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ABSTRAKT

V¢étSina fyziologickych procésse v organismech opakuje v dennich intervalech
stale znovu a znovu tak, Ze vykazuji cirkadidnimgy Tyto rytmy jsou u savciizeny
centralnimi hodinami uloZenymi v suprachiasmatitkyjddrech (SCN) hypotalamu.
Signalizace z SCN ovliwje periferni hodiny, které se nachazeji wSw¢ tkani €la.

V gastrointestinalnim systému je&hb perifernich hodin Uzce propojen s metabolismem.
Mechanismus tvorby cirkadiannich oscilaci je zafozea transkripné-transl&nich
zpétnovazebnych sniékéch, diky kterym dochazi k rytmické expresi hodijah gert.
Cirkadianni hodiny jsou kazdodenedizovany s vijSim prostedim. Pro synchronizaci
centralnich hodin v SCN jeitkzité gedevsim gtdani sétla a tmy. Perifeni hodiny jsou
sdizovany jak signaly z SCN, tak dalSimi faktory, figjad pfijmem potravy. Délka
swtlé ¢asti dne, neboli fotoperioda, se v naSich gaisnych Sikach v ptibéhu roku néni

a cirkadianni hodiny se tak musinto zntnam neustale ffzpusobovat. Mechanismus,
jakym se cikadianni systentipptisobuje zniné fotoperiody, neni dosudesré znam.

Cilem této prace bylo objasnit vliv 2my fotoperiody na centralni hodiny v SCN a
na periferni hodiny v jatrech. Specifickym cilemldyjistit dynamiku s jakou se tyto
hodiny gizpasobuji ke zmné z dlouhé fotoperiody s 18 hodinamiétla na kratkou
fotoperiodu s 6 hodinami &tla. DalSim cilem bylo odhalit, do jaké miry se na
fotoperiodické modulaci perifernich hodin podilfima signalizace z SCN a riépa
signalizace spojend gipnem potravy.

MySi kmene C57BI/6J byly chovany na dlouhé fotopesi Tri, pét a tinact dni
po zmeéné z dlouhé fotoperiody na kratkou byly stanovenyfibrcexprese hodinovych
geni v SCN a v jatrech. V rostralni, medialni a kaudafsti SCN byla sledovana exprese
hodinovych get Perl, Per2 a Rev-erla. pomociin situ hybridizace, v jatrech exprese
geni Per2 a Rev-erla pomoci real-time RT-PCR. V dalSim experimentu bwyhysi
krmenyad libitum a vystaveny zimé z kratké fotoperiody na dlouhou, nebo vystaveny
podminkam, kdy krmny rezim tuto 2mu fotoperiody napodoboval.

Vysledky ukazaly, Ze po ziné dlouhé fotoperiody na kratkou se profily exprese
v rostralni, medialni a kaudalgasti SCN, které jsou na dlouhé fotopediohzow
odlisné, vzajemtire-synchronizovaly do stejné faze. K této synctaari dochazelo diky
postupnému fazovémugqubihani poklesu exprese hodinovychigahjatrech se exprese

genuPer2 aRev-erla prizpusobila znéné na kratkou fotoperiodu rozdilnym igobem. U



genuPer2 doslo k fazovému iedbzhnuti poklesu exprese, u geRev-erla k fazovému
predkEhnuti nafistu exprese. Je tedyiepmé, Ze mechanismustizpasobeni zning
fotoperiody je v centrélnich hodinach v SCN a \ifeemich hodinach v jatrech rozdilny.

Pét dni po znéné zmené kratké fotoperidy na dlouhou byly profily expregeni
Per2 a Rev-erla v rostralni, medialni a kaudaldasti SCN desynchronizované a tedy
piizpisobené dlouhé fotoperiédZmeéna rezimu fijmu potravy nerla na denni profily
exprese hodinovych gérv SCN Zadny vliv. Periferni hodiny v jatrech bybyt dni po
zmené kratké fotoperiody na dlouhou zcel&izpisobeny dlouhé fotoperiédV pripack,
kdy mysi byly vystaveny kratké fotoperida gitom n¢ly pristup k potra¥ omezen na 6
hodin, byla faze rytmu exprese posunuta stgpgko na dlouhé fotoperiédkterou tento
rezim simuloval, avSak fib¢h profilu exprese ovlivén nebyl. V gipa€ zmeny
fotoperiody z kratké na dlouhoufipsowasném omezeniftistupu k potray, které
napodobovalo iljlem potravy na kratké fotoperiddbyla vyrazg ovlivnéna jak faze, tak
pribeh profilu exprese dennich prafihodinovych get. Fotoperiodickd modulaceipnu
potravy tak niZe gispivat k posunu faze rytmické exprese hodinovyehigne v3sak ke
zmeéné prabehu €chto profika.

Fotoperioda tedy ovliwje centralni a periferni hodiny rozdilnym tgpbem,
piicemZ na fotoperiodické synchronizaci perifernich ihose podili jak signalizace z
fotoperiodou modulovanych centralnich hodin v S&,i signalizace spojena #ijmem

potravy.

Kli ¢éova slova:cirkadianni hodiny, fotoperioda, hodinové genypraighiasmaticka jadra,
jatra



ABSTRACT

Most physiological processes in mammals follow ydadscillations. These
circadian rhythms are driven by central oscilldtarated in the suprachiasmatic nucleus
(SCN) of hypothalamus. The SCN coordinates rhytammctivity of the subsidiary
peripheral oscillators distributed in many differg¢issues. In gastrointestinal system, the
peripheral clocks and metabolism are closely link&tde mechanism of circadian
oscillations is based on transcriptional-transtaideedback loops, which drive rhythmic
expression of the clock genes. The entrainment extiernal conditions is essential for
proper function of the circadian clock. While th€ is driven mainly by the light-dark
cycle, synchronization of the peripheral clocks efgpon many factors, such as feeding
and fasting. The length of the light part of the/,dee. photoperiod, changes throughout
the year rapidly and circadian system has to attafite changes all the time. However,
a mechanism of adjustment to the change in theopkabd has not been fully
understood.

The aim of this work was to elucidate the effectbéinge in the photoperiod on
the central SCN clock and on the peripheral clatkhe liver. Firstly, we focused on
dynamics of adjustment of these clocks to the cedngm a long photoperiod, with 18
hours of light, to a short photoperiod, with 6 heof light. The next aim was to elucidate
whether photoperiodic modulation of the hepaticcklas mediated by direct SCN
signaling, indirectly by changes in feeding, orldmgh mechanisms.

The C57BIl/6 mice were maintained under a long pberiod. Three, five and
thirteen days after the change from the long to shert photoperiod, clock gene
expression profiles in the SCN and in the liverevéeterminedPerl, Per2 andRev-erla
expression in the rostral, middle and caudal parthe SCN was assessed oy situ
hybridization, the expression &er2 andRev-erla in liver was determined by real-time
RT-PCR. In the next experiment, mice fad libitum were subjected to a change from
the short to the long photoperiod or to a restddeeding regime which simulated the
change in the photoperiod.

The data demonstrate that the expression profilesynchronized in the rostral,
middle and caudal parts of the SCN under the Idmggperiod, attained synchrony after
transition to the short photoperiod. Adjustmentthe short photoperiod was achieved

mostly by phase-advancing the clock gene exprestchine. The expression rhythms of



Per2 andRev-erla. in the liver adjusted to the change to the shbat@period differently;
whereas Per2 expression adjusted by advancing the expressiarlinde Rev-erla
expression by advancing the expression rise. Tateindicate different mechanisms of
adjustment to the change of the photoperiod ircémral SCN clock and in the peripheral
clock in liver.

Five days after the change from a short to a |[dmgfqperiod,Per2 andRev-erla
expression profiles in the rostral, middle and @yt of the SCN were desynchronized
and thus fully adjusted to the long photoperiode Haily profiles in the SCN were not
affected by changes in feeding regime. The pergiherer clock was entrained to the
change from the short to the long photoperiod filays after the transition. In mice
maintained under the short photoperiod with 6 haghttime feeding regime simulating
the long photoperiod, the expression profiles wardted to the same phase as under
the long photoperiod, however, their waveforms wesemodulated accordingly. In case
of the change from the short to the long photogemath food provided twice a day
simulating the short photoperiod, both phase angefeams of the clock gene expression
were affected. Therefore, these data demonstrateptiotoperiodic modulation of food
intake might shift the phase of clock gene expogsgrofiles, but does not affect their
waveforms.

These results indicate that the central SCN andp#rgheral liver clock are
affected by photoperiod in a different way. Appdhgn direct signals from
the photoperiod-modulated SCN as well as the feedBrated signals are likely involved

in photoperiodic entrainment of the peripheral klocthe liver.

Keywords: circadian clock, photoperiod, clock gene, suprastmatic nucleus, liver
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1. UVOD

1.1. CIRKADIANNI RYTMY

VSechen Zivot na zemi je vystaven neustale gaicim podminkam, meziéa
pafti i periodické stidani dne a noci. Vzhledem kimj s jakou jsou organismy schopny
prizpusobit se okolnim podminkam, neni divu, Ze si pagtupyvinuly mechanismy,
pomoci nichz tyto zeémy dokazi pedvidat. Pravidelné cykly ve spanku aihid fyziologii
i metabolismu jsouizeny vnitnim oscilatorem, biologickymi hodinami. Ty ve vSech
organismech, nejjednodusimi prokaryotickymi¢ipaje a clovékem korge, vytvéai
cirkadianni rytmy. Perioda&cthto rytmi (1), jez trva priblizg 24 hodin, je dana geneticky
a lehce se liSi se i mezi jednotlivci udnitruhu. Charakteristikou cirkadiannich ryine,

Ze pretrvavaji i v naprosto neperiodickém presli, nap. ve stéle tra. V tom pipact
vSak dochazi k jejichipdbihanki naopak opofovani, v zavislosti na tom, zda je \mit
perioda kratSi nebo delSi nez 24 hodin.iWquk jsou cirkadianni hodiny kazdodenn
sdizovany, fedevsim pomoci 8tlani s¥tla a tmy, kdy vliv ma hlavh s\wtla ¢ast dne.
Dulezitymi synchronizéatory (tzv. Zeitgeber) jsou vighiijem potravy, teplota okolniho
prostedi a socialni faktory. Vnmi subjektivni ¢as organismu, ktery je drZzen
v neperiodickém prostdi, se oznalje jako ¢as cirkadianni (CT). CTO — CT12 zia
subjektivni den, CT12 — CT24 subjektivni noc.

Vyzkumy z posledni doby ukazuji tzké propojeni aiti@nniho systému s regulaci
bunééného cyklu a metabolismem. AZ 10% mRNA transkrimévar buikach je pod
cirkadianni kontrolou (Akhtaet al. 2002, Storclet al. 2002, Pandat al. 2002). Ukazuje
se, ze nespravna funkce cirkadianniho systému sioswelouradou onemoai - se
spankovymi poruchami, ale také s rakovinnym bujentukrovkou nebo bipolarni
poruchou. Proto jetdezita spravna funkce a synchronizace cirkadiansysiému. Tu
zaji¥uje jeho hierarchické uspidani, kdy centralni oscilator ulozeny v mozku v
hypotalamu gimo gijima swtelné informace ze sitnice a tim sézpisobuje period
vnéjSiho prostedi. Tuto informaci pakipdava dale perifernim oscilabon, které zajiduji

spravnou synchronizaci jednotlivych organ



1.2. CIRKADIANNI SYSTEM

U sava@ je centralni osciladtor tidici cirkadidnni  rytmy uloZen
v suprachiasmatickych jadrech (SCN) hypotalamuké#izaly to studie na hlodavcich, kdy
léze SCN zcela vyruSily cirkadianni rytmicitu (Step et Zucker 1972). Naopak
transplantace SCN arytmickym jedime obnovi cirkadianni rytmy a to s periodou
odpovidajici periogdarce, nikoliv pijemce (Ralpfet al. 1990, Sujincet al. 2003).

Suprachiasmaticka jadra se nachazeji po strané@th rmhozkové komory nad
optickym chiasma. U hlodauge kazdé z jader je slozeno #lghizne 10 000 neurana
kazda biika je samostatnym oscilatorem. Fanki morfologicky Ize suprachiasmaticka
jadra rozdlit do dvoucasti, dorsomedialni a ventrolateralni. Zatiniést ventrolateralni
je piimo propojena se sitnici, odkud ziskavéatewmé informaceidici jeji rytmicitu, ¢ast
dorsomedialni vykazuje spontanni rytmicitu, ktexéizena signaly Zasti ventrolateralni.
Obe casti se lisi i produkci neurotransmiter ¢asti dorsomedialni jde hlayro arginin
vasopresin (AVP), ¥asti ventrolateraini o vasoaktivni intestinélni fgVIP). VétSina
neurori se vyznauje také produkci kyseliny-aminomaselné (GABA) (Moore et Speh
1993).

| kdyZz SCN produkuji navenek jednotny rytmicky signjednotlivé biiky jsou
samostatnymi oscilatory. &fenim elektrické aktivity neurdnv in vitro disperzni kultie
bylo zjiS€no, Ze kazda hika osciluje nejen ve sveé vlastni fazi, ale Ze Seilidélkou
periody. Vzajemné propojeni a synchronizace jsaliztmezbytné pro jednotny vystupni
rytmus z SCN (Welslet al. 1995, Schaapt al. 2003). Mechanismus, pomoaihoz jsou
neurony vzajemix synchronizovany, vSak dosud nebyeg€ objasgn. V Gvahu pipada
propojeni pomoci jejich elektrické aktivity (Ant@h al. 2005)¢i pomoci neurotransmitér
VIP nebo GABA (Harmaet al. 2002, Antonet al. 2005, Albuset al. 2005). Vyhodou
tohoto multioscilaniho systému je &Si presnost vystupniho rytmického signalu a
zaroves mensi pravébodobnost odchyleni faze v porovnani s rytmeniengm pouze
jedinym neuronem (Liwet al. 1997). Pro spravnou funkci SCN je tedy nezbytrid ja
intracelularni tvorba rytmicity, tak intercelularikiomunikace mezi hikami (Liu et
Reppert, 2000).

Kromé centralniho oscilatoru v SCN jsou nedilnoucsti cirkadianniho systému
také dréhy vstupni a vystupni. Vstupni drabingseji do SCN informaci z ¥j$iho
prostedi, zatimco drahy vystupni rozesilafistusné signaly do celéhélda. SCN jsou

ovliviiovany gedevsim fiemi hlavnimi drahami: retinohypotalamickym traktéRHT),



genikulohypotalamickym traktem (GHT) a drahou zZh@muclei. Informace stelného
charakteru jsou figendSeny RHT (Moore et Lenn 1972). Signal je zadmysggecidlnimi
fotosenzitivnimi gangliovymi hikami sitnice a odeslaniimo do ventrolateralnéasti
SCN. Tam zpisobuje vyliti glutamatu a PACAP (pituitary adenglatyclase-activating
polypeptide) a jejich vazbu na NMDA receptory (Nimgd-D-aspartatové receptory)
(Castel et al. 1993, Hannibalet al. 1997). GHT jsou do SCNipadkny informace
negimo, a to pes intergenikulatni listek (IGL) v talamu. Zde seegruji informace jak
swtelné tak nesitelné, coZz umaiuje WtSi plasticitu vysledného signaligmaseného do
SCN pedevSim neuropeptidem Y (NPY) (Harringteh al. 1985). Serotonergni draha
z raphe nuclei ovlituje SCN na zaklad nes¥telnych podsta, nagiklad pohybové
aktivity (Mogaet al. 1997).

Cirkadianni rytmy vytvéené centralnim oscilatorem v SCN jsou vystupnimi
drahami rozesilany do ostatniakasti mozku, michy a perifernich organkteré
synchronizuji. Drahy, pomoci nichZz k synchronizadbchézi, nebyly je&8t zcela
objasrény, prav@podobr se jedna o kombinaci neuronalnich a humoralnigmadi
(Kalsbeeket al. 2006).

1.3. MOLEKULARNI MECHANISMUS CIRKADIANNICH OSCILACI

Dlouhou dobu nebylo jasné, na jakém principu cifkadi oscilace
v suprachiasmatickych jadrech vznikaji. Prvni mgdehvrhovaly systémy zaloZené na
synaptické aktivit neurori, av3ak studie s blokatorem Nkanafi, tetrodotoxinem, tuto
teorii vyvratily. AZ pozdji byly identifikovany takzvané hodinové geny, @j¢ rytmicka
exprese je podstatou vzniku cirkadiannich oscilbtiitace¢i delece &chto geri vede
k porucham cirkadianni rytmicity, od zkracemiprodlouzeni periody az po Uplnou ztratu
rytmicity (Baeet al. 2001, van der Horstt al. 1999). Podstatou vzniku cirkadiannich
oscilaci jsou d¥ vzajemr propojené transkrimé-transl&ni zptnovazebné sniky, diky
nimz dochazi k rytmické expresi hodinovych gdPerl, Per2, Cryl, Cry2, Rev-erp
Rore a Bmall (Reppert et Weaver 2001, Takahagdti al. 2008). Na principu
zpétnovazebnych snigk je zaloZena tvorba rytmickych oscilaci u vSechanisni,
s evoluci vSak stoupd slozitost tohoto mechanistallladem prvni smiky jsou u savit
transkrigni aktivatory, proteiny CLOCK a BMALL tici pomoci dimerizéni domény
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PAS (Per-Arnt-Sim) heterodimery. Ty se po vstupujalira vazou pomoci basic helix-
loop-helix DNA-vazebné domény na E-box sekvence QGAG) v enhancerech gien
PeraCry, které tim aktivuji. Produktythto ger tvoii v cytoplasns heterodimery, které
vstupuji zgt do jadra, kde inhibuji svoji vlastni transkrigoterakci s CLOCK/BMALL1
dimerem). Ve druhé Znovazebné snige aktivuje dimer CLOCK/BMAL1 transkripci
jadernych siratich receptar Rev-erla a Rora. Proteinové produktyéthto geri se vazou
na RORE elementy (Ror-response elements) v proonaenuBmall pricemz REV-
ERBu jeho transkripci inhibuje, naopak R@QR aktivuje (Repperet al. 2001, Fuet al.
2003, Takahaslat al.2008).

Tyto autoreguléni zpstnovazebné sniky se v organismu opakuji ¥iplizné 24-
hodinovych cyklech. Jsou dané rytmickou expresiimmd/ch geid, pricemz maximalni
hladiny mRNA jednotlivych geinjsou oproti sob fazow posunuté. Exprese gererl,
Per2 a Cryl, Cry2vrcholi kthem dne, kdy se jejich proteinové produkty hromadi
v cytoplasng. Proteiny PER1 a PER2 jsou zde vSak fosforylowasein kinazou (CKd,
CK19), coz jednak zakryva jejich jaderny lokakima signal a jednak urychluje jejich
degradaci v proteasomu. Tim dochazi k @fm&ani vstupu PER/CRY dimirdo jadra.
To prodluzuje celkovou délku periody (Lowrey al. 2000, Leeet al. 2001) a je mozné,
Ze pré¢ tento krok je v udrZzovani rytmicity s cirkadianpériodou kléovy. V jade
inhibuji proteiny PER/CRY svoji vlastni transkripsiazbou na CLOCK/BMAL1 a
pravdépodobré primo modifikacemi chromatinu,fedevSim deacetylaci histanKrome
aktivace transkripce gérPer a Cry aktivuje dimer BMAL1/CLOCK i transkripci genu
Rev-erla, pravdpodobré diky vnittni histon acetyl-transferazové funkci proteinu
CLOCK (Doi et al. 2006). Protein genRev-erla. inhibuje transkripci genBmall takze
hladina jeho mMRNA &em dne klesa a jeho proteinovy produkt jiz B2zen spolu
s CLOCK aktivovat transkripdPer a Cry. Jejich snizena hladina spolu s proteinem ROR
umozni ogtovnou transkripci geniBmall, hladina jehoZz proteih dosdhne maxima
béhem noci. Tim je cely cyklus uz&n (Takahashet al. 2008).
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Obr. 1. Schéma tvorby cirkadiannich oscilaci — transkigtransl&ni zpstnovazebné
smyeky (Ko et Takahashi, 2006)

Jes¢ v nedavné dabbyl praw popsany mechanismus vzniku oscilaci zaloZzeny na
transkrigné-transla&nich smykach povazovan za kompletni. Vyzkumy z posledniydob
vS8ak naznéuji, Ze jde pravépodobrg o0 mnohem komplexij§i souhru vice mechanism
Krome jiz zmintné gesné bu&iné lokalizace jednotlivych elentet modifikaci histof
se zda byt nepostradatelnou i cilena degradaceipitoFBXL3 je ubiquitin E3 ligaza z
F-box rodiny, kter4 se ¢astni ubiquitinace CRY protain coz je smituje krychlé
degradaci. Mutace genu FBXL3 nazvaDsaertime (Siepkaet al. 2007) ¢i After hours
(Godinhoet al. 2007) zasahuje vazebné misto pro CRY proteinyiiaatpuje prodlouzeni
cirkadianni periody. FBXL3 totiz nelie vazat CRY, které proto nejsou degradovany a
tim mohou déle inhibovat transkripci dalSich hodiah geri.

Posledni vyzkumy ukazuji, Ze nengédilezitou roli hraji i microRNA. Ty se
podileji na posttranskripi regulaci geth navazanim ve 3’"UTR oblasti mRNA a timdbu
zabraiuji translaci nebo z#&fginuji degradaci mRNA. V SCN mysi byly nalezenyédv
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MIiRNA, které ovliauji pfimo centralni oscilator, miR-219 a miR-132. miR-2[9
exprimovana rytmicky a vaze se na dimer CLOCK/BMALKNnock-down miR-219
zpasobuje u mySi vyrazné prodlouzeni cirkadianni mrioniR-132 ovliviuje transkripci
genuPerl a stabilitu proteinu PER2 a zaraveeslabuje sitlem indukovany posun faze
rytmu (Chenget al. 2007). miR-192 a miR-194 snizuji hladiny PER piriea jejich
zvySena exprese vede ke zkraceni periody (Netgal 2009).

Dalsi, nedavno objevenou sloZkou cirkadianniho lasecu je cyklicky AMP
(cAMP). Hladiny cAMP vykazuji v pibé¢hu dne vyrazny rytmus, jeho koncentrace je
fizena centralnim oscilatorem. ZaraveSak cAMP pomaha udrZovat &povazebnou

transkrigni smyku a jeji fazi, periodu i amplitudu (O"Neét al. 2008).

1.4. PERIFERNI OSCILATORY

Nedlouho po objeveni prvnich hodinovych geylo zjiS€no, Ze cirkadianni
hodiny nejsou vysadou pouze neuranSCN, ale Ze ke tvo#rytmi dochazi i ve #tSine
perifernich orgéain, nag. v jatrech, srdcti kosternich svalech (Balsalobet al. 2002).
Mechanismus tvorby oscilaci v perifernich hodingelpodobny mechanismu centralnich
hodin v SCN — je také zaloZzeny na transkmiptransl@&nich smykach se stejnymi
hodinovymi geny jako zakladnimi prvkya¥odné se gedpokladalo, Ze SCNijmo ridi
periferni oscilatory a po jejich lézi dojde k pgmtému vymizeni rytin (Reppert et
Weaver 2001). Poz{ vSak bylo zjiS€no, Ze jednotlivé periferni oscilatory jsou schopny
tvorby rytmi i v negitomnosti centralnich hodin v SCN (Yaa al. 2004, Guoet al.
2006). V takovém fipadt vSak dochazi k posunu faze mezi jednotlivymi @doily a
jejich vzdjemné desynchronizaci. SCN tudiz zajiS vzajemnou souhru cirkadiannich
hodin v jednotlivych tkanich a zaravev organech mezi sebou (Yab al. 2004). Signal
je prenasen &kolika zpisoby. Bul’ piimo pomoci autonomnich nervovych spyujovic
et al. 2008) a hormain (Balsalobreet al. 2000), nebo négfmo pomoci zrén v €lesné
teplo€ (Brown et al. 2002) a chovanim spojenym $jmem potravy (Damioleet al.
2000).
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Obr. 2: Synchronizace perifernich hodin (Dibregral, 2010)

1.5. HODINAMI KONTROLOVANE GENY

VySe popsanymi mechanismy vznikaji v cirkadiannitlodinach rytmickeé
oscilace. Tento signdl jeeba Siit do celého dla, coz zajisuji hodinami kontrolované
geny (clock-controlled genes, CCG). Tyto geny jpod Fimou kontrolou cirkadiannich
hodin, takze maji vyrazny rytmus v expresi a molhodiny i zgtné ovliviovat. Pro
samotnou tvorbu oscilaci v SCN vSak nejsou nezbyByo zjisS€no, Ze transkripce
vétSiny hodinami kontrolovanych géne regulovana proteinem CLOCK, ktery sénpo
Gcastni cirkadidnni remodelace chromatinu v jejicanpotorech. Jak jiz bylo zméno,
CLOCK ma histon acetyltransferazovou aktivitu, dikgré aktivuje jejich transkripci.

Opané pasobi SIRT1 (NAD-dependenti histon deacetylaza sirtuin 1), ktery&ee na
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komplex CLOCK/BMAL1 a transkripci hodinami kontreanych gei zabrauje. Jeho
deacetyldzova aktivita vykazuje cirkadianni rytnfAsher et al. 2008, Nakahat&t al.
2008). Skutgnost, Ze SIRT1 p#tbuje pro svou funkci NADjako kofaktor, ukazuje na
Uzkou propojenost cirkadianniho systému s metaelis. Navic mnoho hodinami
kontrolovanych geinkdduje proteiny kliové v regulaci bustného cyklu a metabolismu,
napiklad v jatrech ovliviuji enzymy metabolickych drah, energetické rovngvah
detoxifikace (Gachoret al. 2006). Jednou z hlavnich funkci cirkadiannich hgei tak
casové oddeni chemicky nekompatibilnich metabolickych pracésagiklad sodasna
vysoka exprese glykogen syntazy a glykogen fosfagy)l a do jisté miry ii@dpowd
téchto znén v metabolickych drahach (Schibktral. 2007).

Mezi hodinami kontrolované geny s nejlépe prostashowu funkci pat Dbp (D-
albumin element-binding protein), AVP (arginin vpsesin) a AA-NAT (arylalkyl-N-
acetyltransferaza). Dbp je transkimpm faktorem, ktery mimo jiné ovliwuje pohybovou
aktivitu ¢i expresi jaternich enzyin(Yamaguchiet al. 2000). Avp je exprimovan
piedevSim v dorsomediélnéasti SCN, m& mnoho funkci jako neurotransmiter a
v organismu se podili na udrZovani rovnovahy vodgla(Ingramet al. 1998).

AA-NAT je kli¢ovy enzym v draze syntézy melatoninu. Ten jgdaaz tryptofanu
v epifyze a funguje f@devsim jako fevodnik ze signalu neuronalniho na humoralni.
Aktivita AA-NAT mé vyrazny cirkadianni rytmus s miaxem khem subjektivni noci,
kdy jsou tudiz vysoké i hladiny melatoninu, naogaks den jsou jeho hladiny nizké
(linerova et Varcek 1988). Hlavni ulohou melatoninu, ktery je z gpyf uvohovan do
krve, je informovat dlo o vnittnim ¢ase biologickych hodin. U vSech ziichu se,
nehle@& na to zda jsou dengi no¢ni, tvari vyhradré ve tne a je tedy jakymsi signéalem
noci. Pokles jeho hladin Uzce souvisi s koncemedtivni noci. Doba, po kterou je jeho
hladina zvysSena, navic poskytuje organismu informaocnim obdobi. V zim, kdy jsou
noci dlouhé, je melatoninovy signal dlouhy, \&|ékdy jsou kratké, je naopak kratky
(linerovéaet al. 1984, llinerovaet al. 1991). S tim pochopitednsouvisi i signalizace pro
pocatek nebo konec reprodirk aktivity (Hastingset al. 1987).
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1.6. SYNCHRONIZACE CIRKADIANNIHO SYSTEMU

Kli¢ovou vlastnosti cirkadianniho systému je jeho sobep fFizpiasobovat se
vngjSimu prostedi. Hlavnim synchronizdtorem je bezesporutiey které hodiny
kazdodend sedizuje na 24-hodinovou periodu. V zavislosti nagjgich swtelnych
podminkach se #mi také faze, ve které cirkadianni hodinszb Pro posun jejich faze
v8ak neni pdtba vystaveni celému cyklu &a a tmy, coz bylo prokdzano mnoha
pokusy. Zviata drzena ve stélé &nbyla vystavena kratkému &elnému pulzu viizné
denni dob a porovnanim jehocdinku na cirkadianni hodiny byla sestavena tzv. ¥&zo
responzni kvka (phase response curve, PRC).ét8wy pulz aplikovany &hem
subjektivniho dne nema n&ltb hodin Zadny vliv, pulz aplikovany v prvni polo¥in
subjektivni noci zpsobi fazové zpozui hodin, pulz aplikovany ve druhé polowin
subjektivni noci naopak fazovégulehnuti (Daan et Pittendrigh 1976).

fazovy posun (h)
o
@
®
®
o

_3 T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

CT (h)

Obr. 3: Fazow responzni kivka — velikost fazového posunu (+ fazoveegizhnuti,
- fazové zpozéhi) zavisi na dobaplikace setelného pulzu. CT — circadiantsés (CT O
zn&i pacatek dne, CT 12 gdtek noci). (upraveno dle llinerova et \é&ek 1988)

Signadl o s¥telném stimulu je zachycen ikami sitnice a putuje
retinohypotalamickym traktem do SCN, kdaigpbuje vyliti glutamatu. DalSi odp&¥ se

liSi v zavislosti na¢ase, kdy ke stimulu dojde. V prvni polo¥irsubjektivni noci se
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glutamat vaze na N-methyl-D-aspartatové receptdiDA), coz zprostedkuje uvolgni
vapenatych iorit a aktivaci kalmodulinu, MAP kindzy a dalSich kindXasledna
fosforylace CREB (CAMP response element bindinggin), jeho vstup do jadra a vazba
v CRE oblasti promotoru génaktivuje jejich transkripci (Dinget al. 1998). Signal ve
druhé polovig noci zgisobi glutamatem zprdstdkovany narst produkce oxidu dusného.
Ten aktivuje guanylyl cyklazu, zvySi se hladina cBMoz aktivuje cGMP — dependentni
protein kindzy, které fosforyluji CREB. Tak dochaptt k aktivaci transkripce. (Dingt

al. 1998). Je vSaki¢ba zdraznit, Ze fosforylace CREB je pod cirkadianni kolttu a
dochézi k ni pouzethem subjektivni noci (Gintgt al. 1993).

Fosforylovany CREB se vaze v CRE oblasti promoigeal Perl a Per2 a tim
aktivuje jejich expresi. K této stelnym pulzem zaiiinéné iniciaci tranksripce, ktera
souvisi s fazovym posunem rytmu, dochaddevsim ve ventrolateralgasti SCN a je
nezavisla na CLOCK/BMAL1 zprosdkované aktivaci (Travekova-Bendovaet al.
2002). Zatimco k expresi gemRerl dochazi po sitelném pulzu na zatku i na konci
subjektivni noci, k expresi gener2 piedevSim po pulzudhem prvni poloviny noci,
béhem druhé poloviny je indukce vyrazsnizena. Fazovéredkehnuti je tedy spojeno
piedevSim s indukci gent®erl, fazové zpozéhi predevsim s indukci gentPer2
(Shearmaret al. 1997).

1.6.1. Vliv fotoperiody na cirkadianni rytmicitu
hodin. Délka s#tlé ¢asti dne, neboli fotoperioda, se vip¢hu roku na ¥tSiné mist na
Zemi velmi vyrazg meéni. V naSich zerpisnych sikach (50° s.8.) se pohybuje v rozmezi
mezi 16 hodinami okolo letniho slunovratu (21.68 laodinami okolo zimniho slunovratu
(21.12.). Organismy vnimaji nejen jeji délku, at®,izda dochazi k jejimu prodluzovani
¢i zkracovéni, coz jim slouzi jako ukazatel¢mého obdobi. Dle toho reguluji své
fyziologické funkce, naifiklad reprodukni aktivitu, gredevsSim jeji néasovani tak, aby se
potomci rodili na jée, metabolismus a s tim tvorbu tukovych zasiaa gimnim obdobim
nebo znénu zbarveni srsti (Heller et Ruby 2004, Folletiidette 1982).

Zkoumani intervalu fotosenzitivity SCN prokazale, fbtoperioda imo ovliviiuje
centraini oscildtor. &em subjektivni noci lze stelnym pulzem indukovat expresi
¢asného raného germdFosve ventrolateralnéasti. Tento interval sitelné senzitivity je

na kratké fotoperiatl vyrazré delSi nez na fotoperigddlouhé (Sumovét al. 1995a).

17



Fotoperioda dale ovliwje nagiklad rytmus ve spontanni expresFosv dorsomedialni
¢asti SCN (Sumovét al. 1998), rytmus v elektrické akti¢itneurori SCN (Jagotaet al.
2000, Shaapt al. 2003), expresi arginin vasopresinud(& al. 2000b) a v neposledni
fack i expresi hodinovych geén

Délka fotoperiody ovliiuje pomoci vystupnich drah z SCN i rytmus v pohybov
aktivit¢ (Elliott et al. 1994), gijmu potravy (Bartness et Wade 1985) nebo rytmickou
produkci melatoninu v epifyze (llinerova et \&&ek 1980, Rollaget al. 1976, Goldmaret
al. 2001).

1.6.2. Vliv fotoperiody na expresi hodinovych gain

Hladiny mRNA a proteifi hodinovych gef jsou ovliviovany délkou fotoperiody
ve vSechiastech suprachiasmatickych jader. V zavislostiéleedfotoperiody se liSi faze,
tvar kiivky a amplituda rytmické exprese hodinovych @enavic se mni i vzajemny
fazovy posun mezi jednotlivymi profily. Nejlépe bybsud zkouman vliv na geBerl a
Per2, o kterych je znamo, Ze jsotimo ovlivnitelné s¥tlem (Shigeyoshet al. 1997). U
hlodava bylo prokazano, Ze na kratké fotoperigd interval zvySenych hladiRerl i
Per2 mRNA vyrazri kratSi nez na fotoperigddlouhé a amplituda jeétsi (Messageet
al. 2000, Steinlechnest al. 2002, Sumovét al. 2003). Podobné vysledky byly zji&ly i
pro proteiny PER1 a PER2 (Nuesslein-Hildesheinal. 2000, Sumovét al. 2002). Pro
genBmall plati, Ze na kratké fotoperidde interval zvysené hladiny jeho mRNA delSi
nez na fotoperiagldlouhé. | zde je ovlivna také amplituda rytmu, kterd je na kratké
fotoperiod vétSi neZ na fotoperiaddlouhé (Sumovét al. 2003).

Rytmus exprese gerBmallje na dlouhé i kratké fotoperidds antifazi k rytmu
exprese gehPerl aPer2 Subjektivni den je charakterizovan vzestupemihlatRNA
geni Per, zatimco subjektivni noc n#stem hladinBmall mRNA. Je #ejmé, Ze Bhem
dlouhych letnich din trvd subjektivni den vyrazndéle nez za kratkych zimnich in
Informace o délce fotoperiody je tedy zakodovatienp v centralnim oscilatoru v SCN.
Cirkadianni hodiny tak ziwiichim neslouZi pouze prodfeni¢asu v ramci jednotlivych
dna, ale podavaji jim i informaci o aktualnimérdm obdobi. To jim umaiuje jednak
spravié naasovat dobu probuzeni a jednakgvidat nadchazejici ¢ni obdobi (Sumova
et al.2004).
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1.6.3. Odlisny vliv fotoperiody na jednotlivé¢asti SCN

Porovnéanim vlivu kratké a dlouhé fotoperiody natc@ni oscilator bylo zjigno,
Ze se exprese hodinovych gewn riznych ¢astech SCN liSi. V zavislosti na délce
fotoperiody se ni faze rytmické exprese v rostralni, medialni adénicasti. Pokusy u
kiecka ukazaly, Ze na dlouhé fotoperioge rytmus exprese gérPer2, Rev-erla a Dbp
v kaudalni ¢asti SCN fazoy¥ predkzhnut fed rytmem exprese dasti rostralni. Na
fotoperiod kratké vSak rozdil mezi jednotlivyndéstmi SCN nalezen nebyl (Hazlerigt
al. 2005, Johnstoret al. 2005). Také u mySi bylo prokdzano, Ze zatimco rédké
fotoperiod je exprese geén Perl, Per2 a Bmall vrostralni i kaudalnicasti SCN
synchronni, dlouh& fotoperiodatgwmbi fazové fedkehnuti profili v kaudélnic¢asti ged
profily v ¢asti rostralni (Nait@t al. 2008, Sosniyenket al. 2009).In vitro studie, kdy byl
sledovan rytmus Perl-luciferazové aktivity, potlydexistenci samostatnoscilujicich
skupin bugk uvnitt SCN. Ty se vzajeniliSily jak fazi svého rytmu, tak svou reakci na
délku fotoperiody. Cirkadidnni oscilace échto mist& specifickych skupinach bek
jsou fazo¥ sprazeny bd’ s paatkem nebo koncem pohybové aktivity (Inagekial.
2007).

Tyto vysledky naznauji, Ze vliv fotoperiody na SCN jefgnasSen také pomoci
odcEleni faze exprese hodinovych gewjeho jednotlivyché¢astech. Zatimco na kratké
fotoperiod jsou rytmy cirkadiannich oscilaci v rostralni, n@di a kaudalnicasti
synchronni, na fotoperigddlouhé je faze kaudaliasti gedlEhnuta ped fazi wasti
medialni a jegtvice oproti fazi Wasti rostralni. Diky tomu je prodlouzen intervalylke
SCN jako celek v ,aktivnim' dennim stavu. Syncheatie na délku fotoperiody tedy
pravcéEpodobrt Uzce souvisi s rozdilnou fazi cirkadiannich ostilgjednotlivychcastech
SCN a tim také Zivachiam slouZi jako ukazatel &aiho obdobi (Sosniyenket al. 2009).

PrestoZe vlivu dlouhé a kratké fotoperiody na cenfrédodiny bylo ¥novano
mnoho studii, dynamikaijzpisobeni hodin zén¢ fotoperiody byla objasma pouze
casténé. Prvni vyzkumy se anovaly sledovani hladin melatoninu a enzymuddgého
v draze jeho syntézy AA-NAT (arylalkyl-N-acetyltrsieraza) fi zméne dlouhé
fotoperiody na kratkou. Doba, po kterou je zvySatadina melatoninu i AA-NAT se
postupr prodluzuje, avSak intervalfigpisobovani se zda byt druhowspecificky.
Zatimco u potkain doSlo k synchronizaci na kratkou fotoperiodghdém 2 tydi
(linerovaet al. 1986), u kecka byl tento interval vyrazhdelSi a to 6 tydin (llinerovaet
al. 1984) az 8 tydin (Hastingset al. 1987). Vzhledem k tomu, Ze vetsiné kmeni

laboratornich mySi neni melatonin syntetizovan ¢(Gatt al. 1989), bylo jako ukazatel
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prizptisobeni zrané fotoperiody pouzito sledovani jejich pohybové wikyi. Bylo zjiSténo,
Ze po zminé fotoperiody na dlouhowi naopak kratkou, dojde k vyraznému zkraceni
respektive prodlouzeni intervalu pohybové aktiglhyagakiet al. 2007).

Prizpasobeni cirkadiannich hodin na &nu délky fotoperiody bylo dale zkouméano
sledovanim intervalu fotosenzitivity SCN a toc¢ienim doby, kdy je <gilem
indukovatelna exprese gemudFos Zatimco pi zmeéné dlouhé fotoperiody na kratkou
trvalo prizpiasobeni intervalu 2 tydny, figpisobeni zriné z kratké fotoperiody na
dlouhou probhlo bkéhem 3 dii a bylo tedy podsta#rychlejSi (Sumovét al. 1995a). Na
arovni hodinovych gein bylo prizpisobeni se z#mé fotoperiody zkoumano pouzdip
asymetrické zrm¢ dlouhé fotoperiody na kratkou. Rytmy expreseigerl a Bmall
nebyly @izpasobeny kratké fotoperiédani po 13 dnech (Sumowd al. 2007). Dynamika
vzajemné synchronizace mezi jednotlivygastmi SCN g zmén¢ fotoperiody byla

poprvé zkoumana az v ramdeplkladané studie (viz nize).

1.6.4. Vliv fotoperiody na periferni hodiny

Skute&nost, Ze fotoperioda ma vliv i na rytmickou expresim v perifernich
oscilatorech, potvrdilo jiz ¢kolik studii. Nejprve to bylo prokdzano u zlatyckedka, kdy
se profily exprese hodinového geRarl a hodinami kontrolovaného gelmbp v srdci a
plicich liSily v zavislosti na délce fotoperiody &€ et al. 2003). Také v jatrech byl u
kiecka prokazan vliv fotoperiody na expresi geRer, Cry, Clock a Bmall (Marondeet
al. 2007). U ovci byla v jatrech zji§ta fotoperiodou ovlivéna regulace gentPer2
(Anderssoret al. 2005). Na urovni protein konkrétré proteimi PER1 a PER2, byl vliv
fotoperiody potvrzen v jatrech, srdci a plicich atkani (Bendovéet al. 2006). Z &chto
vysledla je Z'ejmé, Ze informace o aktualnichéwinych podminkach je perifernimi
oscilatory zpracovavana, avSakegny mechanismus znam neni.ét®m jsou pimo
synchronizované totiz pouze centralni hodiny v S@iKy jejich propojeni se sitnici.
Informace o vijSi fotoperio@ je z nich rozesilana do perifernich oscilatpomoci zatim
ne zcela objasmych neuronalnich a humoralnich sighéKalsbeeket al. 2006, Schibler
et al. 2009). Zda se vSak, Ze n&sdinu perifernich hodin maétejni vliv predevsim doba
piijmu potravy. Jeji n&sovani je za normalnich okolnosti pod kontroloatré&nich
hodin v SCN. Pokud je vSak potrava dostupna pouz€ity omezenyasovy usek, faze
rytmu exprese hodinovych gerv jatrech se okamiitprizptisobuje tomuto intervalu

nezavisle na fazi rytmu v SCN (Damioi& al. 2000). V gipadt, Ze je tento interval
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v rozporu se signaly z SCN, ridgad je-li potrava dostupna pouze v dptkdy jsou
zvirata neaktivni, dojde k ozeni centralnich a perifernich hodin. Hodiny v Sgak
béZi v souladu s wjSimi swtelnymi podminkami, zatimco pro periferni hodiny je
rozhodujici¢as @ijmu potravy (Damiolaet al. 2000, Stokkaret al. 2001, Haraet al.
2001). To znamena, Ze za normalnich okolnosti ndof@ Bijmu potravy na centralni
hodiny v SCN vliv. Pouze za zvlastnich podminelpiikdad kdyZ jsou stalym stlem
jednotlivé buiky SCN vzajem# desynchronizované (Novakovét al. 2011) nebo
v piipad  hypokalorické diety (Mendozat al. 2005), je pijem potravy schopen
suprachiasmaticka jadra synchronizovat. Jak uz ig&¢keno, nejsou mechanismy, pomoci
nichz je informace o WjSi fotoperiod predavana perifernim oscilaton, zatim znamy.
V Uvahu gichazi bul’ ptima signalizace z SCN nebo signalizacefimeg@ prostednictvim
casového ovliiovani chovani spojeného #jmem potravy nebo kombinace obou

moznosti.
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2. CILE

1. NaSim prvnim cilem bylo objasnit mechanismuggiisobeni zmin¢ fotoperiody

v centralnich hodinach v SCN.

2. Dale jsme chli zjistit, jak na znénu fotoperiody reaguji periferni hodiny.

3. DalSim cilem bylo objasnit, zda fotoperioda oiilije perferni oscilatory, konkrétn
jatra, skrze fimou signalizaci z SCN nebo zda jéle¥it¢jSi synchronizace spojena

S @ijmem potravy.
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3. PREHLED POUZITYCH METOD

Experimentalni zvirata

K experimenim byly pouziti samci mysi inbredniho kmene C57Bl{(&&laz,
Praha). Zviata byla chovanarpteplo& 23 + 2 °C s volnym fistupem k vod a potra¥.
Oswtleni bylo zajis¢no 40-W zéivkami a intenzita ositleni se pohybovala mezi 50 a
200 lux dle umisini chovnych kleci. Sitelné rezimy, jejich zigmy a zng¢ny krmnych
rezimi jsou detaild popsany v ploZzenych ¢lancich. VSechny pokusy byly provedeny
v souladu se zakonem na ochranuavproti tyrani ¢. 42084/2003-1020).

In situ hybridizace

Ke stanoveni exprese hodinovych @§em SCN byla pouZzita metodan situ
hybridizace s radioaktivnh zna&enou RNA sondou. Kijfpraw sond pomociin vitro
transkripce bylo pouZita-*>S-UTP (MP-Biomedicals, CA, USA). Metoda je popsana
v priloZenych¢lancich. Hybridizani signal byl stanoven na autoradiografickém fileu

relativni mnoZzstvi RNA rreno jako relativni opticka densita.

Real-time RT-PCR

Pro stanoveni profil exprese hodinovych géw jatrech byla pouzita metoda real-
time RT-PCR. Z tkani byla izolovana celkovd RNA @asy Mini Kit, Qiagen) a nasledn
provedena reverzni transkripce. cDNA byla amplWi&oa na fistroji LightCycler 480
(Roche) a relativni kvantifikace stanovena pomacimalizace k housekeeping gepu2-

mikroglobulin. Podrob&si popis metody je vifloZenych¢lancich.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1. VLIV FOTOPERIODY NA SUPRACHIASMATICKA JADRA

(Sosniyenko S.*, Parkanova D.*, llinerova H., Skdé., Sumova A. (2010): Different
mechanisms of adjustment to a change of the photap the suprachiasmatic and liver
clocks.Am J Physiol Regul Integr Comp Physiz®8, R959-971)

* Oba autdi prispéli k praci stejnym dilem.

Nasim prvnim cilem bylo objasnit dynamikiizptisobeni exprese hodinovych
gen v centralnich a perifernich hodinach ke émn fotoperiody. Vzhledem k nedavno
zjisSténé heterogenit exprese hodinovych génv ramci subpopulaci bgh v SCN
v zavislosti na délce fotoperiody, jsme sledovadpresi hodinovych genv rostralni,
medialni a kaudalniasti SCN u mySidhem znény dlouhé fotoperiody na kratkou. Mysi
synchronizované na dlouhou fotoperiodu s 18 hodimragtla a 6 hodinami tmy (LD
18:6) byly gemistny na kratkou fotoperiodu s 6 hétha a 18 h tmy (LD 6:18). i, pét a
tiinact dni po zrén¢ fotoperiody byly stanoveny denni profily expressigPerl, Per2 a
Rev-erla.. Zarover byla sledovana pohybova aktivita mySi. To nam ufitoZporovnat
zmeny v expresi hodinovych gérse znénami v chovani a pohybové aktivit

Vysledky ukazaly, Zze rytmus pohybové aktivity seaptdval znéné dlouhé
fotoperiody na kratkoudnem 11 dni. Délka intervalu pohybové aktivity nautié a na
kratké fotoperiod se shodovala s jiztive publikovanymi daty (Inagaket al. 2007).
K rozSieni intervalu aktivity doSlo fiedevsim postupnym posunemcatku aktivity do
dobu (viz Sosniyenket al. 2010, Fig. 1).

K ptizpasobeni profii exprese geh Perl, Per2 a Rev-erla v SCN @i zméne
z dlouhé na kratkou fotoperiodu dosSlo ve vSe@th gipadech podobnym Apobem,
zejména postupnym fazovyntgubihanim poklesu hladin jejich mRNA. Doba rsén
hladin mRNA se naproti tomu té&nnentnila. Zda se proto, Ze pokles hladin mRNA je
vazan na dobu zhasnuti vice nez narust hladin mR&aldobu rozsviceni. Podabhyl i
pocatek aktivity (na rozdil od konce aktivity) vazara mlobu zhasnuti. Lze proto

predpokladat, Ze u mySi probihdizpusobeni kratké fotoperiédpomoci pedkEhnuti
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markefi spojenych s dobou zhasnuti. Naopak u patkayly pri ptrizpasobeni se zeme
na kratkou fotoperiodu zaznamenany posuny marlsgrojenych s dobou rozsviceni.
Jednalo se o pokles aktivity enzymu AA-NAT v epdyZllinerovi et al. 1986) a
fotoindukce genu c-Fos v SCN (Sumaatéal. 1995) a dale o nast hladin proteinu PER1
v SCN (Sumovéet al. 2002). Takto rozdilny mechanismusizptsobeni se z#mam
fotoperiody u mysi a potkanby mohla vysetlovat skuténost, Ze zatimco u potkane
endogenni cirkadidnni perioda delSi nez 24 hodimysi je naopak kratsi.

V prab¢hu gizpusobovani se zamé z dlouhé na kratkou fotoperiodu byly z§igy
rozdily v expresi gein Perl, Per2 a Rev-erla mezi rostralni, medialni a kaudakasti
SCN. Doba nérstu hladin mRNA se v rostraliiasti vicemé# nentnila, s vyjimkou
genuPerl, u kterého doSlo k vyraznému fazovéntadgizhnuti. U poklesu hladin mRNA
v rostralni¢asti doslo k vyraznému fazovémiegkehnuti u vSechit geni. V medialni a
kaudalni¢asti SCN nebyly zjigny zmeny v dolg naristu hladin mRNA Bhem zngny
fotoperiody, u poklesu hladin mRNA doSlo u vSechdslhanych gein k vyraznému
fazovému pedkEhnuti (viz Sosniyenket al. 2010, Table 1). Zthto vysledk vyplyva,
Ze rrizpusobeni se zem¢ z dlouhé fotoperiody na kratkou probiha pomocio¥é@ho
predkEhnuti poklesu exprese hodinovych gen

Vysledky dale ukéazaly, Zze zatimco na dlouhé fotimorbyly profily exprese
gem Perl, Per2i Rev-erla v jednotlivychéastech SCN desynchronizované, gespinu
na kratkou fotoperiodu doslo k jejich vzajemné synaizaci (viz Sosniyenket al. 2010,
Fig. 2, 3, 4). Skutmost, Ze na dlouhé fotoperioge rytmus hladin mRNA v kaudalni
casti SCN fazoy predkEhnut ged rytmem v rostralniasti, je v souladu s nedavno
publikovanymi daty. Pracetkolika autofi (Inagakiet al. 2007, Naitoet al. 2008, Yanet
al. 2008) také davaji fazovy posun rytmu exprese hmioh geri v rostro-kaudalni ose
do souvislosti s mechanismem zakddovani délky fxiogdy v SCN. Diky vzajemné
desynchronizaci jednotlivyctésti je na dlouhé fotoperiddozsten interval, kdy dochazi
k expresi get charakteristickych pro subjektivni den. Ni&je stoupaji hladiny mRNA
hodinovych geti v kaudalni, poté medialni a az nakonec v rostidsii SCN.

Vysledky ziskané porovnanim prdfiexprese jednotlivych gérea 3, 5 a 13 dni
po znen¢ z dlouhé na kratkou fotoperiodu ukazaly, Ze dymkangrizpasobeni se kratké
fotoperiod je u kazdého z nich odliSiféiz Sosniyenkeet al. 2010, Fig. 5). Nejrychleji se
adaptoval profilRev-erlxx MRNA, kde jiz 5. den po zén¢ fotoperiody byla exprese
v rostralni a kaudalnéasti SCN vzajemh synchronizovana. Exprese geRerl byla

prizpisobena kratké fotoperigdehem 13 di. Naproti tomu profily exprese gerRer2
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nebyly v rostralni a kaudalniasti SCN synchronizované ani po 13 dnech odrgm
fotoperiody. NaSe vysledky tedyfipesly detailni analyzu dynamiky fipptisobeni
cirkadiannich hodin v SCN kipchodu z dlouhé fotoperiody na kratkou, kdy se e

desynchronizovan&sti postupé sladily do jednotné faze.
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4.2. VLIV FOTOPERIODY NA PERIFERNi HODINY V JATRECH

(Sosniyenko S., Parkanova D., llinerova H., Slatkk Sumova A. (2010): Different
mechanisms of adjustment to a change of the photapm the suprachiasmatic and liver
clocks.Am J Physiol Regul Integr Comp Physi2z®8, R959-971)

Kromé vlivu zmeény z dlouhé fotoperiody na kratkou na centralniingds SCN
jsme sledovali takéftjzpasobeni genové exprese v perifernich hodinach egatrVliv
fotoperiody na expresi hodinovych gewm n¢kterych perifernich organech byl potvrzen
jiz drive (Carret al. 2003, Anderssomt al. 2005), v jatrech u mysi vSak zatim studovan
nebyl. Vysledky prokézaly, Ze exprese gePer2 se pizpusobila kratké fotoperiad
fazovym gedkehnutim jak nakstu tak poklesu hladin mRNA. Vyragsi byl fazovy
posun poklesu, vigledku ¢ehoz byl interval zvySenych hladin mRNA na kratké
fotoperiod zkraceny. Rzpasobeni ke kratké fotoperiddrvalo déle nez 13 dni. Naproti
tomu, exprese genuRev-erlax byla po 13 dnech jiz p# adaptovana na kratkou
fotoperiodu, a to na rozdil deler2 predevsim diky fazovémurgdEhnuti natéistu hladiny
mRNA. Cas poklesu hladiny mRNA se po #mi fotoperiody nemnil a interval jeji
zvySené hladiny tak byl na kratké fotopekoprodlouzeny v porovnani s fotoperiodou
dlouhou (viz Sosniyenket al. 2010, Fig. 6).

Z vySe uvedenych vysletije zejmé, Ze se mechanismuézpiasobeni ke zrne
fotoperiody v centralnich hodinach v SCN a v penfeh hodinach v jatrech Ilisi.
V centralnich hodinach v SCN doslo u vSefihstedovanych genke zkraceni intervalu
zvySenych hladin mRNA (diky fazovémiuegdbshnuti doby poklesu hladin mRNA), coz
znamena prodlouzeni délky subjektivni noci. Zatowetim se prodlouzil i interval
pohybové aktivity, ktery je SCNzen. Steji tak se prodlouzil i interval, kdy dochazelo k
expresi genuRev-erla v jatrech. Mizeme tedy usuzovat, Ze v jatrech hyzpisobeni
exprese genRev-erlx zmene fotoperiody mohlo bytizeno signaly z SCN nebo riémo
pomoci modulace ryttnpohybové aktivity a fijmu potravy. Pro druhou moznost hévo
piedevsim to, Ze v promotoru tohoto genu byla nakezdatast, na kterou se vazi jaderné
receptory PPAR a PPAR (peroxisome proliferator-activated receptor) (laome et al.
2003). Jejich exprese vykazuje cirkadianni rytmvian@ et al. 2006) a jsou aktivovany
pii hladowni. DalSi moznosti by mohla byt regulace pomockghortikoidi (Torraet al.
2000). Zd4 se tedy, Ze regulace exprese gmwerla by mohla byt fimo napojena na
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rytmus v @ijmu potravy a s tim spojenym rytmem pohybové ativiomu by odpovidal
i stejny princip mechanismutippisobeni hladinRev-erlx mRNA v jatrech a rytmu
pohybové aktivity zrén¢ fotoperiody.

Naproti tomu exprese gemer2 v jatrech je pravgpodobr fizena signaly fimo
z SCN. Dynamika fizpusobeni zran¢ fotoperiody totiz pesré odpovidala mechanismu
v SCN. Tuto hypotézu oifmém fizeni exprese Per2 signaly z SCN také podporuje
zjisteni, Ze rytmickd expres@er2 pretrvava i v pipadt, Ze jsou cirkadianni hodiny
v jatrech podmiéné inaktivované (Kornmanet al. 2007).

Muzeme tedy uzdait, Ze mechanismus figpisobeni ke zrn¢ fotoperiody
v centralnich hodinach je odliSny od mechanisiimpisobeni perifernich hodin. Déle je
ziejmé, Ze fizpusobeni cirkadiannich hodin na &miné vrejsi fotoperiodické podminky
je velmi komplexni proces a k jeho plnému obgmsérje poteba dalSich studii. Spravna
funkce a chod cirkadianniho systému, jeho synchem& s v§Sim prostedim i mezi
jeho jednotlivymi komponentami totiz hraje neza#tlpou roli ve spankovém rezimu,

metabolismu a je jednim z faktorabraiujicim nadorovému bujeni.
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4.3. ROLE PRIJMU POTRAVY A SV ETELNEHO REZIMU V SYNCHRONIZACI
HODIN V JATRECH

(Parkanovd D., Novakova M., Sosniyenko S., Sumova (2012): Photoperiodic
modulation of the hepatic clock by the suprachidagmaucleus and feeding regime in

mice.Eur J Neurosgiprijat do tisku)

V néasledujici studii jsem se zabyvali mechanimetarykn fotoperioda ovliiuje
periferni hodiny v jatrech, a torgdevsim otdzkou, jaky podil na tomto mechanismu ma
zmeéna v @Fjmu potravy. Mysi byly vystaveny jednak Zn¢ fotoperiody a jednak zémé
krmného rezimu, coz nam umoznilo sledovat vliv oliéchto faktofi na cirkadianni
hodiny. Cilem bylo uiit, zda synchronizace perifernich hodin €jgn fotoperiodou je
fizena pimou signalizaci z SCN nebo rfépo signaly spojenymi s pohybovou aktivitou a
piijmem potravy.

Sledovali jsme expresi hodinovych geRer2 a Rev-erla: v centralnich hodinach
v SCN a v perifernich hodinach v jatrech, a to #kotika rozdilnych reZimech. Zkata
piizpasobena kratké fotoperiodLD 6:18) byla pemistna bul’ na fotoperiodu dlouhou
(LD 18:6), nebo ponechana na fotopedidktatké a vystavena rezimu sigiupem Kk
potraw omezenym pouze na 6 hodin, ktery simuloval podmiikuhé fotoperiody. DalSi
skupina zviat byla ogt premistna z kratké fotoperiody na dlouhoujg@mz jednaiast
byla krmenaad libitum a druhd krmena pouze dvakrat dgncoz simulovalo podminky
fotoperiody kratké. Tentorfstup umoznil odliSit vliv fotoperiody a vlivimu potravy na
expresi hodinovych gén

Vysledky ukazaly, Ze zaépdni po znéné z kratké fotoperiody na dlouhou, byly
profily hladin Per2 a Rev-erlx. mRNA v rostralni, medidlni a kaudalgésti SCN
desynchronizované, coz bylo potvrzenim, ze ceritrGbdiny jiz byly gizpasobeny
dlouhé fotoperiod (viz Parkanovaet al. 2012, Fig. 2, 3). Porovname-li tato data
s vysledky z nasi fpdchozi studie (Sosniyenket al. 2010), kdy bylo sledovano
prizpisobeni opéné zméng, z dlouhé fotoperiody na kratkou, jgepmé, Ze adaptace
nastala mnohem rychleji. Zatimctizpasobovani na kratkou fotoperiodu trvalo kolem 14
dna, prizpasobeni na dlouhou fotoperiodu p&bbo béhem 5 did. Zménou z kratké na
dlouhou fotoperiodu setive zabyvala pouze jedina studie, ktera sledovaiaijsobeni

rytmu fotoindukce genu c-Fos v SCN. | v tomiidppdt bylo zjiS€no, Ze pizpasobeni k
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piechodu z kratké fotoperiody na dlouhou je rychlegi v opaném snéru (Sumovaet
al. 1995a).

Experimenty, kdy byla zvata drzena na reZimeckkasow¥ omezenym fistupem
k potrav, neprokazaly vliv doby krmeni na centralni hodin$§CN. Profily exprese u
zvirat na kratké fotoperi@ds 6hodinovym fistupem k potravsimulujicim zndnu kratke
fotoperiody na dlouhou byly v jednotlivyctastech SCN synchronizované, coz &na
piizpasobeni ke kratké fotoperiddStejre tak u zvfat, kterym byla kratka fotoperioda
zmeénéna na dlouhou, avsSak seédva krmnymi davkami dernsimulujicimi fotoperiodu
kratkou, Zistaly profily exprese v rostro-kaudalni ose SCN ydekronizované (viz
Parkanovéet al. 2012, Fig. 2, 3). Znamena to tedy, Ze centralmiirhonejsou fjmem
potravy ovlivieny, a to ani za podminek, kdy sdizpusobuji zménénym vrgjSim
fotoperiodickym podminkam. Zda se, Ze centralniimpgsou ovliiovany dobou fijmu
potravy pouze viflpact, Ze jsou desynchronizované (hapa stalém sitle) (Novakovéet
al. 2011) nebo v fipact hypokalorické diety (Mendozzt al. 2005).

V jatrech gineslo sledovani exprese hodinovych geRer2 a Rev-erly
v porovnani s SCN odlisné vysledkytRIni po znéné fotoperiody z kratké na dlouhou
byly profily hladin mRNA jiz gizpasobeny novym sitelnym podminkam. Vifpact,
kdy se nemnila délka fotoperiody, ale zmil se krmny rezim na 6hodinovy interval,
doSlo k posunu faze exprese hodinovychugstejré jako v gedchozim fipac. Tvar
profilu exprese se vSak po Zn¢ krmného rezimu nezénil a zistal stejny jako na kratké
fotoperiock.

Po zmén¢ fotoperiody z kratké na dlouhou a gaané zminé rezimu krmeni na
dveé davky dena (které napodobovalo podminky kratké fotoperiodyflazovala exprese
hodinovych gefti v jatrech podobné znakyippasobeni jako v fedchozim experimentu.
Zatimco faze rytmu exprese odpovidaldzmisobeni kratké fotoperigd tvar profilu
exprese naopak odpovidaligpisobeni dlouhé fotoperiéd(viz Parkanovéet al. 2012,
Fig. 4, 5).

Z téchto vysledk vyplyva, Ze synchronizace perifernich hodin vgélkr je
ovlivnéna jak fotoperiodou, takifpmem potravy. Fotoperiodada v obou experimentech
rozhodujici vliv na pibéh profilu exprese hodinovych géninformace o jeji délce je
proto pravdpodobr zprostedkovana fimou signalizaci z SCN, jehoz funkce jesj&imi
swtelnymi podminkami vyrazn modulovana. Zrna g@ijmu potravy néni fazi rytmu
exprese hodinovych génZ profild exprese ziskanych na rezimu seirda krmnymi

davkami lze navic usuzovat, Ze na fazi perifermiotlin nema zasadni vliv dobaijmu
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potravy, ale spiSe interval hladow nebo naopak nasyceniteRos informace oigmu
potravy na urové perifernich hodin v hepatocytech by tak mohl bgtostedkovan
glukokortikoidy. Byla totiz prokazéana jejich schaymh synchronizovat periferni hodiny
(Balsalobreet al. 2000, Oishiet al. 2005). Signal jimi zproggdkovany vSak odrazi spise
aktualni dostupnost potravy nez informaci o s&uéedélce dne.

Prokézali jsme, Ze fotoperioda ma zasadni vlivymelsronizaci perifernich hodin
v jatrech mySi a Ze se na této synchronizaci gaedobrg podili gima signalizace
z SCN. Informace o WjsSich swé¥telnych podminkach je ipnaSena zatim ne zcela
objasrgnymi signaliz&nimi drahami. NejprawgpodobrijSi se zda byt synchronizace
pomoci autonomniho nervového systému, konkréitirenergni signalizace. Odst¥an
autonomni inervace jater totiz prokazalo jeji podilregulaci exprese hodinovych gen
(Terazoneet al. 2003, Cailottaet al. 2009).

Zawrem lzeftici, Zze fotoperioda ovliuje periferni hodiny v jatrechiedevsim
piimou signalizaci z SCN. Nezanedbatelnou roli vSaehi gijem potravy. V pipack,
kdy byla doba krmeni fjblizné uprosted subjektivniho dne (u tioich organism),
rytmus exprese hodinovych dgen jatrech okamzét ,preskail® do zcela opané faze.
Vysledky tak naznauji, Ze znéna v reZimu fijmu potravy na nespravnou denni dobu
muze zpisobit vzjemnou desynchronizaci mezi jednotlivyritkadiannimi hodinami
uvnitt organismu, coZ je povazovano za rizikovy faktoroxvoji metabolickych

onemocgni.
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5. ZAVERY

1. Mechanismus fizpasobeni ke zrn¢ fotoperiody se v centralnich hodindch v SCN a
v perifernich hodinach v jatrech liSi. Po&m z dlouhé fotoperiody na kratkou se
exprese hodinovych gérv SCN adaptuje pomoci fazovéhieghzhnuti poklesu
hladin jejich mRNA. Zatimco na dlouhé fotopergdou profily exprese hodinovych
geni v jednotlivychéastech SCN vzajendrfazow posunuté, po zémé na kratkou
fotoperiodu dojde k postupné synchronizaci na jéamo fazi. Rychlost, s jakou se

exprese gehpiizpusobi noveé délce fotoperiody, je u jednotlivych weozdilna.

2. V jétrech se exprese hodinovych géter2 aRev-erla prizpusobila zngné
fotoperiody rozdilnym zfisobem - zatimco u gerRer2 doslo k fazovému
predlEhnuti poklesu hladin mMRNA, u geRev-erla. k fazovému pedkehnuti nadstu
hladin mRNA.

3. Exprese hodinovych gérPer2aRev-erla se v SCN fizpusobi znené kratké
fotoperiody na dlouhoudhem 5 dii a neni ovlivina zng¢nami v [Fjmu potravy.
V perifernich hodinach v jatrectigobi na expresi hodinovych dejak signalizace
z SCN, tak signaly spojené Hjmem potravy, které jsou oviiwvany fotoperiodou.
Zatimco fotoperioda ma vliv natgeh profilu, gfijem potravy posunuje fazi rytmické
exprese. Rjem potravy v ,nevhodnou“ dobu takide zgisobit abnormalni posun

faze rytmu exprese a tim desynchronizaci jednathwyscilatoru vde.
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