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ABSTRAKT

Sav¢i cirkadidnni systém je slozeny z hlavniho cirkadianniho pacemakeru ulozeného v
suprachiasmatickych jadrech hypotalamu a z perifernich cirkadidnnich oscilatorii. Cirkadianni rytmy
jsou vysledkem molekularniho mechanismu propojenych transkripéné-translacnich zpétnovazebnych
smycek, ktery je vlastnosti kazdého cirkadianniho oscilatoru. Periferni oscilatory v ostatnich Castech
mozku a v orgdnech jsou fizeny signaly ze suprachiasmatickych jader. Existuji vSak nékteré struktury,
které jsou schopny pracovat autonomné, nezavisle na hlavnim cirkadidnnim oscilatoru. Nejznameéjsi
takovy oscilator je v savci sitnici oka. Cirkadianni oscilator v sitnici reguluje mimo jiné lokalni
rytmickou syntézu melatoninu, pH sitnice nebo zivotaschopnost fotoreceptorti. V posledni dobé se
objevuji prace, které prokazuji existenci nezavislého cirkadianniho oscilatoru také v cichovych
lalocich savet. Cirkadianni oscilator v ¢ichovych lalocich napiiklad fidi ¢ichovou citlivost béhem dne.
Prace zabyvajici se vyvojem savCiho cirkadianniho systému ukazaly, Ze cirkadianni oscilator
v ¢ichovych lalocich dozrava diive nez hlavni cirkadianni pacemaker a v obdobi Casného vyvoje

zastupuje jeho funkeci.

Klic¢ova slova: cirkadianni, suprachiasmatické jadro, Cichovy systém, ¢ichové laloky, hodinové geny



ABSTRACT

The mammalian circadian system is composed of major circadian pacemaker located in the
hypothalamic suprachiasmatic nuclei and peripheral circadian oscillators. Molecular mechanism of
interlocked transcription-translation feedback loops, as a characteristic of each circadian oscillator,
results in circadian rhythms. Peripheral oscillators in other brain parts and body organs are driven by
the signals from the suprachiasmatic nuclei. Some structures however generate oscillations
independently from the major circadian pacemaker. The best described of them resides in the
mammalian retina. The retinal circadian oscillator regulates local rhythmic synthesis of melatonin,
retinal pH and photoreceptors viability. Recently, some studies occur charactering the existence of
such an independent circadian oscillator also in bulbus olfactorius. For example, the olfactory bulb
circadian oscillator drives olfactory sensitivity during the day. Studies about development of the
mamalian circadian system have shown that the olfactory bulb circadian oscillator matures earlier than

the major circadian pacemaker and represents its function during early development.

Key words: circadian, suprachiasmatic nucleus, olfactory system, bulbus olfactorius, clock genes
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Seznam pouZzitych zkratek

AANAT - arylalkylamin N-acetyltransferaza

AC1 - adenylatcyklaza 1

AMPA - 0-amino-3-hydroxy-5-metyl-4-isoxazol-propionat
AONDE - nucleus olfactorius anterior, pars externa

AVP - arginin vazopresin

Bmall - brain and muscle Arnt-like protein 1

CaMKII/ IV - Ca®"/kalmodulin- dependentni proteinkinaza typu Il a IV
cAMP - cyklicky adenosin-3°,5‘-monofosfat

¢-FOS — bunécny FOS protein

c¢GMP - cyklicky guanosin-3¢,5‘-monofosfat

CK1¢/6 - kasein kinazalepsilon/ delta

Clock - circadian locomotor output cycles kaput

CRE - Ca*"/cAMP responsni prvky

CREB - protein vézajici Ca*"/cAMP responsni prvky

Cry - cryptochrome

DAG - diacylglycerol

DM-SCN - dorsomedialni suprachiasmaticka jadra

GABA - y-aminomaselna kyselina

GC-D - guanylatcykldza D

GRP - gastrin-uvoliujici peptid

IP; - inositol 1,4,5-trisfosfat

2MB2 - 2-metylbut-2-enal

NMDA - N-metyl D-aspartat

Npas2 - neuronal PAS domain-containing protein 2
PACAP - hypofyzarni polypeptid aktivujici adenylatcyklazu
Per - period

PKA — proteinkinaza A

PLC - fosfolipaza C

RHT - retinohypotalamicka draha

Rora - retinoic acid-related orphan receptor alfa

SCN - suprachiasmatickd jadra

VIP - vazoaktivni intestindlni peptid

VL-SCN - ventrolateralni suprachiasmaticka jadra
VPAC,/ VPAC, - VIP/PACAP receptor podtypu 1 a 2

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



1 Uvop

Plsobenim periodicky se meénicich vlivii prostedi, jako je cyklus svétla a tmy nebo teplotni
cyklus, se béhem evoluce vyvinul fyziologicky mechanismus, ktery umoziuje organismim
prizptisobovat se témto cyklickym zmeénam, tzv. cirkadidnni hodiny. Vnitini ¢asovaci mechanismus
cirkadiannich hodin pomaha organismiim ptedvidat zmény v prostfedi a vyporadat se s nimi tak, aby
jejich aktivita a fyziologické funkce, jako jsou télesna teplota, srdecni frekvence, krevni tlak,
koncentrace hormonti nebo imunitni funkce byly synchronizované s prostiedim. Cirkadianni rytmy
se opakuji s 24hodinovou periodou, ktera se v konstantnich podminkdch mtze mirné odchylovat,
proto latinské pojmenovani circa - ptiblizn€ a diem - den. Cirkadidnni rytmy jsou vrozené, pokracuji
tzv. ,,volnym béhem* i vneménnych podminkach bez vné&jSich podnéti. Jsou tedy vytvateny
endogenne.

Skoro kazda buiika naSeho téla ma vlastni cirkadidnni oscilator. VSechny oscilatory jsou sladéné
hlavnimi hodinami, uloZzenymi v suprachiasmatickych jadrech hypotalamu. Hlavni hodiny
se synchronizuji s okolnim prostfedim vné€j§imi synchronizatory (z némciny Zeitgebery), aby
se organismy s periodou krat$i nebo delsi nez 24 hodin nedostaly po nékolika cyklech do protifaze
s okolnim prostfedim. Jako Zeitgebery slouzi zejména svétlo, ale také teplota, Casové omezeny piisun
potravy, nebo socialni interakce.

Mechanismus endogennich cirkadiannich oscilaci je zalozeny na propojenych transkripéné-
translacnich zpétnovazebnych smyckach hodinovych genil a jejich proteinti. Piestoze je mechanismus
hodin zaloZzeny na biochemickych reakcich, které jsou citlivé na teploté, délka periody ,,volné
béziciho* rytmu se v zdvislosti na okolni teplot¢ neméni. Cirkadidnni systém je tzv. teplotné
kompenzovan.

Periferni cirkadianni oscilatory v ostatnich ¢astech mozku a v organech generuji rytmické oscilace
nezavisle na hlavnich hodinach, jejichz ulohou je sladit tyto oscilace do jednotného cirkadianniho
rytmu. Cirkadianni oscilatory ve vétSiné perifernich tkani utvaii cirkadianni rytmus, ktery je
pii absenci synchronizac¢nich signaldi z hlavnich hodin postupné utlumen. Nékteré periferni oscilatory
vSak pokracuji v rytmické sjednocené oscilaci i bez pfitomnosti hlavniho oscilatoru. Tyto autonomni
cirkadianni oscilatory, napft. v sitnici a ¢ichovych lalocich savct, jsou citlivé k Zeitgeberiim z vnéjsiho

prostiedi, a udrzuji si urcitou nezavislost na podnétech z hlavnich hodin.

CILE PRACE

Pacemakerova vlastnost bunék ¢ichovych lalokti byla objevena pomérné nedavno. Cilem mé prace
je podat souhrnny piehled studii zabyvajicich se cirkadiannim systémem v ¢ichovych lalocich savc.
Prace nejprve podava popis hierarchického uspotadani savciho cirkadianniho systému, molekularniho
mechanismu a synchronizace biologickych hodin. Tteti kapitola se zaméfuje na Cichovy systém a
nasledujici kapitola shrnuje dosavadni informace o cirkadiannim systému v ¢ichovych lalocich. Zaveér

prace nastiniuje mozné budouci sméry vyzkumu v této oblasti.



2 CIRKADIANNI SYSTEM

Cirkadianni proménné se periodicky opakuji kazdych 24 hodin. Na jejich utvafeni se podili
molekularni mechanismus zpétnovazebnych smycek specidlnich transkripénich faktord, tzv.
hodinovych genti. Tento mechanismus je zakladni vlastnosti kazdého cirkadianniho oscilatoru.

Cirkadianni systém savcil je utvafen z tkani s pacemakerovou funkci — suprachiasmatickych jader
hypotalamu (SCN), sitnice a cichovych lalokti. Jejich cirkadianni oscilatory pracuji nezavisle na
ostatnich a mohou ovliviiovat rytmy jinych oscilatort. Cirkadidnni pacemaker v SCN koordinuje lisici
se faze perifernich oscilatorti v ostatnich ¢astech mozku a v perifernich tkénich (Sakamoto et al.,
1998), coz naznacuje jeho pozici v nejvyssich prickach savciho cirkadidnniho systému. Cirkadianni
pacemaker v Cichovych lalocich fidi rytmus cichového vnimani v Cichovych lalocich, ale také

v piriformni kiife (Granados-Fuentes et al., 2006).

2.1 HLAVNI CIRKADIANNI HODINY

Sav¢i biologické hodiny jsou uloZeny v suprachiasmatickych jadrech hypotalamu, kterd lezi po
obou stranach tfeti mozkové komory, tésné¢ nad prekiizenim optickych nervii. SCN obsahuji okolo
20 000 neuront (Van den Pol, 1980) a anatomicky jsou rozliSovana na dorsomedidlni (DM-SCN) a
ventrolaterdlni jaddra (VL-SCN). Oblast DM-SCN se od VL-SCN odliSuje neurony obsahujicimi
arginin vazopresin (AVP), zatimco oblast VL-SCN ohrani¢uji neurony syntetizujici vazoaktivni
intestindlni peptid (VIP). DM-SCN dale zahrnuji neurony syntetizujici met-enkefalin a angiotensin II,
oproti tomu oblast VL-SCN obsahuje neurony syntetizujici gastrin-uvoliiujici peptid (GRP),
neurotensin a kalretinin. Inhibi¢ni neuropfenaSe¢ GABA je obsazeny v neuronech napfi¢ celymi SCN
(Abrahamson and Moore, 2001).

Uloha SCN v cirkadiannim systému byla postupné odkryvéana studiemi provadénymi jiz od 70. let
20. stoleti. Odstranéni SCN kompletné zrusSilo cirkadidnni rytmy lokomoc¢ni aktivity u potkanti, coz
dokazuje, ze SCN se podili na kontrole n¢kterych behavioralnich rytma savet (Stephan and Zucker,
1972). Zésadni dikazy dokladajici funkci SCN jako hlavniho cirkadidnniho pacemakeru savct podaly
studie s transplantaci fetalnich SCN a 1ézi SCN in vivo. Ralph s kolegy se pro otestovani
pacemakerové role SCN v sav¢im cirkadidnnim systému rozhodli pouzit tau mutantni kmen kiecka.
Tau mutanti vykazuji zkracenou cirkadianni periodu- v pfipad¢ heterozygotnich forem je ,,volné
bézici* perioda pii konstantni tmé zkracena na 22 hodin, u homozygotnich forem na 20 hodin (Ralph
and Menaker, 1988). Wild-type sameckiim kifecki vyjmuli SCN a pobliz této oblasti transplantovali
fetalni SCN mutantniho kiecka. Nasledné sledovali pii tlumeném svétle nebo konstantni tmé denni
aktivitu kieckl na ,,béhacim kole* a zaznamenavali délku periody denniho rytmu. Ralph s kolegy
pozorovali, ze kfecci po vyjmuti SCN ztratili rytmicitu chovani, avSak implantace fetdlnich SCN
znovu obnovila cirkadianni rytmus lokomocni aktivity, a tento rytmus probihal s periodou darce.
Transplantovand SCN od heterozygotniho déarce si zachovala ,,volné bézici“ periodu blizkou

22 hodinam, zatimco perioda utvaiend SCN od homozygotniho darce se blizila 20 hodindAm. Genotyp
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hostitele viditelné¢ neovlivnil délku periody rytmt. U kontrolnich kieckti s implantovanou korovou
tkani misto SCN nebyl nikdy obnoven cirkadianni rytmus lokomo¢ni aktivity. Tato zjiSténi dokazuji,
ze neurony SCN odpovidaji za utvéfeni cirkadiannich rytmt lokomoc¢ni aktivity u kieckd. Autoii dale
pouzili imunocytochemickou analyzu k urCeni existence nové utvofenych nervovych spojeni mezi
hostitelskym mozkem a implantatem. Implantovana tkan obsahovala i ¢ast mozkové tkané vné SCN,
avSak podafilo se jim identifikovat neuropeptid VIP ve vybézcich SCN neurond, zatimco somata SCN
neurond obsahovala jak VIP, tak vazopresin. Vysledky imunocytochemické analyzy ukazaly, ze doslo
k vytvoreni nervovych spojeni mezi transplantovanymi SCN a mozkem hostitele. Spolecné vysledky
studie potvrzuji predstavu, ze SCN zaujimaji nejvyssi pticku hierarchického uspotadéni cirkadianniho
systému savct (Ralph et al., 1990).

Sakamoto s kolegy zkoumal, zda se hodinovy gen Period2 (Per2) podili na utvafeni cirkadidnniho
rytmu lokomoc¢ni aktivity u potkand. Ukazal, ze 1éze SCN zruSila rytmickou expresi Per?2 mRNA
v perifernich tkanich potkanti; konkrétné srdci, plicich, slezin€, jatrech a ledvinach. Soucasné s tim
potkani pfestali vykazovat rytmickou lokomoc¢ni aktivitu, coZ naznaCuje ucast genu Per2
na cirkadidnni kontrole lokomo¢ni aktivity u savcl. Studie ptinesla dikaz, ze SCN fidi cirkadianni
expresi Per2 mRNA v perifernich tkanich. Neboli hlavni cirkadidnni hodiny kontroluji periferni
cirkadianni oscildtory v tkanich (Sakamoto et al., 1998), a to prostiednictvim vystupnich signali,

kterymi jsou napt. VIP, AVP nebo GABA (Kalsbeek et al., 2008; Abrahamson and Moore, 2001).

2.1.1 MOLEKULARNI MECHANISMUS HODIN

Mechanismus utvafeni cirkadiannich rytmt tkvi v periodickych oscilacich genové exprese
hodinovych genti. Hodinové geny reguluji cirkadianni ¢asovani, protoze fidi ,,voln€ bézici* periodu.
U savct bylo rozpoznano mnoho hodinovych genii: circadian locomotor output cycles kaput (Clock),
brain and muscle Arnt-like protein 1 (Bmall), neuronal PAS domain-containing protein 2 (Npas2),
period1/2 (Perl, Per2), cryptochromel/2 (Cryl, Cry2), kasein kinazale/d (CKle, CKIJ), Rev-erbo. a
retinoic acid-related orphan receptor a (Rora) (ptehled viz Ukai and Ueda, 2010).

Molekuldrni mechanismus hodin je zaloZeny na transkripcné-translacnich zpétnovazebnych
smyckach hodinovych geni a jejich proteinti (viz obrazek 1). Proteiny BMAL1 a CLOCK vytvari
v cytoplasmé heterodimery, které ndsledné v jadfe spousti transkripci gent Period, Cryptochrome,
Rev-erbo. a Ror, navédzanim na E-boxy jejich promotord pomoci bHLH motivu (basic helix-loop-helix)
(Takeda et al., 2012; Gekakis et al., 1998; Kume et al., 1999; Preitner et al., 2002; Huang et al., 2012).
Vytvotené proteiny PER a CRY utvéii v cytoplasmé komplexy pomoci PAS domény (Period-Arnt-
Single-minded) proteinit PERIOD (Albrecht et al., 1997; Takumi et al., 1998; Huang et al., 1993).
Pfi urcité prahové koncentraci a po fosforylaci PER proteind CKId/e cestuji multimerni komplexy
PER, CRY proteini a CKle do jadra, kde inhibuji komplex CLOCK:BMALI, a tim potlacuji i svou
vlastni transkripci (Eide et al., 2002; Yu et al, 2002; Lee et al., 2011). Inhibici komplexu
CLOCK:BMAL1 zarovein PER a CRY proteiny tlumi expresi Rev-erba, jehoz proteinovy produkt



soutézi s ROR proteiny o navazani na RORE sekvence promotorti genu Bmall (Giguere et al., 1994;
Preitner et al., 2002). Zatimco protein REV-ERBa tlumi transkripci genu Bmall, RORo/p proteiny
pusobi jako transkripéni aktivatory (Preitner et al., 2002; Guillaumond et al., 2005). PER a CRY
proteiny tudiz aktivuji transkripci genu Bmall skrze RORa/p proteiny. Degradace nadbytecnych PER
a CRY proteini probihd v proteasomu. PER proteiny jsou nejprve fosforylovany CKle/d, coz
podporuje jejich ubikvitinaci, kterd konc¢i cilenou degradaci v proteasomu. (Akashi et al., 2002; Eide et
al., 2005; Busino et al., 2007; Siepka et al., 2007).

V neptitomnosti CLOCK v SCN se transkrip¢ni faktor NPAS2 vaze k BMALI, utvaii heterodimer,
a tim udrzuje chod cirkadianniho oscilatoru (DeBruyne et al., 2007). NPAS2 ma totiz vysoce
pfibuznou primarni aminokyselinovou sekvenci s Clock, avSak Npas? je primarné exprimovan
v sav¢im piednim mozku (Garcia et al., 2000; Reick et al., 2001). NPAS2 je podobné¢ jako BMAL1
regulovan proteiny RORa a REV-ERBa skrze RORE sekvence promotoru svého genu. AvSak afinita
téchto proteinit k BMALI1 je znacné vyssi. REV-ERBa nedokaze plné potlacit transkripci Npas?2,
avSak dokdze blokovat ¢innost RORa jako transkripéniho aktivatoru (Crumbley et al., 2010).
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Obrdzek I: Schéma molekularniho mechanismu hodin (pfevzato a upraveno podle Lim and Allada,

—

Rev-erh, Ror

E,

2013). Heterodimery CLOCK:BMALI nasedaji v jadfe na E-boxy promotorti genti Per, Cry, Rev-erba
a Rora a spousti jejich transkripci. Vytvofené PER a CRY se v cytoplasmé shlukuji do komplexi,
které vstupuji do jadra a inhibuji zde komplex CLOCK:BMALI1. Tim potlacuji vlastni transkripci
i transkripci Rev-erba, ktery dale nemlze kompetovat s Rora o navdzani na RORE sekvence

promotorti genu Bmall, a tak dochdzi k transkripci Bmall.

2.1.2 SYNCHRONIZACE

Cirkadianni oscilace hlavniho cirkadianniho pacemakeru musi byt kazdy den synchronizovany
s vngjSim prostiedim. Zasadnim Zeitgeberem savcich cirkadiannich hodin je svétlo (Duffy and
Czeisler, 2009). Svétlo je pfijimano sitnici, odkud vede pfimd draha do SCN v hypotalamu, tzv.
retinohypotalamicky trakt (RHT) (Moore et al., 1995). V zavislosti na momentalni, okamzité fazi
cirkadianniho pacemakeru svételny puls vyvola fazové posuny (pfedbéhnuti, nebo zpozdéni hodin),

nebo fazi cirkadidnniho pacemakeru nezméni (Czeisler et al., 1989).



2.1.2.1 Fazové posuny

Lidské cirkadianni hodiny mohou odpovidat na tentyz svételny puls odliSné v zavislosti
na aktualnim vnitinim Case- fazi cirkadianniho pacemakeru. Nacasovani svételné expozice se odrazi
ve velikosti a sméru fazového posunu cirkadidnniho pacemakeru v odpoveédi na svételny puls.
Aplikace svételného pulsu uprostied subjektivniho dne vyvola maly nebo zadny fazovy posun.
Nejvetsi fazové posuny cirkadianni faze jsou pozorovany béhem subjektivni noci. Svételny puls
v pozdni subjektivni noci (v druhé poloviné noci, zrana) zptisobuje fazové predbéhnuti vnitinich
hodin, zatimco svételny puls aplikovany v ¢asné subjektivni noci (odpoledne az v prvni poloviné noci)

vede k fazovému zpozdéni vnitinich hodin (Czeisler et al., 1989).

2.1.2.2 Retinohypotalamicky trakt

Zjisténi, ze klasické fotoreceptory sitnice se podili na svételné synchronizaci cirkadidnnich rytmt
pouze malou mérou, vyplynulo z experimentu s homozygotnimi mySimi mutanty s degenerovanou
sitnici bez fotoreceptord. Tyto mysi, pfestoze byly slepé, vykazovaly cirkadianni odpoveéd’ na svétlo
(Foster et al., 1991). Dalsi studie ukazaly, ze gangliové buniky a malé mnozstvi amakrinnich bunék
sitnice exprimuji novy typ opsinu, pojmenovany melanopsin (Provencio et al., 2000). Melanopsin
je zodpovédny za vnitini svételnou citlivost podmnoziny gangliovych bunék sitnice (Hattar et al.,
2002). Experiment s mySkami postradajicimi melanopsin i fotoreceptory ukazal, ze se mysi nedokazi
synchronizovat s cyklem svétla a tmy a pokracuji ve ,,volném béhu“. Fotoreceptory gangliovych
bungk sitnice se tedy t€astni svételné synchronizace cirkadiannich hodin (Panda et al., 2003).

Fotosenzitivni gangliové buiiky integruji vnitini informaci o svétle spolu s podnéty z fotoreceptor
a vysilaji jednotny svételny signal do SCN skrze retinohypotalamicky trakt (Gooley et al., 2001;
Gamlin et al., 2007; Moore et al., 1995). Ze zakonceni RHT v retinorecipientnich VL-SCN
jeuvoliiovan glutamat spolu polypeptidem PACAP (z angl. pituitary adenylate cyclase-activating
polypeptide) (Hannibal et al., 2000). Neuropeptid PACAP se miize vézat na tii typy receptord —
na specificky receptor pro PACAP (PAC,) anebo na VIP/PACAP receptory podtypu 1 a 2 (VPAC, a
VPACGC,), které mohou byt aktivovany PACAP nebo VIP (Shivers et al., 1991). V SCN hlodavct jsou
exprimovany mRNA receptort typu PAC, a VPAC, (Cagampang et al., 1998a, 1998b). PACAP
pusobi v SCN prevazné skrze specifické PAC, receptory (Kopp et al., 1999).

Aminokyselina glutamat je primarni neuroptenase¢ RHT (Ebling, 1996). Jeho uvolnéni zplsobi
rychlou depolarizaci postsynaptické membrany SCN neuronu (Meijer et al., 1993). Tato depolarizace
je tizena AMPA (a-amino-hydroxy-metyl-isoxazol-propionatovymi) receptory. Depolarizaci se uvolni
extracelularni Mg”" blokujici NMDA (N-metyl D-aspartatovy) receptor. Glutamat tedy mtize aktivovat
NMDA receptor, coZ zpusobi vtok Ca®" do buiiky. Depolarizace membrany téz umozni vtok Ca®"
napétove fizenymi vapnikovymi kanaly typu L (Nahm et al., 2005).

Vapnik aktivuje n&kolik specifickych kinaz, napiiklad Ca**/kalmodulin-dependentni proteinkinazy
typu Il a IV (CaMKII a CaMKIV) nebo mitogenem-aktivovanou proteinkindzu (MAPK) (Gau et al.,



2002; Sun et al., 1994). Tyto kindzy zahajuji signalni kaskddu dé&jit vedoucich k fosforylaci proteinu
CREB vazajiciho se na Ca*’/cAMP responsni elementy (CRE) promotorti genii Perl a Per2, a tim
spusti jejich transkripci (Travnickova-Bendova et al., 2002).

Ptes indukci transkripce hodinovych genit Perl a Per2 nastavuje svétlo fazi hlavniho cirkadianniho
pacemakeru v SCN. Aplikace sv€telného pulsu béhem subjektivniho dne nevyvola expresi Perl a
Per2 mRNA ve VL-SCN neuronech, oproti tomu svételny puls v subjektivni noci indukuje vyznamny
narast exprese Perl mRNA a svételny puls v Casné subjektivni noci indukuje také expresi Per2

mRNA v této oblasti SCN (Hamada et al., 2001).

2.2 PERIFERNI CIRKADIANNI HODINY

Skoro kazda burika naseho téla obsahuje vlastni cirkadianni oscilator. Aby byly oscilatory sladéné
do jednotného rytmu a zefektivnély se fyziologické a metabolické procesy jednotlivych organt,
koordinuje hlavni cirkadidanni pacemaker periferni oscildtory. Cirkadianni organizace perifernich
oscilatortl je fizena kombinaci autonomni inervace, endokrinni signalizace, teploty a mistnich signald.
(Kalsbeek et al., 2004, 2008). Periferni cirkadianni oscilatory utvafi cirkadidnni rytmy endogennim
mechanismem, podobnym jako u hlavniho cirkadianniho pacemakeru v SCN. Avsak cirkadianni
rytmus v kultivovanych perifernich tkanich je postupné po ne€kolika cyklech utlumen, protoze postrada
synchroniza¢ni signaly z hlavniho cirkadianniho pacemakeru (Yamazaki et al., 2000).

Periferni hodiny maji vyznam pro tkanoveé specifické funkce, coz dokazuje néalez 8-10 % geni
v perifernich tkdnich mysi, jejichz exprese je pod cirkadidnni kontrolou (Storch et al., 2002). Periferni
oscilatory byly nalezeny napiiklad v rohovce, hypofyze, plicich, srdci, jatrech, nadledvinkach,
ledvinach, kosternim svalstvu, ale také ve fibroblastech (Balsalobre et al., 1998; Yamazaki et al.,
2000; Yoo et al., 2004; Storch et al., 2002).

Nejlépe prostudovany mechanismus fizeni perifernich rytmid z SCN se tyka regulace syntézy
melatoninu v epifyze. Informace o cirkadianni fazi je z SCN je pfendSena do epifyzy multisynaptickou
drahou, zahrnujici postupné paraventrikularni jadro hypotalamu, intermedialni jaddro hrudni casti
michy a horni kréni ganglion, jehoz sympatické neurony vedou své axony do epifyzy (Larsen et al.,
1998). V noci se u hlodavecli z axonalnich zakonceni sympatickych neurond uvoliiuje noradrenalin,
ktery se vaze na membranové adrenergni receptory pinealocytu a spousti cAMP signalizac¢ni kaskadu
konc¢ici transkripci genu aanat (Baler et al., 1997). Gen aanat koéduje arylalkylamin
N-acetyltransferdzu (AANAT), klicovy enzym pfisyntéze melatoninu. SCN jeho prostfednictvim

reguluji tvorbu melatoninu tak, aby byla vysoké v noci a nizké ve dne.

2.3 AUTONOMNI CIRKADIANNI OSCILATORY
Od vétsiny perifernich cirkadidnnich oscilatorG se odd€luji autonomni cirkadianni oscilatory
obsazené v sitnici a ¢ichovych lalocich tim, Ze si udrzuji své oscilace i v pfipadé, ze je SCN zniceno

1ézi. Oba oscilatory maji podobné vlastnosti jako hlavni cirkadidnni hodiny v SCN. Jednotlivé buiiky



téchto autonomnich oscilator obsahuji samostatné oscilatory (Granados-Fuentes et al., 2004b; Ruan
et al., 2006; Tosini et al., 2007), které pokracuji v utvafeni cirkadiannich rytmii genové exprese bez
vnéjSich podnéti (Granados-Fuentes et al., 2004a; Tosini et al., 2007). Cirkadidnni pacemaker
v ¢ichovych lalocich ovlivituje cirkadianni oscilator v piriformni ktife, a tak fidi tamni cirkadidnni
rytmus ¢ichového vniméani (Granados-Fuentes et al., 2006).

Cirkadianni systém v sav¢i sitnici kontroluje mnoho funkei v sitnici, naptiklad rytmickou syntézu
melatoninu, cirkadianni rytmus obsahu a obratu dopaminu, denni rytmus v produkci i funkci
neuropienaSece GABA, nebo také pH sitnice (Tosini and Menaker, 1996; Dmitriev and Mangel, 2001;
Jaliffa et al., 2001; Doyle et al., 2002; Sakamoto et al., 2006).

Prvotni studie z devadesatych let ukazaly, ze savci sitnice obsahuje cirkadidnni oscilator nezavisly
na hlavnich cirkadiannich hodinach. /n vitro kultury sitnic kiecku totiz vykazovaly cirkadianni rytmus
syntézy melatoninu, ktery byl schopen synchronizace na dany cyklus svétla a tmy. Za konstantni tmy
tento rytmus pretrvaval po dobu péti az Sesti dni i za snizené teploty na 27°C. Tyto vysledky
prokazaly, Ze cirkadidnni oscilator v sitnici, je schopen synchronizace s prostfedim, ,,volného béhu*
za konstantnich podminek, teplotni kompenzace a také nezavislosti na hlavnich cirkadiannich
hodinach v SCN (Tosini and Menaker, 1996). Dalsi studie pfinesly dikazy o rytmické expresi
hodinovych gent Perl, Per2, Per3, Cryl, Cry2, Clock, Bmall, Rev-erbo. a Rora ve fotoreceptorech,
ve vnitini jaderné a gangliové vrstveé sitnice a v retindlnim pigmentovém epitelu, ktera je nezavisla
na signalech z SCN (Ruan et al., 2006; Baba et al., 2010; Tosini et al., 2007). Je tedy pravdépodobné,
7e sav(i sitnice obsahuje vice hierarchicky usporadanych cirkadiannich osciltori.

Cirkadidnni rytmicita in vitro, v lidské bunétné linii, byla poprvé ukazana v pigmentovanych
epitelidlnich bunkach sitnice, které po aplikaci sérového Soku (Balsalobre et al., 1998) vykazovaly
rytmickou expresi genti Perl, Per? a tii izoforem adenylatcyklazy (AC5, AC6 a AC7) s periodou
blizkou 24 hodindm (Pavan et al., 2006). V pigmentovanych epitelidlnich bunkach mysi sitnice in vivo
byla lokalizovana cirkadianni exprese Per2 mRNA synchronizovana s rytmem vnéj$iho prostiedi.
Autoti pfisli s myslenkou, ze cirkadidnni hodiny v pigmentovém epitelu sitnice se synchronizuji
se svételnymi cykly prostfedi skrze cirkadianni uvolfiovani dopaminu z dopaminergnich neuronti
vnitini sitnice (Baba et al., 2010).

Hlavnimi neuropfenasSeci a neuromodulatory v sitnici jsou melatonin, dopamin a GABA (Tosini
and Menaker, 1996; Jaliffa et al., 2001; Doyle et al., 2002). Bylo ukazano, ze dopamin a GABA
nastavuji fazi a amplitudu cirkadianniho rytmu v sitnici méfeného na rytmu PER2::luc (Ruan et al.,
2008). V sitnici makaka rhesus a cClovéka chybi enzym konecné reakce syntézy melatoninu,
hydroxyindol O-metyltransferaza (HIOMT), zcehoz vyplyva, ze zde dochazi pouze k tvorbé
prekurzoru melatoninu, N-acetylserotoninu (Bernard et al., 1995; Coon et al., 2002). Enzym AANAT,
utvarejici ze serotoninu N-acetylserotonin, se ziejmé podili na minimalizaci tvorby oxidacnich forem
serotoninu a dalSich arylalkylaminii v sitnici makaka rhesus. Zastava tedy v sitnici antioxidacni funkci

(Coon et al., 2002).



Zatimco autonomni cirkadianni systém sitnice je jiz pomérné dobie popsan, informace

o cirkadiannich hodinach ¢ichového systému jsou zatim neuplné.

3 CICHOVY SYSTEM

Cich je jeden z vyvojové nejstardich smyslii. Pachové podnéty jsou Zivotné diilezité pro neosrsténa,
slepa mlad’ata vétSiny savcll (Rosenblatt, 1983), ktera se pomoci Cichu orientuji v notfe, rozeznévaji
sourozence, matku nebo nalézaji bradavku pii kojeni (Doty, 1986; Hudson and Distel, 1986).
V dospélosti ¢ich pomaha pii vybéru plnohodnotné potravy, ale i pii volbé sexualniho partnera,
odhaluje mozna rizika v prostfedi a miize evokovat radostné pocity (Patel and Pinto, 2014).

Hlavni fyziologickou funkci ¢ichu je detekce ptitomnosti daného odorantu (pachové substance)
ve vzduchu, na niz se podili senzorické neurony Cichového epitelu nosni sliznice. Kazdy cichovy
senzoricky neuron nese pouze jeden typ odorantového receptoru, avSak jednotlivé odorantové
receptory mohou rozpoznat ivice odorantd. Taktéz jeden odorant miize byt rozpoznin vice
odorantovymi receptory, protoZze se na n¢ muze vazat riznymi strukturami své molekuly. Hlavnimi
kritérii pro navazani odorantu na pfislusné odorantové receptory jsou délka uhlikového fetézce a typ
navdzané funkcni skupiny. Odlisné odoranty jsou tedy rozpozndvany odliSnymi kombinacemi
aktivovanych odorantovych receptorti, a tudiz jsou v mozku vyhodnoceny jako jiny Cichovy vjem.
Vétsi  koncentrace odorantu vedou kzapojeni i méné citlivych pfisluSnych odorantovych
receptort, a proto k jinému kombina¢nimu koédovani (Malnic et al., 1999; Leinders-Zufall et al.,
2000).

Cichovy systém rozpoznava také feromony- specializované pachy vyluéované zivodichy za ui¢elem
komunikace mezi jedinci téhoz druhu. Na detekci se podili vomeronasalni organ umistény na bazi
nosniho septa, jehoz senzorické neurony vedou své axony do pfidatnych ¢ichovych lalokii (Horowitz
et al., 1999). U lidi jsou vomeronasalni senzorické neurony rozptylené v ¢ichové sliznici (Kouros-
Mehr et al., 2001; Rodriguez et al., 2000). Vomeronasalni senzorické neurony se riizni svou citlivosti,
nékteré jsou aktivovany i velmi nizkymi (10" M) koncentracemi feromond, coZ naznaduje jejich
specifitu pro jednotlivé feromony (Leinders-Zufall et al., 2000). Nékteré feromony mohou byt
rozpoznany receptory hlavniho ¢ichového epitelu a nasledné¢ zpracovany hlavnich ¢ichovym systémem
(Charra et al., 2012). Piikladem je feromon 2-metylbut-2-enal obsazeny v matefském mléce
kraliki, ktery pomaha novorozenému mladéti k nalezeni mat¢iny bradavky (Schaal et al., 2003). Tento
feromon plisobi jako synchronizacni signal pro cirkadidnni pacemakery v SCN i v ¢ichovych lalocich

novorozenych kralikti (Trejo-Mufioz et al., 2014).

3.1 MORFOLOGIE CICHOVEHO SYSTEMU
Cichové senzorické neurony se nachazi v &ichovém epitelu nosni sliznice. Jejich dendrity maji

rozsiteny povrch do tenkych cilii, které se zanofuji do vrstvy hlenu na povrchu sliznice. Hlen



je vytvafen Bowmanovymi zlazkami, které sousedi s Cichovymi bunkami. Neurity c¢ichovych
senzorickych neuronti prochazi otvory lamina cribrosa Cichové kosti a koné¢i v Cichovych lalocich,
ve spodiné &elniho laloku mozku (Cihak, 2004). Cichové laloky miizeme histologicky rozélenit do péti
vrstev: glomerularni, vnéjsi plexiformni, mitralni, vnitini plexiformni a granularni, z nichz nejblize
k povrchu se nachézi glomerularni vrstva (viz obrazek 2).

Glomerularni vrstva cichového laloku obsahuje kulovité synaptické sité, zvané glomeruly,
ve kterych se prepojuji axony Cichovych senzorickych bunék na dendrity projekénich neurond.
Glomeruly jsou obklopeny juxtaglomerularnimi bunkami, rozliSovanymi ve tii morfologicky odlisné
bunééné typy: periglomerularni bunky, vnéjsi chomackové builkky a povrchové burnky s kratkymi
axony (Pinching and Powell, 1971). VétSina téchto bun&k jsou interneurony. Cast vnéjsich
choméackovych bunek dosahuje svymi axony az do vnitini plexiformni vrstvy t€hoz ¢ichového laloku,
kde se synapticky propoji s dendrity granularnich bun¢k (Liu and Shipley, 1994).

Do vnégjsi plexiformni vrstvy zasahuji prevdzné dendritickd vldkna mitralnich a chomackovych
bunék a apikalni dendrity granularnich bunék. Somata chomackovych buné¢k jsou rozptylend ve vnéjsi
plexiformni vrstvé, zatimco mitralni buiiky se nachéazi v hloub€ji umisténé mitralni bunécéné vrstve.
Oba bunécné typy jsou projekénimi neurony a jejich axony vybihaji do ¢ichové kiry mozku, zatimco
axony chomackovych bunck zasahuji jen do anteriorni oblasti Cichové kiry (nucleus olfactorius
anterior, pars externa; nucleus olfactorius anterior, posteroventral pars, tuberculum olfactorium,
anterolateral pars; cortex piriformis anterior, rostroventral pars), axony mitralnich bun¢k vybihaji
do vSech oblasti Cichové kiry (nucleus olfactorius anterior, dorsal pars; tuberculum olfactorium,
cortical pars; cortex piriformis anterior, dorsal pars; taenia tecta; cortex piriformis posterior;
nucleus tractus olfactorius lateralius; nucleus cortex amygdaloideus anterior, nucleus cortex
amygdaloidues posterior lateral; cortex entorhinalis lateralis) (Igarashi et al., 2012).

Pod mitralni vrstvou se nachézi vnitini plexiformni vrstva, kterou probihaji axony mitralnich bunék
a jednotlivé axony vné€jSich chomickovych buné€k, ale neobsahuje bunéfna somata. Zaveérecna
granularni bunécna vrstva Cichovych laloki je tvofena pfevazné granularnimi bunikami, které maji,

podobné jako periglomerularni buiiky, inhibi¢ni funkci (Price and Powell, 1970).
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Obrazek 2: Uspotadani savcich Cichovych lalokd (pfevzato a upraveno podle Nagayama et al.,
2014). Axony cichovych senzorickych neurond vedou do glomeruli v ¢ichovych lalocich.
Periglomerularni buiiky, povrchové bunky s kratkymi axony a vnéj$i chomackové bunky se nachazi
v glomeruldrni vrstvé Cichového laloku a slouzi jako interneurony. Chomackové buiiky a dendrity
mitralnich bun€k utvari vnéjsi plexiformni vrstvu Cichového laloku, pod niz se vyskytuje mitralni
bunécna vrstva s mitralnimi buitkami. Chomackové a mitralni buiiky slouzi jako projekéni neurony,
jejichz axony prochdzi naslednou vnitini plexiformni vrstvou a koné¢i v Cichové kufe. Granularni
buiiky tvoii nejspodnéjsi vrstvu ¢ichového laloku, granularni bunécnou vrstvu, a slouzi jako inhibicni

interneurony projek¢nich neuronti.

3.2 TRANSDUKCE CICHOVE INFORMACE

V hlenu pokryvajicim Cichovy epitel se rozpousti molekuly odorantdi, na které se vazi proteiny
vazajici odoranty (OBP). Tato vazba umozni vytvofeni interakce s ¢ichovymi receptory sprazenymi
s trimernimi G-proteiny (Buck and Axel, 1991). Navazani odorantli na pfislusné receptory spousti
transdukci signalu fizenou G-proteiny vedouci k depolarizaci membrany cichovych senzorickych
neurond. Cichovy receptor miize spoustét tii odligné signalizaéni kaskady pii navazani strukturné
podobnych ligandl: kanonickou cAMP signaliza¢ni drdhu, drahu fosfolipazy C (PLC) nebo drahu
guanylatcyklazy (Yu et al., 2014).
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3.2.1 CAMP SIGNALIZACNI DRAHA

Vazba odorantu na piislusny ¢ichovy receptor sprazeny s G-proteinem aktivuje alfa podjednotku
G-proteinu (Ggor), ktera se oddéli od zbytku a navéze se na adenylatcyklazu typu IlI, aby ji uvedla
v ¢innost. Adenylatcyklaza typu III zacne preménovat adenosintrifosfat (ATP) na cyklicky
adenosinmonofosfat (cAMP), coz zpisobi nardst vnitrobunééné koncentrace cAMP (Bakalyar and
Reed, 1990). Kanal fizeny cyklickymi nukleotidy umozni po navazani cAMP vtok kationtti, hlavné
Ca®", do ¢&ichového senzorického neuronu (Brunet et al., 1996). Zvyseni vnitrobunééné koncentrace
vapniku stimuluje otevieni chloridovych kanald fizenych vapnikem a tok chloridovych aniontti ven
z buniky, a tudiz zesileni depolarizace membrany cichového senzorického neuronu (Kurahashi and

Yau, 1993).

3.2.2 DRAHA FOSFOLIPAZY C

Cichové receptory spfazené s G-proteiny mohou po navazani odorantu aktivovat také
fosfolipdzu C (PLC), ktera hydrolyzuje membranovy fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP,) na dvé
signalizacni molekuly, inositol-1,4,5-trisfosfat (IP;) a diacylglycerol (DAG). IP; se vdze na vazebné
misto [Ps;-receptori v membrané endoplasmatického retikula, jejichz soucasti je také vapnikovy kanal
tizeny IP;, nachdzejici se na opatném konci proteinu nez vazebnd doména. Navazani IP; zméni
konformaci receptoru vedouci k otevieni vapnikového kanélu a efluxu Ca®* z vnitrobunéénych zasob
endoplasmatického retikula do ¢ichového senzorického neuronu (Mignery and Siidhof, 1990; Streb et
al., 1984). ZvySené mnozstvi kationtii uvnitt neuronu vede k depolarizaci membranového potencidlu
¢ichového senzorického neuronu (Boekhoff et al., 1990; Restrepo et al., 1992).

DAG-tizené kationtové kanaly se tcastni hlavni signalizacni drdhy po feromonové stimulaci

vomeronasalnich senzorickych neuronil v ¢ichovém epitelu (Lucas et al., 2003).

3.2.3 DRAHA GUANYLATCYKLAZY

Podmnozina ¢ichovych senzorickych neuronti exprimuje guanylatcyklazu D (GC-D) spojenou
s membranou (Fiille et al., 1995). Tyto neurony rozpoznavaji chemické podnéty, které navazanim
na katalytickou doménu GC-D aktivuji jeji ¢innost. GC-D zacne utvaiet z guanosintrifosfatu (GTP)
cyklicky guanosin-3°,5‘-monofosfat (cGMP), ktery stimuluje otevieni kanalu fizeného cyklickymi
nukleotidy (konkrétnd kanalu CNGA3) a vtok Ca’" do &ichového senzorického neuronu. Nartst
vnitrobunééného Ca®* vede k depolarizaci membrany neuronu a vzniku akéniho potencialu (Leinders-
Zufall et al., 2007).

Tato podmnozina senzorickych neuront mutze slouzit k rozpoznani CO,. Senzorické neurony
exprimuji karboanhydrazu II, enzym katalyzujici pfeménu CO, na hydrogenuhli¢itanovy ion.
Hydrogenuhli¢itanovy ion pfimo stimuluje cyklazovou doménu GC-D k tvorbé cGMP, které vyvola
otevieni kanalu fizeného cyklickymi nukleotidy a vtok kationtl do ¢ichového senzorického neuronu

(Hu et al., 2007; Sun et al., 2009).
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Signalni drdha guanylatcyklazy je aktivovana také piitomnosti sirouhliku (soucast hlodavciho
dechu), ktery se ve spojeni s pachem potravy podili na utvafeni socidln¢ ptedavané preference potravy

mezi jedinci (Galef et al., 1988; Munger et al., 2010).

3.3 CICHOVA DRAHA

Odoranty se vazi na piislusné receptory na vybézcich dendriti ¢ichovych senzorickych neuroni
rozmisténych po povrchu nosniho epitelu. Kazdy ¢ichovy senzoricky neuron exprimuje pouze jeden
gen odorantového receptoru a axony cichovych senzorickych neuronti exprimujicich tentyz
odorantovy receptor smétuji do specifického paru glomerul v ¢ichovém laloku (Mombaerts et al.,
1996). V glomerulech se axony cichovych senzorickych neuront ptfepojuji na dendrity projekcnich
neuront — mitralnich a chomackovych buné€k, pricemz chomackové buitky odpovidaji na $irsi rozsah
odorantd nez mitralni bunky (Nagayama et al., 2004). Projek¢ni neurony promitaji své axony
do cichové kiiry.

Piriformni ktra je nejvétsi kortikalni oblast s pfimym synaptickym vstupem z ¢ichovych lalokt
(Stettler and Axel, 2009). Anteriorni C¢ast piriformni kiry obsahuje vice eferentnich vlaken
z ¢ichovych lalokli nez posteriorni ¢ast (Zou et al., 2001). Axony pyramidalnich bunék piriformni ktry
utvaii excitatni synapse s proximdlnimi dendrity granularnich buné€k cichového laloku, jejichz
prostfednictvim inhibuji mitralni bunky pfes dendrodendritické synapse. Touto cestou se piriformni
ktira podili na kédovani Cichové informace (Balu et al., 2007). Proximalni vstupy z anteriorni ¢asti
piriformni kiiry mohu také poskytovat dlouhodobou potenciaci granularnich bun€k, ¢imz se mize
podilet na ¢ichovém uceni (Shakhawat et al., 2014; Gao and Strowbridge, 2009).

Nucleus olfactorius anterior, pars externa (AONpE) slouzi jako takzvand spojka mezi
kontralateralnimi cCichovymi laloky. Projekéni neurony daného glomerulu promitaji své axony
do ipsilaterdlniho AONpE, jehoz mistni neurony promitaji vyhradné do granularni vrstvy
kontralateralniho ¢ichového laloku, ptimo pod glomerulus propojeny se stejnym typem odorantového
receptoru. Timto zpiisobem je pfenasena ¢ichova informace specifického odorantu mezi hemisférami.
V AONpE muze také dochéazet ke zménam specifické ¢ichové informace, a tim k pfenosu informace
o urcitém odorantu podle ¢ichové paméti. Po odstranéni AONpE obecné nedochazi ke ztraté Cichu, ale
k nedostate¢nému prenosu ¢ichové informace mezi hemisférami podle ¢ichové paméti. AONpE je tedy
kritickym mistem pro oboustranny ptfenos ¢ichové informace, avSak na ptfenosu ¢ichové informace
mezi hemisférami se podili i dalsi korové oblasti. (Yan et al., 2008).

Entorhinalni ktira je oboustranné propojena axony s ¢ichovymi laloky i piriformni kiirou. Neurony
povrchové vrstvy entorhinalni kliry zprostfedkovavaji vedeni Cichové informace piijaté z piriformni
ktiry do hipokampu, odkud je zasilana zpétna vazba do entorhinalni kiiry (Dolorfo and Amaral, 1998;
Mouly and Di Scala, 2006; Agster and Burwell, 2009). Spojeni s hipokampem umoziuje ucast

entorhinalni kliry na ¢ichovém uceni.
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Odstranéni cichovych laloki ovliviiuje organizaci v primarni Cichové kaie. Dochazi k atrofii
dendritd neurond piriformni kiry, pyramidalnich neurontt v CAl oblasti hipokampu i neuronil
entorhinalni kary, coz vede k poklesu vzrusivosti téchto neuront (Morales-Medina et al., 2013b,
2013a). Remodelace neuronti piriformni a entorhinalni kliry se ziejmé odrazi v modifikaci neuroni
CA1 oblasti hipokampu (Morales-Medina et al., 2013a). Spolecné s dikazem oboustranného propojeni
entorhinalni kiry a hipokampu (Dolorfo and Amaral, 1998) tato zjisténi potvrzuji ptredstavu, ze se
entorhinalni ktra spolu s hipokampem podili na ¢ichové paméti. Po odstranéni Cichovych lalokl
ztratila entorhindlni ktira vstupy z ¢ichovych lalokid i pirifomni kiiry a dendrity hipokampalnich
neurontl se zkratily, coz se projevilo zhorSenou hipokampalni prostorovou paméti pti pokusech
v Morrisové vodnim bludisti (Morales-Medina et al., 2013b).

Cichova informace se pfenasi mezi neurony ¢ichovych laloki i v horizontalnim sméru pomoci sité
interneurontt glomerularni vrstvy- vnéjSich chomackovych bunék, povrchovych bunék s kratkymi
axony a také pomoci malého poétu axonid periglomerularnich bunék. Cichové senzorické neurony
predavaji ¢ichovou informaci na dendrity periglomerularnich bunék, vnéjSich choméackovych bunék a
mitralnich bun¢k. Periglomerularni bunky mohou pfimo inhibovat mitralni butiky, zatimco vnéjsi
chomackové bunky aktivuji povrchové buiky s kratkymi axony, jez se nachazi v meziglomerularnim
prostoru, a excituji periglomerularni buitky sousednich glomerult k inhibici mitralnich bunék. Vné&jsi
chomackové buiiky spolu s povrchovymi bunkami s kratkymi axony utvaii excitacni sit, zatimco
periglomeruldrni buniky maji tlumivy ucinek na mitralni bunkky (Hayar et al., 2004; Aungst et al.,

2003).

4 CIRKADIANNISYSTEM V CICHOVYCH LALOCICH

Cich jako smyslovd modalita je vyznamné ovlivnén cirkadiannim pacemakerem v &ichovych
lalocich (Granados-Fuentes et al., 2011). Tento cirkadianni systém mé zfejmé vyznamnou funkci jiz
v ¢asném vyvoji mladd’at savcd, jez se fidi pfevazné ¢ichem a u kterych cirkadianni systém v SCN jesté
pln€ nedozral (Sladek et al., 2004; Montufar-Chaveznava et al., 2012; Granados-Fuentes et al., 2004b).
Cirkadidnni pacemakery v ¢ichovych lalocich ukazuji nezavislost na hlavnich cirkadidnnich hodinach,
schopnost synchronizace s vnéj§imi teplotnimi cykly i vzajemné koordinace cirkadianni rytmicity
jednotlivych neuronit pomoci neuropeptidu VIP (Granados-Fuentes et al., 2004b; Miller et al., 2014).
Tyto pacemakery se opiraji o stejny molekularni zéklad jako hodiny v SCN, exprimuji kanonické
hodinové geny Perl, Per2, Cryl, Bmall, Clock a Npas2 (Shieh, 2003; Granados-Fuentes et al., 2011;
Montuafar-Chaveznava et al., 2012).

4.1 DUKAZY PRITOMNOSTI CIRKADIANNIHO PACEMAKERU V CICHOVYCH
LALOCICH

Studie zabyvajici se vyznamem cirkadidnniho systému v ¢ichovych lalocich ukazaly, Ze odstranéni

¢ichovych lalokd u mysi a kieckli vede k prodlouzeni ,,volné bézici“ periody lokomocni aktivity a
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u mysi také opozd’uje nastup aktivity (Pieper and Lobocki, 1991; Possidente et al., 1990). Pozd¢jsi
studie na osmacich degu odhalila vyznamné prodlouzeni svételné synchronizace cirkadiannich rytmi
lokomoc¢ni aktivity po fAzovém posunu cyklu svétla a tmy (Goel et al., 1998). Neboli bylo zjiSténo, Ze
cichové laloky ovliviiuji u€inek svételné informace na cirkadianni systém i jeho regulace rytmu
v lokomoc¢ni aktivité. AvSak teprve v neddvné dobé se zacCaly objevovat studie dokazujici
pacemakerovou vlastnost bunék ¢ichovych lalokii.

Studie Abe a kolegi méla za cil uréit rytmické vlastnosti diencefalonu, telencefalonu,
mesencefalonu a rhombencefalonu, které se 1isi ontogenetickym ptvodem. Telencefalické struktury
exprimovaly hodinovy gen Perl, ale pouze v Cichovych lalocich se jeho exprese opakovala
s cirkadianni periodou. Vysledky naznacovaly, Ze v mozku je lokalizovano vice cirkadidnnich
oscilatori vné SCN, mezi néz patii i Cichové laloky (Abe et al., 2002). K podobnému zavéru dosel
1 Shieh, ktery pozoroval vysokou turovenl exprese mRNA hodinovych gent Perl, Per2 a Clock
v piriformni klite, nucleus olfactorius anterior, hipokampu, ale také v mitralni a vnitfni granuldrni
vrstvé hlavnich cichovych lalokd potkant. Jelikoz lokalizoval nejsilnéjsi expresi genu Clock
v hipokampalnim gyrus dentatus a v mozecku, zatimco nejsilnéjsi expresi genid Perl a Per2
vykazovala SCN, usuzoval, Ze odliSnosti v intenzit¢ exprese by mohly odrazet specifické funkce
cirkadianniho systému v danych oblastech mozku (Shieh, 2003).

Granados-Fuentes s kolegy se rozhodli zjistit vliv konstantniho osvétleni na rytmy v ¢ichovych
lalocich a urc€it f4zi synchronizace mezi SCN a Cichovymi laloky. Pouzili transgenni potkany s genem
pro luciferazu zapojenym za promotor hodinového genu Perl(Peri-luc) a pozorovali, Ze konstantni
osvétleni prodlouzilo a nasledné zruSilo cirkadianni rytmy chovani a exprese Per/-luc v potkanich
SCN, zatimco cirkadianni rytmy exprese genu Perl v Cichovych lalocich pietrvavaly. Podobné
odstranéni SCN u potkant zru$ilo cirkadianni rytmy chovani, ale neovlivnilo cirkadidnni rytmy
v ¢ichovych lalocich. Tato zjisténi ukazuji, Ze Cichové laloky osciluji nezévisle na SCN a pro udrZeni
mistnich cirkadiannich oscilaci nevyzaduji signaly z SCN. Cichové laloky tedy obsahuji autonomni
cirkadianni pacemaker nezavisly na SCN (Granados-Fuentes et al., 2004a).

V dalsi studii se Granados-Fuentovi a jeho kolegiim podaftilo lokalizovat cirkadianni pacemakery
v ¢ichovych lalocich. Jednotlivé neurony Cichovych lalokti, konkrétné mitralni a chomackové buiiky,
transgennich potkanti (Peri-luc) vykazovaly odlisné cirkadianni periody v expresi PerI-luc v rozmezi
od 18,9 do 25,3 hodiny. Cirkadidnni oscilace se zfejmé utvafi uvnitf téchto neuront (Granados-
Fuentes et al., 2004b).

Az o deset let pozdéji bylo prokdzano, ze mitralni a chomackové buiiky ¢ichovych lalokli exprimuji
neuropeptid VIP a jeho receptor VPAC, (kddovany genem Vipr2), které slouzi k synchronizaci jejich
cirkadidnnich oscilaci. Miller s kolegy pozoroval pfetrvavajici cirkadianni rytmy exprese PER2
v ¢ichovych lalocich in vivo pfi konstantni tmé u wild-type mysi, zatimco VIP-deficientni mysi
vykazovaly za obdobnych podminek postupnou arytmicitu PER2 exprese. VIP tedy synchronizoval

cirkadianni rytmy exprese PER2 v ¢ichovych lalocich in vivo. Taktéz pti konstantni tmé& zkoumali vliv
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VIP na cirkadianni rytmus c¢ichového vniméni. U VIP/Vipr2-deficientnich myS$i nezaznamenali
vyznamné denni zmény ve vykonnosti ¢ichového vniméni oproti wild-type mySim. VIP se ziejmée
podili na regulaci ¢ichového chovani a jeho cirkadianni uvoliiovani pravdépodobné reguluje citlivost
projekénich bunék na pachové podnéty, s maximalni vykonnosti souvisejici s aktivitou zvirat (Miller

etal., 2014).

4.2 VYVOJ CIRKADIANN{HO SYSTEMU V CICHOVYCH LALOCICH

Cirkadianni rytmy exprese hodinového genu Perl v Cichovych lalocich byly zjistény jiz
u devatenactidennich embryi potkanti. V porovndni s genovou expresi Per! v ¢ichovych lalocich
u jednodennich potkani a tydennich potkand byly pozorovany odlisnosti ve fazi jejich cirkadiannich
rytmu. Vrchol exprese genu Per/ u devatenactidennich embryi nastal v pozdné subjektivni noci (okolo
ZT21), v ptipadé jednodennich potkanti v poledne (okolo ZT6) a u tydennich potkani se blizil nastupu
subjektivniho soumraku (okolo ZT12). Pozorovani demonstruji, Zze cirkadidnni rytmy v ¢ichovych
lalocich jsou utvareny jiz v ¢asném stadiu vyvoje potkant. Jejich faze se v pribéhu vyvoje méni a
u tydennich potkanti dosahuje vrcholu, pozorovaného u faze cirkadianniho rytmu dospélych jedincii
(Abe et al., 2002; Granados-Fuentes et al., 2004b). Studie, zabyvajici se vyvojem molekuldrniho
mechanismu v SCN, ukézala expresi mRNA hodinovych gent Perl, Per2, Cryl, Bmall a Clock
v SCN devatenactidennich embryi potkantl, avSak bez zjevného cirkadianniho rytmu (Sladek et al.,
2004), Ze srovnani téchto dat vyplyva, ze cirkadianni systém v Cichovych lalocich dozravé dfive
nez v SCN.

Kultury ¢ichovych lalokil jednodennich a devatenactidennich potkanii synchronizovaly sviij rytmus
genové exprese Perl s teplotnim cyklem (ZTO0 az ZT12 36,8°C; ZT12 az ZT24 35,3°C). Prvni den
kultury dosahovaly vrcholu exprese Perl/ vZT12,3 a po dobu nasledujicich sedmi dni opakované
tésn¢ pred prechodem z 36,8°C na 35,3°C s piiblizné 24hodinovou periodou. Vysledky ukazuji, ze jiz
prvni den po narozeni byly cichové laloky potkand schopné synchronizace s fyziologickymi
oscilacemi teplot, a tato schopnost synchronizace se u nich vyviji ¢asn¢ v ontogenezi ¢ichovych lalokt
(Granados-Fuentes et al., 2004b).

V nedavné dob¢ byl zkouman vyvoj cirkadianniho systému v SCN a cichovych lalocich
u tydennich novorozenych kralikti a byla porovndvana jejich rytmicka exprese hodinovych gent
s expresi pozorovanou u pétactyficetidennich kralikd. Jiz u tydennich novorozenych kralikdi byla
patrna cirkadianni exprese hodinovych gent Perl a Bmall v SCN, zatimco exprese genu Cryl
se v SCN opakovala s periodou pfiblizné patnact hodin. V periglomerularnich buiikdch a v mitralni
a vnitini granularni vrstvé cCichovych lalokli novorozenych i pétactyricetidennich kralika byl
pozorovan cirkadidnni rytmus exprese Perl, Cryl a Bmall mRNA, pficemz ob¢é vékové kategorie
ukazovaly podobnou fazi a amplitudu 24hodinové exprese hodinovych genil. Nastup exprese
hodinovych gent Perl a Cryl v ¢ichovych lalocich nastal v podobnou denni dobu, nejvyssi exprese

genu Perl byla pozorovana 12 hodin po nastupu svétla. Vysledky naznacuji, ze cirkadianni oscilator
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v ¢ichovych lalocich dozrdva u slepych novorozenych kraliki, podobné jako u potkant, dfive
nez v SCN a Ze cirkadidnni systém u novorozenych kralikti mtize byt pravdépodobné synchronizovan
nesvételnymi ¢ichovymi podnéty (Montufar-Chaveznava et al., 2012).

Mozny vztah cirkadiannich pacemakerti v ¢ichovém systému a v SCN naznacily dalsi zajimavé
studie. U novorozenych kralikl byla zjisténa synchronizace cirkadiannich rytmt exprese PER1, CRY1
a BMALI1 v hlavnich ¢ichovych lalocich, ale také v SCN, feromonem 2-metylbut-2-enal (2MB?2)
obsazenym v matefském mléce (Schaal et al., 2003; Charra et al., 2012; Trejo-Muifioz et al., 2014).
Pozorovani odhalila, Ze SCN jsou citliva na ¢ichové podnéty pouze v dob€ od ZTO do ZT18. Teprve
ve véku, ve kterém mladé opousti noru a je vystaveno cyklu svétla a tmy, zacind prevladat svetelna
synchronizace jeho cirkadianniho systému pfes SCN. Hlavni ¢ichové laloky tudiz v ¢asném obdobi
vyvoje kralikii zastavaji docCasnou funkci hlavniho cirkadianniho pacemakeru, protoze svételny

sefizovaci systém skrze RHT dozrava az po narozeni (Davis et al., 1990; Trejo-Muiioz et al., 2014).

4.3 VYSTUPNIRYTMY

Piriformni ktra ziskavd pfimé vstupy z mitralnich bun€k cichovych laloki. Muze tak byt
povazovana za cilovou strukturu i cirkadidnniho systému ¢ichového laloku. Piriformni kiira sama také
exprimuje hodinové geny, napf. exprese hodinového genu Per! byla naméfena v piriformni ke
potkant in vitro, avSak nevykazovala cirkadidnni oscilace (Abe et al., 2002). Granados-Fuentes a jeho
kolegové chtéli zjistit, zda cirkadianni hodiny obou struktur souvisi s ¢ichovou funkci. Méfili expresi
okamzitého raného genu c-Fos, jez se bézn€ pouzivad jako marker aktivace bunék, vyvolanou viini
cedrového oleje in vivo v Cichovém systému mysi. Za konstantni tmy vyvolala tato viiné¢ podobné
denni rytmy indukované exprese c-Fos v bunkach mitralni i granularni vrstvy cichovych laloki
a v bunkach piriformni kiiry. Nejveétsi mnozstvi c-Fos v buiikdch bylo aktivovano béhem subjektivni
noci a nejmén¢ béhem subjektivniho dne, coz odpovida nocni aktivité mysi, a s ni spojené vetsi
vzruSivosti neuronti ¢ichového systému po pachové stimulaci béhem noci. Viné cedrového oleje
vyvolala také excitaci membrany mitralnich bunék cichovych lalokli i bunék piriformni kiiry, coz
odpovida jejich propojeni a pfenosu ¢ichové informace (Granados-Fuentes et al., 2006).

Granados-Fuentes a kolegové chtéli také objasnit vliv SCN na pachem vyvolané rytmy v ¢ichovém
systému. Po odstranéni SCN pozorovali pietrvavajici rytmy c-Fos v ¢ichovych lalocich i v piriformni
kife mysi vyvolané vini cedrového oleje. Zjistili, Ze pachem vyvolané rytmy v ¢ichovém systému
nejsou pod kontrolou SCN, ale jsou pravdépodobné fizené cirkadiannim pacemakerem v ¢ichovych
lalocich, jelikoz i bez pfitomnosti viiné cedrového oleje pozorovali spontdnni cirkadianni expresi
c-Fos v buiikach Cichovych lalokdi a piriformni kdry. Odstranili proto mySim bilateralni ¢ichové
laloky a in vivo pozorovali arytmicitu spontdnni exprese c-Fos v burikach piriformni kiiry béhem
cirkadianniho cyklu. Timto dokazali, ze cirkadianni pacemaker v Cichovych lalocich fidi rytmy

¢ichového vnimani v piriformni kiife u mysi (Granados-Fuentes et al., 2000).
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Na zavér Granados-Fuentes s kolegy zkoumali vliv bulbektomie na lokomocni aktivitu mysich
sameckl. Ukézali, Zze odstranéni Cichovych lalokit u mySi vyznamné snizilo pocet dni pottebny
pro resynchronizaci po Sestihodinovém ptedbehnuti svételného cyklu. A naopak, Zze bulbektomie
prodlouzila dobu resynchronizace k Sestihodinovému zpozdéni svételného cyklu. Bulbektomie u mysi
ztratou vstupt z Cichovych lalokt do SCN. Vysledky poukazuji na propojeni SCN a ¢ichovych lalokd,
jejich vzajemné ptsobeni a ovlivilovani. Zaroveil vSak demonstruji, Ze Cichové laloky ovliviiuji denni
chovani fizené SCN (Granados-Fuentes et al., 2006).

V pozdéjsi studii Granados-Funetes s kolegy ukézali, Ze i cirkadidnni rytmy ¢ichového rozliSovani
pfetrvavaji po odstranéni SCN. Predpokladali, ze molekularni mechanismus fidici tyto rytmy
je podobny mechanismu regulujicimu cirkadianni lokomoc¢ni chovani. Zkoumali proto naruSeni rytmi
¢ichového rozliSovani u mysi s deleci hodinovych gent Bmall, Npas2, Perl a Per2. Zjistili, Ze
Bmall-deficientni mySi postradaji cirkadidnni rytmy cichového rozliSovani, podobné tomu bylo
iu Perl"Per2" double mutantnich mySi. Oproti tomu ztrata genu Npas2 nevyvolala méfitelny vliv
na tyto rytmy. Cirkadianni rytmy ¢ichového rozliSovani tedy zavisi na hodinovych genech Perl, Per2
a Bmall, zatimco Npas2 neni nezbytny pro tuto cirkadianni regulaci. Navic Perl”Per2” double
mutantni mysi ukazovaly nepietrzité¢ zvySenou ¢ichovou vykonnost, z ¢ehoz vyplyva, ze hodinové
geny Perl a Per? tidi poklesy cichové citlivosti béhem dne. Vysledky naznacuji, ze cirkadianni
hodiny, které tidi rytmy cichového rozliSovani, snizuji Cichovou citlivost u mysi béhem dne a
pouzivaji podobné molekularni mechanismy jako kanonické hodiny v SCN (Granados-Fuentes et al.,

2011).

4.4 SYNCHRONIZATORY

Nejcastéjsi a také majoritni Zeitgeber hlavnich cirkadiannich hodin, svétlo, nepfimo synchronizuje
cirkadianni pacemaker v ¢ichovych lalocich a vyvolavé expresi hodinovych gentt Perl a Per2. AvSak
v piipadé mlad’at kraliki nejvyssi synchronizacni funkci mé matefské mléko, které obsahuje
feromony. Navic byla prokdzana i synchronizace cirkadianniho pacemakeru v ¢ichovych lalocich
pomoci teplotnich cyklil prostfedi (Hamada et al., 2011; Nolasco et al., 2012; Granados-Fuentes et al.,
2004b).

Hamada a kolegové zkoumali citlivost hodinovych genti Perl, Per2 a Bmall v Cichovych lalocich
na odlisné intenzity svételnych pulst u mysi. Silny svételny puls vyvolal expresi gentt Perl a Per2
hlavné v mitralnich bunkach a granularni vrstvé ¢ichovych lalokd, zatimco exprese genu Bmall nebyla
pozménéna zadnym svételnym pulsem. Autofi poprvé ukazali, ze ¢ichové laloky ziskavaji svételnou
informaci, kterd mize vyvolat expresi genti Perl a Per2. Zda se tedy, ze nezavisly cirkadianni
pacemaker v ¢ichovych lalocich mize byt synchronizovan svételnymi cykly prostfedi. Svételné

podnéty jsou pravdépodobné piinaSeny nepiimo z SCN (Hamada et al., 2011).

17



Synchronizace cirkadiannich rytmd v hlavnich Cichovych lalocich k ¢asové omezenému kojeni
byla prokazana na sedmidennich krélicich stfidavé krmenych jednou denné (bud’ ve 2 h, nebo v 10 h),
nebo hladovéjicich. U krmenych subjekti Nolasco a kolegové pozorovali nartst proteinu c-FOS
v dob¢ kojeni, ktery byl patrny jeste¢ o devadesat minut pozdéji. Tato exprese byla interpretovana jako
tzv. ,,food anticipatory activity®, kdy se zvysi pohybova aktivita zvitat a aktivita n¢kterych mozkovych
struktur v ocekavani pfijmu potravy (Mistlberger, 1993). V periglomerularni, mitralni a granularni
bunécné vrstveé hlavnich ¢ichovych lalokl byla patrna rytmickd exprese genu Perl s fazovymi posuny
Ctyfi az osm hodin po Casové omezeném kojeni. Z pozorovani vyplynulo, Zze cirkadianni rytmy
v ¢ichovych lalocich kréli¢ich mlad’at mohou byt sefizovany ¢asovanym sanim mléka (Nolasco et al.,
2012).

Granados-Fuentes s kolegy vystavili po dobu osmi dni kultury neuront ¢ichovych lalokd potkanti
teplotnimu rezimu 12 h/ 36,8°C:12h/ 35,3°C, a zkoumali jejich synchronizatni moznosti.
Pozorovali, Ze neurony Cichovych lalokii byly schopné synchronizace s fyziologickymi oscilacemi
teplot o 1,5°C a jiz od druhého dne exposice dosahovaly maxima tésné pied ptechodem z 36,8°C do
35,3°C. Oscilace neuronti vykazovaly primérnou periodu 21,9 £ 0,6 h. Autofi tedy demonstrovali, ze

neurony ¢ichovych lalokli se dokazi synchronizovat s teplotnimi cykly prostfedi (Granados-Fuentes et

al., 2004b).

5 ZAVER

Zminéné studie prokdzaly piitomnost autonomnich cirkadiannich oscilatord v mitralnich
a chomackovych buitkdch cichovych lalokd savet,, které vykazuji nezavislost na hlavnich
cirkadiannich hodinach v SCN a maji schopnost synchronizovat se s vnéjSimi teplotnimi cykly.
Tato vlastnost se u cirkadiannich pacemakerii v ¢ichovych lalocich objevuje jiz v ¢asné fazi vyvoje a
byla prokazana u novorozenych potkant i kralikti. Vyznam oscilatord je dobte patrny i pii nasledném
vyvoji mlad’at hlodavct a kralikli, jez jsou plné odkazani na péci matky a tidi se hlavné Cichem.
V tomto obdobi jesté zcela nedozral cirkadianni oscilator v suprachiasmatickych jadrech hypotalamu,
a proto cirkadidnni pacemakery v hlavnich ¢ichovych lalocich do€asné zaujimaji funkci hlavniho
cirkadianniho pacemakeru a synchronizuji se nesvételnymi podnéty, naptiklad jiz zminénymi
teplotnimi cykly prostiedi nebo prostfednictvim feromond obsazenych v matefském mléce.
V dospélosti k synchronizaci téchto pacemakerd miize slouzit také svétlo, jako je tomu u hlavnich
cirkadiannich  hodin.  Svételnd informace je do cichovych laloki vedena neptfimo
ze suprachiasmatickych jader a propojeni obou pacemakerti dokazuje také vliv cirkadiannich
pacemakerti v Cichovych lalocich na cirkadianni rytmy lokomo¢ni aktivity. Vystupni rytmy
cirkadiannich pacemakerd v ¢ichovych lalocich se také promitaji do rytmického ¢ichového vnimani
v piriformni kiife nebo ménici se Cichové citlivosti béhem dne. V minulém roce byla dokonce

prokazana ucast neuropeptidu VIP na synchronizaci jednotlivych pacemakert v ¢ichovych lalocich
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a také na udrZeni cirkadidnnich rytmti ¢ichového vniméni. Budouci studie by se mohly zaobirat
prokazanim cirkadidnnich rytmt ¢ichového vnimani v ostatnich oblastech primarni ¢ichové ktry nez
v oblasti piriformni kiiry. Taktéz zajimavé by byly pokusy vysvétlujici u€inek odoranti na hlavni
cirkadianni hodiny a jimi fizené rytmy lokomocni aktivity nebo objeveni alternativnich cirkadidnnich
vystupli pacemakerti v ¢ichovych lalocich. V neposledni tfad¢ stile visi otaznik nad vzijemnym
vztahem molekularnich komponent mechanismu téchto pacemakerii a chybi dikazy osvétlujici

utvareni cirkadiannich rytmi ¢ichového chovani.
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