefrontalni kiife
potkana, naméteny 3 hodiny od aplikace. Opakované podani mensi davky amfetaminu také
vyvolalo v prefrontdlni kiife potkanii up-regulovanou expresi Dexrasl. Jelikoz
psychostimulanty ovliviiuji dopaminergni systém v mozku (Cabib et al., 1991), zamé¢fili se
autofi studie také na jeho vliv na amfetaminem indukovanou expresi Dexras! a zjistili, ze
exprese Dexrasl v prefrontalni kife je ziejme regulovana pres dopaminové receptory typu
D2 a casteéné i1 pres glukokortikoidni receptory. Dexrasl se ziejmé prostfednictvim
regulace G-proteinové signalizace v kife podili na vytvofeni neuroadaptacnich
mechanisml ménicich citlivost neuronti k psychostimulantim a tedy na utvafeni drogové

zévislosti na psychostimulantech (Schwendt & McGinty, 2010).

2.2 Cirkadianni systém

Vnitini cirkadianni systém fidi nacasovani chovani Zivocichi a také vSech
fyziologickych 1 biochemickych procest v téle s denni dobou. Vysledkem jsou cirkadianni
rytmy v télesné teploté, cyklu spanku a bdéni, v produkci a sekreci hormont, v kolisani
krevniho tlaku, v regulaci metabolismu gluk6zy ¢i v imunitnich odpovédich organismu
(Coogan & Wyse, 2008; Hasler et al., 2010; Kalsbeek et al., 2014; Gubin et al., 2017).
Cirkadianni rytmy se opakuji s pfiblizné 24hodinovou periodou, jejiz délku urcuje
endogenni molekuldrni mechanismus vnitinich hodin a k ptfesné 24hodinové periodé€ jsou

pfizplisobovany pravidelnym stfidanim svétla a tmy béhem dne a noci.
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Vnitini  hodiny savcti  zahrnuji  hlavni cirkadidnni  pacemaker, ktery sidli
v suprachiasmatickych jadrech ptedniho hypotalamu (SCN) (Stephan & Zucker, 1972;
Ralph & Menaker, 1988; Ralph et al, 1990), dale podiizené periferni cirkadidnni
oscilatory v orgdnech a tkénich (Yamazaki et al., 2000; Storch et al., 2002) a autonomni
cirkadianni oscilatory v sitnici (Ruan et al., 2006; Tosini et al., 2007; Baba et al., 2010) a
v ¢ichovych lalocich (Abe et al., 2002; Granados-Fuentes et al., 2004). Jelikoz kazda
bunka lidského téla, véetné bezjaderného erytrocytu (O’Neill & Reddy, 2011), obsahuje
vlastni cirkadianni oscildtor, hlavni cirkadianni pacemaker musi svymi elektrickymi,
endokrinnimi ¢i metabolickymi signaly synchronizovat tkanoveé specifické oscilatory
s denni dobou (Buijs et al., 1999; Storch et al., 2002; Kalsbeek et al., 2004).

SCN potkana obsahuji ptiblizn¢ dvacet tisic neuronti (Van den Pol, 1980) a byvaji
funkéné rozdélovana na ventrolateralni ¢ast (vISCN; anglicky ,,core”) a dorsomedidlni
cast (dmSCN; anglicky , shell”), protoze neurony VvISCN pfednostné syntetizuji
vasoaktivni intestindlni peptid (VIP) a gastrin releasing peptid, zatimco neurony dmSCN
nejsilngji exprimuji arginin vasopresin (AVP) (Moore et al., 2002). Neurony vISCN
pfijimaji informaci svétle pfimo ze sitnice vedenou ptes retinohypotalamicky trakt (RHT)
(Moore et al., 1995; Gooley et al., 2001; Gamlin et al., 2007), ale také nepiimo pies
genikulohypotalamicky trakt z intergenikulatnich listkti talamu, které jsou také piimo
spojené se sitnici (Moore & Card, 1994; Moore et al., 2000). Neurony dmSCN jsou

na rozdil od neuronti vISCN vnitin¢ rytmické (Dardente ef al., 2002; Moore et al., 2002).

2.2.1 Molekularni mechanismus cirkadiannich hodin

Provazanost oscilaci posttranslacnich modifikaci proteini se zpétnovazebnymi
transkripéné-translaénimi smyckami hodinovych genti a jejich proteinovych produkti
utvaii endogenni molekuldrni mechanismus sav¢€ich cirkadiannich hodin, udavajici délku
volné béZici periody cirkadidnnich rytmi.

Na zacatku subjektivniho dne proteiny hodinovych genl Clock (z angl. circadian
locomotor output cycles kaput) a Bmall (z angl. brain and muscle Arnt-like protein 1)
spolecné v jadie utvari heterodimer CLOCK:BMALL, ktery vazbou na E-box v promotoru
hodinovych genll Period 1,2 (Perl,2) a Cryptochrome 1,2 (Cryl,2) spousti jejich
transkripci (Gekakis et al., 1998). B€hem subjektivniho dne se vytvotfené proteiny PER1,2
a CRY1,2 hromadi v cytoplasmé a utvaii heterodimery. Postupné se oba typy heterodimert
spojuji v multimerni komplexy s kasein kindzou 1¢/6 (CKle/o), ktera je fosforyluje

(Vielhaber et al., 2000; Akashi et al., 2002; Eide et al., 2002; Lee et al., 2009; Etchegaray
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et al., 2010). Fosforylace podporuje translokaci komplexti do jadra, kde béhem vecera
zpétnovazebné inaktivuji heterodimer CLOCK:BMALI, a tim i vlastni transkripci (Zylka
et al., 1998; Griffin et al., 1999; Kume et al., 1999; Vitaterna et al., 1999; Vielhaber et al.,
2000; Eide et al., 2002; Yu et al., 2002). Ke konci subjektivni noci jsou proteiny PER1,2 a
CRY1,2 fosforylovany kindzami CKle/6 a protein kinazou aktivovanou adenosin
monofosfatem, nésledné jsou ubikvitinovany a degradovany - v pfipadé PERI,2
v proteazomu (Akashi et al., 2002; Eide et al., 2005), v ptipad¢ CRY1,2 v komplexu
s SCF E3 ubikvitin ligazou obsahujici FBXL3 (Eide et al., 2002; Busino et al., 2007;
Siepka et al., 2007). Degradace negativnich elementd PER1,2 a CRY1,2 umozni opét
obnovit aktiva¢ni heterodimer CLOCK:BMALI1 (Hastings et al., 1999; Kume et al., 1999;
Field et al., 2000; Shearman ef al., 2000).

Jelikoz heterodimer CLOCK:BMALI dale fidi také transkripci hodinovych genit Rev-
erba a Rora (z angl. retinoic acid-related orphan receptor a), jejichz proteinové produkty
zpétnovazebné reguluji transkripci genu Bmall, utvari se sekundarni zpétnovazebna
transkripcné-translaéni smycka (obr. 2)(Preitner et al., 2002; Guillaumond et al., 2005;
Takeda et al., 2012). Proteiny REV-ERBa a RORa maji opacny U¢inek na Bmall a
kompetuji spolu o vazbu k RORE sekvenci v promotoru genu Bmall (Giguére et al., 1994;
Preitner et al., 2002). REV-ERBa transkripci genu Bmall potlacuje, zatimco RORa ji
aktivuje (Preitner et al., 2002; Guillaumond et al., 2005). Cely mechanismus jesté dopliuje
pfima interakce N-koncového motivu LXXLL proteinu PER2 s lysinem456 v doméné
vazajici ligand proteinu REV-ERBo. Takto muze protein PER2 regulovat genovou
transkripci fizenou REV-ERBa a precizné synchronizovat obé zpétnovazebné

transkripéné-translaéni smycky (Schmutz et al., 2010).
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Obr. 2: Schéma molekuldrniho mechanismu savcich cirkadiannich hodin. Heterodimery
CLOCK:BMALI aktivuji transkripci hodinovych genii Perl,2, Cryl,2, Rev-erbo. a Rora
i genit kontrolovanych hodinami (ccg; z angl. clock-controlled genes). Proteinové produkty
PERI1,2 a CRYI1,2 utvari negativni zpétnovazebnou smycku, REV-ERBo. a RORa tvori
sekundarni zpétnovazebnou smycku regulujici transkripci genu Bmall. Nacasovani téchto
smycek hodinového mechanismu ridi fada posttranslacnich modifikaci tak, aby se utvarela
endogenni  24hodinova perioda cirkadiannich rytmu (Prevzato a upraveno
z http://www.hhmi.org/research/molecular-and-genetic-analysis-mammalian-circadian-

clocks dne 30. 6. 2017).

Pfi absenci hodinového genu Clock mulze jeho funkci v pfednim mozku pievzit
hodinovy gen Npas2 (z angl. neuronal PAS domain-containing protein 2), jehoz
proteinovy produkt se vaze k BMALI1 a tvofi heterodimer NPAS2:BMALI (Reick et al.,
2001; DeBruyne et al., 2007). Transkripce genu Npas2 je pod kontrolou proteint REV-
ERBa a RORa, které¢ se podobné jako u Bmall vazi k RORE sekvencim v promotoru
genu. AvSak afinita obou proteini k NPAS2 je niz§i a navic REV-ERBa nemuze plné
inhibovat transkripci Npas2, proto pouze blokuje aktivacni i€¢inek RORa (Crumbley et al.,

2010). Tento kompenza¢ni mechanismus udrzujici endogenni oscilace cirkadidnnich hodin
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je prednosti hlavniho cirkadianniho pacemakeru (DeBruyne ef al., 2007; Crumbley et al.,
2010).

Fazové posuny mezi jednotlivymi transkripénimi smyckami utvari 24hodinovou
periodu cirkadiannich rytma. Hladiny mRNA pro Perl,2 a Cryl,2 jsou v antifazi oproti
hladin¢ mRNA pro Bmall a vykazuji vysokou amplitudu béhem dne, zatimco transkripce
genu Bmall nariistd béhem tmavé faze dne a rano vlivem zvySujiciho se inhibi¢niho
pusobeni proteinu REV-ERBa klesa (Zylka et al., 1998; Field et al., 2000; Shearman et al.,
2000; Guillaumond et al., 2005).

Hodinovy mechanismus fidi, mimo exprese hodinovych geni, také expresi
tzv. hodinami  kontrolovanych genli, napiiklad genu pro AVP. Heterodimer
CLOCK:BMALI1 se také vtomto piipadé véaze k E-box sekvenci promotoru genu
pro AVP, ¢imz rytmicky spousti jeho transkripci. Podobné jako u regulace transkripce
hodinovych genit Perl,2 a Cryl,2, Gtlum transkripce genu pro AVP zprostiedkovavaji
proteiny PER1,2. Proto hladiny mRNA pro AVP v SCN osciluji s 24hodinovou periodou,
s maximem béhem dne a minimem v noci (Jin et al., 1999). Hlavni cirkadidnni pacemaker
muze témito regulacemi ovliviiovat nacasovani riznych tkanové specifickych funkeci

v organismu.

2.2.2 Uloha Dexrasl v cirkadiannim systému

Dexrasl je rytmicky exprimovan v mySim SCN i v SCN potkana (Panda et al., 2002;
Takahashi et al., 2003; Hahnova et al., 2016), s vyssi hladinou béhem casné subjektivni
noci (CT14; z angl. circadian time) a jeho exprese tedy vykazuje podobny cirkadianni
rytmus jako genova exprese Bmall. Geneticky knock-out obou genit Cry vede ke ztraté
rytmu v expresi Dexrasl a dokazuje, ze Dexrasl je tzv. hodinami kontrolovany gen
(Takahashi et al., 2003). Na rozdil od SCN, exprese Dexras] namétend v hipokampu,
v ktite, ale také v jatrech ¢i v srdci nevykazuje cirkadidnni rytmus (Takahashi et al., 2003;
Hahnova et al., 2016).

Studie Cheng a kolegi (2004) ukazala, ze Dexrasl ovlivitluje délku periody
cirkadianniho rytmu. Dexrasl potlacuje citlivost cirkadianniho pacemakeru k nesvételnym
stimuliim a zaroven posiluje jeho citlivost ke svételnym stimulim (Cheng et al., 2004).
Spolecnym vysledkem i dalSich studii bylo zjisténi, Ze u zvifat s genetickou deleci Dexrasi
se zvySuje odpovéd’ cirkadidnniho systému na nesvételné stimuly (Cheng et al., 2004;

Koletar et al., 2011; Bouchard-Cannon & Cheng, 2012). Pozd¢jsi studie t¢hoz autora a
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spolupracovniki (2006) dale odhalila roli Dexras] ve vratkovani citlivosti cirkadianniho
pacemakeru na svételné podnéty z prostiedi (Cheng et al., 2006).

Svétlo je =zasadnim synchroniza¢nim stimulem (némecky Zeitgeber) savcich
cirkadiannich hodin, slouzicim k sefizeni vnitini faze cirkadianniho pacemakeru s ¢asem
v okolnim prostiedi (Pittendrigh & Daan, 1974; Ding et al., 1994, 1997; Chen et al., 1999;
Kawaguchi et al., 2003). Informace o svétle je vedend z fotosenzitivnich gangliovych
bun¢k sitnice ptes RHT prednostné¢ do vISCN (Moore et al., 1995; Gooley et al., 2001;
Gamlin et al., 2007), kde na synapsich dochazi k uvoliiovani neurotransmiterti glutamatu
(Castel et al., 1993; de Vries et al., 1993) a PACAP (z angl. pituitary adenylate cyclase-
activating polypeptide) (Hannibal et al, 1997, 2000). Glutamat po vazbé na NMDA
receptory iniciuje vtok vapenatych iontd do bun¢k, které¢ ve vazbé na kalmodulin spousti
signaliza¢ni drahy vedouci k aktivaci MAP-kindzové drahy (Ding et al., 1994; Obrietan et
al., 1998). MAPK fosforyluje transkripéni faktor CREB (Ginty et al., 1993; Ding et al.,
1997), ktery vazbou na CRE oblasti (z angl. ¢cAMP response element) v promotoru
hodinovych genii Perl,2 specificky spousti jejich transkripci (Travnickova-Bendova et al.,
2002). Timto mechanismem svétlo resetuje fazi cirkadidnniho pacemakeru. PACAP se
v SCN véze na své receptory PACI, nebo VPAC2 receptory (Cagampang, Piggins, et al.,
1998; Cagampang, Sheward, et al., 1998), ke kterym se miize vazat také VIP (Shivers et
al., 1991). Vazba PACAP k PACI receptorim v SCN vede k aktivaci cAMP signaliza¢ni
drahy, zakoncené indukci transkripce genu Per/ (Hannibal et al., 1997, 2001; Kawaguchi
et al., 2003). PACAP se takto ucastni mechanismu fazového piedbehnuti cirkadidnnich
hodin indukovaného svételnou stimulaci v pozdni noci (Kawaguchi et al, 2003).
Synchronizace cirkadianniho pacemakeru probiha pomoci indukovanych fazovych posunti
vnitiniho rytmu. Je-li organismus chovan ve stdlé tmé&, jeho vnitini rytmus stale bézi a
rozdéluje se na dvé hlavni faze, tzv. subjektivni den a subjektivni noc. Dopadne-li svételny
stimul do ¢asné subjektivni noci, indukuje fazové zpozdeéni vnitinich oscilaci, dopadne-li
do doby pozdni subjektivni noci, vyvola fazové predbéhnuti. Svétlo, které dopada do doby
subjektivniho dne, nevyvold Zadnou fazovou zménu vnitinich cirkadiannich oscilaci
(Czeisler et al., 1989; Illnerova et al., 1989).

Cheng a kolegové (2006) ukézali, Ze mysi s genetickym odstranénim Dexras! maji
pfenastavenou citlivost cirkadianniho pacemakeru ke svétlu. Aplikace svételného pulzu
uprostied subjektivniho dne piekvapivé vyvola u téchto mysi fazové predbéhnuti
cirkadidnniho pacemakeru. Svételny pulz aplikovany v ¢asné subjektivni noci zplsobi

umysi s odstranénym Dexrasl mens$i fazové zpozdéni oproti wild-type mySim, zatimco
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svétlo v pozdni Casti subjektivni noci vede k vétsimu fdzovému piedbehnuti, nez bylo
pozorovano u wild-type mys$i. Mechanismus, kterym Dexrasl méni citlivost cirkadidnniho
pacemakeru na svételnou stimulaci béhem dne, zfejmé zahrnuje specifickou aktivaci, nebo
inhibici ERK/MAP-kinazové drahy v zavislosti na denni dobé. V ¢asné noci Dexrasl
aktivovany drahou NMDA-nNOS-NO spousti MAP-kinazovou kaskadu, zatimco v pozdni
noci Dexrasl potlacuje aktivaci MAP-kindzové dradhy pies inhibici signalizace PACI
receptori spraZenych s Gs-proteiny. Jednak cestou inhibice signaliza¢nich udalosti Gg,

komplexu a jednak inhibici AC aktivované G, podjednotkou (obr. 3) (Cheng et al., 2006).
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Obr. 3: Predpokladany model mechanismu Dexrasl zajistujictho vratkovani svetelné
citlivosti cirkadianniho pacemakeru. (1) Dexrasl v casné noci aktivuje MAP-kindzovou
drahu vedouci kresetovani faze cirkadidanniho pacemakeru. V pozdni noci Dexrasl
inhibuje signalizaci PACI receptoru na urovni Gg,komplexu (2) i AC, aktivované G,-GTP
(3). +/+ znaci wild-type mysi, -/- znaci mysi s geneticky odstranénym Dexrasl (Prevzato a

upraveno z Cheng et al., 2006).

Doi a spolupracovnici (2011) neddvno navrhli novy model komunikace mezi
pacemakery v SCN, kdy mezibunéénou synchronizaci a rytmus SCN neuronu fidi

cirkadianni regulace G-proteinové signalizace v neuronech. Autofi studie pozorovali
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cirkadianni rytmus v expresi regulatoru G-proteinové signalizace 16 (Rgsi6) v SCN,
s maximem kolem CT4 (v pozdni noci) (Doi et al., 2011). Jelikoz bylo zjisténo diive, ze
RGS16 psobi jako inhibitor signalizace fizené G,; podjednotkou (Beadling et al., 1999),
autofi spekuluji o mozné cirkadianni regulaci signalizace tizené¢ Gg; podjednotkou v SCN
neuronech zalozené na Casové specifickych a protichidnych tc¢incich Dexrasl a RGS16.
RGS16 aktivaci cAMP drahy v pozdni ¢asti noci urychluje indukci exprese Per! v dmSCN
a pusobi tak fazové predbéhnuti (Doi et al., 2011).

Nedéavno byla zjisténa také interakce Dexrasl s NonO v bunécném jadie (Ong et al.,
2011). NonO je multifunk¢ni protein, ktery miize asociovat s proteiny PER1, na které ma
antagonistické ucinky, ¢imz ovliviiuje cirkadianni rytmy (Brown et al., 2005). NonO je
také transkripénim koaktivatorem CREB (Amelio et al., 2007). Jeho interakce s Dexras]
vyzaduje hydrolyzu GTP a vede ke zméné jeho funkce z transkripéniho koaktivatoru
na korepresor transkripce nékterych cilovych gend, spousténé drahou cAMP-PKA-CREB.
Dexras1 pfitom sam o sob& nema inhibi¢ni G¢inek na transkripci téchto genti (Ong et al.,

2011).

2.3 Senzoricka deprivace

Z ptedchozich kapitol vyplyva, ze Dexrasl je modulacni molekula, kterd ovliviiuje
bunécnou signalizaci na riznych urovnich, pravdépodobné v kooperaci s aktivitou NMDA
receptori. MlZe tak mit vliv na homeostatické procesy v neuronech, nebo se ucastnit
neuroplastickych zmén vyplyvajicich ze zvysené, ¢i sniZzené aktivity neuronalnich okruht.
Pro studovani miry =zastoupeni genetického =zakladu a bazalni aktivity neuroni
ve formovani struktur se Casto vyuZivd model senzorické deprivace, jejimz nasledkem
dochdzi k utlumeni bazalni aktivity pfislusnych senzorickych okruht, ze kterého vyplyvaji
ruzné funkéni zmény v mozku.

Mnoho senzorickych systémi mozku dozravé az po narozeni, a jsou proto v Casném
postnatalnim vyvoji nejcitlivéjsi ke stimulim modulujicim jejich aktivitu, coz vede
k mnoha strukturnim i funkénim zménam (Friedman & Price, 1986; Fagiolini et al., 1994;
Evers et al., 1996; Lendvai et al., 2000; Zhang et al., 2002; Majewska & Sur, 2003). Toto
kratké casové okno, béhem kterého mize neuronalni aktivita ovlivnit vyvoj senzorickych
systémt, se nazyva kriticka perioda (Greenough et al., 1987). Nastup 1 délka trvani kritické

periody se mezi senzorickymi systémy li§i a li§i se 1 mezi Zivo¢iSnymi druhy (Olson &

23



Freeman, 1980; Friedman & Price, 1986; Fagiolini et al., 1994; Lendvai et al., 2000;
Zhang et al., 2002).

U senzoricky deprivovanych zvitat se zpomaluje vyvoj ptislusnych struktur a vyviji se
kompenzacni mechanismy posilujici zbyvajici senzorické systémy. Deprivovana mozkova
kira muze byt naptfiklad CasteCn€ preorganizovana procesem cross-modalni plasticity,
ktery umozni jeji zapojeni do zpracovani senzorickych vstupli nedeprivovanych
senzorickych systémi (Nishimura et al., 1999). Tento mechanismus byl pozorovan také
u lidi, naptiklad u slepct pii Cteni Braillova pisma dochazi k aktivaci primarni zrakové
ktry (Sadato et al., 1996).

Zrakova deprivace miize byt navozend bud’ monokularni deprivaci, anebo neinvazivné
chovem zvifat jiz od narozeni ve stalé tmé (angl. dark rearing). Bylo prokazano, ze chov
mlad’at potkanli od narozeni ve stdlé tmé vede k mensi hustot¢ neuronit a astrocytd
ve zrakové kufe, z divodu degradace neaktivnich bun¢k béhem vyvoje programovanou
bunécénou smrti (Argandona & Lafuente, 2000; Argandona et al., 2003). Chov potkani
ve stalé tmé opozd'uje vyvoj primarni zrakové kiry, a to v takovém rozsahu, ze primarni
zrakové klra deprivovanych potkanit v 60. postnatdlnim dni (P60) odpovida spiSe stavu
primérni zrakové kiry normalnich potkant ve véku P19 az P21 (Fagiolini et al., 1994).

Ze studii zrakové deprivace chovem zvitat ve stalé tmé vyplyva, ze zakonceni kritické
periody nejvétsi plasticity zrakového systému je regulovano epigenetickymi zménami
transkripce genli fizené CREB (Medini & Pizzorusso, 2008). Toto zjiSténi podporuji
nalezy vyS$$i hladiny G-proteind ucastnicich se cAMP drahy i vy$8i hladiny cAMP a
nékterych podjednotek PKA béhem kritické periody (Reid et al., 1996; Dahlhaus et al.,
2011). 'V protikladu k senzorické deprivaci je v experimentu vyuZivan model
tzv. obohaceného prostiedi (angl. environmental enrichment). Bylo prokazéano, Ze chov
potkantll v takovém komplexnim prostiedi ve stalé tmé reaktivuje zrakovou kiiru. Klicovym
regulatorem pozitivnich G¢inkti obohacen¢ho prostiedi na vyvoj zrakové kury byl urcéen
IGF (z angl. insuline-like growth factor) (Ciucci et al., 2007). Dexrasl byl nedavno
rozpoznan jako nezbytny medidtor mezi glukokortikoidni a IGF-1 signalizaci
v adipocytech vedouci k adipogenezi. Tyto vysledky jsou ptikladem zmén v signalizacnich
kaskadach spojenych se senzorickou deprivaci, jichz se Dexrasl také ucastni a je tedy
mozné, Zze modulaci neurondlni aktivity v ¢asné ontogenezi se muize ménit i hladina

exprese Dexrasl v senzorickych strukturach (Kim et al., 2016).
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3. CILE DIPLOMOVE PRACE

Tato diplomova prace si kladla za cil podat detailni charakteristiku exprese Dexrasl
mRNA v mozku potkana v pribéhu pfirozené ontogeneze a za vyvoje ve stalé¢ tmé, tedy
pti zrakové senzorické deprivaci.  VétSina mozkovych struktur, ve kterych byla
zjisténa vysoka exprese Dexrasl v naSich ptfedbéznych studiich, je funkcéné spjata
se zpracovanim a vedenim senzorickych informaci. Proto byla navrzena hypotéza, ze by
ontogeneticky vyvoj exprese Dexras] mRNA mohl zaviset na aktivit¢ vyvijejici se
struktury a jeji potlaceni, naptiklad senzorickou deprivaci, by mohlo ovlivnit miru exprese
Dexrasl v této struktute. Jelikoz kazda buitka mé sviij vlastni cirkadianni oscilator a
exprimuje kanonické hodinové geny, zkoumali jsme v téchto strukturach také zménu
exprese hodinovych gent Perl a Rev-erba. Déle jsme se zaméfili 1 na kvantifikaci exprese

Bdnf mRNA (z angl. brain-derived neurotrofic factor), jako markeru nervové plasticity.
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4. MATERIAL A METODY

4.1 Experimentalni zvirata

K experimentim byli pouziti laboratorni potkani kmene Wistar (Velaz s.r.0.). Potkani
byli krmeni standardnim granulovanym krmivem a méli neomezeny (ad libitum) ptistup
k pitné vodé a potravé. Potkani byli chovéani pfi teplot¢ 22 + 2°C, v regulovanych
svételnych podminkach udrzovanych automatickymi spinacimi hodinami. Intenzita
osvétleni dosahovala od 150 do 250 lux, v zavislosti na umisténi chovnych box

ve zverfincl.

4.2 Experimentalni paradigma

Svételny rezim ve zvéfinci byl nastaven na 12 hodin svétla a 12 hodin tmy (LD 12:12,
z angl. light-dark). Svétlo se rozsvécelo v 6 hodin rano a zhasinalo v 18 hodin, pokud neni
v experimentech uvedeno jinak. Posledni den experimentu byla zvifata usmrcena rychlou

dekapitaci pod anestézii mezi 9:00 a 10:30 h.

4.2.1 Ontogeneticky experiment

Na experiment bylo pouzito 8 dospélych samic potkana kmene Wistar. Samice byly
v den pro-estru pripustény k samctim na jednu noc a druhy den jim byla provedena posevni
cytologie. Na zaklad¢ cytologickych preparatii byly vybrany Uspésné oplodnéné samice.
Den zabteznuti byl stanoven jako den 0 embryonalniho vyvoje (E0). V E20 byla uspéana
jedna z bfezich samic éterovou anestézii a usmrcena rychlou dekapitaci. Embrya byla
thned zamraZena na jemné rozdrceném suchém ledu, aby nedosSlo k jejich deformaci, a
byla uchovdna zmraZend pii -80°C. Mozky péti embryi byly postupné nakrajeny
na kryostatu od rostralnich struktur po mozecek na koronarni fezy o tlouSt’ce 12 pm, které
byly pfichyceny na skla s ipravou SuperFrost, a uchovavany pii  -80°C az do zpracovani
metodou in situ hybridizace. Pro orientaci pii krajeni slouZily webové stranky

http://brainmaps.org a atlasy mozku potkana (Paxinos, 2004; Paxinos & Watson, 2009).

Zbylych pét samic bylo ponechano v klidu do porodu. Mlad’ata jim byla odebirana v P1,
PS5, P10, P16 a P20 a byla zabita rychlou dekapitaci. Odebrané mozky byly zpracovany
obdobnym zpusobem, jako je popsdno vySe. Z kazdé vékové skupiny bylo v rostro-
kaudalni ose postupné nakrajeno na kryostatu pét mozkti mlad’at na ptiblizné 25 rtiznych

fezil. K orientaci slouzil atlas (Paxinos & Watson, 2009). Jednotlivé koronarni fezy
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o tloust’ce 12 um byly pfichyceny na skla s upravou SuperFrost, a uchovavany pii -80°C

az do zpracovani metodou in situ hybridizace.

4.2.2 Experiment svételné deprivace mlad’at

Dvé dospélé samice potkanti kmene Wistar byly ithned po zabfeznuti v E1 pfesunuty
do stalé¢ tmy (DD; z angl. dark-dark). Do mistnosti byla doCasné nainstalovana lampicka
s tlumenym infracervenym svétlem, kterd slouzila pouze pro kontrolu dostatku potravy a
piti a pro kontrolu narozeni a pfiblizného poctu mlad’at. V den narozeni mlad’at bylo
infraervené svétlo zhasnuto a mlad’ata byla ponechdna u samic v DD az do P16. Mezitim
byly v mistnosti s obvyklymi svételnymi podminkami LD 12:12 chovény jiné dvé biezi
kontrolni samice, dokud jejich mlad’ata nedorostla téhoz véku jako deprivovana mladata.
V P16 byla mladata zabita rychlou dekapitaci, pficemz zvifata chovand v DD byla
usmrcena v DD pouze pii slabém Cerveném svétle. Odebrané mozky byly ihned zamrazeny
na jemné rozdrceném suchém ledu a nasledné uchovany zmraZené pii -80°C. Na kryostatu
bylo nakrdjeno Sest mozki kontrolnich zvifat a Sest mozki deprivovanych zvitat, pficemz
byly vybrany stejné struktury jako v ontogenetickém experimentu. Postup pii krajeni
na kryostatu byl totozny jako u ontogenetického experimentu a pro orientaci poslouzil atlas
(Paxinos & Watson, 2009). Rezy byly uchovavany pii -80°C az do zpracovani metodou

in situ hybridizace.

4.3 Stanoveni exprese Dexras] mRNA metodou in situ hybridizace

Pro detekci Dexras] mRNA, ale také Rev-erboo mRNA, Perl mRNA a Bdnf mRNA
v mozkovych fezech jsme zvolili metodu in situ hybridizace s piisluSnymi cDNA sondami
ozna¢enymi radioaktivni sirou **S inkorporovanou do uridin trifosfatu (UTP). Pro detekci
Dexrasl byla pouzita cDNA sonda dlouha 916 bp, odpovidajici nukleotidim 91-1006
sekvence v GenBank ulozené pod cislem: XH 340809. Pro detekci Rev-erbo byla pouzita
cDNA sonda dlouhd 325 bp, odpovidajici nukleotidim 33-357 sekvence v GenBank
registrované pod Cislem: NM_001113422. Pro detekci Periodl byla pouzita cDNA sonda
dlouhd 980 bp, odpovidajici nukleotidim 581-1561 sekvence v GenBank ulozené pod c¢islem:
AB002108, a pro detekci Bdnf byla pouzita cDNA sonda dlouha 945 bp, odpovidajici
nukleotidim 1005-1950 sekvence v GenBank registrované pod ¢islem XM _006234684.3.
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4.3.1.1 Potirebné vybaveni a chemikdlie
Potrebne vybaveni:

kryostat Leica, centrifugy, pH metr Denver Instruments BASIC 32, termobloky Biometra
TB1, vodni ldzn€¢ Memmert, trepacka, beta counter Beckman LS 6500, spektrofotometr

Eppendorf, vyvolavacka Optimax x-raj procesor, stereolupa Olympus SZX12

Potrebné chemikalie:

o restrikéni enzymy Sacll, Sall, NCol s odpovidajicimi pufry (Thermo Scientific)
na linearizaci plazmidu

o kit MAXlIscript SP6/T7 In Vitro Transcription Kit (Invitrogen) obsahujici roztoky
nukleotidi adenosin trifostatu (ATP), cytidin trifosfatu (CTP), guanosin trifosfatu
(GTP) a uridin trifosfatu (UTP), polymerdzy SP6/ T7, nuclease-free H,O a
10X transkripéni pufr

e izotop a->S uridin-5‘-thiotrifosfat (*>S UTP), 18,5 MBq (Hartmann Analytic)

e scintila¢ni roztok Rotiszint eco plus (Carl Roth)

e Roztoky na linearizaci plazmidu:

3M octan sodny (Sigma), 96% etanol, 70% etanol (Fisher Scientific)

e Zasobni roztoky:
DEPC-H;0: promichat 1 ml dietylpyrokarbonatu (DEPC) (Sigma) v 1 1 destilované
vody, autoklavovat
20x SSC: smichat 175,3 g NaCl a 88,2 g kyseliny citronové, upravit na pH 7,0
IM Tris-HCI: smichat 60,55 g Trizma base (Sigma) a 400 ml destilované vody a
21 ml HCI, upravit na pH 8,0 a doplnit destilovanou vodou do objemu 500 ml
0,5M EDTA: 9,305 g etylendiamintetraoctové kyseliny (EDTA) promichat
ve 40 ml destilované vody, upravit na pH 8,0 a doplnit destilovanou vodou
do objemu 50 ml
5% NaPP;: rozpustit 5 g pyrofosfore¢nanu sodného (NaPP;) ve 100 ml DEPC-H,0

e Roztoky na TCA precipitaci:
10% TCA: naftedit trichloroctovou kyselinu (TCA) v DEPC-H,O
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Roztoky na prehybridizaci:

DEPC-PBS: smichat 8,77 g NaCl a 0,36 g Na,HPO, a promichat v 1 | DEPC-H,0,
upravit na pH 7,4

4% DEPC-PFA: 20 g paraformaldehydu (PFA) promichat v 500 ml DEPC-H,O a
zahtat na teplotu 60-65°C, po rozpusténi nechat zchladnout a upravit pH na 7,4
0,2M DEPC-HCI: smichat 16,67 ml 12M HCl a 1 1 DEPC-H,0

0,IM DEPC-TEA: rozpustit 18,57 g trietanolaminu (TEA) v 11 DEPC-H,O,
upravit na pH 8,0 pfidanim koncentrovaného NaOH

0,25% acetanhydrid v TEA: 1,25 ml acetanhydridu smichat s 500 ml DEPC-TEA
70% etanol: 350 ml 96% etanolu smichat se 130 ml DEPC-H,0O

96% etanol (Penta)

Roztoky na odmyvani:

2x SSC: smichat 200 ml 20x SSC a 20 ml 5% NaPP; a 4 ml 0,5M EDTA a 1779 ml
destilované vody

0,1x SSC: smichat 10 ml 20x SSC a 20 ml 5% NaPP; a 4 ml 0,5M EDTA a 1966 ml
destilované vody

RNaza A (Sigma) natedit v 10mM Tris-HCl (pH 7,4) na vyslednou koncentraci
420 units/ 400 ml RNazového pufru

RNézovy pufr: promichat 29,2 g NaCl a 10 ml Tris-HCI (pH 8,0) v 990 ml
destilované vody

70% etanol, 96% etanol

Roztoky na hybridizaci:

0,5M dithiothreitol (DTT)(Sigma): 0,1542 g DTT rozmichat ve 2 ml DEPC-H,0 a
prefiltrovat ptes 0,22pm filtr

hybridiza¢ni pufr:

o deionizovany formamid: smichat 2,5 g mixed bed resine (Bio-Rad) a 50 ml
formamidu, nechat michat ve tmé 30 minut na rotujicim kole, ptefiltrovat
ptes 0,22um filtr, skladovat v -20°C zabaleny v alobalu

o DEPC-H,O

o dextran sulfat (Sigma)

o 20x SSPE: rozmichat 12,62 g NaCl a 1,66 g NaH,PO4 a 2,4 ml 0,5M EDTA
(pH 8,0) ve 40 ml DEPC-H,0, doplnit DEPC-H,0 do objemu 60 ml
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o 100x Denhadt’s: smichat 200 mg hovéziho sérového albuminu (Sigma) a
200 mg Ficoll-400 (Sigma) a 200 mg PVP-360 (Sigma) a 10 ml DEPC-H,O0,
opatrné michat, poté rozpipetovat na 1ml alikvoty, skladovat v -20°C

o kvasinkovd tRNA (25mg/ml): smichat 25 mg kvasinkové tRNA (Sigma)
v 1 ml DEPC-H,O a stocit na centrifuze, skladovat v -20°C

o DNA lososich spermii (10mg/ml)(Sigma), skladovat v -20°C

o 10% SDS: smichat 10 g SDS a 100 ml DEPC-H,0, zahtat na 50°C a
rozpustit, poté rozpipetovat na 0,5ml alikvoty, skladovat v -20°C

o 5% NaPP;

» V 50ml sterilni zkumavce smichat 25 ml deionizovaného formamidu, 5 ml DEPC-

H,0 a 5 g dextran sulfatu, zabalit alobalem a michat pii 4°C pies noc na rotujicim
kole. Druhy den pfidat do zkumavky 12,5 ml 20x SSPE, 1 ml 100x Denhadt’s, 1 ml
kvasinkové tRNA (25mg/ml), 2,5 ml DNA lososich spermii (10 mg/ml), 0,5 ml
10% SDS, 1 ml 5% NaPP; a doplnit DEPC-H,0 do objemu 50 ml. Promichat a poté
rozpipetovat filtrovanymi Spickami na 1ml alikvoty do sterilnich mikrozkumavek.

Skladovat v -20°C.

4.3.1.2 Postup detekce mRNA v mozku metodou in situ hybridizace

1) Linearizace plazmidu

a.

Ze 40 pl DNA, 5 pl pufru a 5 pl enzymu (Sacll, Sall, NCol) stvofit master mix.
Promichat pipetou a inkubovat minimalné€ 3 hodiny v termobloku pii 37°C.

Upravit pH pfidanim 5 pl studeného 3M octanu sodného a nasledné ptidat 165 pl
ledového 96% etanolu a nechat pies noc v -20°C.

Stocit v centrifuze na 10 000 otacek, 20 minut, pii 4°C. Poté odsat.

Ptidat 150 pl ledového 70% etanolu a sto€it na 10 000 otacek, 20 minut, pii 4°C.
Poté odsat. Tento krok poté dvakrat zopakovat.

Nechat vyschnout a poté rozpustit v 12 ul H,O.

2) Znaceni proby:

a.

Do sterilni mikrozkumavky napipetovat 1 pg linearizovaného plazmidu, 2 pl
10x transkripéniho pufru, 1 ul 10mM ATP, 1 pl 10mM CTP, 1 pl 10mM GTP, 1 pl
200pM UTP, 5 pul*>S UTP, 2 pul polymerdzy (T7 polymerdza pro Dexrasl a
pro Perl; SP6 polymerdza pro Rev-erba a Bdnf). Doplnit sterilni nuclease-free H,O

do 20 pl. Promichat pipetovanim a inkubovat v termobloku pii 37°C 1 hodinu.
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b. Ptidat 1 pul Dnéazy 1. Promichat pipetou a kratce zvortexovat. Inkubovat pfi teploté
37°C 20 minut.

c. Mezitim si pfipravit kolonky sto¢enim na centrifuze na 800 x g, 5 minut, pti 23°C.
Stocené kolonky nasadit na Cisté mikrozkumavky a ptidat 1 pul 0,5M EDTA, pH 8.
Ptidat 20 ul ptfipravené proby (a-c) a 20 ul RNase-free H,O. Stocit na centrifuze
na 1000 x g, 5 minut, pii 23°C.

d. Stanovit inkorporaci izotopu do préby TCA precipitaci:

1. Odebrat 1 pul préby do Cisté mikrozkumavky a natfedit 19 pul H,O. Zbytek
préby uschovat v mrazaku pii -20°C az do hybridizace.

ii. Z kazdého odebraného vzorku napipetovat po 2 ul na kousky filtracniho
papiru. Pro rozliSeni vytvofit pro kazdou probu jiny tvar papirkti. Nechat
uschnout. Cést filtraénich papirki od kazdé proby navic promyt
ve zkumavce nattikrat v 10% TCA (4°C), 5 minut. Opatrné slit a na konec
pridat 96% etanol (4°C) na 5 minut. Opatrné slit a nechat papirky
uschnout.

iii. Do pfipravenych scintilacnich lahvicek dat 5 ml scintilaéniho roztoku.
Jelikoz prvni lahvicka predstavuje blank, pfidat pouze Ccisty kousek
filtra¢niho papiru, poté seradit lahvicky nejprve s filtraénimi papirky pouze
s natedénou probou a poté filtracni papirky s téZe probou precipitovanou
v TCA. Scintilacni lahvi¢ky vloZit do beta counteru a z vysledki
kvantifikovat cpm ve vzorcich. Z poméru cpm v 1 pl proby a cpm v 1 pul

procisténé proby TCA spoéitat procenta inkorporace *°S UTP do proby.

3) Prehybridizace

a. Skla ve sterilnich stojancich nejprve fixovat ve 4% DEPC-PFA 40 minut.

b. Promyt v DEPC-PBS 2x 5 minut. A nésledné deproteinovat v 0,2M HCI 20 minut.

c. Opét promyt v DEPC-PBS 5 minut. Inkubovat v 0,1M trietanolaminu 2 minuty
za soucasné¢ho  tfepani. Poté rovnou nechat acetylovat v  0,25%
acetanhydridu (TEA) 10 minut za soucasného tfepani.

d. Promyt v DEPC-PBS 5 minut. Dehydratovat postupné v 70% etanolu 5 minut a pak
v 96% etanolu 5 minut. Skla vyskladat ze stojankl na Cisty filtracni papir a nechat

uschnout.
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4) Hybridizace

a.
b.

C.

K 1 ml hybridiza¢niho pufru ptidat 100 pl 0,5M DTT a promichat sterilni $pickou.
Piidat 1-5x10’cpm znaGené proby/1 ml hybridiza¢niho pufru.

Denaturovat pii 85°C 5 minut a poté presunout do jin¢ho termobloku s hybridiza¢ni
teplotou 60°C, dokud nebude nanesena vSechna proba na ptislusna skla. Mezitim
predehiatou probu nanést na kryci sklo a ptilozit ptislusné podlozni sklo s fezy.
Takto pfipravend skla inkubovat v hybridiza¢nich krabicich obalenych alobalem

pii hybridizac¢ni teploté 18-20 hodin.

5) Promyvani a autoradiografie

V 2x SSC odmyt kryci sklo a poté podlozni skla naskladat do stojankd.

Promyt v 2x SSC 30 minut pfi pokojové teploté.

Ve vodni 1azni o teploté 42°C inkubovat s RNazou A (10 pg/ml RNazového pufru)
60 minut.

Promyt v 2x SSC 30 minut pfi pokojové teplot¢.

Promyt v 0,1x SSC, ve vodni lazni s hybridizacni teplotou (60°C) 2x 30 minut.
Dvakrat promyt v 0,1xSSC 20 minut pii pokojové teplote.

Postupné dehydratovat pti pokojové teploté nejprve v 70% etanolu 5 minut, poté
v 96% etanolu 5 minut. Skla vyskladat ze stojankd na Cisty filtraéni papir a nechat
uschnout.

Settidit skla do autoradiografickych kazet a ve tmé k nim pfilozit filmy Kodak Bio
Max Cassette. Kazety peClivé obalit alobalem, aby dovniti neproniklo svétlo a
uschovat pii -20°C po dobu 10 dni.

Po deseti dnech expozice vyjmout vtemnici filmy zkazet a vyvolat

ve vyvolavacce.

4.3.1.3 Detekce signalu 7 in situ hybridizace

Autoradiografické otisky fezl byly nafoceny a néasledné v programu NIH ImageJ byla

vyhodnocena intenzita specifického signalu ve vybranych mozkovych strukturach jako

rozdil hodnot relativni optické denzity otisku v oblasti zajmu (z angl. region of interest) a

relativni optické denzity pozadi snimku. V ptipad¢ bilateralnich struktur byla relativni

optickd denzita otisku primérem relativni optické denzity v levé a v pravé ¢asti struktury.
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4.3.1.4 Statistickd analyza
Z naméienych dat z obou experimentt byl vytvofen aritmeticky primér (x = X xi/n) a
vypocitana stiedni chyba priméru (S.E.M.; S.EIM. =SD/nl/2
SD=[(I/n-1)* X(xi—x)2]1/2)
Vysledky ontogenetického pokusu mély byt hodnoceny jednosmérnou ANOVA, avsak
z divodu nizkého ,n*“ vriznych vékovych skupinidch, nemohl byt test proveden.

Vysledky senzorické deprivace byly hodnoceny neparovym Studentovym t-testem.

Za statisticky vyznamné jsou povazovany rozdily kde P < 0,05.
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5. VYSLEDKY

Nase ptredchozi experimenty s dospélymi potkany ukézaly vysokou expresi Dexrasl
v mnoha oblastech mozku, zejména ve strukturdch ucastnicich se zpracovani a pievadéni
senzorickych informaci. Niz8i expresi jsme nalezli v talamickych jadrech, v gyru dentatu ¢i
v amygdaloidnich jadrech. Tabulka 1 poskytuje seznam mozkovych struktur, ve kterych
byl detekovan hybridizacni signal u dospélych potkant a slouzi jako vychozi informace

pro hledéani oblasti exprimujicich Dexrasl v ontogenezi.

Tab. 1: Distribuce Dexrasl mRNA v mozku potkana v rostro-kauddlnim sméru

frontalni asociacni kura

dorsalni endopiriformni jadro

piriformni kiira

basolateralni amygdaloidni jadro

ventralni tenia tecta

medialni amygdaloidni jadro

anteriorni olfaktorické jadro

lateralni amygdaloidni jadro

lateralni septalni jadro

ventromedialni jadro hypotalamu

jadro horizontalni vétve diagonalni skupiny

ventralni posteromedialni jadro talamu

suprachiasmatickd jadra

ventralni posterolateralni jadro talamu

supraoptické jadro

lateralni genikulatni jadro talamu

jadro lateralniho olfaktorického traktu

substantia nigra pars compacta

paraventrikularni jadro talamu

medialni genikulatni jadro talamu

subfornikalni organ

granularni vrstva gyru dentatu

paraventrikuldrni jadro hypotalamu

retrosplenialni granularni ktira

anterodorsalni jadro talamu

priméarni zrakova ktira

anteroventralni jadro talamu

retikulotegmentalni jadro mostu

ventralni anteriorni jadro talamu

superiorni vestibularni jadro

ventrolateralni jadro talamu

dorsalni kochlearni jadro

ventralni ¢ast klaustra

5.1 Vyvoj exprese Dexras] mRNA v mozku potkana béhem ontogeneze
Metodou in situ hybridizace jsme zjistovali, jak se béhem ontogeneze méni exprese
Dexrasl v mozku potkana. Zjistovali jsme, ve kterych mozkovych strukturach se Dexrasl
mRNA objevuje nejdiive a kde a kdy vykazuje nejvyssi naméiené hladiny. Vysledky
mohou byt povazovany pouze za piedbézné a orientacni, protoZze u vétSiny struktur chybi
dostatecny pocet méteni pro statistickou analyzu. Vysledky jsou srovnany do podkapitol

podle vyvojovych ¢asti mozku.
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5.1.1 Vyvoj v expresi Dexrasl v telencefalickych strukturach potkana
Hybridiza¢ni signal Dexras] mRNA jsme detekovali ve ventroposteriorni ¢asti
anteriorniho olfaktorického jadra (AOVP; anterior olfactory area, ventroposterior part) a
ve druhé vrstvé Cichové oblasti ventralni tenia tecta (VTT2; ventral tenia tecta, layer 2)
az postnatalné v P16, se zvySujici se hladinou smérem k P20. Ve druhé vrstvé piriformni
kary (Pir2; piriform cortex, layer 2) jsme nalezli expresi Dexrasl i v P10, k P16 vzrostla
témet dvojnasobné a v P20 se drzela na pfiblizné stejné hladiné. V intermedialni ¢asti
lateralniho septalniho jadra (LSI; lateral septal nucleus, intermediate part) jsme detekovali
rostouci expresi uz od P5 k P20. Podobn¢ nartstajici expresi jsme zjistili i ve druhé vrstve
jadra lateralniho olfaktorického traktu (LOT2; nucleus of the lateral olfactory tract, layer
2). V anteriorni ¢asti basolateralniho amygdaloidniho jadra (BLA; basolateral amygdaloid
nucleus, anterior part) jsme zjistili expresi Dexrasl v P10 a jeji hladina vzrostla k P16 a
udrzela se priblizné stejnd i v P20. Podobnou miru a vyvojovy profil exprese jsme objevili
také v dorsolateralni ¢asti lateralniho amygdaloidniho jadra (LaDL; lateral amygdaloid
nucleus, dorsolateral part). V granularni vrstvé gyru dentatu (GrDG; granular layer of the
dentate gyrus) jsme nalezli Dexras] mRNA jiz v P1. V P5 byla jeho hladina pfiblizné

polovi¢ni oproti P1, av§ak od P5 k P20 opét mirn€ nardstala (obr. 4).
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Obr. 4: Vyvojové zmény v expresi Dexrasl ve strukturach telencefalonu.

A) Souhrnny graf ukazujici namérené hodnoty relativni optické denzity (OD) Dexrasl mRNA
v AOVP, VTT2, Pir2, LSI, LOT2, BLA, LaDL a GrDG u mladat potkana ve veku E20- P20. Kazdy
sloupec vyjadruje prumérnou hodnotu relativni OD 1- 4 zvirat z kazdé vékové skupiny
s vyznacenou SEM. B) Ukazkové autoradiografie hybridizacniho signalu mérenych oblasti mozku
v pritbéhu ontogeneze. Cervené kiizky vyznacuji stied tzv. oblasti zajmu (ROI; z angl.* region of

interest ), tj. plochu, ve které byla mérena OD.

36



5.1.2 Vyvoj v expresi Dexrasl v diencefalickych strukturach potkana

5.1.2.1 Vyvojv expresi Dexrasl v talamu potkana

V anteriorni Casti paraventrikuldrniho jadra talamu (PVA; paraventricular thalamic
nucleus, anterior part) jsme nalezli vzristajici trend v expresi Dexrasl od P5 k P20,
s nejvetsi zmeénou zaznamenanou mezi P10 a P16. Dale jsme nalezli expresi Dexrasl
v subfornikdlnim organu (SFO; subfornical organ), a to pouze v P16 a P20. V obou
veékovych skupinach jsme detekovali pfiblizné€ stejnou hladinu Dexrasl. V limbickych
talamickych jadrech, anterodorsalnim (AD; anterodorsal thalamic nucleus),
v dorsomedialni Casti anteroventralniho jadra (AVDM; anterovent thalamic nucleus,
dorsomedial part) a motorickych jadrech ventralnim anteriornim jadie (VA; ventral
anterior thalamic nucleus) a ventrolateralnim jadie (VL; ventrolateral thalamic nucleus)
byl vSak rostouci trend v P16 zvracen, a v P20 exprese Dexrasl naopak mirn¢ klesla.
U AVDM a VL byla v PS5 zjisténa nizs8i hladina nez v P1, coZ by mohlo souviset s nizkym
poctem fezli vhodnych k hodnoceni. V somatosenzorickém ventrdlnim posteromedialnim
jadte (VPM; ventral posteromedial thalamic nucleus) jsme nalezli expresi Dexrasl
uz v E20, a poté¢ az do P5 exprese nartstala. Mezi P5 a P10 jsme pozorovali vyrazny
pokles exprese Dexrasl, ktera dale od P10 kP20 vzristala. Ve ventralnim
posterolateralnim jadie (VPL; ventral posterolateral thalamic nucleus) jsme na rozdil
od VPM expresi Dexrasl detekovali az v P1 a vykazovala obdobny trend jako u VPM.
V dorsalni Casti zrakového lateralniho genikulatniho jadra talamu (DLG; dorsal lateral
geniculate nucleus) jsme nalezli vzristajici expresi Dexras! od P1 k P20. Ve ventralni
¢asti sluchového medialniho genikulatniho jadra (MGV; medial geniculate nucleus, ventral
part) jsme detekovali siln€jSi expresi také az postnatalné, v P20 dosahovala ptiblizné

dvojnasobnych hodnot oproti mlad$im vyvojovym stadiim (obr. 5).
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Obr. 5: Vyvojové zmény v expresi Dexrasl mRNA ve strukturdch talamu.

A) Souhrnny graf ukazujici namérené hodnoty relativni optické denzity (OD) Dexrasl mRNA
vSFO a v talamickych jadrech PVA, AD, AVDM, VA, VL, VPM, VPL, DLG a MGV u mladat
potkana ve veku E20- P20. Kazdy sloupec vyjadiuje primérnou hodnotu relativni OD 1- 3 zvirat
z kazdé vekoveé skupiny s vyznacenou SEM. B) Ukdzkové autoradiografie hybridizacniho signalu
mérenych oblasti mozku v pritbéhu ontogeneze. Cervené kifizky vyznacuji stied tzv. oblasti zdjmu

(ROI; z angl. “ region of interest ), tj. plochu, ve které byla mérena OD.

39



5.1.2.2 Vyvoj v expresi Dexrasl v hypotalamu potkana

Exprese Dexrasl v obou podoblastech SCN, ventrolaterdlnim (VISCN; ventrolateral
suprachiasmatic nucleus) 1 dorsomedidlnim SCN (dmSCN; dorsomedial suprachiasmatic
nucleus), postupné rostla od E20 k maximalni hladin¢ v P5. V P10, P16 a v P20 byla
nalezena vyrazné¢ nizS§i exprese nez v P5. Relativni optickd denzita v dmSCN byla
v porovnani s VISCN 1,5ndsobnd. V supraoptickém jadie (SO; supraoptic nucleus) byla
zjisténa exprese Dexrasl az vPl16 a P20. V laterdlni magnocelularni ¢asti
paraventrikularniho jadra hypotalamu (PaLM; paraventricular hypothalamic nucleus,
lateral magnocellular part) exprese Dexrasl naristala od P5 k P20. V P10 byl hodnocen
pouze jediny fez, ktery mél slabsi autoradiograficky otisk. Ve ventrolateralni casti
ventromedialniho jadra (VMHVL; ventromedial hypothalamic nucleus, ventrolateral part)

byla zji$téna relativné nizka exprese Dexrasl az v P16 a P20 (obr. 6).
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Obr. 6: Vyvojové zmeny v expresi Dexras1 v hypotalamickych strukturdch.

A) Souhrnny graf ukazujici namérené hodnoty relativni optické denzity (OD) Dexrasl mRNA
ve VISCN, dmSCN, SO, PalM a VMHVL u mladat potkana ve véku E20- P20. Kazdy sloupec
vyjadiuje prumérnou hodnotu relativni OD 1- 4 zvirat z kazdé vekové skupiny s vyznacenou SEM.
B) Ukazkové autoradiografie hybridizacniho signalu merenych oblasti mozku v priibéhu
ontogeneze. Cervené kiizky vyznacuji stied tzv. oblasti zajmu (ROI; z angl.* region of interest*),

tj. plochu, ve ktere byla mérena OD.

5.1.3 Vyvoj v expresi Dexrasl v mesencefalonu potkana

V mesencefalonu jsme detekovali expresi Dexrasl pouze v dorsalni Casti substantia
nigra pars compacta (SNCD; substantia nigra, compact part, dorsal tier). VP5 1 P10
dosahovala piiblizné stejné nizké hodnoty a od P10 k P20 pomalu naristala (obr. 7).
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Obr. 7: Vyvojové zmeny v expresi Dexrasl v substantia nigra pars compacta.
A) Souhrnny graf ukazujici namérené hodnoty relativni optické denzity (OD) Dexrasl mRNA
v SNCD u mladat potkana ve véku E20- P20. Kazdy sloupec vyjadiuje priimérnou hodnotu
relativni OD 2 zvirat z kazdé vekové skupiny s vyznacenou SEM. B) Ukdazkové autoradiografie
hybridizacniho signdlu mérenych oblasti mozku v pritbéhu ontogeneze. Cervené kiizky vyznacuji

stied tzv. oblasti zajmu (ROI; z angl. * region of interest ), tj. plochu, ve které byla mérena OD.

5.1.4 Vyvoj v expresi Dexrasl v metencefalonu potkana

V retikulo-tegmentéalnim jadfe Varolova mostu (RtTg; reticulotegmental nucleus of the
pons) jsme nalezli priblizné stejnou hladinu exprese Dexrasl ve vékovych skupinach P10
az P20. Oproti tomu v dorsalnim kochlearnim jadie (DC; dorsal cochlear nucleus) jsme

objevili vzristajici expresi Dexrasl od P16 k P20 (obr. §).
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Obr. 8: Vyvojové zmény v expresi Dexras] mRNA v metencefalonu.
A) Souhrnny graf ukazujici namérené hodnoty relativni optické denzity (OD) Dexrasl mRNA
v RtTg a v DC u mladat potkana ve véku E20- P20. Kazdy sloupec vyjadruje priimérnou hodnotu
relativni OD 1- 3 zvitat z kazdé veékové skupiny s vyznacenou SEM. B) Ukdzkové autoradiografie
hybridizacniho signalu mérenych oblasti mozku v pritbéhu ontogeneze. Cervené kiizky vyznacuji

stied tzv. oblasti zajmu (ROI; z angl. ““ region of interest ), tj. plochu, ve které byla mérena OD.
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5.2 Zmény v expresi Dexrasl v mozku 16dennich potkani po svételné
deprivaci

Svételnd deprivace mlad’at potkana od narozeni az do jejich 16. postnatdlniho dne a
CasteCna svételnd deprivace jejich matek od E1 ovlivnila expresi Dexras] mRNA
v né¢kolika mozkovych strukturach. Obrazek 9 ukazuje jak statisticky vyznamné, tak
nevyznamné rozdily v expresi Dexrasl ve vSech strukturdch mozku, kde byl detekovan
hybridiza¢ni signal. Struktury jsou na obrazku uspofadany v rostro-kaudalnim sméru.

Ve vnéjsi ¢asti anteriorniho olfaktorického jadra (AOE; anterior olfactory nucleus,
external), dale také ve frontalni asociacni ke (FrA; frontal association cortex), ve VTT2,
v posteriorni ¢asti anteriorniho olfaktorického jadra (AOP; anterior olfactory area,
posterior part), AOVP 1 Pir2 jsme zjistili mirné zvySenou hladinu Dexras/ mRNA
u svételné¢ deprivovanych potkanti v porovnani s kontrolnimi. Oproti tomu v LSI jsme
nalezli u svételn€ deprivovanych potkanid nesignifikantné niz§i hladinu Dexrasl
v porovnani s kontrolni skupinou. V diagondlni skupiné¢ jader olfaktorického
horizontalniho limbu (HDB; nucleus of the horizontal limb of the diagonal band) jsme
nam¢efili vyrazn¢ vysS$i hladinu Dexras/ mRNA u svételn¢ deprivovanych potkanii
nez u kontrol.

Zatimco ve VISCN jsme nenaméfili vyrazny rozdil v hladinach Dexrasl mezi svételné
deprivovanymi a kontrolnimi potkany, v dmSCN byla hladina Dexrasl u svételné
deprivovanych zvitat signifikantné vyssi nez u kontrolnich (P = 0,011405). Podobné¢ jako
v ontogenezi, exprese Dexras] mRNA v dmSCN dosahovala minimalné¢ dvojnasobnych
hodnot neZ ve vISCN.

V SO zplsobila svételnd deprivace signifikantni snizeni exprese Dexrasl oproti
kontrolam (P = 0,003695). Hladina Dexras! mRNA v LOT2 byla mirn€ zvySena u svételné
deprivovanych potkanli v porovnani s kontrolnimi, avSak tento narlst nebyl signifikantni.
V PVA podobné jako v SO jsme nalezli u svételné¢ deprivovanych potkant signifikantni
pokles hladiny Dexrasl (P = 0,030986). V SFO jsme také detekovali snizeni hladiny
Dexrasl u svételné deprivovanych potkant, avSak tento nalez nebyl signifikantni. V PaLM
jsme zjistili signifikantni ¢tyfnasobné sniZeni exprese Dexrasl u svételné deprivovanych
zvitat oproti kontrolam (P = 0,01116).

U svételn¢ deprivovanych potkanti jsme dale nalezli v AD nesignifikantni sniZeni
hladiny Dexrasl na poloviéni hodnotu neZz u kontrolni skupiny. V AVDM byla hladina

Dexrasl u svételné deprivovanych potkanlt v porovnani s kontrolami také snizena. Oproti
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tomu ve ventralni casti klaustra (VCI; ventral part of claustrum) nebyla detekovana
vyrazna zména v hladiné¢ Dexrasl mezi svételné¢ deprivovanymi a kontrolnimi potkany.
Statisticky vyznamné niz$i hladina Dexras! u svételné deprivovanych potkanti v porovnani
s kontrolami byla pozorovana ve VA (P = 0,022546). Podobny, avSak nesignifikantni
pokles hladiny Dexrasl u svételné deprivovanych potkant byl nalezen ve VL.

V dorsdlnim endopiriformnim jadfe (DEn; dorsal endopiriform nucleus) nebyla
detekovana vyrazna zména v hladiné Dexrasl mezi svételné deprivovanymi a kontrolnimi
potkany. V BLA 1 v anteroventralni casti medidlniho amygdaloidniho jadra (MeAV;
medial amygdaloid nucleus, anteroventral part) jsme pozorovali nesignifikantni zvySeni
exprese Dexrasl u svételné deprivovanych potkanti v porovnani s kontrolami. Ve VMHVL
jsme nenalezli vyraznou zménu v hladin¢ Dexras! mezi svételné deprivovanymi a
kontrolnimi potkany.

VDLG vedla svételnd deprivace k signifikantnimu sniZzeni exprese Dexrasl
(P =0,032492). V SNCD jsme detekovali polovi¢ni hladinu Dexras] mRNA u svételné
deprivovanych potkanti v porovnani s kontrolnimi (P = 0,003711). Ve struktufe sluchové
drahy, v MGV, byla hladina Dexras] mRNA u svételné deprivovanych potkanli taktéz
signifikantné sniZzena oproti kontrolni skupiné¢ (P = 0,021426). Mirny pokles hladiny
Dexras] mRNA jsme pozorovali také v GrDG.

V retrosplenidlni granularni kiife (RSG; retrosplenial granular cortex) byla u svételné
deprivovanych potkanti hladina Dexras] mRNA nepatrné sniZzend oproti kontroldm.
V primarni zrakové klife jsme nenalezli Zadnou patrnou zménu v hladinach Dexas! mRNA
mezi svételné deprivovanymi a kontrolnimi potkany.

V superiornim vestibuldrnim jadie (SuVe; superior vestibular nucleus) jsme nezjistili
vyraznou zménu v expresi Dexras! u svételné deprivovanych a kontrolnich potkant. V DC
jsme naméfili mirny nartist hladiny Dexras/ mRNA u svételné deprivovanych potkant

oproti kontrolam.
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Obr. 9: Zmeny v hladiné Dexrasl mRNA v mozku 16dennich potkanii po sveételné
deprivaci.

Vysledky méreni relativni optické denzity (OD) Dexrasl mRNA v mozkovych strukturdch
srovnanych v rostro-kaudalnim sméru. Nalevo ilustracni schéma z atlasu s modre
vyznacenymi mérenymi strukturami (Prevzato a upraveno z Paxinos & Watson, 2009),
uprostied ukdzkové autoradiografie hybridizacniho signdlu s vyznacenymi tzv. oblastmi zajmu
(ROI; z angl. “ region of interest ) v mérenych strukturdch a s oblastmi definujicimi intenzitu
pozadi. Napravo odpovidajici graf s hodnotami relativni OD hybridizacniho signalu
vdanych strukturdch u kontrolnich (K) a svételné deprivovanych (SD) mladat potkanii.
Kazdy sloupec vyjadruje prumeérnou hodnotu relativni optické denzity 3-5 zvirat
s vyznacenou SEM. * znaci statistickou vyznamnost P < 0,05. ** znadi statistickou vyznamnost

P <001
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5.2.1 Zmény v expresi hodinovych genii Perl a Rev-erbo v mozku 16dennich

potkanii po svételné deprivaci

Exprese Dexrasl je regulovana cirkadidannimi hodinami a v SCN vykazuje podobny
rytmus jako exprese hodinového genu Bmall (Takahashi et al, 2003). Lze tedy
predpokladat, ze se na jeji regulaci podili protein REV-ERBa stejné¢ jako na regulaci
exprese Bmall. Hodinovy gen Perl je citlivy na svétlo a regulaci jeho exprese dochazi
k synchronizaci faze cirkadidnnich hodin (Travni¢kova-Bendova et al., 2002; Cheng et al.,

2006). Proto jsme se také zajimali o to, jestli svételnd deprivace ovlivni expresi

hodinovych genli Perl a Rev-erbo.

5.2.1.1 Zmény v expresi Perl v mozku potkanii po svételné deprivaci

Signifikantni zmény v expresi hodinového genu Per! vlivem svételné deprivace jsme
pozorovali ve FrA (P = 0,005019) a v AOVP (P = 0,028831). V obou téchto strukturach
jsme naméfili dvojndsobnou hladinu exprese Perl u svételné deprivovanych mlad’at

potkantl v porovnani s kontrolnimi potkany (obr. 10).
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Obr. 10: Zmeény v hladine Per] mRNA v mozku 16dennich potkanii po svételné deprivaci.

relativni opticka denzita

Signifikantni rozdily relativni OD hybridizacniho signdalu Perl mRNA ve FrA a AOVP.
Nalevo ilustracni schéma z atlasu s modre vyznacenymi mérenymi strukturami (Prevzato a
upraveno z Paxinos & Watson, 2009), uprostied ukazkové autoradiografie hybridizacniho
signdlu s vyznacenymi tzv. oblastmi zdjmu (ROI; z angl “ region of interest) v mérenych
strukturach a s oblastmi definujicimi intenzitu pozadi. Napravo odpovidajici graf
s hodnotami OD v danych strukturach u kontrolnich (K) a svételné deprivovanych (SD)
mladat potkanii. Kazdy sloupec vyjadruje priumérnou hodnotu relativni optické denzity 4- 5

zvirat s vyznacenou SEM. * znaci statistickou vyznamnost P < 0,05. ** znaci statistickou

vyznamnost P < 0,01.
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5.2.1.2 Zmény v expresi Rev-erba v mozku potkanii po svételné deprivaci

Studentv t-test odhalil signifikantni rozdily v expresi Rev-erboo mRNA v dmSCN
(P =0,025775), v SO (P = 0,026984) a ve VL (P = 0,002637). V.dmSCN i v SO byla
hladina Rev-erba. u svételné¢ deprivovanych potkant signifikantné sniZzena oproti
kontrolam. Zatimco ve VL jsme naopak pozorovali vyrazny nartist exprese Rev-erba

mRNA u svételn¢ deprivovanych zvifat v porovnani s kontrolnimi (obr. 11).
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Obr. 11: Zmény v hladiné Rev-erbo. mRNA v mozku 16dennich potkanu po sveételné
deprivaci.

Signifikantni rozdily relativni OD hybridizacniho signalu Rev-erba. mRNA ve dmSCN, SO
a VL. Nalevo ilustracni schéma z atlasu s modre vyznacenymi mérenymi strukturami
(Prevzato a upraveno z Paxinos & Watson, 2009), uprostied ukazkové autoradiografie
hybridizacniho signdlu s vyznacenymi tzv. oblastmi zdjmu (ROI; z angl.* region of interest”)
v mérenych strukturach a s oblastmi definujicimi intenzitu pozadi. Napravo odpovidajici
graf s hodnotami OD v danych strukturach u kontrolnich (K) a svetelné deprivovanych
(SD) mladat potkanu. Kazdy sloupec vyjadiuje primérnou hodnotu relativni optické
denzity 3-5 zvirat s vyznacenou SEM. * znaci statistickou vyznamnost P < 0,05. ** znaci

statistickou vyznamnost P < 0,01.
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5.2.2 Zmény v expresi neurotrofického faktoru BDNF v mozku potkani po
svételné deprivaci

Pro detekci zmén v neurondlni plasticit¢ jsme jako marker pouzili mRNA
neurotrofického faktoru Bdnf. Statisticky signifikantni rozdil v expresi Bdnf mezi svételné
deprivovanymi a kontrolnimi potkany jsme nalezli pouze v SFO (P = 0,000178), a
v MeAV (P = 0,007902). V SFO u svételné¢ deprivovanych mlad’at potkant byla hladina
Bdnf mRNA sedminasobné niz$i nez u kontrol, zatimco v MeAV jsme naméfili vice nez
trojnasobnou hladinu Bdnf mRNA usvételné deprivovanych potkanli v porovnéni

s kontrolnimi potkany (obr. 12).
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Obr. 12: Zmeny v hladiné Bdnf mRNA v mozku 16dennich potkanii po svételné deprivaci.

Signifikantni rozdil relativni optické denzity (OD) hybridizacniho signalu Bdnf mRNA
vSFO a v MeAV. Nalevo ilustracni schéma z atlasu s modie vyznacenymi mérenymi
strukturami (Prevzato a upraveno z Paxinos & Watson, 2009), uprostied ukadzkové
autoradiografie hybridizacniho signdlu s vyznacenymi tzv. oblastmi zajmu (ROIL; z angl. “ region
of interest) v mérenych strukturach a s oblastmi definujicimi intenzitu pozadi. Napravo
odpovidajici graf s hodnotami OD u kontrolnich (K) a svételné deprivovanych (SD) mladat
potkanii. Kazdy sloupec vyjadiuje prumérnou hodnotu relativni OD 3-4 zvirat

s vyznacenou SEM. ** znadi statistickou vyznamnost P < 0,01. *** znaci statistickou vyznamnost

P <0,001.
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6. DISKUZE

vvvvvv

vlivem glukokortikoidii dexametazonu a kortikosteronu (Brogan et al., 2001), ale také
vlivem psychostimulantu amfetaminu (Schwendt & McGinty, 2010). Oproti tomu
prenatalni expozice alkoholu vedla ke snizeni exprese Dexras! (Hard et al., 2005).
Ptestoze nebylo doposud prokazano, ze se hladina glukokortikoidi ¢i jejich receptori méni
v mozku po senzorické deprivaci, tyto studie jsou dobrou ukdzkou ovlivnéni exprese
Dexrasl vzijemné nepiibuznymi substancemi, jejichz seznam se miize v budoucnu
rozSitovat. Silna exprese Dexrasl v senzorickych strukturach talamu, zejména v lateralnim
genikulatnim jadre, a také v SCN, odhalend v nasich pfedchozich pokusech, nas vedla
k zaméru sledovat zmény v expresi Dexras! v mozku béhem ontogeneze a ovlivnéni
exprese Dexrasl svételnou deprivaci mladat.

Vysledky ontogenetického experimentu ukéazaly u vétSiny hodnocenych struktur
rostouci hladinu Dexras] mRNA s v€kem, napfiklad v senzorickych strukturdch AOP,
LOT2, DLG, MGV a DC, a ve strukturdch limbického syst¢ému LSI, PVA a BLA.
Stoupajici hladina Dexras! mRNA v téchto strukturach ziejmeé souvisi s jejich pozvolnou
maturaci a funkéni diferenciaci. Naproti tomu ve strukturach SFO, VHMVL, LaDL a
RtTg jsme v postnatilnich vékovych skupindch nalezli ptiblizné stalé hladiny Dexrasl
mRNA. Avsak naSe vysledky mohou byt mirné¢ zkreslené mensim poctem kvalitnich
vzorkl, nez je optimum pro statistické zpracovani dat, a proto namétené hodnoty exprese
Dexrasl v mozku béhem ontogeneze lze povaZovat pouze za orientacni.

Nejcasnéji v ontogenezi potkana, v E20, jsme detekovali expresi Dexrasl pouze v obou
podoblastech SCN, podobné jako v predchozich experimentech nasi laboratofe (Hahnova
et al., 2016), a také ve VPM talamu. Exprese v obou podoblastech SCN dale vykazovala
narist od E20 az do PS5, av8ak v P10 jsme naméfili jiz vyrazn€é niz§i specificky
hybridizaéni signal, ktery mohl byt ¢aste¢né zplisoben nedostate¢nym poctem kvalitnich
vzorkll. V pozdéjsich vékovych skupinach uz exprese Dexrasl dale klesala. Tento
vyvojovy vzorec exprese Dexrasl zhruba odpovidd vyvoji exprese podjednotek NMDA
receptori v SCN potkanti (Bendova et al., 2009), a naznaCuje souvislost s vyvojem
signaliza¢ni drahy NMDA-nNOS-NO v SCN. Vyznam prenatalni exprese Dexras! v SCN
vSak neni tak zfejmy. SCN se formuje v E17 a je jiz prenatdlné¢ schopno generovat
endogenni cirkadidnni rytmy (Reppert & Schwartz, 1984; Ohta et al., 2002). Podle

dosavadnich experimentt se ale piedpokladd, ze role Dexras1 spociva spisSe v mechanismu
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svételné synchronizace nez v procesu generovani endogennich oscilaci (Cheng et al., 2004,
2006). Schopnost synchronizace s vné&jSimi svételnymi podminkami se ale vyviji jen
pozvolna a u potkanti neni dokonald jest¢ ani v P10 (Bendova et al., 2004). Silna exprese
Dexrasl v SCN v tak Casné ontogenezi tedy naznacuje, ze jeho vyznam pro maturaci a
fungovani cirkadidanniho pacemakeru neni zatim zcela objasnén.

Ve VPM talamu, jehoz neurony pfijimaji somatosenzorické informace z oblasti hlavy a
prevadi je do somatosenzorické kiiry, vykazovala exprese Dexrasl narist mezi E20 a P5
azna trojnasobnou hladinu. Oproti tomu od P10 az k P20 se exprese Dexrasl drzela
na nizkych  hladinach. Tyto vysledky pravdépodobné souvisi s  rozvojem
somatosenzorického systému (Lendvai et al., 2000) Casn€¢ po narozeni, kdy se slepa
potkani mlad’ata orientuji hlavné pomoci somatosenzorickych vjemti a VPM zpracovava
informace z hmatovych vibris a okolnich oblasti hlavy dulezitych pro vyvoj saciho reflexu.
Je zajimavé, ze Dexras] mRNA se v jadfe VPL objevuje az postnatalné. Toto talamické
jadro je zodpovédné za zpracovani stejnych somatosenzorickych informaci jako VPM, ale
z oblasti téla, vedenych patefni michou. Somatosenzoricky systém hlavy se tedy vyviji
jako prvni a nase vysledky naznacuji lohu Dexrasl jiz v jeho ¢asné ontogenezi. Teprve
pozd¢ji zacina u potkanich mlad’at nariistat také aktivita ¢ichového a sluchového systému.
Zrakovy systém vSak u potkana dozrava jesté pozdéji (priblizné mezi P21 az P45)
(Fagiolini et al., 1994; Majewska & Sur, 2003) a tomu odpovida také relativné nizka
exprese Dexrasl pozorovanad v DLG talamu. S timto vyvojovym gradientem se shoduji i
naSe naméfené hladiny exprese Dexrasl v dalSich senzorickych strukturach, jez ukazuji
vys8i expresi Dexrasl ve sluchovych strukturach MGV a DC, ale 1 v ¢ichovych strukturadch
AOVP, VTT2, Pir2 a LOT2 az pozd¢ji béhem ontogeneze mezi P16 a P20. Narist exprese
Dexrasl v MGV a DC se piekryva s obdobim kritické periody vyvoje sluchového systému,
ktery spada pfiblizné mezi P9 a P28 (Zhang et al, 2002). Kritickd perioda vyvoje
¢ichoveého systému konéi piiblizné kolem P13 a pozdé€ji dochazi jen k prodluZovani
projekénich axonti do dalSich vrstev ¢ichové kiry (Friedman & Price, 1986; Evers et al.,
1996).

Tyto vysledky naznacuji, ze by Dexrasl mohl mit roli ve vyvijejicich se senzorickych
systémech. Jeho exprese se vSak neomezuje pouze na né€. Zajimavy je i vyvoj exprese
Dexras1 v motorickych jadrech talamu VA a VL. Zatimco ve VL se jeho exprese objevuje
jiz v P1, tedy hned po porodu, ve VA az v P5 tedy v dobé¢, kdy jiz mladé vykonava volni
planovany a nauceny pohyb, ktery toto jaddro napoméha organizovat. S organizaci pohybu

souvisi 1 RtTG jadro Varolova mostu, které komunikuje s mozeckem a je pravdépodobné
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zodpovédné za posturalni reflexy. Exprese Dexrasl se v ném objevuje az v P10 a drzi se
na priblizné stejné urovni v obou nésledujicich kvantifikovanych vékovych skupinach.

V hypotalamickém PalLM exprese Dexrasl vzristala od P5 kP20, pficemz
ve dvou nejstarSich kvantifikovanych vékovych skupindch vykazovala nejvyssich hodnot.
V P10 jsme naméfili nizkou hladinu Dexrasl, coz miaze byt dano nizkou kvalitou fezl
v tomto véku. Vysokd exprese Dexrasl v magnocelularnich buinikdch paraventrikularniho
jadra hypotalamu byla u potkanti zjisténa jiz dfive a byla spojovana s jeho inhibi¢ni roli
v regulaci drahy cAMP-PKA-CREB v reakci na osmoticky stres (Greenwood et al., 2016).
Ve dvou zbyvajicich strukturach hypotalamu, SO a VMHVL, se exprese Dexrasl objevila
az vP16. Jadro VMHVL reguluje sexualni a agresivni chovani a je tedy mozné, ze
transkripéni aktivita jeho neuronti se zvySuje az s dospivanim zvifat. Supraoptické jadro
reguluje vodni homeostazu v téle. A¢koliv o jeho vyvoji u potkana neni mnoho znamo, je
mozné, ze se jeho aktivita zvySuje s pozvolnym piechodem od matefského mléka
na pevnou stravu nebo s vyvojem hypofyzy ¢i funkce ledvin. Je zajimavé, Ze stejny vzorec
exprese Dexrasl jako v SO ma také SFO, senzoricky cirkumventrikularni orgéan citlivy
na angiotensin a atridlni natriureticky peptid, ktery také hraje vyznamnou roli ve vodni
homeostaze. Nékteré bunky SFO funguji jako osmoreceptory a projikuji pravé do SO a
PaLM.

Pomérné silna exprese Dexrasl byla naméfena také v fad¢ struktur limbického systému.
Mezi né patii také dvé asociacni jadra talamu, AD a AVDM, dilezitd pro uceni a
epizodickou pamét, a PVA, jadro regulujici bdélost a pozornost, ve kterych exprese
Dexrasl gradualn€ roste od narozeni do P16. Patfi mezi né dale LSI, oblast septa
vytvarejici ptfijemné vjemy v radmci neuronalniho systému odmény a trestu, ve kterych
hladina Dexras] mRNA roste pozvolna od P5 az do P20. Gradudlni vyvojovy vzestup
exprese Dexrasl ma také BLA, ¢ast amygdaly, jejiZ primarni funkci je spousténi strachové
reakce. Podobnou funkci ma 1 dalsi amygdaloidni jadro, LaDL, které se pravdépodobné
podili na uklddani pamétovych stop na averzivni, strachové podnéty. Granularni bunky
gyru dentatu jsou vyznamné excitani projek¢éni neurony, které se u potkana objevuji az
postnataln¢ (Bayer & Altman, 1974). Je tedy mozné, ze vysoka hladina Dexrasl v P1
odpovida rychlému nartstu diferenciace téchto bunék, kterd se pozd¢ji zmirni a od PS5 jiz
roste pozvolna.

Absolutni mira exprese Dexrasl mezi jednotlivymi strukturami je obtizné srovnatelna.
Je to ddno zejména jinym pomérem bunécnych tél a bilé hmoty, které vytvaii jiné hodnoty

relativni optické denzity. Jedind struktura, u niZ lze spolehlivé porovnat intenzitu

55



hybridizacniho signalu mezi dvéma ¢astmi je SCN. Z naSich vysledkt vyplyva, Ze hladina
Dexras] mRNA v dmSCN byla ve vSech kvantifikovanych vé€kovych skupinach 1,5krat
vyssi nez ve VISCN, coz také odpovidd dfive publikovanym néleziim nasi laboratoie
(Hahnova et al., 2016).

Diskuze o vyznamu Dexrasl ve vyvoji mozkovych struktur mize byt pouze
spekulativni. Vaidyanathan a kolegové (2004) ve své studii popisuji roli Dexras1 v aktivaci
apoptdzy rakovinnych bunék lidského plicniho adenokarcinomu (A549 bunék). V tomto
systému pusobi Dexrasl v prevenci aberantniho rustu A549 bunék, pravdépodobné svou
ucasti v mechanismu aktivace apoptozy u bunc¢k (Vaidyanathan et al., 2004). Analogicky
by Dexras] mohl, béhem ontogeneze jednotlivych neurondlnich systému, regulovat
odumirani prebytecnych a neaktivnich neuront. Tomu odpovida i expresni vzorec, ktery se
objevuje u nékterych struktur, ve kterych byla maximalni exprese Dexras! naméifena
v ¢asnéjSich vyvojovych stadiich a smérem k dospélosti se snizovala.

Senzoricka zrakova deprivace mlad’at potkana vedla k signifikantnimu narastu v expresi
Dexrasl pouze v jedné oblasti mozku a to vdmSCN. Naopak v SO, PVA, PalLM, VA,
DLG, SNCD a MGV byla exprese Dexrasl u svételné deprivovanych potkanii vyznamné
sniZzena oproti kontrolam. Ackoliv SCN patii mezi cilové struktury gangliovych bun¢k
sitnice a zména exprese Dexrasl se vnich da ocekavat, neni mozné ji potvrdit
porovnavanim hladin Dexrasl pouze v jednom casovém bod€. Zmeéna exprese v SCN
muze totiZz souviset s Castecnou desynchronizaci a s tzv. volnym béhem cirkadianniho
oscilatoru v prostredi stalé tmy. Pfedchozi studie nasi laboratofe ukézala, Ze v podminkéch
stalé tmy hladina Dexrasl v SCN osciluje s cirkadianni periodou (Hahnova et al., 2016).
Endogenni oscilator se sice vytvaii ve velmi ¢asné ontogenezi, vyvoj jeho schopnosti
synchronizace s vnéjSimi podminkami je ale pozvolny. Je pravdépodobné, Ze v prostiedi,
kde chybi zakladni cirkadianni synchronizator, kterym je stfidani svétla a tmy, bézi hodiny
jednotlivych mlad’at s jinou fazi nebo tzv. volné bézi s endogenni periodou nastavenou
prenatalné jejich matkou. Doba odbéru pak muze spadnout do jiného vnitiniho Casu
regulované, exprese Dexras|.

Utinek svételné deprivace na pokles neuronalni aktivity zrakovych struktur by mohl byt
1épe demonstrovan na zméné exprese Dexras! v DLG. Ta byla u svételné deprivovanych
potkanti signifikantné snizena na polovinu oproti hodnotam u kontrolnich potkant. AvSak
v primarni zrakové kiife k podobnému sniZeni nedoslo. Je vSak mozné, ze senzorickou

deprivaci byly zasaZzeny pouze nckteré vrstvy kortexu, které nemiizeme technikou in situ
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hybridizace rozlisit. Korovou vrstvou, ktera tradi¢né slouzi jako model morfologickych
zmén spojenych s monokularni deprivaci, je Ctvrtad vrstva, ktera miize byt funkéné
rozdélena do celkli nazyvanych sloupce okuldrni dominance. K méteni exprese Dexrasl
v téchto strukturach bychom ale potiebovali techniky, které jsou schopné rozlisit expresi
mRNA na bunééné urovni.

Nase vysledky ukazaly mirn€¢ zvySenou hladinu Dexras] mRNA v ¢ichovych
strukturaich AOE, AOP, AOVP, VTT2, Pir2, HDB a LOT2 u svételné deprivovanych
potkanich mlad’at v porovnani s kontrolnimi potkany. Ackoliv zvySeni neni ani u jedné
z téchto struktur signifikantni, je zajimavé, ze se v pfiblizné stejné mire tyka vsech
¢ichovych struktur, které exprimuji Dexrasl. To by pravdépodobné¢ mohlo souviset
s posilenim cichové diskriminace, kompenzujici snizené¢ zrakové vnimani deprivovanych
potkant.

Zajimavou souvislost ma také signifikantni sniZeni exprese Dexras! v SO a PaLM, dvou
hypotalamickych jadrech regulujicich produkci hormont dulezitych pro resorpci vody
v ledvinach. Senzoricky cirkumventrikularni orgdn SFO, ktery je mozkovym osmotickym
senzorem, vykazuje také snizenou expresi Dexrasl po svételné deprivaci, 1 kdyz statisticky
nevyznamng. Zda se tedy, ze tyto tfi oblasti mozku dulezité pro vodni homeostazu v téle
jsou citlivé na zrakovou deprivaci v ¢asné ontogenezi a méni své signaliza¢ni molekuly.

Mirné snizeni exprese Dexrasl bylo také naméfeno v motorickych jadrech VA a VL, a
ve vSech strukturdch limbického systému s vyjimkou jader amygdaly BLA a MeAV,
a prefrontalniho kortexu. Hledani vysvétleni pro zmény v limbickém systému by mohlo
zaCit ivahou o nokturnélni aktivité potkand, u nichZ svétlo vyvolava Unikové chovani.
Je mozné, ze stala tma méni aktivitu jejich limbického systému a odstranuje stimul, ktery
spousti averzivni obranu. Podobné& jako kdyZ adolescentni mysi vystavili stresoru v podobé
omezeni pohybu (angl. restraint) v dobé tmavé Casti svételného cyklu a pak sledovali
jejich chovani ve vyvySeném bludisti a zjistili, Ze mysi stresované v tmavé ¢asti svételného
cyklu vykazovaly méné chovani podobné anxieté v porovnani s mySmi testovanymi
v reakci na stejny stresor avSak ve svételné casti cyklu (Ota ef al., 2015).

Svételnd deprivace dale signifikantn€ snizila expresi Dexrasl! v SNCD a v MGV
v porovnani s kontrolami. Pokles v expresi Dexras! v MGV u deprivovanych potkand by
mohl souviset s jejich izolaci od ostatnich zvifat po dobu experimentu, zatimco kontrolni
skupina byla v mistnosti s dalSimi laboratornimi potkany.

Mezi hlavni hodinové geny molekuldrni smycky generujici cirkadidnni oscilace patii

Perl a Rev-erbo, u kterych jsme také pozorovali zmény v genové expresi po svételné
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deprivaci. Exprese Rev-erba byla vdmSCN a v SO signifikantn€ snizend u svételné
deprivovanych potkanti v porovnani s kontrolnimi, zatimco ve VL jsme naopak pozorovali
zvySenou hladinu Rev-erbo u svételné deprivovanych zvirat oproti kontrolam. Predpoklada
se, ze exprese Dexrasl je regulovana obdobnym mechanismem jako exprese Bmall, proto
jsme ocekavali, Ze u svételn¢ deprivovanych potkani bude exprese Rev-erba snizena,
pokud je exprese Dexrasl zvysena. Tato hypotéza byla ovétena pouze pro dmSCN, neplati
vSak pro jiné struktury.

Signifikantni nartst exprese Perl jsme pozorovali ve FrA a v ¢ichové struktuie AOVP
u svételné deprivovanych potkani v porovnani s kontrolnimi potkany. Exprese genu Per/
v SCN je zvysend v odpovédi na svételny stimul, o¢ekavali bychom tedy také zménu jeji
exprese po zrakové deprivaci. Zadné signifikantni zmény ve zrakovych strukturach jsme
vSak nenaméfili.

Pro detekci zmén v neurondlni plasticité, zpisobenych svételnou deprivaci mlad’at, jsme
také zkoumali zmény v expresi Bdnf mRNA v mozku svételn¢ deprivovanych potkani.
Signifikantni zmény v expresi Bdnf mRNA jsme nalezli pouze v SFO a MeAV. V SFO
byla exprese Bdnf mRNA, podobné jako u Dexrasl, snizena u svételné deprivovanych
potkanii v porovnani s kontrolnimi potkany. Oproti tomu v MeAV byla exprese Bdnf
u svételn¢ deprivovanych potkanii vice nez trojnadsobnd oproti kontrolam. Nase vysledky
tedy naznacuji zvySenou nervovou plasticitu v MeAV u svételné deprivovanych mladat
potkana, coZ by mohlo souviset s pravdépodobnym posilenim ¢ichové diskriminace a tedy
1 zvySenou aktivitou neuronti medidlnitho amygdaloidniho jadra, které se podili

na zpracovani ¢ichové informace v souvislosti s emo¢ni slozkou.
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7. ZAVER

Exprese Dexrasl je ve vétsSin€ struktur mozku potkana detekovatelna spise az
postnataln€. Jedinou vyjimku tvofi suprachiasmaticka jadra a ventralni posteromedialni
jaddro talamu, kde byla exprese zjiSténa jiz prenatdlné. V prubéhu casné postnatalni
ontogeneze se exprese Dexrasl postupné objevuje zejména v senzorickych a nékolika
motorickych strukturach talamu, ve strukturach hypotalamu regulujicich vodni homeostazu
organismu a v fad¢ struktur limbického systému.

Svételna deprivace mlad’at potkana od PO az do jejich 16. dne veéku zpiisobila pokles
exprese Dexrasl ve zrakovém laterdlnim genikulatnim jadfe talamu v porovnani
s kontrolami. Podobnou citlivost ke svételné deprivaci jsme pozorovali 1 v supraoptickém
jadte, paraventrikularnim jadie hypotalamu a v subfornikdlnim organu, kde by pokles
exprese Dexrasl u svételné deprivovanych potkani pravdépodobné mohl souviset
se zménou signalizace téchto struktur. Dale jsme zjistili, Ze svételna deprivace snizila
expresi Dexrasl ve strukturdch limbického systému, pravdépodobné v reakci na sniZzenou
aktivitu té€chto oblasti odstranénim stresoru, kterym mize byt pro no¢niho hlodavce svétlo.

Spole¢né vysledky naSich experimentd navrhuji dalsi studie pro posouzeni mozné role
Dexrasl vregulaci odumirani ptebyte¢nych, neaktivnich nervovych spojii a neuronii

nékterych neuronélnich systémt béhem ontogeneze.
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