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ABSTRACT

Most of physiological processes run in the organisms persistently, they begin
in a definite rhythm again and again. The greatest attention is paid to the rhythms, whose
period is equal to one day - they are called circadian rhythms. In case of mammals, these
circadian rhythms are under control of the central circadian clock that resides
in the suprachiasmatic nucleus, a part of the anterior hypothalamus. The mechanism of
rhythm generation is based on interacting transcriptional-translational feedback loops that
control expression of the clock genes in every single cell. Clock-controlled genes transmit
these rhythms into the whole organism where they drive many physiological processes.
Clock genes are expressed also in the peripheral oscillators (for example in liver, lungs,
heart) and are under direct control of the central oscillator. Circadian clock needs to be
entrained everyday to the external time to function precisely. The main entraining cue is
the light part of the day. The length of the light part of the day, i.e. photoperiod, changes
during the year rapidly in our latitudes and the central oscillator has to adapt to
the changes all the time. The length of the photoperiod is encoded directly in the central
oscillator by the transcriptional-translational relations among the clock genes and their
protein products. The aim of the diploma thesis was to elucidate the effect of photoperiod
on the central molecular circadian clock within the suprachiasmatic nucleus as well as the
peripheral clock in the liver. Thorough understanding of the issue how the biological
rhythms are generated and entrained by environmental cues seems to be important for new
ways of the therapy, i.e., chronotherapy and chronopharmacology. The thing is that
dysfunction of the normal circadian rhytmicity can lead as far as to serious health
consequences, like depression, sleep disease, cancer, cardiovascular disorder, obesity etc.
The manipulation of clock gene expression or functional clock gene activity could lead to

the efficient treatment of such circadian diseases.
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1.UVOD

Vsechen zivot na Zemi je vystaven neustale se ménicim podminkam. Mezi n¢€ patii
beze sporu periodické stiidani dne a noci, ale i zmény s periodou mésicni, sezénni, ¢i
ro¢ni. Obsah této prace souvisi predevsim s déji, které vykazuji rytmus pfiblizn€ denniho
charakteru. Lidé se dlouho domnivali, Ze dé&je, které se v organizmech periodicky opakuji
(napf. sttidani doby spanku a bdéni, pohyby listli u rostlin) pouze pasivné odrazeji sttidani
podminek okolniho svéta (svétlo pfes den a tma pies noc). To je dnes jiz minulosti.
Ptihlédneme-li k mife s jakou jsou organismy schopny ptizplisobeni okolnim podminkdm,
neni divu, ze si vSechny, od jednobunéénych prokaryotickych az po ¢lovéka, vyvinuly
mechanismy pomoci nichz na tyto zmény reaguji. Dokonce je 1 dokazi predvidat a tim
Iépe vyuzit nadchazejici zmény vnéjSiho prostiedi. Tyto mechanismy jsou zalozeny
na existenci vnitiniho oscilatoru, biologickych hodinach, ktery v organismu vytvaii
biologické rytmy. Vé&da, jez se témito rytmy zabyva se nazyva chronobiologie (chronos =
¢as). Jako rok jejiho vzniku se uvadi rok 1960, ale k velkému rozvoji doslo az v pomérné
nedavné dobg, a to pfedevsim diky novym moznostem a metoddm molekularni biologie.
Bylo objeveno nékolik tzv. hodinovych gent, které tvoii zéklad celé tvorby vnitinich
rytmd, a to pomoci zpétnovazebnych transkripéné-translacnich smycek. V soucasné dobé
je nejvetsi pozornost vénovana jednak dikladnému poznani vzajemnych (inter- i intra-
celularnich) vztahit jednotlivych dil¢ich komponent a jednak mechanismim, které
umoziuji propojeni s vn&j§im prostiedim. S tim zce souvisi 1 studium vlivu fotoperiody

(tedy svétlé Casti dne) na tvorbu rytmt v ,,biologickych hodinach*.

Cile této diplomové prace jsou:

1. Charakterizovat vliv extrémné dlouhé (L 18:6) a extrémné kratké (S 6:18) fotoperiody
na expresi hodinovych genti Perl a Per2 a hladiny proteini PER1 a PER2 v rtiznych

castech suprachiasmatickych jader: rostralni (R), medialni (M) a kaudalni (C).

2. Charakterizovat vliv extrémné dlouhé a extrémné kratké fotoperiody s pozvolnym
pfechodem svétlo/tma na expresi gent Perl a Per2 a hladiny proteini PER1 a PER2

v rostralni, medidlni a kaudalni ¢asti suprachiasmatickych jader.



3. Zjistit, zda délka fotoperiody ovliviiuje expresi hodinovych gent Perl, Per2, Rev-
Erba, Bmall a Cryl a hodinami kontrolovaného genu DBP v perifernim oscilatoru

v jatrech.
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2. LITERARNI PREHLED

2.1. BIOLOGICKE RYTMY
rytmické zmény. O rytmu hovofime v pfipad€, Ze dand proménnd nabyva neustale
odlisnych hodnot, pfi¢emz urc¢itou hodnotou prochazi opakované. Tyto zmény jsou navic
periodické, to znamena ze dané hodnoty dosahuji opakované po stale stejné dobé. Podle
délky periody je délime:
a) rytmy ultradianni, s periodou mnohem kratsi nez 24 hodin.
Patfi mezi né napf. rytmus v srde¢ni a nervové aktivité, dechova frekvence;
b) rytmy cirkadianni, s periodou dlouhou ptiblizné 24 hodin.
Mezi n€ patii napf. rytmus spanku a bdéni, pohybové aktivity, t€lesné teploty,
rytmus v hladin¢ hormonti v krvi;
¢) rytmy infradidnni, s periodou vyrazn¢ del$i nez 24 hodin.

Radime sem menstruaéni a estralni cyklus, rytmus hibernace piipadné estivace,

rytmus emocniho stavu (zvySeny vyskyt depresi na piechodu zimy a jara).

Charakteristickou vlastnosti periodickych rytma je, Ze jsou to rytmy vnitini,
endogenni. Pretrvavaji tedy i ve zcela neperiodickych prostedich, napt. ve stalé tmé bez
jakékoliv informace o vnéjSim cCase, kdy jakoby ,,volné bézi v Case* (Hastings, 1997).
Z toho vyplyva, ze musi byt pohdnény néjakymi vnitinimi hodinami ¢ili pacemakerem,
ktery je schopen tvofit sebeudrzujici oscilace. Endogenni perioda tohoto pacemakeru se
oznacuje jako T (tau) a méfi se pomoci vystupnich rytml (napf. spanek/bdéni)
v podminkach, které nevykazuji zadné rytmické vlivy prostiedi, nejcastéji ve stalé tme
(Illnerova, 1994).

Je vSak tfeba zdlraznit, Ze ne vSechny periodicky se opakujici déje v organismu
jsou fizeny biologickymi hodinami. O biologickém oscilatoru neboli pacemakeru miizeme
hovotit pouze v ptfipadé, Ze dany rytmus pietrvava i v neperiodickych podminkéch.
Ve skuteCnosti ale maji cirkadidnni hodiny téméf vSechny organismy citlivé na svétlo,

od cyanobakterii po ¢loveka (Schibler, 2005).
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2.1.1. Cirkadianni rytmy

Nejveétsi pozornost je vénovana rytmim cirkadiannim (z lat. circa = ptiblizn¢, dies
= den). Jejich nazev vystihuje skutecnost, Ze nebéZi s periodou piesné, ale pouze piiblizné,
24-hodinovou, a to st= 20 — 28 hod. Jeji délka je pomérn¢ piesné¢ dana druhoveé
1 geneticky, napf. u mysi trva primérné 23,4 hod, u potkana 24,5 hod a u ¢lovéka mezi
24,2 — 25 hod. To znamena, ze pohybova aktivita mySi drZzené v nepfirozenych,
neperiodickych podminkach (stalé tmé) by kazdy den zacinala o néco diiv, ptiblizné
0 20 minut, nez piedeSly den. V pfirodé je vSak tato wvnitini perioda T trvale
z nich je stfidani svétla a tmy, pficemz vétsi vliv ma doba svétla. DalSimi synchronizatory
jsou pravidelny pfijem potravy, teplota okolniho prostfedi, socidlni faktory (Hastings,
1997). Tyto synchronizatory se obecné nazyvaji Zeitgeber.

Svételny rezim, kterému jsou organismy vystaveny, oznacujeme zkratkou LD x:y
(z anglického light-dark), kde x znaci dobu svételné faze v hodinach a y dobu tmavé faze.
DD potom oznacuje podminky stalé tmy a LL stalého svétla. Subjektivni ¢as vnimany
zivocichem, ktery je drzeny v neperiodickém prostiedi, oznacujeme jako cas cirkadianni,

CT. CTO — CT12 oznacuje subjektivni den, CT12 — CT24 oznacuje subjektivni noc.

2.2. CIRKADIANNI SYSTEM

Nedilnou soucésti cirkadidnniho systému jsou kromé centralniho oscildtoru,
generujicitho shora uvedené rytmy, také drahy vstupni a vystupni. Vstupni drahy jsou
nezbytné pro synchronizaci oscilatoru s periodou vnéjSiho prosttedi, drahy vystupni pak
pro tvorbu pozorovatelnych cirkadidnnich rytmii. Dale je v té€le mnoho perifernich
oscilatort, které také vytvaii oscilace a jsou suprachiasmatickym jadrem

synchronizovany.

2.2.1. Suprachiasmaticka jadra

Pacemaker ¢ili centralni oscilator je tvofen specializovanou strukturou,
u obratlovci Casto uloZenou v oblasti mezimozku: u ryb a plazii jde o epifyzu,
u obojzivelniki o sitnici (retinu), u ptakl o epifyzu i retinu a u saveil o suprachiasmaticka

jédra hypotalamu.
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Suprachiasmaticka jadra hypotalamu (nucleus suprachiasmaticus, SCN) jsou
parovy organ nachdazejici se po obou stranach spodni ¢asti tfeti mozkové komory nad
optickym chiasma. Kazdé zjader je tvofeno 8 000 — 10000 drobnych neuronil.
Morfologicky 1 funkéné Ize jadra rozliSit na dvé casti: dorsomediadlni (dmSCN)
a ventrolaterdlni (VISCN), které mezi sebou komunikuji mnozstvim synapsi
(Leak et al., 1999). Dorsomedialni ¢ast, jinak také nazyvana shell, se vyznacuje hlavné
produkci arginin vasopresinu (AVP), zatimco pro ¢ast ventrolaterdlni, core, je typicky
pfedevsim vasoaktivni intestinalni peptid (VIP). VétSina neuronit SCN produkuje jako
neurotransmiter také kyselinu y-aminomaselnou (GABA) (van den Pol, 1980;

Abrahamson et al., 2001; Albus et al., 2005).

2.2.2. Vstupni a vystupni drahy z SCN

Vstupni drahy do SCN piedstavuji predev§im tfi hlavni cesty vedouci do jeho
predava ptimo do SCN svételné informace ze sitnice (Gooley et al., 2001; Albus et al.,
2005). Je tvoten dendrity gangliovych bunék a oddéluje se z optického nervu nad chiasma
opticum. Hlavni neurotransmiter této drahy je glutamat, ktery se vaze na
N-metyl-D-aspartatové receptory (NMDA).

Druha cesta vychézejici z retiny je nepiimé a vede ptes intergenikulatni listek
talamu (IGL), odkud pokracuje jako genikulohypotalamicky trakt (GHT) do vISCN.
V intergenikulatnim listku se integruji informace ovlivitujici SCN jak svételného, tak
hlavné nesvételného charakteru. Hlavni signaliza¢ni molekulou v GHT je neuropeptid Y
(NPY).

Tteti, také nepfima draha zacind v raphe nuclei, ¢asti sttedniho mozku. Touto
cestou prichdzi do vISCN opét predevsim podnéty nesvételného charakteru, podnéty
sveételné maji funkci spiSe modulacni. Hlavni molekulou ptedavajici informace mezi
neurony je na této cesté serotonin (Sumova et al., 1996).

Vystupni drédhy z SCN sméiuji jak do dalSich casti mozku a do michy, tak
do perifernich organd. V mozku vedou tyto drdhy zejména do oblasti mezimozku,
do hypotalamu a talamu (Abrahamson et al., 2001). Signal je pravdépodobné pienasen
pomoci AVP a kyseliny y-aminomaselné (GABA). SniZeni elektrické aktivity v SCN totiZ
koreluje se snizenym uvolonovanim GABA. Timto zpisobem SCN mimo jiné ovliviiuje

tvorbu melatoninu v epifyze a informuje tak celé t€lo o vnéjsich svételnych podminkéch.
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Melatonin je totiz na zaklad¢é noradrenalinového signalu tvotfen v noci, naopak ve dne je

jeho hladina nizké (Illnerova et Vanécek, 1985, Illnerova et Vanécek, 1988).

SYNCHRO- PERIFERNI
: FOTORECEPTOR PACEMAKER ;
NIZATOR OSCILATORY

— 5
®\ 5 /\/

serotonin

Obr. 1: Schéma cirkadianniho systému savct. RHT — retinohypotalamicky trakt, IGL — intergenikulatni
listek, GHT — genikulohypotalamicky trakt, SCN — suprachiasmaticka jadra. Uvedeny jsou pouze hlavni

neurotransmitery synchroniza¢nich drah. Zpracovano dle udaju z literatury.

2.2.3. Synchronizace bunék v SCN

SCN je nezbytné pro tvorbu cirkadiannich rytmt, které ptetrvavaji i v prostiedi,
kde neni pfitomna Z4dna vnéjsi synchronizace. Je zajimavé, ze kdyz jeho bunky péstujeme
in vitro v disperzni kultute, kazda osciluje ve vlastni fazi rytmu, i dva neurony vedle sebe
mohou byt v opacné fazi. A to i pfes mnozstvi synapsi, kterymi jsou propojeny. Z toho
vyplyva, ze oscilatorem je vlastné kazda bunka. Aby SCN mohlo generovat navenek
jednoznaény rytmus, museji byt neurony navzajem synchronizovany (Welsh et al., 1995;
Yamaguchi et al., 2003). Nejpravdépodobnéjsi se zda byt moznost synchronizace pomoci
neurotransmiteru a to GABA, jelikoz je exprimovan ve véts$iné (ne-li ve vSech) bunkach
SCN (Van den Pol, 1993; Albus, 2005). V tvahu pfipada ale i moznost synchronizace
pomoci VIP. Pro tuto mozZnost hovoii pfedev§im to, ze VIP je tvofeny v neuronech
ventrolaterarntho SCN, které pfijima svételné informace ze sitnice, a synchronizuje

neurony v dorsomedialni ¢asti SCN. To souvisi s hustymi projekcemi z vISCN
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do dmSCN, zatimco projekce v opaéném sméru jsou velmi vzacné. Vyhodou tvorby
rytmi v SCN pomoci multioscila¢niho systému zalozené¢ho na vzajemné komunikaci mezi
buitkami je, Ze neurony jsou nejen usmériiovany do spravné faze, ale také je velmi snizena
variabilita v dlouhodobém udrzovani délky periody a to mnohem Ilépe nez jednim
samotnym neuronem (Liu et al., 1997; Aton et Herzog, 2005). Urcitd usmérnéna faze
generovana

v SCN je tedy vysledkem jak plisobeni vnitiniho synchronizatoru (GABA, VIP), tak
fazove zavislou odpovédi na svétlo a dalsi vnéjsi podnéty (pomoci glutamatu, NPY nebo
serotoninu). Spravna funkce SCN vyzaduje piesnou koordinaci mezi intercelularnimi

synchronizujicimi procesy a intracelularni tvorbou rytmicity (Liu et Reppert, 2000).

2.2.4. Periferni oscilatory

Dlouhou dobu byla za jedinou strukturu v téle, kterd obsahuje cirkadianni hodiny,
povazovana vedle SCN pouze sitnice. S objevem hodinovych genii vSak nastal prilom
1 v této oblasti. Bylo zji§téno, Ze k rytmické expresi hodinovych genli dochazi krom& SCN
1 vmnoha dal§ich organech. Patfi mezi né napftiklad jatra, plice, srdce, kosterni svaly,
varlata a dal$i periferni tkané. Diive se predpokladalo, ze tvorba rytmi je v téchto
organech pod piimou kontrolou suprachiasmatického jadra a ze po jeho odstranéni
dochézi k postupnému utlumovani ¢innosti jednotlivych oscilatorit (Reppert et Weaver,
2001). Pozdé&ji vsak bylo prokazéno, ze kazdy z perifernich organti je samostatnym
oscilatorem schopnym zachovavat rytmicitu i v neptitomnosti SCN. V tom ptipadé vSak
dochazi k desynchronizaci perifernich oscilatori. Z toho vyplyva, Ze suprachiasmaticka
jadra funguji jako jejich synchronizator (Yoo et al., 2004). Zatim vSak neni zcela jasné,
jakym zptisobem k synchronizaci dochéazi, pravdépodobné se jednd o humoralni
i nervovou cestu. Rytmicka exprese je v téchto organech oproti expresi v SCN fazové
opozdéna, obvykle o 3 az 9 hodin. Periferni oscilatory mohou byt kromé svétla
vyznamnou mirou synchronizovany i piijjmem potravy. Pfi fdzové zméné€ vnéjSiho
svételného rezimu (predbéhnuti ¢i zpozdéni) dochazi k synchronizaci SCN mnohem
rychleji nez perifernich oscilatort (Yamazaki et al., 2000). Vyzkumy také naznacuji, Ze
mechanismus regulace exprese hodinovych gent je v periferni organech do urcité miry

odli$ny od mechanismu v SCN.
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2.2.5. Epifyza a melatonin

Diilezitou a nepostradatelnou soucasti biologickych hodin je bezesporu melatonin.
Tato latka je tvotfena v epifyze (SiSince), kterd je stejné jako dalSi periferni organy
pod piimou kontrolou SCN. Melatonin pifedstavuje zejména pievodni ¢lanek ze signalu
neurondlniho na humordalni (Illnerova et Vanécek, 1980). Tato nizkomolekularni latka je
arylalkyl-N-acetyltransferdza (AA-NAT). Rytmus v jeji hladin€ je fizen pfimo SCN a
zaujima klicovy krok pfi tvorbé melatoninu. V noci, kdy je jeji hladina vysoka, vyrazné
stoupa i hladina melatoninu, naopak béhem dne hladina klesa (Illnerova et Vanécek,
1988). Bylo zjisténo, ze melatonin neni tvofen pouze u obratlovcl, ale také u
bezobratlych, u vyssich rostlin 1 jednobunéénych tas. Ve vSech organismech se navic tvofi
pfevazné ¢i vyhradné ve tmé (at’ jde o denni nebo nocni zivocichy) a je tedy jakymsi
signalem noci. Rytmicka tvorba melatoninu lezi na jedné z vystupnich cest biologickych
hodin, miize vSak zpétné€ ovliviovat i jejich chod. V SCN totiz byla nalezena mista, ktera
jej specificky vazi (Vanééek et al., 1987). Uginki, které by na organismus mohl melatonin
mit, bylo vysloveno jiz velmi mnoho. Provéfit se vSak podatilo pouze nékteré z nich.
Hlavni ulohou je informovat t€lo o vnitinim ¢ase biologickych hodin, napt. pokles jeho
koncentrace v krvi velmi tzce souvisi s koncem subjektivni noci. Muze vSak vnitini
hodiny
1 nastavovat a synchronizovat - podani melatoninu zvecera zpusobuje piedbchnuti
biologickych hodin, poddni v rannich hodinach jejich zpozdéni. Diky tomu, Ze je
melatonin tvofen jen v noci, informuje délka jeho signdlu organismus o ro¢ni dobg.
V zimé&, kdy jsou noci dlouhé, je melatoninovy signal dlouhy, v 1été, kdy jsou noci kratke,
je naopak kratky (Illnerova et al., 1984; Hastings et al., 1987). Tim dava zivoCichim
signal bud’ pro pocatek ¢i konec reprodukéni aktivity. V posledni dobé se nahromadilo
mnoho informaci i o jeho rozmanitych farmakologickych ucincich, avSak vétSina z nich
zatim nebyla presvédCivé dokazana. Zde jsou nékteré znich: podavani melatoninu
podporuje imunitu, odstrafiuje volné radikdly — pisobi jako antioxidant a tim ma
i ochranné uc¢inky proti rakoving, zpomaluje starnuti atd (Reiter, 2003; Reiter et al., 2004).
Jak uz bylo feceno, pro tyto ucinky zatim chybi ptfesvéd¢ivy dikaz. V nékterych
piipadech se vSak jeho umélé podavani zdd byt jiz jen otazkou Casu: napt. k rychlé
adaptaci cestujicich letadlem na novy wvngj§i c¢as, synchronizaci slepych osob
s 24hodinovym dnem ¢i ke zlepSeni kvality spanku u starSich osob trpicich nespavosti

(Hastings, 1997; Illnerova 1996).
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2.3. MOLEKULARNI MECHANISMUS CIRKADIANNICH OSCILACI

2.3.1. Obecné schema

Od objeveni suprachiasmatického jadra, centralniho oscilatoru, roku 1972,
se hlavni smér vyzkumu zaméfil na poznani samotné podstaty tvorby rytmu. Poznani, ze
pfidanim inhibitoru proteinové syntézy dojde k utlumeni rytmicity, narozdil od aplikace
inhibitoru Na' kanald, tetrodotoxinu, kterd na ni nema vliv, vedlo k zavéru, Ze tvorba
rytmi neni spojena se synaptickou aktivitou neurond, ale je zavisla na intracelularnich
biochemickych pochodech. Diky rozvoji metod molekularni biologie bylo dosud objeveno
nekolik genli zodpovédnych za tvorbu cirkadidnnich rytmt, které byly nazvany geny
hodinovymi. Podstata vzniku cirkadiannich oscilaci je zaloZzena na mechanismu
transkripéné-translacni zpétnovazebné smycky (Dunlap, 1999; Reppert et Weaver, 2001;
Okamura et al., 2002; Hastings et Herzog, 2004). Ta se sklada z pozitivnich a negativnich
element. Negativni faktory jsou predstavovany proteiny, které zpétné inhibuji svoji
vlastni transkripci, pozitivni faktory transkripci hodinovych gent (negativnich elementil)
naopak stimuluji. Na tomto principu je zaloZena tvorba rytmi u vSech Zivoc€ichi, s evoluci
vSak stoupa slozitost tohoto mechanismu. Proto je tfeba v ndzvu genu uvadét, ze kterého
zivo¢iSného druhu pochézi, a to pomoci prvnich pismen zanglickych nazva
(mPer - mouse, rPer — rat, hPer — human...). Proteiny téchto genl jsou oznafovany
velkymi pismeny (PER). V nasledujicim textu se budu zabyvat geny sav¢imi, predev§im
myS$imi a potkanimi. Mezi nejvyznamnégjsi hodinové geny patii: Clock a Bmall jakozto
pozitivni elementy, tfi geny Per (Perl, Per2, Per3) a dva geny Cry (Cryl, Cry2) tvofici
negativni elementy a dal$i, jako Kasein kinaza Ie, Rev-Erba, geny skupiny Ror, Decl

a Dec2.

2.3.2. Charakteristika hodinovych genii

Regulacni domény proteinii kédovanych hodinovymi geny

Interakce pozitivnich a negativnich elementti s hodinovymi geny, piipadné téchto
proteini mezi sebou se uskuteciiuji pomoci nckolika strukturnich motivi. Ty jsou
spolecné jak pro vétSinu proteint cirkadianniho systému, tak pro rizné druhy organizmd.

Jednim z nich je tzv. PAS doména (PAS je akronym néazva tii proteint, u kterych byla tato
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doména poprvé objevena). Je tvofena zhruba 270 aminokyselinami a obsahuje dvé
repetitivni struktury PAS-A a PAS-B, které umoziuji tvorbu homo- ¢i heterodimera. Tyto
proteinové dimery mohou mit riznou funkci, napf. regulaci transkripce (Huang et al.,
1993).

Pro pozitivni elementy je spoleéna bHLH (basic helix-loop-helix) doména.
PAS-PAS dimerim umoziuje rozeznavat a vazat tzv. E-boxy (5-CACGTG-3"),

specifické sekvence v promotorech gend, jejichz transkripci aktivuje (Hao et al., 1997).

Hodinovy gen Clock

Nazev tohoto genu byl vytvofen z prvnich pismen slov ,circadian locomotor
output cycles kaput®, coz do jist¢ miry vystihuje jeho funkci. Patii mezi transkripéni
faktory s DNA vazebnou doménou typu bHLH a dimeriza¢ni PAS doménou (King et al.,
1997). Exprese mRNA tohoto genu ani tvorba proteinu v SCN nevykazuje rytmicitu
anebo jen velmi slabou (Sumova et al., 2003). Z toho plyne, ze pro vznik cirkadianni
rytmicity je potfeba jeho interakce sdalSim transkripénim reguldtorem. AvSak
u homozygotnich Clock mutantl dochéazi ve stalé tmé ke ztraté rytmicity (Reppert et
Weaver, 2001). Mutantni protein CLOCK totiZ neni schopen aktivovat transkripci a tim
dochdzi k vyraznému snizeni amplitudy exprese ostatnich hodinovych gent (Per, Cry,
Bmall). Az do nedavna byl proto funk¢ni gen Clock povazovan pro funkei cirkadidanniho
systému za nepostradatelny. V posledni dobé vSak byla nezbytnost proteinu CLOCK
pro funkci cirkadiannich hodin zpochybnéna. Bylo prokdzano, Zze 1 u CLOCK
deficientnich mysi nepfestava transkripéné-translaéni smycka fungovat a zvifata nadale
vykazuji rytmicitu v pohybové aktivit¢ (Debruyne et al., 2006). To by mohlo byt
vysvétleno nalezenim transkripniho faktoru NPAS2 (Neuronal PAS domain protein 2),
jehoz primarni aminokyselinové sekvence je proteinu CLOCK velmi podobna. NPAS2 je
schopen protein CLOCK funkéné nahradit a spolupodilet se tak na regulaci cirkadidnni

rytmicity (Debruyne et al., 2007).

Hodinovy gen Bmall

Nazev genu Bmall je odvozen od ,,brain and muscle Arnt-like protein“. Pomoci
PAS domény tvofi protein BMALI1 dimery s proteinem CLOCK. Ty se vazou na E-box
v oblasti promotoru a plisobi jako aktivator transkripce dalSich hodinovych genid (Per
a Cry) (Gekakis et al., 1998). Exprese genu Bmall v SCN vykazuje vyrazny rytmus,

s maximalni hladinou béhem subjektivni noci a minimalni béhem dne (Abe et al., 1998).
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Gen Bmall je pro cirkadianni hodiny nezbytny a jeho mutace zplsobuje ve stalé tmé

okamzitou ztratu rytmicity (Bunger et al., 2000).

Hodinové geny Period

U savct byly identifikované tii geny Period: Perl, Per2 a Per3. Introny téchto genii
obsahuji E-box sekvence, na které se vazi regulatory jejich transkripce. Proteiny téchto
genl obsahuji PAS domény, pomoci nichZ dimerizuji s dal$imi PER proteiny. Interakci
s proteiny CRY mohou vznikat i heterodimery. Tim jsou jednak PER proteiny chranény
pfed ubiquitinizaci a naslednou degradaci a jednak tyto heterodimery jednoduseji
pronikaji do jadra, kde inhibuji vlastni transkripci (Kume et al., 1999). Protein genu Perl
by mohl byt zodpovédny za pfenos svétlem indukovanych zmén ve fazi na molekularni
uroven (Shigeyoshi et al., 1997). Hladiny Per mRNA maji vyrazny cirkadianni rytmus
s maximem b¢hem subjektivniho dne (Shearman et al., 1997). Mutace genu Perl
zpusobuje ve stalé tmé zkraceni periody, mutace Per2 ztratu rytmicity a mutace Per3 nema
na rytmicitu zadny uc¢inek. To naznacuje, Ze Per3 neni pro cirkadianni hodiny nezbytny
a pravdépodobné nejde o gen Ucastnici se vlastni tvorby oscilaci (Shearman et al., 2000b).

Ptedevsim v posledni dobé se hromadi diikkazy, Zze geny Per (a pravdépodobné
i dal$i hodinové geny) hraji zaroven dulezitou roli pti vzniku nadorového bujeni. Podileji
se totiz na regulaci genti bunééného cyklu a genli tumorové suprese. Mysi s mutaci v genu
Per2 vykazuji vyrazné vys$s$i vyskyt vzniku nddort. Dochazi u nich ke ztrat€¢ p53
zprostfedkované apoptdzy a porucham regulace genti jako napt. c-Myc a cyklinii. Proteiny
PERI1 a PER2 navic interaguji s proteiny kontrolnich bodi bunééného cyklu (ATM,
Chk2). Ztrata nebo Spatna regulace genti Perl a Per2 byla zjiSténa i v mnoha lidskych
nadorech (Gery et al., 2006; Chen-Goodspeed et Lee, 2007).

Hodinové geny Cryptochrome

U savct byly nalezeny dva geny Cryptochrome, Cryl a Cry2. Cryl je exprimovan
rytmicky s maximem béhem subjektivniho dne, Cry2 vykazuje jen velmi slabou rytmicitu.
Mutace genu Cryl zpisobuje ve stalé tmé zkraceni periody, mutace genu Cry2
prodlouzeni periody a mutace obou téchto genli okamzitou ztrdtu rytmicity.
Ve zpétnovazebné smycce cirkadiannich hodin funguji tyto geny jako negativni
regulatory — heterodimery sPER proteiny inhibuji CLOCK/BMALI1 aktivovanou
transkripci (Kume et al., 1999; Reppert et Weaver, 2001).
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Kasein kinaza Ie

Tato serin/treoninova protein kindza je dilezitym regulacnim enzymem
zpétnovazebné smycky. Neucastni se pfimo regulace transkripce, nybrz fosforyluje
proteiny PER a CRY (Vielhaber et al., 2000). Tim zvySuje miru ubiquitinizace
a napomaha tak jejich degradaci v proteazomu. Prvni zndma cirkadianni mutace u savci
byla zpiisobena praveé poskozenim lokusu kodujiciho CKle (Ralph et Menaker, 1988). Tau
mutantni kie¢ci maji zkracenou délku periody. Mutace tau totiz zeslabuje aktivitu CKle,
coz vede k hypofosforylaci proteini PER a CRY a tim snizeni jejich degradace. To vede
k jejich rychlejSimu nahromadéni v bunice a tak i ke zkraceni cirkadidnni periody.
Podobny zaklad ma i autosomalné dédi¢nd lidskd porucha ASPS (advanced sleep phase
syndrome). U postiZzenych jedincl se totiZ objevuje mutace genu Per2 v misté, na které se
vaze CKle. Tim dochazi k hypofosforylaci kasein kindzou le a néaslednému zkraceni

cirkadidnni periody. Spolu s posunem cirkadidnni fdze dopfedu to zptisobuje, Ze se tito

ey e

Hodinovy gen Timeless

Zatimco u Drosophily bylo prokazéano jiz pomérné davno, ze gen Timeless (Tim)
je pro funkci cirkadidnniho systému nezbytny, role sav¢iho genu Tim neni zatim Uplné
jasna. Zda se totiz, ze u savci piebraly vétSinu funkci proteinu TIM proteiny CRY.
Rytmus v hladiné mRNA tohoto genu se podafilo prokazat pouze v LD podminkéch,
v DD rytmus zjistén nebyl (Tischkau et al., 1999). TIM proteiny mohou tvofit
heterodimery se vSemi tfemi proteiny PER. Trvald blokace TIM proteinu vede k vymizeni
elektrické aktivity bunék SCN (Barnes et al., 2003). Homozygotni mutanty v genu Tim se
nepodafilo vypéstovat, coz souvisi se skuteCnosti, Ze je tento gen nepostradatelny

pro embryonalni vyvoj (Gotter et al., 2000).

Hodinovy gen Rev-Erba

Gen Rev-Erba patfi do skupiny jadernych receptorti oznacovanych jako orphan
receptory. V promotoru tohoto genu se nachazi ne€kolik E-boxl, do kterych se vazi
transkripéni  faktory a reguluji tak jeho transkripci. Pomoci heterodimeru
CLOCK/BMALI je aktivovana, pomoci proteini PER a CRY inhibovéna
(Triqueneaux et al., 2004). Zaroven mtze byt inhibovana i vlastnim produktem, proteinem
REV-ERBa, ktery se vdze na promotor v dalsi regulacni oblasti a to v RevRE (Rev-Erba

response element). Na stejné misto se miiZze vazat i dalsi pozitivni regulator RORa, ktery
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transkripci aktivuje (Harding at Lazar, 1993). Exprese genu Rev-Erba ma vyraznou
cirkadianni rytmicitu s maximem béhem subjektivniho dne. Protein REV-ERBa negativné
ovliviiuje transkripci genu Bmall (Triqueneaux et al., 2004). Velmi podobnou funkci ma

1 dalsi pfibuzny gen a to Reb-Erbp.

Hodinové geny skupiny Ror

Geny Rora, Rorf a Rory (retinoic acid-related orphan receptors) patii stejné jako
gen Rev-Erba do skupiny jadernych orphan receptorti. Geny Ror se spolecné prave s geny
Rev-Erb vyznamné podileji na regulaci transkripce genu Bmall. Ta je vysledkem
kompetice mezi témito geny. Oba se vazi do specifické oblasti v promotoru genu Bmall
s tim, Ze zatimco REV-ERB transkripci inhibuji, ROR ji aktivuji (Guillaumond et al.,
2005). V SCN dosahuje exprese Roro mRNA maxima béhem subjektivniho dne, rytmus
Ror} mRNA je nevyrazny a Rory mRNA nebyla zaznamendna viibec. U Roro mutantt
dochdzi ke ztraté rytmicity v expresi genu Bmall a zkraceni periody rytmu, Rorf mutanti

maji poruchy v koordinaci pohybt a prodlouzenou periodu (Sato et al., 2004).

Hodinové geny Decl a Dec2

Geny Decl a Dec?2 patii mezi bHLH transkripéni faktory. Inhibuji transkripci genu
Perl tim, ze soupefi s heterodimerem CLOCK/BMALI1 (ktery transkripci Perl aktivuje)
o E-box v promotoru Perl (Honma et al., 2002). Transkripce téchto gent je regulovana
pomoci E-boxl v jejich promotorech. Dimer CLOCK/BMAL ji aktivuje, proteiny PER,
CRY a DEC potlacuji (Hamaguchi et al., 2004). Exprese Decl i Dec2 je rytmicka
s vicholem béhem subjektivniho dne. Nespravna regulace exprese Dec geni
pravdépodobné souvisi se zménami v cirkadidnnimu rytmu a miZze tak vyznamné
pfispivat k patogenezi u mnoha onemocnéni véetné rakoviny - exprese Dec gent mtize byt
totiz ovlivnéna podnéty vnéjSiho prostiedi a je vyrazné zvySena v nadorové tkani

(Lietal., 2004).

2.3.3. Model molekularniho oscilatoru

JiZz od objevu prvnich hodinovych gent se lidé snazi odpovédét na otazku, jakym
zpusobem se tyto geny podileji na tvorbé rytmickych cirkadiannich oscilaci. Na zakladé
studia exprese hodinovych genti, funkce, uprav a interakci jejich proteini a mutaci téchto

gent, byly ziskdny vysledky vedouci kpfedstavé o modelu zalozeném
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na zpétnovazebném pisobeni (Reppert et Weaver, 2001). Jeho podstatou jsou dvé
vzajemné propojené zpétnovazebné transkripcné-translaéni smycky. Vyznamnou roli hraji
rovnéz posttranslaéni modifikace (ptedevsim fosforylace) a fizena degradace klicovych
elementii (ubiquitinace a odbourani v proteasomu). Timto zpisobem vytvarené vyrazné
oscilace v expresi hodinovych gent jsou v kazdém neuronu suprachiasmatického jadra
spfazeny a zesileny. Jednozna¢né synchronizované rytmické signaly jsou poté rozesilany
nejen do celého mozku, ale i do perifernich organt, které obsahuji periferni hodiny
(Reppert et Weaver, 2001).

Podstatu prvni smycky tvoii dimery CLOCK/BMALI1 a PER/CRY. Heterodimer
CLOCK/BMALI se po vstupu do jadra vaze na E-box gent Per a Cry, ¢imz aktivuje
jejich prepis. Produkty téchto genl se v cytoplazmé spojuji za tvorby dimertit PER/CRY
a po fosforylaci kasein kindzou vstupuji zpét do jadra, kde inhibuji svoji vlastni
transkripci (interakci s CLOCK/BMALLI heterodimerem). Protein PER2 ma vSak mozna i
funkci pozitivniho regulatoru — v jadie aktivuje transkripci genu Bmall (Yu et al., 2002).

Druh4 smycka je zalozena na produktech gent Rev-Erba a Ror. CLOCK/BMALI1
heterodimer aktivuje transkripci genu Rev-Erba. Po vstupu do jadra plsobi protein
REV-ERBa jako inhibitor transkripce genu Bmall, naopak protein ROR ji aktivuje
(Preitner et al., 2002).

Vzijemnym propojenim téchto dvou transkripéné-transla¢nich smycek vznika
pfiblizn€ 24hodinovy rytmus v expresi kazdého z hodinovych genii (kromé Clock),
pfi¢emz se lisi fazi, kdy jejich hladina dosahuje maxima. Na pocatku subjektivniho dne
vyrazn¢ stoupa transkripce geni Per a Cry a to diky pulsobeni aktivatoru
CLOCK/BMALIL. V cytoplazmé dochazi k translaci mRNA téchto genti. Proteiny PER
zde mohou byt fosforylovany kasein kindzou, coz vede k jejich rychlé ubiquitinizaci
a nasledné degradaci v proteazomu. Zarovein mohou tvofit dimery s proteiny CRY, coz
naopak brani jejich degradaci a urychluje vstup do jadra, kde jejich koncentrace postupné
stoupa az do poloviny subjektivniho dne, kdy je nejvyssi (Yu et al., 2002). Heterodimer
CLOCK/BMALI aktivuje vedle genit Per a Cry i transkripci genu Rev-Erba. Protein
tohoto genu piisobi negativné na transkripci Bmall, a tak hladina BMALI1 v prub¢hu dne
klesa (Preitner et al., 2002). V dasledku nizké hladiny BMALI1 a soucasné vysoké hladiny
proteinit PER a CRY dochézi k inhibici (CLOCK/BMALI1 aktivované) transkripce gent
Per a Cry. PER a CRY proteiny navic piisobi negativné na transkripci genu Rev-Erba.
Diky poklesu koncentrace jeho proteinu a hlavné pozitivni regulaci pomoci ROR je opét

aktivovana transkripce Bmall. K translaci dochazi o né¢kolik hodin pozdéji, takze
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koncentrace BMALI dosahuje maxima béhém subjektivni noci. Tim se uzavira cely
cyklus, nebot BMALI1 je opét v dostatecné mife k dispozici pro tvorbu dimera
s proteinem CLOCK, které aktivuji transkripci Per a Cry.

Z vyse uvedeného vyplyva, ze pro spravné fungovani cirkadidnniho systému je
nezbytna nejen dukladna regulace transkripce, ale 1 piesné fizend bunécna lokalizace,
aktivita a degradace jednotlivych elementt. Dulezitou roli pfi aktivaci transkripce vétSiny
genl hraji 1 modifikace histonll (acetylace, metylace, fosforylace...). Nejvétsi vyznam ma

acetylace, ktera miru pfepisu zvysuje, zatimco deacetylace ji snizuje (Naruse et al., 2004).

Al Cytoplasm
" CKle.
/ PER | CRY
T, © CKle
PER ( CKle) /\/ “*GE@ Nucleus
Cry1,2
CRY  4———— <+

~, CLOCK
Per1,2,3 BMAL
PER 44— <4—
PER --P /\/ CLOCK
Rev-Erba I
l

degradation

BMAL1

Obr. 2: Schéma tvorby cirkadiannich oscilaci. Pro vétsi ptehlednost jsou né€které hodinové geny vynechany.

Zpracovano dle 0daju z literatury.

Donedavna se predpokladalo, ze vyse popsany model cirkadianniho oscilatoru,
zalozeny na transkripné-translacnich zpétnovazebnych smyclach, vystihuje princip

tvorby cirkadidnnich oscilaci. V posledni dob¢ se vSak ukazuje, Ze podstata cirkadidnnich
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hodin je pravdépodobné slozitéjsi a jeji nedilnou soucasti jsou 1 dalsi mechanismy. Jednim
znich jsou microRNA (miRNAs). Tyto kratké, nekodujici transkripty se podileji
na posttranskripéni regulaci genii a to bud represi translace nebo degradaci mRNA.
V suprachiasmatickych jadrech byly nalezeny dvé miRNA (miR-132 a miR-219), kter¢
jsou schopné ovliviiovat molekuldrni oscilator. miR-219 patfi mezi hodinami
kontrolované geny a hraje vyznamnou roli v regulaci délky cirkadianniho dne. Je
exprimovana rytmicky, ve stejné fazi jako geny Clock a Bmall a na jejich dimer se vaze.
Mysi s knock-downem miR-219 maji vyrazné prodlouzenou délku cirkadianni periody.
miR-132 je svétlem indukovatelna a k jeji expresi dochdzi rovnéz rytmicky. Ovliviiuje
expresi hodinovych genl a pfedevsim zeslabuje ucinek svétla na posun faze rytmu. Jak
miR-219 tak i miR-132 jsou navic schopné piisobit na bunéénou excitabilitu a 1 diky tomu
reguluji cirkadianni oscilator i jeho synchronizaci (Cheng et al., 2007).

Dalsi, az v posledni dob¢ objevenou, nedilnou soucasti molekularniho oscilatoru je
pravdépodobné signalizace pomoci adenosine 3,5 -monophosphate (cAMP). Koncentrace
cAMP vykazuje cirkadianni rytmus a je fizena cirkadiannim oscilatorem. Zaroven vsak
podporuje tvorbu zpétnovazebnych transkripéné-translacnich smycek v centrdlnim
oscilatoru — pomaha udrzovat spravnou amplitudu, fazi a periodu (O™Neill et al., 2008).

Ukazuje se, ze dulezitou funkci pfi tvorbé cirkadidnnich oscilaci ma i cilena
degradace proteinti. FBXL3, coz je do F-box rodiny patfici ubiquitin E3 ligasa, se vaze
na proteiny CRY a tim zapfi€ifiuje jejich degradaci. MySi s mutaci v genu pro FBXL3
maji prodlouzenou cirkadidnni periodu. FBXL3 se totizZ nemtlize vazat na proteiny CRY,
ty nejsou odbouravany a diky tomu déle inhibuji transkripci dalSich hodinovych
genit — dochazi k prodlouzeni negativni smycky cirkadidnniho oscilatoru. Cilena
degradace tedy pravdépodobné ovliviiuje jak rychlost, kterou se hodinové proteiny
hromadi v cytoplasmé, tak i rychlost jejich degradace (Siepka et al., 2007; Godinho et al.,
2007).

2.3.4. Hodinami kontrolované geny

Pomoci mechanismu transkripéné-translacnich  zpétnovazebnych smycek,
popsané¢ho v predchozi kapitole, jsou v neuronech SCN vytvaieny vyrazné, piesné urcené
a pravidelné rytmy dané aktivitou hodinovych gend. Informace o téchto oscilacich je vSak
tteba z centrdlniho molekuldrniho oscilatoru preddvat dal, do celého organismu. To

zajistuji praveé hodinami kontrolované geny (clock-controlled genes, CCGs). Vyznacuji se
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tim, Ze jsou rytmicky regulované (bud’ pifimo hodinovymi geny nebo nepiimo pomoci
transkripcnich faktor) a mohou dokonce centralni pacemaker ¢astecné ovliviiovat, avSak
na rozdil hodinovych gent nejsou pro jeho funkci nepostradatelné. Informaci o vystupnich
rytmech ptredavaji do té€la pomoci signalll napiiklad biochemickych (aktivita enzymi)
nebo elektrochemickych (neuronalni aktivita).

Mezi nejlépe prostudované hodinami kontrolované geny patii gen pro DBP, gen
pro AVP a gen pro arylalkyl-N-acetyltransferazu (AA-NAT).

Protein vézajici D-element albuminu (DBP, albumin D-element binding protein)
patii, spolu s dalSimi hodinami kontrolovanymi geny TEF (thyroid embryonic factor)
a HLF (hepatocyte leukemia factor), mezi PAR/bZip transkripcni faktory. To znamena, ze
tyto proteiny obsahuji jednak tzv. PAR doménu (sekvenci bohatou na prolin a kyselé
aminokyseliny) a jednak DNA vazebnou doménu typu bazického leucinového zipu (bZip).
DBP je rytmicky exprimovany nejen v SCN, ale i v perifernich organech. Jeho transkripce
je aktivovana CLOCK/BMALI heterodimerem (vazajicim se na E-box) a inhibovédna
proteiny a CRY1, CRY2 a PER3. Z toho vyplyva, Ze je rytmicky exprimovan ve stejné
fazi jako geny Per a Cry (Yamaguchi et al., 2000). DBP ovliviiuje mnoho procesti, mimo
jiné pohybovou aktivitu ¢i expresi jaternich enzymii. Homozygotni mutanti v genu
pro DBP se vyznacuji zkracenim periody rytmu a snizenim pohybové aktivity.

Protein E4BP4 (E4 binding protein 4), ktery také patii mezi hodinami
kontrolované geny, je proteinu DBP ptibuzny, exprimovan je vSak v opacné fazi. To je
zpusobeno tim, ze jeho expresi ovlivituje REV-ERBa. E4BP4 a DBP se spolecné podileji
na regulaci transkripce mnoha gent, napt. genu nezbytného pro metabolismus tukli nebo
1 genu Perl. Posledni vyzkumy navic naznacuji, ze E4BP4 by mohl fungovat jako jeden
z kli¢ovych negativnich regulatorti centralniho cirkadianiho oscilatoru (Ohno et al., 2007).

Dal8im hodinami kontrolovanym genem je gen kodujici AVP. V SCN je rytmicky
exprimovan prevazné v neuronech dorzomedilani ¢asti, produkuji jej ale 1 bunky v dalSich
¢astech hypothalamu. AVP je neuropeptid vyznamny tim, ze v téle pomahé regulovat
rovnovahu vody a soli. Podili se totiz na fizeni rytmické produkce kortikosteronu z klry
nadledvin a to regulaci hypotalamus-hypofyza-nadledvinové drdhy. Zaroven ma AVP
regulace elektrické aktivity bunék SCN. Tu v dobé subjektivniho dne vyrazné zvysuje
pusobenim na Vla receptory, coz vede k zesileni vystupnich signald z SCN (Ingram et al.,

1998). Mutace genu pro AVP tim padem vede ke snizené¢ amplitudé v rytmu pohybové
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aktivity a zvySeni fragmentace rytml. Exprese genu pro AVP je aktivovana
heterodimerem CLOCK/BMALI, inhibovana je naopak PER a CRY proteiny.

Mezi geny kontrolované hodinami patii také gen pro AA-NAT. Tento enzym
predstavuje klicovy prvek v draze syntézy melatoninu (Klein et al., 1970). Jeho aktivita
v retiné a epifyze ma vyrazny cirkadianni rytmus, s maximem béhem subjektivni noci

(Illnerova et Vanécek, 1980).

2.4. SYNCHRONIZACE CIRKADIANNIHO SYSTEMU

2.4.1. Svételna synchronizace

Pro spravnou funkci cirkadidnniho systému je nezbytnd jeho kazdodenni
synchronizace s vnéjSim prostfedim. Rytmus, ktery generuje, musi bézet jak
synchronizatorem je bezesporu pravidelné stfidani svétla a tmy. Tento fakt byl zkouman
mnoha pokusy, pfi nichz byl ur€ity organismus vypustén do stdlé tmy a nasledovné
vystaven kratkému svételnému pulzu, jehoz vliv na fazi cirkadidnniho rytmu byl sledovan.
Velikost fazového posunu jako funkci doby, kdy k aplikaci svételného podnétu doslo,
shrnuje tzv. fazové responzni kiivka (phase response curve, PRC). Z jejiho prabéhu je
ztejmé, Ze velikost a smér fazovych posunti se v riznou denni dobu lisi, a to viceméné
shodnym zptisobem u vétSiny organismi. VSeobecné tedy plati, Ze svételny pulz béhem
subjektivniho dne nevyvold zaddny posun faze rytmu, svételny pulz v prvni poloviné
subjektivni noci zpisobi fazové zpozdéni, svételny pulz ve druhé poloving subjektivni
noci naopak fazové predbéhnuti (Daan et Pittendrigh, 1976). V pfirod¢ vSak organismy
nejsou synchronizovany jednim svételnym pulzem. Pro zivoCichy no¢ni je zésadni tsvit
a soumrak, pro denni celd svétla ¢ast dne neboli fotoperioda.

Zajimavé je srovnani citlivosti ke svétlu cirkadidnniho systému a systému
zrakového. Pro odpovéd’ cirkadianniho systému (posun faze) je totiz nutna daleko vyssi
svételnd intenzita nez ta, ktera je potieba pro zprostiedkovani zrakového vjemu. To je
dalezité¢ proto, aby k fazovym posuniim nedochézelo i v disledku slabych ptirodnich

svételnych zdrojl, napt. mesi¢niho svétla (Nelson et Takahashi, 1991).
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Obr. 3: Fazove responzni kiivka (PRC) znédzoriujici vliv svételného pulzu aplikovaného v urc¢itou
dobu (osa x) na velikost fazového posunu (osa y). Fazova predbéhnuti jsou vynesena jako kladné a fazova

zpozdéni jako zaporné hodnoty (upraveno podle Illnerova, 1988).

2.4.2. Svétlem ovlivnéna indukce hodinovych genii

Informace o svételném stimulu zachycend retinou putuje retinohypotalamickym a
genikulohypotalamickym traktem do SCN, kde zpisobi wvyliti glutamatu (Meijer
et Schwartz, 2003). Signalizacni drahy dalSiho pfenosu této informace se vSak liSi
v zavislosti na dobég, kdy ke stimulu doslo. Po svételném pulzu v prvni poloviné noci,
ktery vyvolava fazové zpozdéni, aktivuje glutamdt N-methyl-D-aspartditové (NMDA)
receptory. Soucasné¢ se uvoliiuje PACAP, ktery aktivuje VPAC, receptory sprazené
s G-proteiny. Nasledkem toho dochédzi k uvolnéni vépniku ptes tzv. ryanodinové
receptory, aktivaci calmodulinu a MAP kindzy. Ta fosforyluje CREB (cAMP response
element-vazebny protein), ktery vstupuje do jadra, vaze se do oblasti CRE v promotoru
genil a tim aktivuje jejich transkripci (Ding et al., 1998).

V ptipadé svételného pulzu ve druhé polovin€ noci, ktery zpusobuje fazové
predbéhnuti, dochézi k aktivaci NO syntazy a zvySené produkci oxidu dusného (NO). Ten
stimuluje guanylyl cykladzu, coz zvysi hladinu cGMP, ktery aktivuje cGMP-dependentni
proteinkinazy. Ty stejné jako v predchozim ptipadé fosforyluji CREB, ktery poté v jadie
zahajuje expresi genu (Ding et al., 1998).
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Pravé popsané signalni drahy mohou diky oblasti CRE v promotoru genti Perl
a Per2 indukovat jejich transkripci (regulacni oblast genu Per3 CRE neobsahuje). Tento
mechanismus zapficinény svételnym pulzem béhem subjektivni noci miize byt nezavisly
na CLOCK/BMALLI aktivaci (Travnickova-Bendova et al., 2002). Dochazi k nému
pfedevsim ve ventrolateralni ¢asti SCN a je spjat s faizovym posunem rytmu. Vliv
svételnéhu pulzu na gen Perl a Per2 se vSak lisi. Indukce genu Perl je pravdépodobné
spojena spiSe s fazovym piredbéhnutim, indukce genu Per2 piedevSim s fazovym
zpozdénim. Osvit v prvni poloviné subjektivni noci aktivuje transkripci genu Perl 1 Per2.
Hladina Per] mRNA zacina stoupat ve velmi kratké dobé, asi po 10 — 30 minutach,
zatimco hladina Per2 mRNA az asi po 75 — 180 minutach. Po svételném pulzu ve druhé
poloving subjektivni noci dochédzi k vzestupu pouze Perl mRNA a to po asi 30 — 60
minutach.

V nedavné dobé¢ byla vedle CREB zprostiedkované odpovédi popsédna jesté dalsi,
protein kinasa C o (PRKCA) dependentni signalni draha ptivadéjici informaci
o svételném pulzu na Uroven molekuldrniho oscilatoru. Zatimco CREB ovliviiuje
transkripci hodinovych genli, PRKCA se ucastni regulace molekuldrniho oscilatoru az
na urovni posttranslacni. V disledku svételného pulzu v prvni poloviné noci dochazi
k vazb¢ PRKCA na PER2 protein, ¢imz dochazi jednak k jeho ptrechodné stabilizaci
a jednak k jeho zadrzovani v cytoplasmé. To ma za nasledek prodlouzeni negativni
smycky centralniho oscilatoru, opozdéni reaktivace smycky pozitivni a tim padem fazové
zpozdéni cirkadianniho oscilatoru (Jakubcakova et al., 2007).

Diive se predpokladalo, ze geny Perl a Per2 jsou pfi synchronizaci pacemakeru
svételnymi pulzy nezbytnym prvkem. Dalsi pokusy vSak ukazaly, ze mutanti s cilenou
deleci geni Perl nebo Per2 nemaji schopnost synchronizace nijak ovlivnénou. Proto 1ze
ptedpokladat, Zze mechanismil svételné synchronizace je vice a ze né€které jsou zalozené

na indukci gend Perl a Per2 a nékteré vyuzivaji jiné cesty (Bae et Weaver, 2003).

2.4.3. Vliv fotoperiody na cirkadianni systém

2.4.3.1. Synchronizace fotoperiodou
Jak uz bylo feceno, svétld cast dne, fotoperioda, je nejdilezit&jSim
synchronizatorem cirkadidnnich rytma. Jeji délka se méni v zévislosti na ro¢nim obdobi

a zemépisné Sifce. V nasich polohach (50° s.8.) trva v dobé okolo letniho slunovratu
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(21.-22.6.) ptiblizn€¢ 16 hodin, zatimco v dobé zimniho slunovratu (21.-22.12.) pouze
okolo 8 hodin. Organismy zaznamenavaji nejen jeji délku pro kazdodenni synchronizaci
se 24hodinovou periodou, ale zarovenn i to, zda dochazi k jejimu prodluzovéni nebo
zkracovani. To jim slouzi jako ukazatel rocniho obdobi, podle kterého dokézi regulovat
své fyziologické procesy. Zkracovani ¢i prodluzovani fotoperiody tak naptiklad vede
ke zménam sexualni aktivity, hmotnosti nebo zabarveni (Follett et Milette, 1982).

Nejvyznamnéjsi roli pii prenosu informace o délce fotoperiody do organismu ma
hormon melatonin. Fotoperioda totiz skrze SCN ovliviiuje mimojiné ¢innost epifyzy. V ni
dochdzi k noradrenalinem zprostfedkovanému zvySeni hladiny cAMP. Ten aktivuje
proteinkinazy, které fosforyluji protein CREB (cAMP response element-vazebny protein).
Jeho fosforylovana forma vstupuje do jadra, kde se vaze do oblasti CRE v promotoru
genl, ¢imz zahajuje jejich transkripci. Mezi geny takto aktivované patii i gen pro
AA-NAT, klicovy enzym v draze tvorby melatoninu (Baler et al., 1997). Ten je
v organismu produkovan béhem noci. Délka jeho zvySené hladiny je zavisla prave
na délce aktivity AA-NAT. Ta trvd déle na kratké fotoperiodé (LD 8:16), kterd zhruba
odpovida kratkym zimnim dnim, nez na dlouhé (LD 16:8), kterd naopak odpovida
dlouhym letnim dnim (Illnerovd et Vanécek, 1980). Dlouhd doba vysoké hladiny
melatoninu  pak napfiklad inhibuje vyvoj reprodukénich organi u hlodavct
(Goldman et al., 1984).

Rytmus v tvorbé melatoninu (aktivite AA-NAT) patii mezi vystupni rytmy
cirkadianniho oscilatoru. Dlouho vSak nebylo jasné, zda fotoperioda ovliviiuje i rytmicitu
vlastniho pacemakeru. Ze tomu tak je, se podafilo dokazat pomoci sledovani rytmu ve
svételné indukci okamzitého raného genu c-Fos (Sumova et al., 1995a). Interval, kdy je
mozné svételnym pulzem indukovat jeho transkripci, je na na kratké fotoperiodé delsi nez
na dlouhé. Dojde-li k ndhlé¢ zméné fotoperiody z dlouhé (LD 16:8) na kratkou (LD 8:16),
trva prizptsobeni cirkadiannniho systému zhruba dva tydny — interval, kdy lze indukovat
expresi c-Fos se prodluzuje pozvolna. Naopak jedna-li se o zménu fotoperiody kratké na
dlouhou, pfizpisobeni pacemakeru je velmi rychlé, nastava béhem tii dnt (Sumova et al.,
1995b).

Fotoperioda tedy ovlivituje vnitini rytmicitu centralniho pacemakeru, napiiklad
rytmus v elektrické aktivité neurontt SCN, rytmus v expresi arginin vasopresinu i expresi
nekterych hodinovych gentd. To poté vyvoldva zmény v regulaci vystupnich rytm,

naptiklad aktivit¢ AA-NAT (Sumova et al., 2004).
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2.4.3.2. Vliv fotoperiody na expresi hodinovych genii

Délka dne se v ptirod¢ v prabéhu roku méni a organismy jsou nuceny témto
zménam piizpisobit své chovani. Jak jiz bylo zminéno, fotoperioda ma vliv pifimo
na centralni oscilator. Jeji délka ovliviiuje jak fazi, tak tvar kfivky i amplitudu rytmické
exprese hodinovych gend. Nejlépe je prozkouman vliv na geny Per. Predpoklada se, ze
svétlo primo reguluje jejich expresi a tim je svételnd informace pfenaSena na molekulani
uroven.

Jiz prvni studie provadéné na zlatych resp. dzungarskych kieccich prokéazaly, Ze
délka fotoperiody ma zasadni vliv na profily jak Perl mRNA (Messager et al., 1999), tak
i PER1 proteinti (Nuesslein-Hildesheim et al., 2000). Vzestup hladiny Perl mRNA je
vazan na ranni Usvit, na del$i fotoperiod¢ tedy zaina stoupat diive. Vec€erni pokles je
na délce fotoperiody viceméné nezavisly. Vysoka hladina Per] mRNA pretrvava déle
na dlouhé fotoperiod¢ (LD 16:8) nez na kratké (LD 8:16) (Sumova et al., 2003). Podobn¢
je vysoka hladina proteinu PER1 delsi na fotoperiodé dlouhé (Sumova et al., 2002). Délka
fotoperiody vSak ovlivituje 1 amplitudu rytmu hladiny mRNA. Na kratké fotoperiod¢ je
ve srovnani s dlouhou fotoperiodou vétsi (Steinlechner et al., 2002; Sumova et al., 2003).

Obdobny vliv ma fotoperioda i na expresi genu Per2 (Tournier et al., 2003).

Bylo prokazano, ze fotoperioda neplisobi pouze na expresi gend svétlem piimo
ovlivnitelnych (Perl, Per2), ale ma vliv 1 na hodinové geny, které nejsou svétlem piimo
indukovatelné (Cryl, Bmall, Clock) (Sumova et al, 2003).

Exprese genu Cryl neni, na rozdil od exprese Per genl, na dlouhé fotoperiodé
delsi. V tomto ptipadé je totiz posunut nejen vzestup hladiny mRNA spojeny s rannim
usvitem, ale 1 jeji vecerni pokles. Fotoperioda tedy neovliviiuje interval vysoké exprese
Cryl, nybrz na dlouhé fotoperiod¢ je celd kiivka posunuta o 4 hodiny vpied oproti profilu
exprese na fotoperiod¢ kratké (Sumova et al., 2003). Z vyse uvedencho je ziejmé, ze
fotoperioda ptisobi na rytmus v hladiné exprese Perl a Cryl mRNA rozdiln¢. Tim padem
se nabizi otazka, jak je to se soucasnou dostupnosti jejich proteint. Ta je totiz
pfedpokladem pro tvorbu heterodimert, které plsobi v cirkadidnnim oscildtoru jako
negativni regulator. Zda se proto pravdépodobné, ze za dlouhych dnil je interval, v némz
transkripce Cryl mRNA. Amplituda rytmu Cryl mRNA je (stejné jako u Perl) na kratké
fotoperiodé vétsi. Lze pouze predpokladat, Ze snizend amplituda na dlouhé fotoperiod¢ je

disledkem prave nestejné faze produkce proteini PER a CRY (Sumova et al., 2004).
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[ u genu Bmall je fotoperiodou ovlivnénd zména exprese vdzana na ranni Usvit,
v tomto piipadé se vSak jednd o pokles hladiny mRNA z vysokych nocnich hodnot.
Na kratké fotoperiodé (LD 8:16) k nému dochazi pozdé¢ji neZ na dlouhé. Vysoka no¢ni
hladina Bmall mRNA tedy trva déle na kratké fotoperiod¢é. Podobné jako u genti Per a
Cry, i zde je fotoperiodou ovlivnéna také amplituda rytmu — v podminkach kratkého dne
je vétsi nez v podminkach dne dlouhého (Sumova et al., 2003). Na obou fotoperiodach je
rytmus v hladiné Bmall mRNA v protifazi s Per a Cry mRNA.

Exprese genu Clock je vSeobecné povazovédna za nerytmickou, nebo jen velmi
slabé (Reppert et Weaver, 2001). Piesto byl na kratké fotoperiodé¢ (LD 8:16) rytmus
zaznamenan a to s dlouhym intervalem vysoké hladiny mRNA. Na dlouhé fotoperiodé
zjistén nebyl. To pravdépodobné odrazi fakt, Ze na kratké fotoperiodé dochéazi u ostatnich
hodinovych genti ke zvétSeni amplitudy rytmu. Tato skute¢nost by mohla byt zptsobena
vétsim poklesem hladiny jednotlivych mRNA na kratké fotoperiod€ ve srovnani s dlouhou
(Sumova et al., 2003).

Subjektivni noc je charakterizovana vzestupem exprese genu Bmall, subjektivni
den pak vzestupem exprese geni Per a Cry. Z vySe uvedeného vyplyva, Ze subjektivni noc
trva déle za kratkych (zimnich) dnli nez za dlouhych (letnich). Dale je zfejmé, ze
informace o délce fotoperiody je zakodovana piimo v centralnim oscilatoru. Moznost
predvidat délku denniho svétla poskytuje nocnim Zivocichim (na kterych byla vétSina
pokusti provadéna) bezesporu velkou vyhodu. Umoznuje jim jednak spravné nacasovat
dobu probuzeni, resp. aktivity a jednak informuje o nadchazejicim ro¢nim obdobi

(Sumova et al., 2004).

2.4.3.3. Odlisny vliv fotoperiody na expresi hodinovych genii v riiznych castech SCN
Délka fotoperiody vyrazn€¢ ovlivituje expresi hodinovych genl v centralnim
oscilatoru. Ukazuje se vSak, ze ne ve vSech Céastech suprachiasmatickych jader stejnym
zpusobem. Pfi porovnani exprese mysSich hodinovych genti Per2, Rev-Erba a hodinami
konrolovaného genu DBP v rostralni a kaudalni ¢asti SCN na kratké fotoperiodé€, nebyl
zaznamenan zadny podstatny rozdil. AvSak pfi porovnani jejich exprese na dlouhé
fotoperiodé bylo zjisténo, ze vrchol exprese mRNA je v kaudalni c¢asti SCN fazove
predbéhnut oproti vrcholu exprese v rostralni ¢asti. Tato riiznoroda odpovéd’ jednotlivych
¢asti SCN na délku dne by mohla u Zivocicht slouZit jako ukazatel ro¢niho obdobi
(Hazlerigg et al., 2005). Na zaklad¢ dalsich vyzkumii na mysich byl navrzen model dvou

oddélenych, ale vzajemné propojenych cirkadiannich oscilatorti, které fidi na délce
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fotoperiody (tedy dobé stmivani a usvitu) zavislou aktivitu noc¢nich zivocichti. Vecerni
(E, evening) oscilator ulozeny v rostralni ¢asti SCN zodpovédny za zacatek aktivity
a ranni (M, morning) oscilator uloZeny v kaudalni ¢asti SCN zodpovédny za konec
aktivity (Johnston, 2005). Pokusy na transgennich mySich nesoucich Perl-luciferase
reportérsky gen potvrdily existenci samostatné oscilujicich skupin buné¢k v ramci
suprachiasmatickych jader. Oscilace téchto jednotlivych skupin bun¢k jsou spjaty bud’
s pocatkem nebo koncem aktivity a jejich fazovy vztah se méni v zavislosti na délce
fotoperiody (Inagaki et al., 2007; Naito et al., 2008).

Synchronizace cirkadidnniho systému na ménici se délku dne v pribéhu
roku — fotoperiodu — tedy pravdépodobné uzce souvisi s rozdilnou fazi rytmu exprese

hodinovych gentli v riznych ¢astech SCN.
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1. EXPERIMENTALNI ZVIRATA

Pro pokusy byly pouzivani samci mys$i inbredniho kmene C57BL/6J (Velaz,
Praha). Zvitata byla krmena standartni laboratorni krmnou smési a ptistup k vodé méla
ad libitum. Teplota ve zvéfinci byla udrzovana na 23°C £2°C. Denni svétlo bylo zajisténo
40W zativkami, intenzita osvétleni se pohybovala mezi 150 a 250 lux, podle umisténi
chovnych kleci. Definovany svételny rezim byl pod kontrolou automatickych spinacich

hodin. Synchronizace mysi na danou fotoperiodu trvala minimalné 4 tydny.

3.2. USPORADANI JEDNOTLIVYCH POKUSU

3.2.1. Vliv dlouhé a kratké fotoperiody s nahlym (rectangular) prechodem svétlo/tma
na tvorbu Perl a Per2 mRNA a PER1 a PER2 proteini v SCN

Zvitata byla po dobu 4 tydni vystavena bud’ dlouhé fotoperiodé¢ — to znamena
18 hodin svétla a 6 hodin tmy (L 18:6) nebo kratké fotoperiodé — 6 hodin svétla
a 18 hodin tmy (S 6:18). Tma byla na dlouh¢ fotoperiodé¢ od 21:00 hodin do 3:00,
na kratké fotoperiodé od 15:00 do 9:00. V den pokusu byla zvitata vypusténa do stalé tmy,
to znamend, Ze jim v obvykly c¢as nebylo rozsviceno. V pribéhu celého dne byla

ve dvouhodinovém intervalu usmrcovana.

3.2.2 Vliv dlouhé a kratké fotoperiody s pozvolnym (twilight) pfechodem svétlo/tma
na tvorbu Perl a Per2 mRNA a PER1 a PER2 proteini v SCN

Postupné stmivani a rozednivani bylo zajisténo pomoci zatizeni ACIS (Spoelstra
and Daan, 2008) a trvalo 1,5 hodiny. Béhem této doby intenzita svétla stoupala ¢i klesala
exponencialné po 0,01 Ix kazdé 2 min. Jedna skupina zvitat byla po dobu 4 tydni chovéana
na dlouhé fotoperiodé¢ — 16 hodin svétlo, 1,5 hodiny pozvolné stmivani, 5 hodin tma
a 1,5 hodiny pozvolné rozsvéceni. Ve€erni stmivani zacinalo ve 20:00 a do 21:30 plynule

ptechéazelo az do uplné tmy, ranni rozsvéceni zacinalo ve 2:30 a ve 4:00 doséhlo plného
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denniho svétla. Druhéd skupina zvitfat byla po 4 tydny chovéana na kratké fotoperiodé¢ —
4 hodiny svétlo, 1,5 hodiny pozvolné zhasinani, 17 hodin tma a 1,5 hodiny pozvolné
rozsvéceni. Od 14:00 do 15:30 dochazelo k postupnému zhasinani a od 8:30 do 10:00
k postupnému rozsvéceni. V den pokusu byla zvifata vypusténa do stalé tmy. Po 24 hodin

byla zvifata v intervalu 2 hodin usmrcovéana.

20:00 21:30 02:30 04:00

N Vol

12:00 14:00 16:00 18:00 20:00 22:00 00:00 02:00 04:00 06:00 08:00 10:00  12:00

14:00 15:30 08:30 10:00

v v
12:00 14:00 16:00 18:00 20:00 22:00 00:00 02:00 04:00 06:00 08:00 10:00  12:00

Obr. 4: Schéma k pokusu sledovani vlivu dlouhé (prvni osa) a kratké (druha osa) fotoperiody
s pozvolnym pfechodem svétlo/tma na tvorbu Perl a Per2 mRNA a jejich proteinit v SCN. Bilé obdélniky
odpovidaji svétlé Casti dne, Sedivé oznacuji interval pozvolného stmivani/rozsvéceni (Sipky nahoru) a ¢erné

oznacuji tmu. Sipky smérem dolti zna¢i odbéry kazdé 2 hodiny.

3.2.3. Detekce exprese hodinovych genii v jatrech na dlouhé a kratké fotoperiodé
Mysi byly po dobu 4 tydnli vystaveny fotoperiodé bud’ dlouhé, s 18ti hodinami
svétla a 6ti hodinami tmy (L 18:6), nebo kratké, s 6ti hodinami svétla a 18ti hodinami tmy
(S 6:18). Tma byla opét od 21:00 do 3:00, respektive od 15:00 do 9:00. V den pokusu
byly mysi vypustény do stdlé tmy a po dobu 24 hodin ve dvouhodinovém intervalu

usmrcovany.
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3.3. STANOVENI DENNIHO PROFILU HLADIN Perl A Per2 mRNA POMOCI
IN SITU HYBRIDIZACE

PRISTROJE:

e Cryocut Leica CM 1850

e pH metr Denver Instruments BASIC
e termoblok Biometra TB1

e vodni lazn€ Julaba, Memmert

e horizontalni elektroforéza Sigma

e spektrofotometr Eppendorf

e stereomikroskop Olympus SZX9

CHEMIKALIE:

e «’’S-UTP (1250 mCi/mmol; 10 mCi/ml) (Lacomed)

e thiopental (ICN) — rozpustit v 10 ml dH,O (destilovana H,0)

e DEPC H,0 — 1 ml diethylpyrokarbonatu (Sigma) na 1 litr dH,O

e acetat amonny (NHs-acetét) (Sigma)

e kyselina trichloroctova (TCA) (P-lab)

e naftalen (Fluka)

e 2 5-difenyloxazol (PPO) (Lachema)

e metanol (Lachema)

o ctylenglykol (Fluka)

e dioxan (Fluka)

e trietanolamin (TEA) (Sigma)

e fenol (Fluka)

e chloroform (Lachema)

e izoamylalkohol (Sigma)

e chlorid sodny (Sigma)

e dihydrogenfosfore¢nan sodny (NaH,POj) (Sigma)
e hydrogenfosfore¢nan sodny (Na,HPOy,) (Sigma)
e paraformaldehyd (Fluka)

e kyselina chlorovodikova (HCI) (Penta)

e trietanolamin (Sigma)
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acetanhydrid (Sigma)

96% etanol (Tamda)

kvasinkova tRNA (Sigma)

agardza (Seakem)

etidiumbromid (Sigma)

formamid (Sigma)

mixed-bed resine (Bio-Rad)
etylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Sigma)
hovézi sérovy albumin (BSA) (Sigma)
Ficoll-400 (Sigma)

PVP-360 (Sigma)

sodium dodecylsulfat (SDS) (Sigma)
pyrofosfore¢nan sodny (NaPPi) (Sigma)
dithiotreitol (DTT) (Sigma)

Denhardtiv roztok (Sigma) (1x Denherdt’s obsahuje 0,02% BSA, 0,02% PVP, 0,02%
Ficoll)

dextran sulfat (Sigma)

Salmon sperm DNA (10 mg/ml) (Stratagene)
citrat sodny (Sigma)

trizma base (Sigma)
tri(hydroxymetyl)aminoetan (TRIS) (Sigma)
Rnéza A (Sigma)

octan amonny (Sigma)

vyvojka LQN (Sigma)

ustalova¢ FOMAFIX (Foma)

cresyl violet’ (Sigma)

histologicky balzdm DPX (Fluka)

specialni vysoce citliva emulze pro mikroautoradiografii (Amersham Biosciences)
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3.3.1. Pracovni roztoky

Linearizace plazmidi, radioaktivni znac¢eni cRNA sond

chloroform/izoamylalkohol (IC): chloroform a izoamylalkohol v poméru 49:1
fenol/chloroform/izoamylalkohol (PIC): smichat chloroform a IC v poméru 1:1
75% EtOH: 37,5 ml 96% EtOH + DEPC H,O
7,5M NHy-acetat: 57,81 g NHy-acetat do 100 ml DEPC H,O, filtrace ptes 0,22 um filtr
5M NHy-acetat: 38,54 g NHs-acetat do 100 ml DEPC H,O, filtrace ptes 0,22 pm filtr
10% TCA: 20% TCA a DEPC H,O v poméru 1:1
scintilacni roztok: 60 g naftalen

4 g PPO

0,2 g POPOP

100 ml metanol

20 ml etylenglykol

doplnit do 1000 ml dioxanem

Prehvybridizace:

DEPC-PBS: 8,77 g NaCl + 0,36 g Na,HPO, v 1 litru DEPC H,O, pH upravit na 7,4
4% PFA: 20 g paraformaldehydu v 500 ml DEPC H,O, rozpusténo zahtatim na 65°C,
pH upraveno na 7,4; vzdy Cerstvy roztok

0,2N HCI: 16,67 ml HCI (12N, 36,97%) v 1 litru DEPC H,0

0,IM TEA: 18,57 g trietanolaminu v 1 litru DEPC H,O, pH upravit na 8,0; vzdy
cersty roztok

pro acetylaci pouzit 1 ml acet anhydridu na 400 ml TEA

70% EtOH: 350 ml 96% EtOH + 130 ml DEPC H,O

Hybridizace:

deionozovany formamid: 50 ml formamidu + 2,5 g mixed bed resine (Bio-Rad),
30 minut michat, filtrace pies 0,22 pm filtr, uchovavat v -20°C

20x SSPE: 40 ml DEPC H,O + 12,62 g NaCl + 1,66 g NaH,PO4 + 2,4 ml EDTA
(0,5M, pH 8,0), promichat, doplnit DEPC H,O na 60 ml

100x Denhardt’s: 200 mg BSA + 200 mg Ficoll-400 + 200 mg PVP-360 + 10 ml
DEPC H,O
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kvasinkova tRNA: 25 mg tRNA + 1 ml DEPC H,0

10% SDS: 10 g SDS + 100 ml DEPC H,O0, rozpustit zahfatim na 50°C
5% NaPPi: 2,5 g pyrofosfore¢nanu sodné¢ho + 50 ml DEPC H,O, filtrace ptes 0,22 um
filtr

0,5M DTT: 0,1542 g DTT + 2 ml DEPC H,O

hybridiza¢ni pufr (HP):

25 ml deionizovany formamid (vysledna koncentrace 10%)

5 g dextran sulfat (v.k. 10%)

12,5 ml 20x SSPE (v.k. 0,9M NacCl, 50mM NaH,PO,, 5SmM EDTA)

1 ml 100x Denhardt’s (v.k. 0,4% BSA, 0,4% Ficoll, 0,4% PVP)

1 ml kvasinkové tRNA (25 mg/ml) (v.k. 500 pg/ml)

2,5 ml Salmon sperm DNA (10 mg/ml) (v.k. 500 pg/ml)

0,5 ml 10% SDS (v.k. 0,1%)

1 ml 5% NaPPi (v.k. 0,1%)

doplnit DEPC H,0 do objemu 50 ml

Promyvani:

20x SSC: 175,3 g NaCl + 88,2 g citrat sodny v 1 litru dH,O, pH upravit na 7,0

2x SSC / 0,05% NaPPi / ImM EDTA: 200 ml 20x SSC + 20 ml 5% NaPPi + 4 ml
0,5M EDTA v 1776 ml dH,O

0,1x SSC/ 0,05% NaPPi/ ImM EDTA: 10 ml 20x SSC + 20 ml 0,05% NaPPi + 4 ml
0,5M EDTA v 1996 ml dH,O

IM Tris-HCI: 60,55 g Trizma base + 400 ml dH,O + 21 ml HCI, pH upravit na 8,0,
doplnit dH,O do 500 ml

RNézovy pufr: 29,2 g NaCl + 990 ml dH,O + 10 ml tris-HCI (pH 8,0)

RNaza A (20 mg/ml): 20 mg lyofilizovand RNaza + 1 ml 10 mM Tris-HCI (pH 7,4),
povareni zbavi RNazu stopové DNazové aktivity

96% EtOH / 0,3M octan amonny: 9,248 g octan amonny + 400 ml 96% EtOH

70% EtOH / 0,3M octan amonny: 9,248 g octan amonny + 292 ml 96% EtOH +
108 ml dH,O

38



KITY:
e MaxiScript in vitro transkripéni kit SP6/T7 nebo T7/T3 (Ambion):
- RNA polymeraza T3 (30 U/ul)
T7 (15 U/ul)
SP6 (20 U/ul)

- 10x transkrip¢ni pufr

- ATP, GTP, CTP, UTP (10mM)

- DNaza I (bez RNaz)

- nanaseci pufr II pro elektroforézu
- H,O (bez RN4z)

- my$i pTRI-aktin (0,5 mg/ml)

3.3.2. Postup

3.3.2.1. Odbér mozku a priprava iezii

1. Mysi byly dekapitovany (pii slabém Cerveném svétle, jehoz intenzita neptfesahovala
1 lux), ihned poté nasledovalo vyjmuti mozku, zamrazeni v suchém ledu a skladovani
v —80°C.

2. Pfiprava 15 um koronalnich fezi v oblasti SCN na mrazicim mikrotomu Cryocut
pii —20°C; pfeneseni fezli na podloZzni skla SuperFrost Plus, po zaschnuti skladovano

v —80°C.

3.3.2.2. Priprava znacené cRNA sondy

Pro detekci Perl a Per2 mRNA v SCN byly pouzity radioaktivné znalené
antisense cRNA sondy. Jako radioaktivni znacka bylo v téchto riboprobach pouzito
3S-UTP (1250 mCi/mmol, 10 mCi/ml). Potkani rPerl a rPer2 cDNA fragmenty vloZené
do vektort pGem-T Easy a slouzici jako templaty pii in vitro transkripci pfi pfiprave sond
byly byly laskavé darovany profesorem H. Okamurou. Délka antisense cRNA prob

a jejich hybridizacni teploty jsou uvedeny v tabulce 1:
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G Délka proby Enzymy pro linearizaci a in Teplota
en
(bp) vitro transkripci hybridizace (°C)
Perl 980 Sall, T7 60
Per2 1512 Sall, T7 61
Tab.1

10.

11.

12.

. Linearizace plazmidu (bulk linearizace) pro ptipravu antisense cRNA sondy:

Do reakce napipetovat:

plazmid 30 ug
restrikéni pufr 25 ul
restrikéni endonukledza 10 ul

celou reakci doplnit ddH,O do vysledného objemu 250 pl

Inkubace pies noc pii 37°C v termobloku.

Analyza na 1% agar6zovém gelu.

Purifikace linearizovanych plazmidu:

K 250 pl reakei ptidat 250 ul PIC, vortex, centrifugace 5 minut (18 000 rpm, 4°C).

K horni vodné fazi ptidat 250 pl PIC, vortex, centrifugace 5 minut (18 000 rpm, 4°C).
K horni vodné fazi ptidat 250 pl IC, vortex, centrifugace 5 minut (18 000 rpm, 4°C).
K horni vodné fazi ptidat 75 pl 10M NHg-acetatu (vyslednd koncentrace 2,5M)
a 650 ul 96% EtOH (-20°C), vortex.

Precipitace 40 minut v -80°C, cenrifugace 20 minut (18 000 rpm, 4°C).

Promyti pelety 700 ul 75% EtOH (-20°C), cenrifugace 20 minut (18 000 rpm, 4°C).
Vysuseni pelety 15 minut pti RT a rozpusténi ve 30 ul DEPC H,O.

Kontrola purifikovaného plazmidu elektroforeticky na 1% agar6zovém gelu
a spektrofotometricky.

ZkuSebni in vitro transkripce: postup viz 12. bez pouziti radioaktivné znaceného
UTP.

Radioaktivni znaceni sondy pomoci in vitro transkripce — reakce namichana
pii pokojové teplote.

Do sterilni 1,5 ml zkumavky napipetovat:

DEPC H,O 4 ul

plazmid 3ul
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13.

14.
15.

16.

17.
18.

19.
20.
21.
22.

10x transkrip¢ni pufr 2 ul

10mM ATP 1 ul
10mM CTP 1l
10mM GTP 1 ul

neznac¢ené UTP (200 uM) 1 pl

3S-UTP (1250mCi/mmol) 5 pl

RNA polymeraza (SP6/T7/T3) 2l

Inkubace 60 minut pfi 37°C v termobloku.

Pridat 1 ul DNazy I a 1,5 pl tRNA (10 mg/ml v DEPC H,0), inkubace 20 minut
pii 37°C v termobloku.

Stop reakce: pfidat 1 ul 0,5M EDTA (pH 8,0).

Purifikace radioaktivné znacené sondy: pomoci kolonek Clontech (Chromaspin),
centrifugace 5 min.

Stanoveni inkorporace (TCA precipitace): k 1 pl znacené riboproby ptidat 19 pl
DEPC H,O0.

Ptipravit Whatman GF/A filtry (Sigma) rGzného tvaru, 4 ks pro kazdou riboprébu.

Na kazdy filtr napipetovat 5 pl fedéné proby, po zaschnuti 2 filtry vlozit do scintila¢ni
zkumavky s 10 ml scintila¢niho roztoku BRAY (= total).

Zbyvajici filtry — odmyti volnych NTPs: promyti 10% TCA (4°C), 3x 5 minut, 20 ml.
Promyti 96% EtOH (4°C), 5 minut, 20 ml.

VysusSeni filtrti, vlozeni do 10 ml Brayova scintilaéniho roztoku (= wash).

Analyza vzorkli pomoci scintilaéniho pocitace. Pomér wash cpm / total cpm udava

procenta inkorporace *>S-UTP do ¢cRNA sondy.

3.3.2.3. Prehybridizace (ptiprava ezl na hybridizaci)

1.

T o

Skla s mozkovymi fezy vyjmuta z -80°C, susena 20 minut pifi RT a naskladana
do sterilnich stojanii. Cely postup probihda pii RT, stojany se skly premistovany
do kyvet se 400 ml ptislusného roztoku.

Fixace: 4% PFA v DEPC-PBS, 40 minut.

2x promyti v DEPC-PBS po 5 minutach.

Deproteinace: 0,2N HCI, 5 minut.

Promyti v DEPC-PBS, 5 minut.

Inkubace v 0,1M TEA, 2 minuty, tiepat.

Acetylace: 0,25% acet anhydrid v TEA, 10 minut, tfepat.
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8.
9.

Promyti v DEPC-PBS, 5 minut.
Dehydratace: 70% EtOH, 5 minut; 96% EtOH, 5 minut.

3.3.2.4. Hybridizace

1.
2.

K 1 ml HP (hybridiza¢ni pufr) ptidat 100 pl 0,5M DTT, vortex.
Pfidat zna¢enou sondu (mnozstvi sondy tak, aby vysledna aktivita byla 2,5 . 10’ cpm
na 1 ml HP).
Denaturace 5 minut pii 85°C.
Predehtati HP na hybridiza¢ni teplotu: Perl 60°C

Per2 61°C
70 ul HP se sondou nanést na kryci sklicko, ptilozit podlozni sklo s fezy.
Hybridizace v hybridizaénim boxu (vlhéeny dvéma uzavéry scintilaénich lahvi¢ek
naplnénymi PBS) zabaleném do alobalu 22 hodin pfi 60°C Perl

61°C Per2

3.3.2.5. Promyvani a autoradiografie

1.

Skla vyjmuta z hybridiza¢niho boxu, zbavena kryciho sklicka odmytim v 2x SSC

a vyskladana do stojanu.

A A R

11.

2x SSC, 30 minut, RT.

RNéza A v pufru (10 pg/ml), 60 minut, 37°C, vodni lazen.

2x SSC, 30 minut, RT.

0,1x SSC, 2x 30 minut, odmyvaci teplota dle teploty hybridizace.

0,1x SSC, 2x 20 minut, RT.

70% EtOH / 0,3M octan amonny, 5 minut, RT.

96% EtOH / 0,3M octan amonny, 5 minut, RT.

Osusena skla vyskladana do autoradiografické kazety, pfilozen vysokocitlivy film

Kodak BioMax MR. Expozice 10 dni pfi -20°C.

. Vyvolani filmu: 5 minut vyvojka LQN (Foma), 10 minut ustalova¢ FOMAFIX

(Foma).
Pro kontrolu spravné lokalizace neuronalnich struktur fezy podbarveny kresyl-violeti.

Skla s fezy inkubovana v kyvetach s roztoky:

xylen 5 minut
95% EtOH 2x 3 minuty
70% EtOH 3 minuty
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dH,O 1 minuta

0,25% kresyl-violet’ 45 sekund
dH,O 2x 15 sekund
CV diferencial 1 minuta
70% EtOH 30 sekund
95% EtOH 2x 30 sekund
xylen 2x 30 sekund

Skla zakapnuta DPX histologickym balzamem a piekryta krycim sklickem.

3.3.2.6. Analyza hybridizacniho signdlu

Z kazdého mozku byly vybrany tfi reprezentativni fezy — jeden z rostralni, jeden
zmedidlni a jeden zkauddlni casti SCN, které byly vyhodnoceny pomoci digitalni
analyzy obrazu (program Microlmage, Olympus). Nejprve byly fezy nasnimany
¢ernobilou kamerou Sony pfipojenou na stereomikroskop a poté byla zméfena intenzita
signalu jako relativni opticka denzita (OD). Kromé OD SCN byla vzdy zméfena i1 OD
pozadi, kterd pak byla od hodnot OD SCN odectena. Vysledné hodnoty jsou primérem

OD levého a pravého SCN. Kazdy ¢asovy bod je pak primérem ze 4 zvitat.

3.4. IMUNOCYTOCHEMICKE STANOVENI DENNIHO PROFILU HLADIN
PROTEINU PER1 A PER2

PRISTROJE:

e Cryocut Leica CM 1850

e pH metr Denver Instruments BASIC

e mikroskop Olympus CX40

e mikroskop Olympus AX70 s ptipojenou barevnou CCD kamerou Sony a PC

CHEMIKALIE:
e dihydrogenfosfore¢nan sodny, dihydrat (M,= 156,01) (Lachema)

e hydrogenfosforec¢nan sodny, dodekahydrat (M= 358,14) (Penta)
e hydrogenfosforecnan sodny, bezvody (M= 141,96) (Sigma)
e thiopental (ICN) — rozpustit v 10 ml dH,O
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heparin (Léciva)

chlorid draselny (Lachema)

chlorid sodny (Sigma)

paraformaldehyd (Fluka)

polyvinylpyrrolidon (PVP) (M;= 360 000) (Sigma)

etylenglykol (Fluka)

sacharoza (Lachema)

azid sodny (Lachema)

diaminobenzidin (DAB) (Sigma)

etanol (Tamda)

histologicky balzam DPX (Fluka)

hovézi sérovy albumin (BSA) (Sigma)

peroxid vodiku (Chemické zdvody Sokolov)

Triton X-100 (Sigma)

xylen (Lachema)

primarni anti-mPerl polyklonalni protilatka (krali¢i) proti aminokyselinam 6 — 21
mPER1 polypeptidu; vyrobena v Massachusetts General Hospital Biopolymer Core
Facility

primarni anti-mPer2 polyklonalni protilatka ziskana od ADI (Greenwich, CT)
Vectastain Elite ABC kit (Vector Laboratoires): soucasti kitu je normalni kozi sérum
(NGS), sekundarni krali¢i IgG s navazanym biotinem, avidin a biotin s navazanou

kfenovou peroxidazou H

3.4.1. Pracovni roztoky

0,2M Na,HPO4: 71,6 g Na,HPO, . 12 H,O v 1 litru ddH,O

0,2M NaH,PO4: 31,2 g NaH,PO, . 2 H,O v 1 litru ddH,O

0,01M PBS (fosfaty pufrovany fyziologicky roztok):

3,58 g Na,HPO, . 12 H,O + 1,56 g NaH,PO, . 2 HO + 8 g NaCl + 0,2 KCI
Rozpustit v 1 litru ddH,O (redestilovana H,O); pH upravit na 7,2; ptefiltrovat.
4% PFA (paraformaldehyd):

810 ml 0,2M Na,HPO, + 190 ml 0,2M NaH,PO, + 80 g paraformaldehyd
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Zahtatim na 65°C rozpustit, pfidat 1 1 ddH,O; prefiltrovat; pH upravit na 7,2; vzdy
cerstvy roztok.

20% sachardza: 20 g sacharoza v 100 ml 0,01M PBS, vZdy Cerstvy roztok
kryoprotektant:

0,28 g NaH,PO, . 2 H,O (M= 156,01) + 0,51 g Na,HPO, (M= 141,96) + 0,9 g NaCl
+ 30 g sacharoza + 1 g PVP + 30 ml etylenglykol

Rozpustit ve 100 ml ddH,O; pH upravit na 7,2.

inkubaéni pufr (IP): 1% BSA /0,3% Triton X-100/ 0,01M PBS

2,5 g BSA + 700 pl Triton X-100 + 250 ml 0,01M PBS; vzdy cerstvy roztok;
0,5 ml/ 3 fezy

promyvaci pufr (PP): 0,3% BSA /0,3% Triton X-100/0,01M PBS

inkubaéni pufr nafedény 0,01M PBS vpoméru 1:3; vzdy CcCerstvy roztok;
0,5 ml/ 3 tezy

0,5% peroxid vodiku: 250 pl 30% H,O, + 15 ml 0,01M PBS; vZdy Cerstvy roztok;
0,5 ml/ 3 tezy

2% normalni kozi sérum (NGS): 200 pul NGS (Vectastain Elite ABC kit) + 10 ml IP;
vzdy Cerstvy roztok; 0,3 ml / 3 fezy

pracovni roztok primarni protilatky:

vysledné tfedéni anti-mPERI1 protildtky - 1:10 000: 10 pl anti-mPERI1 protilatky

(aliquot 1:10) + 10 ml IP; Cerstvy roztok; 0,3 ml / 3 fezy
vysledné fedéni anti-mPER2 protilatky - 1:500: 200 pl anti-mPER1 protilatky (aliquot

1:10) + 10 ml IP; Cerstvy roztok; 0,3 ml / 3 fezy

pracovni roztok sekundarni biotinylované protilatky:

vysledné fedéni — 1:600 : 16,7 ul sekundarni IgG (Vectastain Elite ABC kit) + 10 ml
IP; vzdy Cerstvy roztok; 0,3 ml / 3 fezy

roztok avidin / biotin / peroxidédza (ABC):

25 pl avidin (Vectastain Elite ABC kit) + 25 pl biotin s navdzanou kienovou
peroxidazou (Vectastain Elite ABC kit) + 10 ml IP; ptipravit 30 minut pfedem kvuli
vytvoreni komplexu avidin / biotin; 0,3 ml / 3 fezy

roztok diaminobenzidinu: 0,05% DAB /0,01% H,O, / 0,01M PBS

10 mg diaminobenzidinu (1 tableta) + 7 ul 30% H,O, + 20 ml 0,01M PBS; Cerstvy
roztok; 0,3 ml / 3 fezy
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3.4.2. Postup

10.

11

12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.

. Anesteze zvitat ve dvouhodinovych intervalech intraperitonedlni aplikaci thiopentalu.

Transkardidlni perfuze: aplikace heparinu do levé srde¢ni komory pro zamezeni
srazeni krve, zavedeni kanyly do aorty ascendens — promyti ob&éhového systému
0,01M PBS (~ 3 minuty) a 4% PFA (~ 5 minut).

Vyjmuti mozki, postfixace ve 4% PFA (12 hod, 4°C); kryoprotekce ve 20% sachardze
(24 hod, 4°C).

Skladovani mozka v -80°C.

Ptiprava 30 pum koronalnich hypotalamickych tezli pomoci mraziciho mikrotomu
Cryocut pii teploté -20°C.

Rezy do doby imunocytochemického stanoveni skladovany v kryoprotektantu
(v -20°C).

Promyti fezii v 0,01M PBS (2x 5 minut).

Redukce endogenni peroxidazové aktivity: 0,5% H>O, (10 minut).

Promyti v 0,01M PBS (2x 5 minut).

Redukce nespecifického pozadi: 2% NGS (60 minut).

. Inkubace s roztokem primarni protilatky (anti-mPER1 nebo anti-mPER2), pfes noc

(min. 16 hod), 4°C.

Promyti v PP (3x 5 minut).

Inkubace s roztokem sekundérni biotinylované protilatky (60 minut).

Promyti v PP (2x 5 minut).

Inkubace v ABC (60 minut).

Promyti v PP (5 minut).

Promyti v 0,01M PBS (2x 5 minut).

Detekce navazanych imunokomplext s peroidazou: roztok DAB (1 az 5 minut).
Zastaveni barevné reakce: promyti v 0,01M PBS (3x 5 minut).

Pfeneseni fezll na zelatinovana podlozni sklicka pomoci jemného $tétecku.

Odvodnéni a fixace fezu:

dH,O 1 minuta
70% etanol 5 minut
96% etanol 2x 5 minut
xylen 3x 5 minut

Zakapnuti histologickym balzdmem DPX a piekryti krycim sklickem.
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3.4.3. Pocitani PER1 a PER2 imunopozitivnich bunék v SCN

K vyhodnoceni po¢tu imunopozitivnich bunék byl na kazdém sklicku z 12 fezi
vybran jeden zrostralni, jeden zmedialni a jeden zkaudalni casti SCN, ktery nebyl
poskozen. Pocet PER1 a PER2 imunopozitivnich bun¢k byl stanoven pomoci digitalni
analyzy obrazu (software Microlmage, Olympus) na svételném mikroskopu AX70.
Vysledny pocet bunck byl urcen jako primér z levého a pravého SCN, vysledné hodnoty

v jednotlivych casovych bodech jsou primérem ze 3 zvifat.

3.5. DETEKCE mRNA HODINOVYCH GENU VJATRECH POMOCI
KVANTITATIVNI REAL-TIME RT-PCR

PRISTROJE

e homogenizator Universal Laboratory Aid Type 309
e centrifuga Sigma 3K 18

e centrifuga Eppendorf Mini Spin plus

e vortex Scientific Industries

e LightCycler Roche

e termoblok Biometra TB1

e termoblok Major Science

e flow-box BIOAIR Instruments Aura mini

e spektrofotometr Eppendorf

CHEMIKALIE
e RNAlater (Qiagen)

e [-Mercaptoetanol
e 70% EtOH (Tamda)

e agardza
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KITY

RNeasy Mini Kit (Qiagen):
- pufr RLT

- pufr RW1

- pufr RPE

- H,O (bez RN4z)

- RNeasy mini spin kolonky

ImProm-II Reverse Transcription System (Promega):

- reverzni transkriptdza

- random primery (0,5 pg/ul)

- sm¢s ANTP (10mM)

- reakéni pufr 5X

- MgCl, 25mM

- RNasin (inhibitor ribonukleaz)

- H,O (bez nukleaz)

QuantiTect SYBR Green PCR kit (Qiagen):

- 2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix:  HotStarTaq DNA polymeraza
QuantiTect SYBR Green PCR pufr
smés ANTP

fluorescen¢ni barvivo SYBR
Green [ a ROX
5 mM MgCl,

- H,O (bez RN4z)

3.5.1. Postup

3.5.1.1. Odbér tkané a izolace celkové RNA

1.

Zvitata byla dekapitovédna (pti slabém Cerveném svétle, jehoz intenzita neptfesahovala
1 lux). Ihned poté nasledovalo odebrani jaterni tkan¢, vloZeni do stabiliza¢niho ¢inidla

RNAIlater a skladovani v -80°C.

. Kizolaci celkové RNA pouzit RNeasy Mini Kit (Qiagen) — postup podle navodu

vyrobce (30mg jaterni tkdn¢ homogenizovdno pomoci rotor-stator homogenizatoru).

48



3. Mnozstvi a Cistota RNA stanovena spektrofotometricky, kvalita ovéfena na agardézové

gelové elektroforéze. RNA do dalsiho zpracovani ulozena v -80°C.

3.5.1.2. Syntéza cDNA

1. Ziskand RNA natedéna na koncentraci 250 pg/ml.

2. Pro syntézu cDNA pouzit kit ImProm-II Reverse Transcription System (Promega).

3. Ke 2 pl RNA pfidat 0,5 pl random primert, inkubace 5 minut pii 70°C, poté 5 minut
na ledu, centrifugace.

4. Mezitim pfipravit reakéni smés pro reverzni transkripci:

H,O 2,25 ul
pufr 2 ul
Mg** 2 ul
dNTP 0,5 ul
RNasin 0,25 ul

reverzni transkriptaza 0,5 ul

5. Vortex, poté reakéni smés smichat s RNA a random primery. Reasociace 5 minut pfi
RT.

6. Inkubace 60 minut pti 42°C.

7. Zavérecna denaturace 15 minut pi1 70°C. Skladovani cDNA v -20°C.

3.5.1.3. Kvantitativni real-time PCR

Pro stanoveni hladin mRNA hodinovych genti Perl, Per2, Rev-Erba, Bmall, Cryl,
hodinami kontrolovaného genu DBP a housekeeping genu (-2 mikroglobulinu (B2M)
byly pfipraveny dvojice primerti — horni (forward, F) a dolni (reverse, R). Primery byly
navrzeny pomoci programu PrimerSelect (soucéast software Lasergene, DNAStar)

a objednany u firmy Chemos Cz.

Pouzité primery:
Perl: (NCBINMO011065)
F 5’ TCTGGCCTGGGCTCTGGGTCTGGTTC 3’
R 5" GCTGCGGGTGATGCTGGCTGAGGT 3’
Per2: (NCBINMO011066)
F 5" CCTCTGGCCCCTGTGGATTG 3°
R 5" AGCTGGGCCCTTGGTGGATAG 3’
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Rev-Erba: (NCBI NM145434)
5 CCTTTGGCGGCTAGCGTCATAAT 3°

5" CCAGGTAGGCGGGTAGGAGGAAG ¥’
Bmall: (NCBI NM007489)

F
R

F
R

F
R
DBP:
F
R

F
R

5" CAGAGCCGGAGCAGGAAAAATAGGT 3’

5> CAGGGGGACGCGTACTTGTGATGT 3’
Cryl: (NCBINMO007771)

5> GGTCTTCTCGCCTCGGTCCCTTCTAA 3’
5> CTCCATTCCCGCTGCTGCTACAACTC 3
(NCBI NM016974)
5> TTTTTGCGCCGCTGCTGTGGGAACG 3’

5 GGGGGAGGGCGCGGGAGTGC 3°
B2M: (NCBINMO009735)

5" TCTCACTGACCGGCCTGTATGCTATC 3’

5> AATGTGAGGCGGGTGGAACTGTG 3’

1. cDNA nafedéna v poméru 1:3

2. Do PCR kapilar napipetovana PCR reakéni smés (20 pl):

SYBR Green PCR Master Mix
PCR H,O
Primery F+R (10 puM)

cDNA

10 pl
6 ul
2ul
2 ul

3. Amplifikaéni protokol: viz tabulka 2

Pocatecni

Amplifikace

Melting Ochlazeni
denaturace | Denaturace | Reasociace | Extenze

Teplota (°C) 95 94 60/ 68* 72 95 70 95 42

Cas (s) 900 15 20 10 0 30 0 30

Ramping (°C/s) 20 20 20 20 20 20 | 0,1 20

Pocet cykli 1 50 1 1

M&fent

eren! po kazdém cyklu kontinudlni

fluorescence

* teplota 68°C plati pouze pro gen Perl

Tab. 2
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Jako standard pouzita cDNA z posledniho ¢asového bodu (CT 24). Z ni pfipravena
fedici fada pro stanoveni kalibra¢ni pfimky: cDNA nafedéna 3x, 10x, 30x, 100x. Jako
negativni kontrola pouZzita kompletni PCR reak¢ni smés bez cDNA.

Crossing point byl urCovan metodou maxima druhé derivace. Pro zjisténi
ptipadnych primer-dimerti byla analyzovana melting kiivka. Kone¢né koncentrace byly
ziskany jako pomér relativnich koncentraci k housekeeping genu. Vyslednd hodnota

v ur€ity ¢asovy bod je primérem ze 3 méfeni (3 zvifat).

3.6. STATISTICKA ANALYZA
Data byla vyhodnocena zakladnimi statistickymi metodami:
aritmeticky primér: x = Zx; / n
smérodatna odhcylka: SD =[ (I/n— 1) * X(x; — x)* ]"*
sttedni chyba priméru: SEM = SD/n'"
Statistickd vyznamnost rozdili v rytmech mezi odliSnymi fotoperiodami byla
analyzovana pomoci dvojné analyzy variance (ANOVA) s naslednym Student-Newman-

Keulsovym testem.
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4. VYSLEDKY

4.1. SROVNANI VLIVU DLOUHE A KRATKE FOTOPERIODY S NAHLYM
PRECHODEM SVETLO/TMA NA EXPRESI HODINOVYCH GENU Perl A Per2
A HLADINY JEJICH PROTEINU V SCN

V této Casti diplomové prace byl sledovan vliv extrémné dlouhé a extrémné kratké
fotoperiody na centralni oscilator v . SCN. Extrémné dlouha fotoperioda se vyznacovala
18-ti hodinami svétla a 6-ti hodinami tmy (L 18:6; L zangl. long), naopak extrémné
kratka fotoperioda 6-ti hodinami svétla a 18-ti hodinami tmy (S 6:18; S z angl. short).
Piechod mezi svétlem a tmo byl realizovan ndhlym zhasnutim ¢i rozsvicenim. Hladina
Perl a Per2 mRNA byla analyzovana pomoci in Situ hybridizace, hladina PER1 a PER2
proteini pomoci imunocytochemie. Denni profily hladin mRNA a proteini byly

sledovany zvlast’ v rostralni (R), medialni (M) a kaudalni (C) ¢asti SCN.

4.1.1. Vliv na cirkadianni profil exprese genu Per1l

Pti porovnani profilti hladin Per]l mRNA na dlouhé a kratké fotoperiodé¢ pomoci
dvojné analyzy variance byl prokdzan vyznamny vliv ¢asu vR (F = 67,8; p < 0,01),
M (F =694; p<0,01)iC (F=571; p<0,0l) SCN. Krom¢ toho analyza prokazala
vyznamny rozdil mezi profily na obou fotoperiodach, a to jak v R (F = 151,2; p < 0,01),
M (F=160,9;p<0,01)iv C(F=101,3; p <0,01) SCN as tejn¢ tak vyznamny interakéni
efekt vR(F=17,1;p<0,01),M(F=9,5;p<0,01)iC (F=5,9; p<0,01) SCN.

V R-SCN =zacaly na dlouhé fotoperiodé hladiny mRNA klesat z maximalnich
hodnot ve 20:00 (vs. 18:00, p < 0,01), zatimco na kratké¢ fotoperiod¢ jiz v 16:00
(vs. 14:00, p < 0,01). Minimalnich hodnot dosahovaly hladiny Perl mRNA na dlouhé
fotoperiodé mezi 22:00 — 4:00, na kratké fotoperiodé¢ mezi 20:00 — 2:00. Narist Perl
mRNA nastal dfive na fotoperiodé¢ dlouhé (6:00 vs. 4:00, p < 0,01) nez na kratké
(6:00 vs. 2:00, p <0,05) (graf 1a).

V M-SCN nastal na dlouhé fotoperiodé¢ pokles hladiny mRNA z maximalnich
hodnot ve 20:00 (vs. 18:00, p < 0,01), na kratké fotoperiod¢ jiz ve 14:00 (vs. 12:00,
p < 0,01). Minimalnich hodnot bylo dosaZeno na dlouhé fotoperiodé¢ mezi 22:00 — 2:00,
zatimco na kratké mezi 16:00 do 4:00. Hladina Perl mRNA =zacala stoupat diive
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na dlouhé (ve 4:00 vs. 22:00, p < 0,01) nez na kratké (v 6:00 vs. 4:00, p < 0,05)
fotoperiodé (graf 1b).

V C-SCN zacala hladina Per] mRNA vyznamné klesat pozd€ji na dlouhé
(v 18:00 vs. 14:00, p < 0,01) nez na kratké (ve 14:00 vs. 12:00, p < 0,01) fotoperiod¢.
Minimalnich hodnot dosahovaly hladiny Perl mRNA na dlouhé fotoperiodé mezi 20:00
a 2:00, na kratké déle, a to mezi 16:00 a 4.00. Nardst hladin mRNA nastal na dlouhé
fotoperiodé diive (4:00 vs 0:00, p < 0,05) nez na kratké (6:00 vs. 4:00, p <0,01) (graf 1c).

Ve vSech tfech ¢astech SCN tedy pretrvavala vysoka denni hladina Per] mRNA
déle na dlouhé nez na kratké fotoperiod€, naopak interval s nizkymi no¢nimi hladinami

byl vyrazné delsi na fotoperiodé kratké.

0,30

0,25 4

0,20

0,15 A

0,10 1

Relative optical density

0,05

0,00 T T T T T T T T T T T T T
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0,30

0,25 4

0,20 A

0,15 1

0,10

Relative optical density

0,05 A

D-OD T T T T T T T T T T T T T

0,30

0,25 A

0,20 4

0,15 A

0,10 A

Relative optical density

0,05 A

D,OD T T T T T T T T T T T T T

Graf 1: Denni profily hladin Perl mRNA v R-SCN (A), M-SCN (B) a C-SCN (C) na dlouhé fotoperiodé
(L 18:6, prazdna kolecka) a kratké fotoperiodé (S 6:18, cerna kolecka). Na ose x je vyznacen cas, na ose y
relativni opticka denzita. PIné Gsecky pod osou x znazoriuji délku tmavé ¢asti dne. Data v kazdém casovém

bodé¢ predstavuji primér ze 4 zvirat + S.E.M.
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4.1.2. Vliv na cirkadianni profil exprese genu Per2

Pfi srovnani exprese genu Per2 na dlouhé a kratké fotoperiodé pomoci dvojné
analyzy variance byl prokazan statisticky vyznamny vliv ¢asu v R (F = 53,7; p < 0,01),
M (F=69,9;p<0,01)iC (F=0654;p<0,01) SCN. Analyza déle prokdzala vyznamny
rozdil mezi profily na dlouhé kratké fotoperiodé, a to jak v R (F =15,5; p <0,01), M (F =
13,4;p<0,01)ivC(F=17,4;p <0,01) SCN a vyznamny interakcni efekt (R: F =25,4; p
<0,0I; M: F=23,8;p<0,01 aC: F=5,5;p<0,01).

V R-SCN zacala hladina Per2 mRNA na kratké fotoperiodé klesat z maximalnich
hodnot jiz v 18:00 (vs. 16:00, p < 0,05), zatimco na dlouhé fotoperiodé¢ az v 0:00
(vs. 22:00, p < 0,01). Minimalnich hodnot dosahovaly hladiny Per2 mRNA na dlouhé
fotoperiodé mezi 2:00 — 6:00, na kratké fotoperiodé mezi 22:00 — 6:00. K vyznamnému
naristu doslo na obou fotoperiodach v 8:00 (na dlouhé vs. 6:00, p < 0,05; na kratké
vs. 6:00, p <0,01) (graf 2a).

V M-SCN doslo k vyznamnému poklesu hladiny Per2 mRNA z maximalnich
hodnot na dlouhé fotoperiodé ve 22:00 (vs. 20:00, p < 0,05), na kratké fotoperiod¢ jiz
v 18:00 (vs. 16:00, p < 0,01). Minimalnich hodnot dosahovaly hladiny mRNA na dlouhé
fotoperiodé od 0:00, zatimco na kratké jiz od 20:00. Opétovny vzestupu hladiny byl
na dlouhé fotoperiod¢ vyznamny v 6:00 (vs. 4:00, p < 0,01), na kratké az v 8:00 (vs. 6:00,
p <0,01) (graf 2b).

V C-SCN zacala hladina mRNA klesat pozdé¢ji na dlouhé fotoperiodg, tj. ve 20:00
(vs. 16:00, p < 0,05), nez na kratké fotoperiod¢, tj. v 18:00 (vs. 14:00, p < 0,05).
Minimalnich hodnot dosahovaly hladiny Per2 mRNA na dlouhé fotoperiodé mezi
0:00 — 4:00, na kratké déle, a to mezi 20:00 — 6.00. Hladiny Per2 mRNA zacaly stoupat
diive na dlouhé fotoperiodé¢ (6:00 vs. 4:00, p < 0,05) nez na kratké (8:00 vs. 6:00,
p <0,01) (graf 2c).

Podobné jako u genu Perl, i u Per2 ptetrvavala v rostralni, medialni i kaudalni
¢asti SCN nizké nocni exprese déle na kratké fotoperiodé nez na dlouhé. Kromé rostralni
¢asti byl interval s vysokou denni hladinou exprese del§i na dlouhé fotoperiodé nez

na kratké.
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Graf 2: Denni profily hladin Per2 mRNA v R-SCN (A), M-SCN (B) a C-SCN (C) na dlouhé fotoperiodé
(L 18:6, prazdna kolecka) a kratké fotoperiodé (S 6:18, ¢erna kolecka). Na ose x je vyznacen ¢as, na ose y
relativni opticka denzita. PIné Gsecky pod osou x znazoriuji délku tmavé ¢asti dne. Data v kazdém casovém

bodé¢ predstavuji primér ze 4 zvirat + S.E.M.

4.1.3. Vliv fotoperiody na profil hladin proteinu PER1

Pti porovnani profilii hladin PER1 proteini na dlouhé a kratké fotoperiodé pomoci
dvojné analyzy variance byl prokazan vyznamny vliv ¢asu v R (F = 10,1; p < 0,01),
M (F =239, p<0,01)iC (F=6,7; p<0,01) SCN. Rozdil mezi dlouhou a kratkou
fotoperiodou byl vyznamny v C-SCN (F = 5,1; p < 0,05), avSak ne v R-SCN (F = 2,4;
p =0,13) a v M-SCN (F = 0,13; p = 0,72). Vyznamny interakéni efekt ve vSech castech
SCN (R: F=3,1; p<0,01; M: F =6,6; p<0,01; C: F=2,6; p=0,01) naznacil, ze se
profily hladin PER1 proteinu na obou fotoperiodach vyznamné lisi.

V R-SCN nastal na kratké fotoperiodé pokles hladiny PER1 proteinu v 6:00
(vs. 20:00, p < 0,01) a nartst byl vyznamny ve 20:00 (vs. 8:00, p < 0,01). Na dlouhé
fotoperiodé nebyly prokézany vyznamné rozdily mezi jednotlivymi hodnotami (graf 3a).

V M-SCN nastal vyznamny pokles hladin PER1 proteinu na dlouhé fotoperiodé
v 6:00 (vs. 22:00, p < 0,01), zatimco na kratké fotoperiode ve 22:00 (vs. 20:00, p < 0,01).
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Hladina PERI1 proteinu tak dosahovala maximalnich hodnot na dlouhé fotoperiodé
od 16:00 do 2:00, na kratké fotoperiod¢ pouze od 16:00 do 20:00 (graf 3b).

V C-SCN nastal na kratké fotoperiodé€ pokles v 0:00 (vs. 20:00, p < 0,05) a vzestup
z nizkych nocnich hladin ve 14:00 (vs. 12:00, p < 0,05). Na dlouhé fotoperiodé nebyl
podobn¢ jako v R-SCN nalezen vyznamny rozdil mezi hladinami PER1 proteinu, a proto

nelze vzajemné porovnat dobu nartistu a poklesu (graf 3c¢).

600

500 A

400

300 A

Cell count

200 1

100 1

58



600

500 A

400 A

300 A

Cell count

200 A

100 4

600

500 A

400

300 A

Cell count

200 A

100 4

Graf 3: Denni profily hladin PER1 proteinti v R-SCN (A), M-SCN (B) a C-SCN (C) na dlouhé fotoperiod¢
(L 18:6, prazdna kolecka) a kratké fotoperiod¢ (S 6:18, Cerna kolecka). Na ose x je vyznacen Cas, na ose y
pocet PER1 imunopozitivnich bunék. Plné tsecky pod osou x znazornuji délku tmavé Casti dne. Data

v kazdém casovém bodé¢ predstavuji praimér ze 3 zvirat £ S.E.M.
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4.1.4. Vliv fotoperiody na profil hladin proteinu PER2

Pti srovnani profilti hladin PER2 proteint na dlouhé a kratké fotoperiodé pomoci
dvojné analyzy variance byl prokazéan statisticky vyznamny vliv ¢asu v R (F = 10,4;
p <0,01), M (F =26,0; p<0,01)i C (F=9,0; p<0,01) SCN. Rozdil mezi dlouhou
a kratkou fotoperiodou byl vyznamny pouze v M-SCN (F = 5,0; p < 0,05), zatimco
vR(F=0,196;p=0,7)aC (F=1,9; p=0,2) SCN nikoliv. Interakcni efekt byl vyznamny
vR(F=3,4;p<0,01)aM (F=6,0; p<0,01) SCN, avsak ne v C-SCN (F = 1,2; p=0,3).

V R-SCN nastal na dlouhé fotoperiodé vyznamny pokles hladiny PER2 proteinu
v 6:00 (vs. 22:00, p < 0,01), zatimco na kratké fotoperiod¢ jiz ve 2:00 (vs. 20:00,
p < 0,01). K nariistu hladiny z nizkych hodnot doslo na dlouhé fotoperiodé¢ ve 22:00
(vs. 8:00, p < 0,01), avsak na kratké fotoperiod¢ jiz v 18:00 (vs 14:00, p < 0,01). Profil
hladin PER2 proteinu byl tak na dlouhé fotoperiodé o 4 hodiny fazové predbchnut pied
profilem na kratké fotoperiod¢ (graf 4a).

V M-SCN zacinaly hladiny PER2 klesat na dlouhé fotoperiod¢ ve 2:00 (vs. 22:00,
p < 0,05), zatimco na kratké fotoperiod¢ jiz ve 22:00 (vs. 20:00, p < 0,01). K naristu
doslo na dlouhé fotoperiod¢ v 18:00 (vs. 14:00, p < 0,01), na kratké v 16:00 (vs. 12:00,
p < 0,01). Interval vysokych hladin PER2 proteinu byl delsi na dlouhé nez na kratké
fotoperiodé (graf 4b).

V C-SCN se profily hladiny PER2 proteinu na dlouhé a kratké fotoperiodé

vyznamné neliSily (graf 4c).
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Graf 4: Denni profily hladin PER2 proteinti v R-SCN (A), M-SCN (B) a C-SCN (C) na dlouhé fotoperiod¢
(L 18:6, prazdna kolecka) a kratké fotoperiod¢ (S 6:18, Cerna kolecka). Na ose x je vyznacen Cas, na ose y
pocet PER2 imunopozitivnich bunék. Plné usecky pod osou x znazornuji délku tmavé Casti dne. Data

v kazdém casovém bodé¢ predstavuji praimér ze 3 zvirat £ S.E.M.
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42. POROVNANI VLIVU DLOUHE A KRATKE FOTOPERIODY
S POZVOLNYM PRECHODEM SVETLO/TMA NA EXPRESI HODINOVYCH
GENU Perl A Per2 A HLADINY PROTEINU PER1 A PER2 V SCN

Cilem této ¢asti diplomové prace bylo zjistit, jak piisobi fotoperioda s pozvolnym,
a tedy ptirozené svételné podminky simulujicim, pfechodem svétlo/tma na centralni
oscilator v . SCN. Exprese hodinovych gent Perl a Per2 a tvorba jejich proteini byla
analyzovana jednak na extrémné dlouhé (L, 18:6) a jednak na extrémné kratké (S, 6:18)
fotoperiodé, s pozvolnym prechodem svétlo/tma, kdy stmivani/rozsvéceni trvalo
1,5 hodiny (viz MATERIAL a METODIKA). Profil hladiny mRNA byl stanoven pomoci
in situ hybridizace, hladina proteini pomoci imunocytochemie. Profily hladin mRNA

a proteinii byly sledovany v R-, M- a C-SCN.

4.2.1. Vliv fotoperiody na cirkadianni profil exprese genu Perl

Porovnani exprese genu Perl na dlouhé a kratké fotoperiodé¢ pomoci dvojné
analyzy variance prokazalo statisticky vyznamny vliv ¢asu vR (F = 19,4; p < 0,01),
M(F=11,5p<0,01)i C (F=18,8; p <0,01) SCN. Rozdil mezi dlouhou a kratkou
fotoperiodou byl vyznamny v R (F = 10,7; p < 0,01) a C (F = 6,1; p <0,01) SCN, nikoliv
vsak v M-SCN (F = 0,04; p = 0,85), stejné tak 1 interakéni efekt: R-SCN (F = 13,3;
p<0,01)a C-SCN (F=2,7; p<0,01).

V R-SCN nastal statisticky vyznamny pokles hladiny Per]l mRNA na dlouhé
fotoperiodé ve 20:00 (vs. 18:00, p < 0,01), zatimco na kratké fotoperiod¢ jiz ve 14:00
(vs. 10:00, p < 0,05). Minimalnich hodnot dosahovala na dlouhé fotoperiodé¢ mezi
22:00 — 2:00, na kratké fotoperiodé¢ mezi 18:00 — 0:00. Hladiny Perl mRNA zacaly
vyznamn¢ narustat na dlouhé fotoperiod¢ ve 4:00 (vs. 0:00, p < 0,01), na kratké ve 2:00
(vs. 20:00, p <0,05) (graf Sa).

V M-SCN sice doslo k poklesu hladiny Perl mRNA pozdéji na dlouhé fotoperiodé
(ve 20:00 vs. 18:00, p < 0,05) nez na kratké (v 16:00 vs. 14:00, p < 0,01), avSak nebyl
prokézan statisticky vyznamny rozdil mezi obéma fotoperiodami (graf 5b).

V C-SCN nastal vyznamny pokles hladiny mRNA pozdéji na dlouhé (ve 20:00
vs. 14:00, p < 0,05) nez na kratké fotoperiodé (ve 14:00 vs. 10:00, p < 0,01). Minima
hladiny doséhly na dlouhé fotoperiod¢ ve 2:00, na kratké v 0:00. K vyznamnému nértstu
Perl mRNA doslo ve 4:00 na dlouhé fotoperiod¢ (vs. 2:00, p < 0,05) i na kratké (vs. 0:00,
p <0,01) (graf 5c).
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V R- i C-SCN pretrvavaly vysoké denni hladiny Perl mRNA déle na dlouhé nez

na kratké fotoperiodé.
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Graf 5: Denni profily hladin Perl mRNA v R-SCN (A), M-SCN (B) a C-SCN (C) na dlouhé fotoperiodé
(L 18:6, prazdna kolecka) a kratké fotoperiodé (S 6:18, ¢erna kolecka). Na ose x je vyznacéen Cas, na ose y
relativni opticka denzita. Cerné usedky pod osou x znazoriuji délku tmavé ¢asti dne, Sedivé pozvolné

stmivani/rozsvéceni. Data v kazdém casovém bodé¢ predstavuji primér ze 4 zvitat £ S.E.M.

4.2.2. Vliv fotoperiody na cirkadianni profil exprese genu Per2

Pti srovnani profili hladin Per2 mRNA pomoci dvojné analyzy variance byl
prokdzan vyznamny vliv ¢asu vR (F = 64,6; p < 0,01), M (F = 78,2; p < 0,01) i
C (F=74,2; p <0,01) SCN. Vliv fotoperiody byl také vyznamny jak vR (F = 18,0;
p <0,01), tak vM (F = 21,3; p < 0,01) a C (F = 23,7; p < 0,01) SCN, stejn¢ tak jako
interakéni efekt (R: F =28,6; p<0,01; M: F=35,1;p<0,01; C: F=7,4; p<0,01).

V R-SCN doslo k vyznamnému poklesu hladiny Per2 mRNA na dlouhé
fotoperiodé v 0:00 (vs. 22:00, p < 0,01), zatimco na kratké fotoperiodé¢ jiz v 18:00
(vs. 16:00, p < 0,01). Minima dosahovaly hladiny na dlouhé fotoperiod¢ mezi 2:00 — 6:00,
zatimco na kratké jiz od 20:00 — 4:00. Vzestup hladiny Per2 mRNA byl pomalejsi
na dlouhé (v 8:00 vs. 4:00, p < 0,01) nez na kratké fotoperiode (v 6:00 vs. 2:00, p < 0,01)
(graf 6a).

V M-SCN zacaly hladiny Per2 mRNA na kratké fotoperiodé klesat jiz v 18:00
(vs. 16:00, p < 0,01), zatimco na dlouhé fotoperiod¢ az v 0:00 (vs. 22:00, p < 0,01).
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Minimalnich hodnot dosahovaly hladiny Per2 mRNA na dlouhé fotoperiodé mezi
0:00 — 6:00, na kratké fotoperiodé¢ mezi 20:00 — 4:00. Hladiny stoupaly opét pomaleji
na dlouhé (v 10:00 vs. 4:00, p < 0,01) nez na kréatké fotoperiodé (v 6:00 vs. 4:00, p <0,01)
(graf 6b).

V C-SCN nastal prvni vyznamny pokles hladiny mRNA na obou fotoperiodach
v 18:00 (na dlouhé: vs. 10:00, p < 0,01; na kratké: vs. 16:00, p < 0,01). Na kratké
fotoperiodé klesala hladina strmé&ji. Stoupat zacaly hladiny Per2 mRNA na dlouhé
fotoperiodé v 6:00 (vs. 4:00, p < 0,01), na kratké ve 4:00 (vs. 2:00, p < 0,05) (graf 6¢).

V R-, M-, i C-SCN nastal pokles i nartst hladiny Per2 mRNA vyrazn¢ diive

na kratké fotoperiodé nez na dlouhé.
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Graf 6: Denni profily hladin Per2 mRNA v R-SCN (A), M-SCN (B) a C-SCN (C) na dlouhé fotoperiodé
(L 18:6, prazdna kolecka) a kratké fotoperiod¢ (S 6:18, Cerna kolecka). Na ose x je vyznacen Cas, na ose y
relativni opticka denzita. Cerné usedky pod osou x znazoriuji délku tmavé ¢asti dne, Sedivé pozvolné

stmivani/rozsvéceni. Data v kazdém casovém bodé¢ predstavuji praimér ze 4 zvitat £+ S.E.M.
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4.2.3. Vliv na cirkadianni profil hladin PER1 proteinu

Srovnani profil hladin PER1 proteinti na dlouhé¢ a kratké fotoperiodé pomoci
dvojné analyzy variance prokdzalo vyznamny vliv ¢asu vR (F = 8,6; p < 0,01),
M (F =147, p<0,01) i C (F = 2,99; p < 0,01) SCN. Rozdil mezi dlouhou a kratkou
fotoperiodou byl vyznamny pouze v C-SCN (F = 5,8; p < 0,05), zatimco vR (F = 3,7;
p = 006) aM (F = 1,3; p = 0,26) SCN nikoliv. Interakéni efekt byl vyznamny
v R(EF=42p<001)aM(F =6,1; p<0,01) SCN, nikoliv vSak v C-SCN
F=L7,p=0,1).

V R-SCN klesaly hladiny PER1 proteinu na dlouhé fotoperiodé mezi 2:00 — 8:00,
na kratké jiz mezi 22:00 — 6:00. Vzestup hladin byl vyznamny na dlouhé fotoperiodé
ve 20:00 (vs. 16:00, p < 0,05), na kratké v 16:00 (vs. 8:00, p <0,01) (graf 7a).

V M-SCN hladiny PER1 proteinu na dlouhé fotoperiodé vyznamné klesaly v 0:00
(vs. 20:00, p < 0,05), zatimco na kratké jiz ve 20:00 (vs. 18:00, p < 0,05). Minima bylo
dosazeno na dlouhé fotoperiodé v 8:00, na kratké jiz ve 4:00. Vzestup hladin byl
vyznamny na dlouhé fotoperiodé ve 20:00 (vs. 18:00, p < 0,01), na kratké ve 12:00
(vs. 8:00, p <0,01) (graf 7b).

V C-SCN nebyl mezi profily hladiny PER1 proteinu na dlouhé a kratké
fotoperiodé vynamny rozdil, pravdépodobn¢ predevsim kvili velkym rozptylim hodnot
na dlouhé¢ fotoperiod¢ (graf 7c).

V R- a M-SCN byl profil rytmu hladiny PER1 proteinu na kratké fotoperiodé
podobny tomu na dlouhé, na kratké vSak byl cely profil fazové posunut piiblizné

o0 2 hodiny vpted oproti fotoperiodé dlouhé.
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Graf 7: Denni profily hladin PER1 proteinti v R-SCN (A), M-SCN (B) a C-SCN (C) na dlouhé fotoperiod¢
(L 18:6, prazdna kolecka) a kratké fotoperiodé (S 6:18, ¢erna kolecka). Na ose x je vyznacen Cas, na ose y
pocet PER1 imunopozitivnich bunék. Cerné tisecky pod osou x znazoriuji délku tmavé ¢asti dne, Sedivé

pozvolné stmivani/rozsvéceni. Data v kazdém ¢asovém bodé¢ predstavuji primér ze 3 zvirat £ S.E.M.

4.2.4. Vliv fotoperiody na cirkadianni profil hladin PER2 proteinu

Pti srovnani profilt hladin PER2 proteinti na dlouhé a kratké fotoperiodé¢ pomoci
dvojné analyzy variance byl prokdzéan statisticky vyznamny vliv ¢asu v R (F = 6,8;
p <0,01), M (F =26,30; p<0,01) i C (F =98,8; p<0,01) SCN. Rozdil mezi dlouhou
a kratkou fotoperiodou byl vyznamny v R (F =4,3; p <0,05) a C (F =4,8; p <0,05) SCN,
nikoliv v§ak v M-SCN (F = 2.4; p = 0,13). Interak¢ni efekt byl vyznamny pouze v M-SCN
(F=3,2;p<0,01),ne vSak vR (F=0,37;p=0,97)a C (F=0,6; p=0,83) SCN.

V R-SCN nebyl na dlouhé¢ ani kratké fotoperiodé prokazan vynamny pokles nebo
narist v hladiné PER2 proteinu (graf 8a).

V M-SCN nastal pokles hladin PER2 proteinu na dlouhé fotoperiodé ve 2:00
(vs. 22:00, p < 0,05), na kratké ve 22:00 (vs. 18:00, p < 0,01). K vyznamnému nartstu
doslo na dlouhé i kratké fotoperiodé v 16:00 (vs. 6:00, p <0,01) (graf 8b).

V C-SCN nebyl prokazdn vyznamny pokles a nértGst hladiny PER2 proteinu
na dlouhé¢ ani kratké fotoperiod¢ (graf 8c).
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Graf 8: Denni profily hladin PER2 proteinti v R-SCN (A), M-SCN (B) a C-SCN (C) na dlouhé fotoperiod¢
(L 18:6, prazdna kolecka) a kratké fotoperiodé (S 6:18, ¢erna kolecka). Na ose x je vyznacen Cas, na ose y
pocet PER2 imunopozitivnich bunék. Cerné tisecky pod osou x znazoriuji délku tmavé ¢asti dne, Sedivé

pozvolné stmivani/rozsvéceni. Data v kazdém ¢asovém bodé¢ predstavuji primér ze 3 zvirat £ S.E.M.
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43. SROVNANI VLIVU NAHLEHO APOZVOLNEHO PRECHODU
SVETLO/TMA NA DLOUHE FOTOPERIODE NA EXPRESI HODINOVYCH
GENU Perl A Per2 A HLADINY JEJICH PROTEINU

Dal8im cilem diplomové prace bylo zjistit zda charakter pfechodu mezi svétlem
a tmou na dlouhé¢ fotoperiod¢ ovliviiuje centralni oscilator v SCN. Proto byly v této Casti
statisticky porovnavany profily hladin Perl a Per2 mRNA a PER1 a PER2 proteini
na dlouhé¢ fotoperiodé s okamzitym (RA, z angl. rectangular) a s pozvolnym (TW, z angl.

twilight) pfechodem svétlo/tma.

4.3.1. Vliv piechodu svétlo/tma na profily Perl mRNA

Pfi porovnani profili hladin Per] mRNA na dlouhé fotoperiod¢ s RA a s TW
pfechodem svétlo/tma pomoci dvojné analyzy variance byl prokdzan vyznamny vliv Casu
ve vSech castech SCN (R: F = 47,8; p < 0,01; M: F = 64,9; p < 0,01; C: F = 35,5;
p < 0,01). Rozdil mezi fotoperiodou s RA a s TW nebyl vyznamny vR (F = 0,21;
p = 0,65, M (F = 0,004; p=1,0) ani vC (F = 1,1; p = 0,31) SCN, ale vyznamny
interak¢ni efekt v R (F = 2,6; p < 0,01) a C (F = 2,4; p < 0,05) SCN naznacil vyznamny
rozdil v pribéhu profilii na RA a TW v téchto ¢astech SCN. V M-SCN nebyl interakéni
efekt vyznamny (F = 0,005; p=1).

V R-SCN nastal pokles hladiny mRNA na fotoperiod¢ s RA 1 TW shodné ve 20:00
(vs. 18:00, p < 0,01). NarGst nastal diive na fotoperiodé¢ s TW - ve 4:00 (vs. 0:00,
p <0,01) nez s RA - v 6:00 (vs. 4:00, p < 0,01). Hladina Perl mRNA tedy dosahovala
minimalnich hodnot déle na fotoperiod¢ s RA nez s TW (viz graf 1a a 5a).

V C-SCN zacala vyznamné klesat hladina mRNA dfive na fotoperiodé¢ s RA
(v 18:00 vs. 14:00, p < 0,01) nez s TW (ve 20:00 vs. 14:00, p < 0,05). Ke vzestupu doslo
na RA i TW fotoperiodé¢ ve 4:00 (RA: vs. 0:00, p < 0,05; TW: vs. 2:00, p < 0,05),

maximalnich hodnot doséhla hladina na obou v 6:00 (viz graf 1c a 5¢).

4.3.2. Vliv prechodu svétlo/tma na profily Per2 mRNA

Pti srovnani exprese genu Per2 na fotoperiodé¢ s RA a s TW pomoci dvojné
analyzy variance byl prokazan statisticky vyznamny vliv ¢asu v R (F = 61,7; p < 0,01),
M (F =62,1; p<0,01)iC (F=670; p<0,01) SCN. Vliv ptechodu svétlo/tma nebyl
vyznamny v zadné ¢asti SCN (R: F =0,5; p=0,48; M: F =0,14; p = 0,71; C: F = 3,27,
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p = 0,08). Vyznamny interakéni efekt v M (F = 2,75; p < 0,01) a C (F = 2,23; p < 0,05)
SCN naznacil rozdil v profilech s RA a s TW v téchto ¢astech SCN, avsak ne v R-SCN
(F=147;p=0,16).

V M-SCN doslo k vyznamnému poklesu hladiny Per2 mRNA z maximalnich
hodnot na fotoperiodé s RA ve 22:00 (vs. 20:00, p < 0,05), zatimco s TW az v 0:00
(vs. 22:00, p < 0,01). Vzestup hladiny nastal také diive na fotoperiodé¢ s RA
(v 6:00 vs. 4:00, p < 0,05), nez s TW (v 10:00 vs. 4:00, p < 0,01). Interval s nizkymi
hladinami mRNA byl delsi na fotoperiodé s TW nez s RA (viz graf 2b a 6b).

V C-SCN zacaly hladiny mRNA klesat na fotoperiod¢ s RA ve 20:00 (vs. 16:00,
p < 0,05 as TW v 18:00 (vs. 10:00, p < 0,01). Stoupat zacaly hladiny Per2 mRNA
na fotoperiodé s RA ve stejnou dobu sTW, t. v6:00 (vs. 4:00, p < 0,01)
(viz graf 2c a 6¢).

4.3.3. Vliv piechodu svétlo/tma na profily hladin PER1 proteinu

Srovnani profilti hladin PER1 proteinti na dlouhé fotoperiodé s RA a s TW pomoci
dvojné analyzy variance prokazalo vyznamny vliv ¢asu v R (F = 9,8; p < 0,01) a
M (F = 15,6; p < 0,01) SCN, nikoliv v§ak v C-SCN (F = 1,6; p = 0,14). Rozdil mezi
dlouhou a kratkou fotoperiodou byl vyznamny v C-SCN (F = 6,5; p < 0,05), avSak
vR(F=32;p=0,08)avM (F=0,01; p=0,94) SCN nikoliv. Interakéni efekt nebyl
vyznamny v zadné ¢asti SCN (R: F = 1,36; p =0,22; M: F = 1,6; p = 0,14; C: F = 0,68;
p=0,76).

V C-SCN nebyl nalezen vyznamny rytmus v hladiné PER1 proteinu na fotoperiodé
s RA ani s TW, a proto je nelze porovnat (viz graf 3c a 7c).

Profily hladin PER1 proteind se tedy na dlouhé fotoperiodé sRA a s TW

vyznamn¢ nelisily v zadné ¢asti SCN.

4.3.4. Vliv prechodu svétlo/tma na profily hladin PER2 proteinu

Pii srovnani profili hladin PER2 proteini na fotoperiodé s RA a s TW pomoci
dvojné analyzy variance byl prokdzan statisticky vyznamny vliv Casu ve vSech castech
SCN (R: F=54;p<0,01; M: F=17,5; p <0,01; C: F =4,6; p<0,01). Rozdil mezi RA
a TW byl statisticky vyznamny v R (F = 18,6; p < 0,01), M (F = 47,2; p < 0,01)
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ivC (F=3L18; p<0,01) SCN. Interak¢ni efekt byl vyznamny pouze v M-SCN (F = 2,1;
p <0,05), v R-SCN (F = 1,0; p = 0,45) a C-SCN nikoliv.

V R-SCN nastal na fotoperiodé¢ s RA vyznamny pokles hladiny PER2 proteinu
v 6:00 (vs. 22:00, p < 0,01), k nartistu hladiny z nizkych hodnot doslo ve 22:00 (vs. 8:00,
p < 0,01). Na fotoperiodé¢ s TW vSak nebyl vyznamny pokles ani nardst nalezen (viz
graf4a a 8a).

V M-SCN zacala klesat hladina PER2 proteinu na fotoperiodé¢ s RA i s TW
ve stejnou dobu, a to ve 2:00 (vs. 22:00, p < 0,05). K nartistu doslo dfive na fotoperiodé
s TW (v 16:00 vs. 6:00, p < 0,01) nez s RA (v 18:00 vs. 14:00, p < 0,01) (viz graf 4b
a 8b).

V C-SCN nebyl na fotoperiodé¢ s TW nalezen v profilu hladiny PER2 proteinu
vyznamny rytmus, proto nebyla s RA porovnéavana (viz graf 4c a 8c).

VR-, M- i C-SCN dosahoval rytmus v hladiné PER2 proteinu na dlouhé

fotoperiodé s TW vyrazné nizsi amplitudy nez na dlouhé fotoperiodé s RA prechodem.
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44. SROVNANI VLIVU NAHLEHO APOZVOLNEHO PRECHODU
SVETLO/TMA NA KRATKE FOTOPERIODE NA EXPRESI HODINOVYCH
GENU Perl A Per2 A HLADINY PER1 A PER2 PROTEINU

Dal8im cilem bylo zjistit, zda charakter pfechodu svétlo/tma na kratké fotoperiodé
ovlivituje centralni oscilator v SCN. Za timto ucelem byly statisticky porovnavany profily

exprese Perl a Per2 gent a jejich proteinti na kratké fotoperiodé s TW a s RA.

4.4.1. Vliv prechodu svétlo/tma na profily Perl mRNA

Porovnani exprese genu Perl pomoci dvojné analyzy variance prokazalo
statisticky vyznamny vliv ¢asu v R (F = 45,9; p < 0,01), M (F = 62,3; p < 0,01)
1 C (F =30,3; p <0,01) SCN. Rozdil mezi fotoperiodou s RA a s TW byl vyznamny
ve vSech castech SCN (R: F =433; p < 0,01; M: F = 734; p < 0,01; C: F = 27,2;
p < 0,01), stejn¢ jako interakéni efekt (R: F = 6,3; p < 0,01; M: F = 7,0; p < 0,01;
C:F=4,0;p<0,01).

V R-SCN nastal na fotoperiodé¢ s TW statisticky vyznamny pokles hladiny Perl
mRNA ve 14:00 (vs. 10:00, p < 0,01), zatimco s RA az v 16:00 (vs. 14:00, p < 0,01).
Vzestup byl vyznamny také diive na fotoperiodé¢ s TW (ve 2:00 vs. 20:00, p < 0,05) nez
s RA (ve 4:00 vs. 22:00, p < 0,05) (viz graf 1a a 5a).

V M-SCN zacala hladina mRNA na fotoperiodé s TW klesat ve 12:00 (vs. 10:00,
p <0,01) a s RA az ve 14:00 (vs. 12:00, p < 0,01). Nartst hladin nastal na fotoperiodé¢
s TW ve 4:00 (vs. 20:00, p <0,01), s RA v 6:00 (vs. 4:00, p < 0,05) (viz graf 1b a 5b).

V C-SCN nastal pokles hladiny mRNA ve stejnou dobu na fotoperiodé¢ s TW
1s RA, tj. ve 14:00. Vzestup hladin byl na fotoperiodé¢ s TW vyznamny ve 4:00 (vs. 0:00,
p <0,01),s RA v 6:00 (vs. 4:00, p <0,01) (viz graf Ic a 5c).

Vysledky tak prokazaly, ze v R-, M- i C-SCN je profil exprese Perl na kratké

fotoperiodé s TW fazové predbéhnut ve srovnani s profilem na RA pftiblizn€ o 2 hodiny.

4.4.2. Vliv prechodu svétlo/tma na profily Per2 mRNA

Pti srovnani profili hladin Per2 mRNA pomoci dvojné analyzy variance byl
prokazan vyznamny vliv ¢asu v R (F = 95,7; p < 0,01), M (F = 118,3; p < 0,01)
1C (F=1116; p <0,01) SCN. Rozdil mezi fotoperiodou s RA a s TW nebyl vyznamny
v zadné ¢asti SCN (R: F =0,04; p=0,84; M: F = 1,2.10'5; p=099;, C:F=0,0;p=1).
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Vyznamny interakéni efekt v R (F =4,5; p <0,01) a M (F = 6,8; p <0,01) SCN naznacil,
ze profily se v téchto castech SCN mohou na RA a TW lisit. V C-SCN nebyl interakéni
efekt vyznamny (F =0,0; p=1).

V R-SCN byl pokles hladin Per2 mRNA vyznamny na fotoperiodé¢ s TW i s RA
ve stejnou dobu, tj. v 18:00 (vs. 16:00, p < 0,01). Vzestup hladiny nastal diive
na fotoperiodé¢ s TW (v 6:00 vs. 2:00, p < 0,05) nez s RA (v 8:00 vs. 6:00, p < 0,01)
(viz graf 2a a 6a).

V M-SCN nastal pokles hladiny mRNA na fotoperiodé¢ s TW i s RA shodné
v 18:00 (vs. 16:00, p < 0,01). Hladiny vSak opét zacaly naristat diive na fotoperiodé¢ s TW
(v 6:00 vs. 4:00, p<0,01) nez s RA (v 8:00 vs. 6:00, p <0,01) (viz graf 2b a 6b).

V R- a M-SCN nebyl pokles hladin Per2 mRNA na kratké fotoperiodé typem
pfechodu svétlo/tma ovlivnén, vzestup hladin vSak nastal na fotoperiodé s TW o 2 hodiny
diiv nez s RA. V disledku toho byl interval nizkych no¢nich hladin del$i na fotoperiodé
sRAnezs TW.

4.4.3. Vliv prechodu svétlo/tma na profily hladin PER1 proteinu

Srovnani profild hladin PER1 proteinti na fotoperiodé¢ s RA a s TW pomoci dvojné
analyzy variance prokdzalo vyznamny vliv ¢asu v R (F = 22,5; p < 0,01), M (F = 30,4;
p<0,01)i1C (F=134; p <0,01) SCN. Rozdil mezi dlouhou a kratkou fotoperiodou byl
vyznamny v R (F = 10,8; p < 0,01) a C (F = 4,2; p < 0,05) SCN, nikoliv vS§ak v M-SCN
(F =0,5; p = 0,46). Interakcni efekt byl vyznamny v R (F =2,4; p <0,05) a M (F = 2,4;
p <0,05) SCN, nikoliv vSak v C-SCN (F = 1,5; p = 0,16).

V R-SCN zacala hladina PER1 proteinu klesat na fotoperiodé s RA i s TW
ve stejnou dobu, tj. ve 2:00 (RA vs. 20:00, p < 0,05; TW vs. 18:00, p < 0,05). Narist byl
vyznamny diive na fotoperiodé¢ s RA (ve 14:00 vs. 8:00, p < 0,01) nez s TW (v 16:00
vs. 6:00, p <0,01) (viz graf 3a a 7a).

V M-SCN nastal na obou fotoperiodach pokles hladin PER1 proteinu ve stejnou
dobu, tj. ve 22:00 (RA: vs. 20:00, p < 0,05; TW vs. 18:00, p < 0,05), stejn¢ jako jejich
vzestup (ve 12:00 vs. 8:00, TW: p <0,01, RA: p <0,05) (viz graf 3b a 7b).

V C-SCN sice nastal pokles hladiny PER1 proteinu na fotoperiodé s TW diive nez
s RA, statisticky vyznamny tento rozdil v§ak nebyl (viz graf 3¢ 7c).
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4.4.4. Vliv prechodu svétlo/tma na profily hladin PER2 proteinu

Pti srovnani profilti hladin PER2 proteini na kratké fotoperiodé s RA a s TW
pomoci dvojné analyzy variance byl vyznamny vliv ¢asu vR (F = 17,0; p < 0,01),
M (F =39,7, p<0,01)i C (F=21,8; p <0,01) SCN. Statisticky vyznamny rozdil mezi
RA a TW byl prokazan také ve vSech ¢astech SCN (R: F = 57,7; p < 0,01; M: F = 42,5;
p <0,01; C: F =82,8; p <0,01), stejn¢ tak jako interak¢ni efekt (R: F = 2,5; p < 0,05;
M: F=2,1;p<0,05C: F=3,7;p<0,01).

V R-SCN zacaly hladiny PER2 proteinu vyznamné klesat na fotoperiodé¢ s RA
ve 22:00 (vs. 20:00, p < 0,01), na fotoperiodé¢ s TW az ve 2:00 (vs. 16:00, p < 0,05).
Nartst nastal na fotoperiodé s RA ve 14:00 (vs. 10:00, p < 0,05), s TW v 16:00 (vs. 6:00,
p <0,01) (viz graf 4a a 8a).

V M-SCN byl pokles hladin PER2 proteinu vyznamny na fotoperiodé s TW i s RA
ve 22:00 (RA: vs. 20:00, p < 0,01; TW: vs. 18:00, p < 0,01). K vyznamnému nartistu
doslo na fotoperiodé s RA i s TW také ve stejnou dobu, tj. v 16:00 (RA: vs. 12:00,
p <0,01; TW: vs. 6:00, p <0,01) (viz graf 4b a 8b).

V C-SCN byl pokles hladin PER2 proteinu vyznamny diive na fotoperiodé¢ s TW
(ve 20:00 vs. 16:00, p <0,01) nez s RA (ve 22:00 vs. 18:00, p < 0,01). Nartst byl rychlejsi
na fotoperiodé s RA, takze byl vyznamny jiz ve 14:00 (vs. 12:00, p < 0,01), zatimco
na fotoperiodé s TW az v 16:00 (vs. 12:00, p <0,01) (viz graf 4c a 8c).

V R-, M- 1 C-SCN vykazoval rytmus v hladiné PER2 proteinu vyrazné vétsi

amplitudu na kratké fotoperiodé s RA ve srovnani s TW.
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4.5. VLIV FOTOPERIODY NA EXPRESI HODINOVYCH GENU V JATRECH
Cilem této casti diplomové prace bylo zjistit, zda délka fotoperiody ovliviuje
periferni cirkadianni oscildtor v jatrech. Byly proto sledovany denni profily exprese
nékolika vybranych hodinovych genli v jatrech mySi chovanych na dlouhé (L 18:6)
a kratké (S 6:18) fotoperiod¢ a nasledné porovnavany. V tomto experimentu byl piechod
mezi svétlem a tmou u obou fotoperiod néhly. Pomoci kvantitativni real-time PCR byla
analyzovéana exprese hodinovych geni Rev-Erba, Perl, Per2, Bmall a Cryl a hodinami

kontrolované¢ho genu DBP.

4.5.1. Exprese genu Rev-Erba

Pfi srovnéani profili exprese Rev-erba na dlouhé a kratké fotoperiodé odhalila
dvojné analyza variance vyznamny vliv ¢asu (F = 29.4; p < 0,01). Rozdil mezi obéma
skupinami byl té¢z vyznamny (F = 5,8; p < 0,05), stejn¢ jako interakéni efekt (F = 7,4;
p <0,01).

Na dlouhé fotoperiodé¢ doslo k prvnimu vyznamnému poklesu hladiny Rev-Erba
v 16:00 (vs. 14:00, p < 0,01) a pokles pokracoval az do 18:00. Na kratké fotoperiode
zacala hladina klesat také v 16:00 (vs. 14.00; p < 0,01). Hladina mRNA zacala stoupat
na dlouhé fotoperiodé¢ ve 12:00 (vs. 10:00; p < 0,01), zatimco na kratké jiz v 8:00
(vs. 6:00; p < 0,01). Na dlouh¢ fotoperiod¢ byl tedy interval s nizkou hladinou Rev-Erba
mRNA vyrazné delsi nez na fotoperiod¢ kratké. Kromé toho byl profil exprese Rev-Erba

na dlouh¢ fotoperiod¢ fazoveé opozdén za profilem na kratké fotoperiodé (viz graf 9).
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Graf 9: Denni profily exprese genu Rev-Erba v jatrech na dlouhé fotoperiodé (L 18:6, prazdné kolecka)
a kratké fotoperiodé (S 6:18, Cerna kolecka). Na ose x je vyznacen €as, na ose y relativni mnozstvi mRNA.
PIné usecky pod osou x znazoriuji délku tmavé ¢asti dne. Data v kazdém ¢asovém bodé predstavuji prameér

ze 3 zvirat = S.E.M.
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4.5.2. Exprese genu Perl

Pomoci dvojné analyzy variance byl prokdzan vyznamny vliv ¢asu (F = 15.4;
p < 0,01), rozdil mezi obéma skupinami (F = 5,4; p < 0,05) 1 interakcni efekt (F = 4,2;
p<0,01).

Na kratké fotoperiodé¢ byl pokles hladiny Perl mRNA vyznamny na obou
fotoperiodach ve stejnou dobu, tj. ve 20:00 (na kratké vs. 14:00, p < 0,01; na dlouhé
vs. 18:00, p < 0,01). NarGst hladiny znizkych hodnot nastal na kratké fotoperiodé
ve 12:00 (vs. 8:00, p < 0,05), zatimco na dlouh¢ az v 18:00 (vs. 14:00, p < 0,01).
Na kratké fotoperiodé byl tak interval vysokych hladin Perl mRNA v jatrech delsi nez
na dlouh¢ fotoperiodé. Kromé poklesu, ktery nastal ve stejny Cas, byl profil hladin mRNA

na dlouh¢ fotoperiod¢ fazoveé opozdén za profilem na kratké fotoperiodé.
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Graf 10: Denni profily exprese genu Perl v jatrech na dlouhé fotoperiodé (L 18:6, prazdna kolecka)
a kratké fotoperiodé (S 6:18, cerna kolecka). Na ose x je vyznacCen ¢as, na ose y relativni mnoZzstvi mRNA.
PIné usecky pod osou x znazornuji délku tmavé casti dne. Data v kazdém Casovém bodé predstavuji primér

ze 3 zvifat = S.E.M.
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4.5.3. Exprese genu Per2

Porovnani profili exprese genu Per2 na dlouhé a kratké fotoperiodé pomoci dvojné
analyzy variance odhalilo vyznamny vliv ¢asu (F = 19,7; p < 0,01). Rozdil mezi
skupinami nebyl statisticky vyznamny (F = 0,46; p = 0,5), avSak vyznamny interakéni
efekt (F = 6,8; p <0,01) naznacil, ze se oba profily vyznamng li§i svym prib&hem.

Na kratké fotoperiod¢ nastal vyznamny pokles hladiny Per2 mRNA ve 20:00
(vs. 18:00, p < 0,05), zatimco na dlouh¢é fotoperiodé az ve 2:00 (vs. 20:00, p < 0,01).
Na kratké fotoperiod¢ doSlo k vyznamnému vzestupu hladiny ve 14:00 (vs. 8:00,
p < 0,05), na dlouhé az v 18:00 (vs. 14:00, p < 0,01). Na dlouhé fotoperiod¢ byl tedy cely

profil hladiny Per2 mRNA v porovnani s kratkou fotoperiodou fdzové opozdén.
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Graf 11: Denni profily exprese genu Per2 v jatrech na dlouhé fotoperiode (L 18:6, prazdna kolecka)
a kratké fotoperiodé (S 6:18, cerna kolecka). Na ose x je vyznacen Cas, na ose y relativni mnozstvi mRNA.
Plné tsecky pod osou x znazornuji délku tmavé Casti dne. Data v kazdém casovém bodé¢ predstavuji primeér

ze 3 zvifat £ S.E.M.
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4.5.4. Exprese genu Bmall

Dvojna analyza variance odhalila vyznamny vliv ¢asu (F = 6,2; p < 0,01). Ackoliv
rozdil mezi skupinami vyznamny nebyl (F = 1,16; p = 0,29), naznacil vyznamny
interak¢ni efekt (F = 13,4; p < 0,01), Ze se profily exprese Bmall na dlouhé a kratké
fotoperiodé vyznamné lisily.

Na kratké fotoperiodé¢ hladina Bmall mRNA vyznamné klesla v 8:00 (vs. 6:00,
p < 0,01) a vyznamny nartist nastal az ve 2:00 (vs. 0:00, p < 0,01). Na fotoperiod¢ dlouhé
doslo k poklesu v 16:00 (vs. 14:00, p < 0,01). K naristu hladin z nizkych hodnot doslo jiz
ve 12:00, avsak statistické vyznamnosti dosahl teprve ve 14:00 (vs. 10:00, p < 0,01)
pravdépodobné diky velkému rozptylu hodnot naméienych ve 12:00. Z vysledkl je

ziejmé, Ze profily Bmall mRNA jsou na dlouhé¢ a kratké fotoperiod¢ témét v antifazi.
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Graf 12: Denni profily exprese genu Bmall v jatrech na dlouhé fotoperiod¢ (L 18:6, prazdna kolecka)
a kratké fotoperiodé (S 6:18, cerna kolecka). Na ose x je vyznacCen ¢as, na ose y relativni mnoZzstvi mRNA.
PIné usecky pod osou x znazornuji délku tmavé casti dne. Data v kazdém Casovém bodé predstavuji primér

ze 3 zvifat = S.E.M.
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4.5.5. Exprese genu Cryl

Pomoci dvojné analyzy variance byl prokdzan vyznamny vliv ¢asu na expresi genu
Cryl (F=16,8; p <0,01), rozdil mezi dlouhou a kratkou fotoperiodou (F = 24,1; p < 0,01)
a vyznamny interakéni efekt (F = 7,4; p <0,01).

Na kratké fotoperiodé nastal vyznamny pokles hladiny Cryl mRNA v 8:00
(vs. 6:00, p <0,01), zatimco na dlouh¢ fotoperiod¢ az 12:00 (vs. 10:00, p < 0,05). Vzestup
hladin byl na obou fotoperiodach pozvolny, na kratké fotoperiod¢ byl vyznamny v 16:00
(vs. 14:00, p < 0,05), na dlouh¢é az v 0:00 (vs. 16:00, p < 0,05). Profil hladin Cryl mRNA
byl tedy na dlouhé fotoperiodé fazoveé opozdén piiblizné o 4 hodiny za profilem na kratké

fotoperiode¢.
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Graf 13: Denni profily exprese genu Cryl v jatrech na dlouhé fotoperiodé (L 18:6, prazdna kolecka)
a kratké fotoperiodé (S 6:18, cerna kolecka). Na ose x je vyznacen Cas, na ose y relativni mnozstvi mRNA.
PIné tsecky pod osou x znazornuji délku tmavé ¢asti dne. Data v kazdém ¢asovém bodé¢ predstavuji prameér

ze 3 zvitat = S.E.M.
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4.5.6. Exprese hodinami kontrolovaného genu DBP

Dvojna analyza variance odhalila vyznamny vliv ¢asu na expresi hodinami
kontrolované¢ho genu DBP (F = 20,6; p < 0,01), vyznamny rozdil mezi dlouhou a kratkou
fotoperiodou (F = 6,8; p < 0,01) a vyznamny interakéni efekt (F = 11,6; p <0,01).

Na kratké fotoperiodé¢ doslo k poklesu hladin DBP mRNA v 16:00 (vs. 6:00,
p < 0,01), na dlouhé fotoperiod¢ ve 20:00 (vs. 18:00, p <0,01). K nartstu doslo také diive
na kréatké (ve 12:00 vs. 6:00, p < 0,01) nez na dlouhé fotoperiod¢ (ve 14:00 vs. 10:00,
p <0,01). Profil rytmu hladiny DBP mRNA byl tak na dlouh¢ fotoperiod¢ fdzové opozdén

pfiblizné o 2 hodiny oproti rytmu na kratké fotoperiodé.
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Graf 14: Denni profily exprese hodinami kontrolovaného genu DBP v jatrech na dlouhé fotoperiodé
(L 18:6, prazdna kolecka) a kratké fotoperiodé (S 6:18, ¢erna kolecka). Na ose x je vyznacéen Cas, na ose y
relativni mnozstvi mRNA. Plné tsecky pod osou x znazornuji délku tmavé Casti dne. Data v kazdém

casovém bodé¢ piedstavuji praimér ze 3 zvirat = S.E.M.
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5. DISKUZE

5.1. VLIV DLOUHE A KRATKE FOTOPERIODY S NAHLYM PRECHODEM
SVETLO/TMA NA CIRKADIANNI RYTMUS EXPRESE GENU Perl A Per2
A HLADINY JEJICH PROTEINU V SCN

Skutecnost, ze délka svétlé casti dne (fotoperioda) velmi vyrazné ovliviluje
centralni molekuldrni oscilator, je zndma jiz pomérné dlouho. Pfesto vSak mechanismus,
pomoci n¢hoz dochazi k synchronizaci tohoto molekularniho oscilatoru s délkou
fotoperiody, nebyl jesté zcela objasnén a pietrvava zde mnoho otdzek. Nasim cilem proto
bylo detailn¢ charakterizovat profil exprese Perl a Per2 gent a hladiny jejich proteint,
a to jednak na fotoperiod¢ extrémné dlouhé, tj. s 18 hodinami svétla, a jednak extrémné
kratké, kdy svétla ¢ast dne trvala pouze 6 hodin. Perl a Per2 geny totiz patii mezi zékladni
geny zpétnovazebné smycky. Navic u nich bylo prokazéno, Ze jsou piimo ovlivnitelné
svétlem (Shigeyoshi et al., 1997).

Vysledky predkladané diplomové prace prokazaly, Ze na extrémné dlouhé i kratké
fotoperiodé vykazuje profil exprese Perl i Per2 genli vyznamny cirkadianni rytmus, a to
ve vSech ¢astech SCN, tj. v R-, M- 1 C-SCN. Jak u Perl, tak i u Per2 mRNA byl ve vSech
uvedenych castech SCN interval s nizkymi hladinami del§i na kratké fotoperiodé nez
na dlouhé. Naopak vysoké hladiny Perl a Per2 mRNA (s vyjimkou Per2 mRNA
v R-SCN) pfetrvavaly déle na dlouhé nez na kratké fotoperiodé. Rytmus hladiny Per2
mRNA se navic na dlouhé a kratké fotoperiodé lisil jesté jednim rysem, a to velikosti
amplitudy. Amplituda byla na kratké fotoperiod€ vétsi nez na dlouhé, a to opét ve vSech
castech SCN.

Hladiny Perl mRNA v R-, M-, i C-SCN pomérné¢ vyrazné korelovaly s rezimem
svétlo/tma. Na dlouhé fotoperiodé byl interval s nizkymi hladinami Perl exprese totozny
s délkou a fazi tmavé Casti dne. Pokles hladiny Perl mRNA byl na obou fotoperiodach
vzdy vyznamny jiz v bod¢ odbéru zvitat pfed zhasnutim. Naopak pokles hladiny Per2
mRNA nastal vzdy (pouze s vyjimkou v C-SCN na dlouhé fotoperiod€) az po zhasnuti.
Profily Per2 mRNA byly tak ve vSech ¢astech SCN na dlouh¢ i kratké fotoperiodé fazove
opozdeny za profily Perl mRNA, a to piiblizné€ o 2 az 4 hodiny.

Srovname-li denni profily hladin mRNA v R-, M, a C-SCN, nalezneme dal$i rozdil
mezi dlouhou a kratkou fotoperiodou. Pro hladiny Perl i Per2 mRNA plati, ze na kratké
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fotoperiodé dochazelo k poklesu i vzestupu hladin ve vSech ¢astech SCN zaroven. Avsak
na dlouhé fotoperiod¢ nastal pokles hladin mRNA nejdiive v C-SCN, poté v M-SCN a az
nejpozdéji v R-SCN. Totéz platilo pro dosazeni minima, nariist i dosazeni maxima.
V C-SCN tedy dochézelo k expresi s vyraznym piedstihem pfed R-SCN.

Profily hladin PERI proteint se na dlouhé a kratké fotoperiodé¢ vyznamné lisily
pouze v M-SCN, kdy interval s vysokou hladinou trval déle na dlouhé nez na kratké
fotoperiodé. Amplituda rytmu byla vétSi na kratké nez na dlouhé fotoperiodé.
V R- a C-SCN mély sice profily podobnou tendenci jako v M-SCN, avSak rozdily zde
nebyly vyznamné. To muize byt z Casti zptisobeno i1 skute¢nosti, ze v R- a C-SCN m¢ély
profily vyrazné¢ mens$i amplitudu nez v M-SCN. Velmi podobny prabéh mél i profil
hladiny proteinu PER2. V M-SCN prtetrvavaly vysoké hladiny proteinu déle na dlouhé
fotoperiodé nez na kratké. Vétsi amplituda rytmu byla opét na kratké fotoperiodé.
Porovnani cirkadiannich profil proteini PER1 a PER2 v M-SCN ukazalo, Ze se napadné
shoduji. A to navzdory rozdilim v profilech Perl a Per2 mRNA (profil Per2 mRNA je
fazové opozdén za profilem Perl mRNA). Je tedy ziejmé, Ze translace Perl mRNA je
regulovéna odliSnym zplisobem nez translace Per2 mRNA. Diky tomu je umoZnéna
soucasna dostupnost jejich proteind. Ta je ostatné¢ nezbytnym piedpokladem pro jejich
spojovani ve funkéni dimer.

Nase vysledky se do znacné miry shoduji s daji v literatuie. Jiz dfive provedené
studie prokazaly, ze informace o délce fotoperiody je zakddovéna piimo v centralnim
molekularnim  oscildtoru. DelSi interval svysokymi hladinami Perl mRNA
(Sumova et al., 2003) i Per2 mRNA (Tournier et al., 2003) byl prokazan u potkand
chovanych na dlouhé¢ fotoperiod¢ s 16 hodinami svétla v porovnani s kratkou fotoperiodou
s 8 hodinami svétla. U mysi Steinlechner et al., 2002 dosel pfi porovnani profilti exprese
Perl a Per2 mRNA na dlouhé a kratké fotoperiodé¢ ke stejnému zavéru, pokusy vsak
v tomto piipadé nebyly provadény v podminkach stalé tmy pii odbérech zvirat. Nebylo
proto mozné vyloucit piimy induk¢ni efekt svétla. U proteinti byly dosud popsany déle
pretrvavajici vysoké hladiny PER1 na dlouhé fotoperiodé s 16 hodinami svétla
ve srovnani s kratkou fotoperiodou s 8 hodinami svétla pouze u potkanii (Sumova 2002).

Nase vysledky dale ukazaly, ze na dlouhé fotoperiodé jsou profily hladin Perl
a Per2 mRNA vR-, M-, a C-SCN vzajemné¢ fazové posunuty, zatimco na kratké
fotoperiodé byl rytmus vexpresi Perl a Per2 synchronni ve vSech castech SCN.
Na dlouh¢ fotoperiodé¢ byla genova exprese mezi jednotlivymi ¢astmi SCN vyrazné

fazoveé posunuta: narast exprese se objevoval nejdiive v C-SCN, naopak pokles nejpozdéji
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v R-SCN. To potvrzuje domnénku, ze i v tak malé struktuie jako je SCN jsou samostatné
oscilujici bunky organizovany do vice skupin (Inagaki et al., 2007; Naito et al., 2008).
Proto je tfeba upustit od pfedstavy SCN jako jednotného tUtvaru centralné generujiciho
rytmické oscilace a pii charakterizaci genové exprese je tfeba jasné rozliSovat o kterou
konkrétni ¢ast se jedna. Nase vysledky vSak podporuji pouze ¢astecné teorii navrzenou
Johnstonem (2005), ktera predpoklada, Ze na dlouhé fotoperiod¢ je za zacCatek aktivity
zodpovédna spiSe R-SCN a za konec aktivity spiSe C-SCN. V naSich pokusech k poklesu
Perl mRNA dochéazelo témét soucasné ve vSech trech ¢astech SCN, a to v dob¢ tésné pred
oc¢ekdvanym zhasnutim a tim i1 ndstupem pohybové aktivity. K potvrzeni navrzené teorie
je tak zapotiebi jeste dalSich studii. Zatim mizeme pouze uzaviit, ze rozdilnd faze rytmu
exprese hodinovych genll v riznych ¢astech SCN pravdépodobné souvisi se synchronizaci

cirkadianniho systému na délku fotoperiody.

52. VLIV DLOUHE A KRATKE FOTOPERIODY SPOZVOLNYM
PRECHODEM SVETLO/TMA NA EXPRESI HODINOVYCH GENU Perl A Per2
A HLADINY PROTEINU PER1 A PER2 V SCN

Naprosta vétSina experimentd doposud se zabyvajicich vlivem fotoperiody
na centralni oscilator byla uskute¢néna za umélych laboratornich podminek, kde ptechod
svétlo/tma byl ndhly — to znamend rozsviceni nebo zhasnuti nastalo okamzité.
V ptirozeném prostiedi jsou vSak organismy vystaveny ponc¢kud odliSnym podminkdm.
Prechody svétlo/tma, tedy usvit a soumrak, jsou plynulé a intenzita svétla se
zvysuje/snizuje pozvolné. Proto se nabizi zajimava otdzka, zda pfirozené svételné
podminky nepiisobi na centrdlni molekularni oscilator jinym zpisobem nez podminky
laboratorni. Rozhodli jsme se tedy nyni podrobné¢ charakterizovat cirkadidnni profily
exprese genll Perl a Per2 a hladiny jejich proteinti v SCN u mysi chovanych na extrémné
dlouhé¢ a kratké fotoperiod¢ s pozvolnym ptechodem svétlo/tma.

Profily hladin Per] mRNA se na dlouhé¢ a kratké fotoperiodé¢ s pozvolnym
pfechodem svétlo/tma liSily pouze vR- a C-SCN — vobou byl prokdzan interval
s vysokymi hladinami déle na dlouhé fotoperiod¢ nez na kratké. Profily hladiny Per2
mRNA se na dlouh¢ a kratké fotoperiodé¢ také liSily. Ve vSech tfech ¢astech SCN sice
hladiny mRNA zacaly klesat diive na kratké fotoperiodé¢ nez na dlouhé, avsak diive
zaCaly také stoupat. I prfes to vSak pfetrvavaly nizké hladiny mRNA déle na kratké
fotoperiodé nez na dlouhé. Amplituda rytmu Per2 mRNA byla vétsi na kratké fotoperiodé
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nez na dlouhé, nikoliv vSak tak vyrazné jako u fotoperiod s ndhlym pfechodem svétlo/tma
(kapitola 8.1.)

Stejn€ jako na obou fotoperiodach sndhlym prechodem svétlo/tma, byly
1 na dlouh¢ a kratké fotoperiod€ s pozvolnym piechodem svétlo/tma profily hladin Per2
mRNA fazové opozdény za profily hladin Perl mRNA.

Zamgétime-li se na srovnani profili hladin mRNA v jednotlivych ¢astech SCN,
nenalezneme mezi R-, M- a C-SCN na kratké fotoperiodé¢ s pozvolnym piechodem
svétlo/tma mezi profily Perl ani Per2 mRNA zadné vyznamnéjs$i rozdily. Na dlouhé
fotoperiodé vSak byl profil hladiny mRNA obou genii v R-SCN fazové opozdén
za profilem v C-SCN. Rozdil byl ale méné vyrazny nez u dlouh¢é fotoperiody s nahlym
pfechodem svétlo/tma.

Profily hladin PERI proteinti se na dlouhé¢ a kratké fotoperiodé s pozvolnym
pfechodem svétlo/tma lisily v R- a M- SCN pfedev§im vzijemnym fazovym posunem.
Na dlouhé fotoperiod¢ byly profily ptiblizn€ o 4 hodiny fazové opozdény oproti profilim
na fotoperiod¢ kratké. Porovnani profili hladin PER2 proteini na dlouhé a kratké
fotoperiod€ s pozvolnym piechodem svétlo/tma ukazalo, Zze v M-SCN pretrvavaly vysoké
hladiny proteinu déle na dlouh¢ a nizké naopak déle na kratké fotoperiod¢.

Fotoperioda s pozvolnym piechodem svétlo/tma ma tedy na centralni molekularni
oscilator podobny, ne-li témét stejny vliv jako nahly piechod svétlo/tma. Tento zaveér
zabyvala vlivem pfirozené fotoperiody na cirkadianni tvorbu proteinu PER1 v SCN
potkana. V tomto experimentu vSak byli potkani chovani pfimo na ptfirozené dlouhé letni

a kratké zimni fotoperiode¢.

53. SROVNANI VLIVU NAHLEHO APOZVOLNEHO PRECHODU
SVETLO/TMA NA DLOUHE A KRATKE FOTOPERIODE NA EXPRESI
HODINOVYCH GENU Perl A Per2 A HLADINY PER1 A PER2 PROTEINU
V SCN

Pro detailni srovnani profilii exprese Perl a Per2 gent a hladin jejich proteinii
na fotoperioddch snahlym a pozvolnym pfechodem svétlo/tma, jsme se rozhodli
analyzovat rozdily zvlast’ na dlouhé fotoperiodé¢ a zvlast' na kratké fotoperiode¢.

Na dlouh¢ fotoperiodé¢ byl interval s nizkymi hladinami Perl mRNA v R-SCN

delsi pfi ndhlém ptechodu svétlo/tma nez pii prechodu pozvolném. V ostatnich castech
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SCN nebyl nalezen zadny rozdil. Profily hladin Per2 mRNA se na fotoperiod¢ s ndhlym
a pozvolnym piechodem svétlo/tma liSily pouze v M-SCN, kde nizké hladiny mRNA
ptetrvaly déle na fotoperiod€ s pozvolnym piechodem svétlo/tma. Profily hladin proteinti
PERI, stejné tak jako proteinti PER2, se na fotoperiod¢ s ndhlym a pozvolnym piechodem
svétlo/tma vyznamné neliSily v zddné ¢asti SCN. Profily hladin PER2 proteinti vSak
dosahovaly v R-, M- i C-SCN na fotoperiod¢ s nahlym pfechodem svétlo/tma vyrazné
vyss§i amplitudy nez profily na fotoperiod¢€ s pozvolnym ptechodem svétlo/tma.

Na kratké fotoperiod¢ s ndhlym piechodem svétlo/tma byly profily hladin Perl
mRNA o 2 hodiny fazové opozdény za profily na fotoperiod¢ s pozvolnym prechodem
svétlo/tma. O nartstu hladin Per2 mRNA mtizeme v R- a M-SCN fici to samé jako
v piipadé Per]l mRNA — na fotoperiod¢ snahlym piechodem svétlo/tma byl fazove
opozdén o 2 hodiny oproti fotoperiod¢ s pozvolnym piechodem svétlo/tma. K poklesu
hladin vSak doSlo zaroven. Z toho vyplyva, ze interval s nizkymi hladinami Per2 mRNA
byl delsi na fotoperiod¢ snahlym prechodem svétlo/tma. Profily proteinu PER1 se
na fotoperiod¢ s ndhlym a pozvolnym piechodem svétlo/tma ve vSech castech SCN
shodovaly, pouze s vyjimkou naristu hladiny v rostralni ¢asti — na fotoperiodé s ndhlym
pfechodem svétlo/tma nastal diive. Profily proteinu PER2 se v M-SCN na fotoperiodé¢
s ndhlym a pozvolnym ptfechodem svétlo/tma vyrazné podobaly. V R-SCN byl profil
na fotoperiodé¢ s pozvolym prechodem svétlo/tma fazové opozdén za profilem
na fotoperiodé¢ s ndhlym piechodem svétlo tma, to samé platilo i pro narast hladiny
v C-SCN.

Z nasich vysledki je zfejmé, ze nahly prechod mezi svétlem a tmou zplisobuje
na kratké fotoperiodé fazové opozdéni profilu hladiny Perl mRNA. Stejné fazové
opozdéni na fotoperiod€ s nahlym pfechodem svétlo/tma jsme nalezli i u profilu hladiny
Per2 mRNA, statisticky vyznamny vSak byl pouze opozdény pokles, nikoliv narist
hladiny. Mtzeme tedy shrnout, Ze kratka fotoperioda s pozvolnym prechodem svétlo/tma
ma oproti fotoperiodé¢ s ndhlym piechodem odlisny vliv na profily hladin Perl a Per2
mRNA, neovlivituje vSak hladiny PER1 a PER2 protein.

Jak je patrné z predchozich kapitol, detailn¢ jsme v piedkladané préaci porovnali
pusobeni pozvolného a nahlého pfechodu mezi svétlem a tmou na expresi stézejnich
hodinovych genti Perl a Per2 a zaroven na hladiny PER1 a PER2 proteini. Takto
podrobnd a komplexni analyza byla u mys$i (a savcil vibec) provedena poprvé, takze
vysledky nemiZeme porovnat se studiemi zjinych laboratofi. Vliv fotoperiody

s ptirozenym piechodem svétlo/tma byl zkouman pouze na pohybové aktivité zlatych
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kiec¢kt (Boulos et Macchi, 2005). Oproti fotoperiodé s nahlym pfechodem svétlo/tma byl

vvvvvv

vvvvvv

nardstu a poklesu Perl mRNA v SCN mysi. V budoucnu je vSak potfeba vénovat snaze
Iépe a detailn&ji pochopit, jakym zptisobem centralni molekularni oscildtor reaguje
na neustale se ménici délku fotoperiody, pozornost i nadale. Teprve az se podafi objasnit,
jak centralni oscilator zpracovava informaci o délce fotoperiody, ukdze se ndm mozna,
jakym zptsobem cirkadianni hodiny, které méii denni dobu, dokazi fungovat také jako

sezonni kalendar.

5.4. VLIV FOTOPERIODY NA EXPRESI HODINOVYCH GENU V JATRECH

Jiz pomérné dlouho je znamo, Ze hodinové geny jsou rytmicky exprimovany
kromé centralniho oscilatoru v SCN také v perifernich oscilatorech, mimojiné i v jatrech.
Synchronizace perifernich oscilatorti je pod kontrolou centrdlniho oscilatoru, u mnoha
z nich vSak hraje diilezitou roli i doba pfijmu potravy. Je proto zajimavou otazkou, zda se
délka fotoperiody, ktera ma na centralni oscilator pomérné vyrazny vliv, projevuje
1 na urovni oscilatorii perifernich. Rozhodli jsme se tedy analyzovat denni profily exprese
nekolika vybranych hodinovych gent v jatrech a to jednak na kratké a jednak na dlouhé
fotoperiodé.

Pti porovnani profild exprese genu Rev-erba na dlouhé a kratké fotoperiodé jsme
mezi nimi nalezli vyznamny rozdil. Interval s nizkymi hladinami Rev-erbao mRNA trval
na dlouh¢ fotoperiodé déle nez na fotoperiodé kratké. Navic byl na dlouhé fotoperiodé
profil exprese Rev-erba fazové opozdén za profilem exprese na kratké fotoperiodé.
Porovnani profild hladin Perl mRNA ukézalo delsi interval s vysokymi hladinami
na kratké fotoperiod¢ nez na dlouhé. Kromé poklesu, ktery nastal ve stejny cas (praveé
diky déle trvajici vysoké hladiné na kratké fotoperiod€), byl profil hladin mRNA
na dlouhé fotoperiod¢ fazoveé opozdén za profilem na kratké fotoperiodé. Podobné byl
fazové opozdén 1 profil exprese genu Per2 a Cryl. Fotoperioda méla dramaticky vliv
na profil hladiny Bmall mRNA, ktery byl na dlouhé fotoperiodé¢ téméi v opacné fazi nez
na kratké fotoperiodé. Kromé hodinovych gent byl na dlouhé fotoperiodé¢ fazoveé opozdén
1 denni profil exprese hodinami kontrolovaného genu DBP za profilem exprese na kratké

fotoperiodé. Podatilo se nam tedy prokazat, ze se cirkadianni profily exprese vSech gent,
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jejichz profily jsme analyzovali na dlouhé a kratké fotoperiodé lisily. Mizeme ucinit
zaver, ze délka fotoperiody periferni cirkadianni oscilator v jatrech vyznamné ovliviuje.
Dale je ziejmé, ze u vSech sledovanych genii byl mezi profily na dlouhé a kratké
fotoperiodé vyrazny fazovy posun — profily na dlouhé fotoperiodé byly fazové opozdény
za profily na kratké fotoperiodé.

Studiu perifernich cirkadidnich hodin v jatrech jiz byla vénovana ftada praci.
Mechanismus tvorby cirkadiannich oscilaci se v jatrech pravdépodobné velmi podoba
mechanismu jejich tvorby v centralnim oscilatoru v SCN (Peirson et al., 2006). Proto se
nabizi srovnani vlivu rozdilnych fotoperiod na centralni a periferni oscilator. Podrobna
analyza hodinovych gent v jatrech mysi chovanych za konstantnich podminek odhalila,
ze hladiny mRNA dosahuji v jatrech maximalnich hodnot pfiblizné o 4 hodiny pozdéji nez
v centralnim oscilatoru (Yamamoto et al., 2004). To mizeme u genu Perl a Per2
na zakladé naSich vysledkd potvrdit. V jatrech dosdhla hladina mRNA téchto gent
maxima na dlouhé i kratké fotoperiod¢ se 4-hodinovym zpozdénim za maximem v SCN.
Vliv rozdiln€¢ dlouhych fotoperiod na periferni oscilator v jatrech mysi byl testovan
v predkladané praci poprvé, nemiizeme proto zatim srovnavat s vysledky zjinych
laboratofi. Byl vsak testovan u ovci, ovSem pouze u gent Per2, Bmall a Cryl. Stejné jako
vnaSem, i ve zminéném experimentu dosdhla hladina Per2 mRNA maxima dfive
na kratké fotoperiod¢ nez na dlouhé (Andersson et al., 2005). Jinak se vysledky neshoduji,
coz se vzhledem ktakto odliSnym Zivo¢iSnym druhlim dalo ptfedpokladat. Jinym
zpusobem se vliv fotoperiody projevuje také na molekularni oscilatory v srdci a plicich
zlatého kiecka (Carr et al., 2003).

I ptes to, Zze délka fotoperiody vyrazné ovlivituje jak centralni ocilator v SCN, tak
1 periferni oscilator v jatrech, nenasli jsme pfi srovnani rozdili mezi obéma fotoperiodami
v SCN a v jatrech zadny spole¢ny rys. Diivodem je pravdépodobné skutec¢nost, Ze zatimco
centralni oscilator v SCN je synchronizovan ptredevsim svétlem (fotoperiodou),
na synchronizaci periferniho oscilatoru v jatrech maji kromé fotoperiody vliv 1 dalsi
faktory — napiiklad doba piijmu potravy. Otazkou vSak ziistdva, proc se v jatrech exprese
hodinovych genti na dlouhé a kratké fotoperiodé 1isi fAzovym posunem profilli exprese
hodinovych genti a jakou roli vtomto mechanismu hraje exprese Bmall, ktera byla

.....

na tyto otazky je proto potieba jesté dalSiho vyzkumu v této oblasti.
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1.

6. SOUHRN

Délka fotoperiody vyznamné ovliviiuje expresi gent Perl a Per2 v R-, M- i C-SCN.
Na dlouhé (L 18:6) fotoperiod¢ je ve srovnani s kratkou (S 6:18) fotoperiodou interval
s vysokymi hladinami mRNA del$i a interval s nizkymi hladinami mRNA naopak
krats$i. Na kratké fotoperiodé je rytmus v expresi Perl a Per2 genli ve vSech ¢astech
SCN synchronni, zatimco na dlouhé fotoperiodé¢ rytmy v hladinach Perl a Per2
mRNA v C-SCN fazové predbihaji rytmy v R-SCN. Profily hladin PER1 a PER2
proteinti ovliviiuje délka fotoperiody vyznamné pouze v M-SCN, na dlouhé

fotoperiodé pretrvavaji vysoké hladiny proteint déle nez na fotoperiodé kratké.

Na dlouhé¢ fotoperiod¢ nejsou profily v expresi geni Perl a Per2 typem piechodu
svétlo/tma vyznamné ovlivnény. Na kratké fotoperiod¢ s pozvolnym piechodem
svétlo/tma jsou profily exprese genti Perl a Per2 fazové predbéhnuty oproti profilim
na fotoperiod¢ s nahlym ptechodem svétlo/tma. Hladiny proteini PER1 a PER2 vSak

nejsou na dlouhé ani kratké fotoperiod¢ typem prechodu svétlo/tma ovlivnény.

Délka fotoperiody vyznamné ovliviiuje periferni cirkadidnni oscilator v jatrech.
Profily exprese hodinovych genti Rev-Erba, Perl, Per2, Cryl a hodinami
kontrolovaného genu DBP jsou na dlouhé fotoperiod¢ fazoveé opozdény za profily
exprese na fotoperiod€ kratké. Profil exprese genu Bmall je na dlouhé a kratké

fotoperiodé témét v antifazi.
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