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Abstrakt

Nase télo je vystavené velkému mnozstvi cyklickych zmén ve svém okoli, jako je
napfiklad stfidani dne a noci nebo roc¢nich obdobi. Aby mohl organismus tyto zmény
piedvidat a v€as na n¢ reagovat, je vybaven vnitinimi hodinami, které rytmicky ovliviiuji
fyziologické procesy, jako jsou spanek nebo metabolické rytmy. Vzhledem k tomu, Ze
naruseni na$i vnitini rytmicity na molekularni i behavioradlni urovni pfispivd k mnoha
zédvaznym onemocnénim, je nezbytné, aby byly vSechny mechanismy téchto vnittnich hodin
spravné vyvinuty a sefizeny. Za prvotni nastaveni nasich cirkadiannich hodin je odpovédna
matka, kterd za pomoci nejriznéjSich signalti pfedava embryu rytmickou informaci o stfidani
dne a noci. Ackoliv je tato synchronizace mezi matkou a mladétem tématem, kterému se

vénuje ¢im dal vice pozornosti, dosud neni znam jeji pfesny mechanismus.

Tato prace si klade za cil piispét k aktudlnimu poznani této problematiky.
Experimenty, realizované v této préci, se tykaji zkoumdni schopnosti matefskych signéli
synchronizovat centralni cirkadidnni hodiny embrya s okolnimi podminkami. Bfezim samicim
bylo manipulovano se svételnym i potravnim rezimem a nésledné byl pozorovan efekt téchto
zmén na neurondlni aktivitu v suprachiasmatickych jadrech 19ti dennich embryi, méteny

pomoci exprese genu c-fos.
Klic¢ova slova:

cirkadianni hodiny, suprachiasmaticka jadra, c-fos, ontogeneze, matetska synchronizace



Abstract

Our body is influenced by many cyclical changes in the environment, such as day and
night or seasons. To predict these changes and react to them in time, the organism is equipped
with inner clock, which rhythmically influences many physiological processes, such as sleep
or metabolic rhythms. Disrupting our inner rhythms at molecular and behavioral levels
contributes to many serious disorders. It is necessary that all mechanisms of the inner
circadian clock are developed and set up properly. Circadian clocks are set up by the mother,
who passes rhythmical information about day and night cycle on to her embryo. Though a
great attention is devoted to revealing the nature of this synchronization between the mother

and her pup, the mechanisms of this process have not been fully understood yet.

The aim of this thesis is to contribute to actual understanding of this synchronization.
Experiments, performed in this thesis, relate to studying the ability of maternal signals to
synchronize embryos with the environment. Feeding and light regime of pregnant rats was
manipulated and the effect of these changes on the neuronal activity within the

suprachiasmatic nuclei of 19-day embryos was analyzed.

Key words:
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Seznam zkratek

AA NAT

AVP

B2M

B2m

BMALI

Bmall

CCG

Ccg

CLOCK

Clock

CREB

CRY1

Cryl

CT

DBP

DM

GABA

IGL

aralkylamine N-acetyl transferaza
arginin vasopresin

rB-2-mikroglobulin

gen pro rB-2-mikroglobulin

brain a muscle Arnt-like 1

brain a muscle Arnt-like 1 gen

clock controlled protein

clock controlled gen

circadian locomotor output cycles kaput
circadian locomotor output cycles kaput gen
cAMP response element binding protein
cryptochrome 1

cryptochrome 1 gen

circadian time

albumin D-site-binding protein
dorzomedialni

embryonalni den

gama aminomaselna kyselina

intergenikulatni listek



LD light : dark

LL light : light

NPAS2 neuronal PAS domain 2

Npas?2 neuronal PAS domain 2 gene
ocC optické chiasma

P postnatalni den

PER 1 period 1

Per 1 period 1 gen

PER 2 period 2

Per 2 period 2 gen

PH periferni hodiny

PVN paraventrikularni jadro hypothalamu
RF restricted feeding

ROR retinoid related orphan receptor
RTH retinohypothalamicky trakt

RT-PCR real time-PCR

SCN suprachiasmatic nucleus

SPO sobéstacné periferni oscilatory
V3 treti mozkova komora

VIP vasoaktivni intestinalni peptid

VL ventrolateralni



ZPO

zéavislé periferni oscilatory
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1. Uvod

Vétsina zivych organisml vykazuje rytmicitu na behaviordlni a fyziologické urovni,
jakou je spanek a bdéni, télesnd teplota nebo metabolické procesy. Tyto vnitini rytmy
zivoCicht vznikly jako odpovéd na pravidelné se ménici podminky okolniho prostiedi,

zahrnujici predevsim stiidani dne a noci, a pomahaji je predvidat a pfizptsobit se jim.

Rytmické zmény vnitiniho prostfedi Zivych organismt probihaji s riznou periodou.
opakuji priblizné kazdych 24 hodin. Tyto rytmy jsou u savcil fizené centrdlnim endogennim
oscilatorem v suprachismatickych jadrech hypothalamu (SCN). Na molekularni Grovni
vznikaji v kazdé bunce jader pomoci rytmické exprese tzv. hodinovych genil, které se

vzajemné ovlivituji pomoci transkripéné translac¢nich zpétnovazebnych smycek.

Vnitini cirkadidanni hodiny podIéhaji hierarchickému uspofadani. Nejvyse jsou
postavena SCN, ktera pfijimaji informace z retiny o svételném stavu okolniho prostiedi a tuto
informaci poté predavaji periferii prostiednictvim rytmické sekrece hormont, nebo pomoci
vegetativniho nervového systému. Stejné jako v neuronech SCN, jednotlivé bunky perifernich
organt, jako jsou napiiklad jatra, stfevo nebo pankreas, vykazuji vlastni expresi cirkadidnnich
genl. Tyto periferni oscilace jsou vSak zavislé na SCN, které je synchronizuji s okolnim

prostfedim.

Nyni se zac¢ind ¢im dal vice pozornosti vénovat vyvoji cirkadiannich rytmt. Ty
vznikaji v SCN postupné a jejich vyvoj za€ina jiz na fetdlni Grovni, kde je za spravné
nastaveni rytmicity odpovédna matka. Matetské rytmy jsou shodné s rytmy embrya, coz
pfedpokladd synchronizacni signdl mezi matkou a plodem. Do této doby vSak neni zndm
piesny mechanismus tohoto signalu, ani zpusob, jakym jej embryo piijima. Cilem této prace
je prispét k poznani téchto mechanismli synchronizace mezi matkou a mladétem. Zamétila
jsem se na 19ti denni embrya a zpUsob, jak je jejich vyvijejici se SCN ovlivnéno manipulaci

s pfijmem potravy a posunutim svételného reZzimu, jimz je vystavena jejich matka.

11



Cile této diplomové prace jsou:

1. Zjistit, zda posunuti svételného rezimu ve sméru fazového zpozdeéni nebo predbehnuti,
realizované v embryonalnim véku 14 (E14) ovlivni denni profil exprese genu c-fos

v SCN u 19ti dennich embryi potkana
2. Zjistit, zda omezeni doby piijmu potravy (restricted feeding, RF) na 6 hod béhem dne

od prvniho dne bfezosti samicim vystavenym stalému svétlu (LL) ovlivni denni profil

exprese genu c-fos v SCN 19ti dennich embryi potkana
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2. Literarni prehled

2.1.Biologické rytmy

VétSina procesit v naSem téle probihd rytmicky. Tyto biologické rytmy maji razné
dlouhou periodu. Podle délky periody je mizeme rozdé€lit na ultradianni, infradianni a
cirkadianni. Ultradianni rytmy se opakuji Castéji nez jednou za den. Jako ptiklad mize byt
uveden rytmus v neuronalni aktivité, nebo dychani. U infradidnnich rytmu, mezi které patii
menstruacni cyklus, nebo migrace, je perioda dlouhd vice dni a né€kdy i déle nez rok.
Poslednim a zaroven nejdtlezitéjSim typem jsou rytmy cirkadianni, které se opakuji priblizné
jednou za den a mezi které spadaji spankové cykly, rytmus v télesné teploté nebo tvorbé

hormona.

Cirkadianni rytmy vznikly jako evolu¢ni adaptace. Dalsi priklady rytmu, které se fidi
kosmickymi cykly, jsou semilunarni (jednou za 14,7 dni) cirkalunarni (jednou za 29,5 dni) a

cirkaanudlni (jednou za 365 dni) rytmy.

2.2. Cirkadianni systém

2.2.1. Cirkadianni oscilatory v téle

V evoluci se u témét vSech organismi Zijicich v periodickém prostiedi vyvinul systém
cirkadidnnich oscilator. Misto, uspofadani a molekularni mechanismus téchto oscilatort se
mezi jednotlivymi organismy 1i8i, avSak jejich podstata, tedy synchronizace organismu
s vnéjSim svétem, je stejnd (Zordan et al., 2000). U savcl podléha cirkadidnni systém

hierarchickému uspofadani (Yamazaki et al., 2000).

Nejvyse postaveny je tzv. centrdlni pacemaker. Jedna se o oscilator, ktery je schopen
samostatné tvorby cirkadiannich rytmi bez sniZeni jejich amplitudy v ¢ase. Tento pacemaker
je endogenni povahy, dokaze tedy indukovat tvorbu rytma nezavisle 1 bez ptitomnosti

vnéjsich vlivi.
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Centralni pacemaker synchronizuje tzv. semiautonomni oscilatory. Jedna se o bunky
v naSem tele, které jsou sice schopné samostatné generovat rytmy v expresi hodinovych gend,
nedokézi vSak tuto rytmicitu udrzet dlouhodobé synchronizovanou v ramci jednoho organu a

bez pasobeni centralniho pacemakeru dochazi k jejich desynchronizaci.

Poslednim typem oscilatort je tzv. "slave" oscilator. Zde se jednd o bunky, které
nejsou schopné tvorit rytmy v cirkadidnnich genech samy od sebe a vyzaduji iniciaci tvorby

oscilaci od n¢jakého vyse postaveného oscilatoru.

2.2.2. Centralni hodiny

Centralnim pacemakerem v téle savcl jsou suprachiasmatickd jadra (Moore and
Eichler, 1972; Stephan and Zucker, 1972). Jedna se o parovou strukturu, slozenou v mozku
potkana zhruba z 10 000 neuronti. Tato jadra se nachazeji v anteriorni ¢asti hypothalamu nad

ktizenim optickych nervii a v tésné blizkosti tieti komory (viz obr. 1).

Obr. 1: Rez mozkem potkana s vyobrazenymi suprachaismatickymi jadry (SCN), které se u
potkana nachdzi tésn€¢ nad optickym chiasmatem (OC) a pfiléhaji k tfeti mozkové komote (V3)

(Kriegsfeld and Silver, 2006)
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Jak zde jiz bylo zminéno, centralni pacemaker je endogenni povahy a proto mohou
v buiitkach SCN vznikat rytmy v expresi genll i bez pfitomnosti vn&jSich vlivi. Lokalizace
centralniho oscildtoru u savcl byla zjisténa na zaklad¢ nékolika experimentd, kdy jednim
z nich byla napftiklad izolace téchto jader od okolni tkan¢ (Inouye and Kawamura, 1979),
vypozorovani ztraty rytmicity v téle pfi 1ézi SCN (Moore and Eichler, 1972) a nebo dikaz
prenosu funk¢nich hodin transplantaci z darce na ptijemce (Lehman et al., 1987; Ralph et al.,

1990)

2.2.2.1. Stavba SCN

Kazdé suprachiasmaické jadro se d€li na dve ¢asti, které jsou schopné tvofit vlastni
vnitini rytmicitu nezavisle na sob¢ (Shinohara et al., 1995). Jednd se o Cast ventrolateralni
(VL) a dorzomedialni (DM) (viz obr. 2). VL substruktura SCN obsahuje neurony, které jsou
schopné odpovédét na svételny stimul (Jiao and Rusak, 2003; Shibata et al., 1984) a je
v pifimém kontaktu s chiasmatem, tudiz pfijimad informaci o svételném stavu z optickych
nervl. Dadle je charakteristickd pfitomnosti neurond, syntetizujicich vasoaktivni intestinalni
peptid (VIP), ktery je odpovédny za synchronizaci a silu rytmicity v ramci vSech bunék SCN.
Pokud nedochézi k spravné signalizaci pies VIP receptory, neurony se stavaji
desynchronizovanymi a mizi rytmus v jejich elektrické aktivité (Maywood et al., 2006). DM
SCN piijimé informace zkortexu a hypothalamu a vykazuje rytmus v tvorbé arginin-
vasopresinu (AVP) (Cagampang et al., 1994; Moore et al., 2002). Ob¢ tyto substruktury jsou
propojené ¢etnymi neuralnimi spoji a vzajemné komunikuji. Pokud dojde k jejich rozdéleni,

pouze VL ¢ast SCN si zachova synchronizované rytmy (Yamaguchi et al., 2003).

Dalsi latkou, které se podili na funkci SCN je napiiklad inhibi¢ni neurotransmiter-

kyselina gama amino maselnd (GABA) (Albus et al., 2005).

2.2.2.1. Vstupni drahy do SCN

SCN pfijimd svételné signaly zretiny a signaly nesvételné povahy z jinych
mozkovych struktur. Hlavnim vstupem do SCN je retinohypothalamicky trakt (RTH), ktery za
pomoci vylevu glutamatu vede informaci o aktudlnim svételném stavu okolniho prostiedi

(Ding et al., 1997; Gooley et al., 2001). RTH zaciné u svétlocivnych bunék v retin€, pokracuje
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retina RTH

Obr. 2: SCN se déli na dvé substruktury: ventrolateralni (VL) a dorzomedialni (DM). VL ¢ast
SCN naléha na optické chiasma (OC) a pfijima vstupy z RHT, ktery pro mezibunéénou komunikaci
vyuziva aminokyselinu glutamat. VL 1 DM tvoii specifické signaliza¢ni latky. Pro VL je
charakteristicky VIP a v DM se tvoti prevazné AVP. VIP i AVP jsou buitkami SCN tvofeny rytmicky.
(upraveno podle Hafner et al., 2012)

optickymi nervy a kon¢i ve VL casti SCN, kde informace o svételném pulzu indukuje tvorbu

specifickych hodinovych gent (Akiyama et al., 1999).

Dal$im nepfimym vstupem z retiny do VL SCN je genikulohypothalamicky trakt,
ktery vede sekundarni vizualni informaci ptes intergenikuldtni listek thalamu (IGL), ve
kterém dochazi k zaclenéni informaci nesvételného charakteru (Abe and Rusak, 1992; Moore

and Card, 1994).

Posledni vstup do SCN vychézi z raphe nuclei, které vede hlavné nesvételné podnéty

(Moga and Moore, 1997).
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2.2.2.2. Vystupni drahy SCN

Vystupni drahy z SCN mifi do dalSich oblasti mozku, a poté nepfimo do michy a
perifernich organi. Tyto drahy synchronizuji semiautonomni a "slave" oscilatory za cilem
synchronizovat procesy v celém téle se svételnymi podminkami okolniho prostiedi (Buijs et
al., 2003).

SCN projikuje napt. do paraventrikularniho jadra hypothalamu (PVN), které je
dalezitym pfepojovacim centrem. PVN dale vysild signaly do hypofyzy, ¢imz moduluje

rytmus v sekreci hormont, spinalni michy a bloudivého nervu (viz obr. 3)

hormony
hypofyzy

hormonadlni

signaly f

endokrynni orgdany

Obr. 3: Znazornéni zakladnich cest, kterymi je SCN propojeno s periferii téla. Prvni vystup
zSCN, vede pres neuroendokrinni neurony paraventrikularniho jadra hypothalamu (PVN) do
hypofyzy, kde ovlivituje tvorbu hormond. Druhy vystup vede opét pies PVN a konc¢i v dorzalnim
motorickém jadfe bloudivého nervu (DMYV). I tieti vystup z SCN vede pies PVN a mifi do
preganglionickych neuronti intermediolateralniho sloupce pateini michy (IML) (upraveno podle Buijs

et al., 2003)
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2.2.2.2.1. Melatonin

Nepifimym neurohumoralnim vystupem z SCN je melatonin. Jedna se o molekulu,
ktera je rytmicky tvofena v bunkéach epifyzy z aminokyseliny tryptofanu. Epifyza podléha
regulaci SCN (Perreau-Lenz et al., 2005) a sekrece melatoninu piedstavuje dobie Citelnou
zpravu pro periferii téla o aktudlnim svételném stavu okoli. Mezi dalsi organy, které tvofi

melatonin, patii napf. retina, kostni dien a gastrointestinalni trakt.

Pro tvorbu melatoninu je limitujicim enzymem aralkylamine N-acetyl transferdza (AA
NAT) (Baler et al., 1997). Tento enzym je u savcu regulovan na urovni transkripce a jeho
stabilita je ovlivnéna i postranslacnimi modifikacemi, jako je fosforylace (Klein et al., 1997).
Vsechny tyto regulace napomahaji tvorbé cirkadianni rytmicity v mnoZzstvi enzymu.
V pribéhu noci je hladina AA NAT nejvyssi a béhem dne klesa. Tento rytmus v mnozstvi

enzymu piirozen¢ kopiruje i rytmickd hladina melatoninu v téle (Illnerova and Vanecek,
1988).

Melatonin hraje dilezitou roli v mnoha fyziologickych procesech, jako je sezdénni
reprodukce (Carter and Goldman, 1983), regulace spanku (Monti et al., 1999) nebo ovlivnéni
krevniho tlaku (Scheer et al., 2004). Nedostatecné sekrece, nebo zména v rytmu melatoninu
doprovazela zmény v dusevnim stavu a byla prokazand napt. u pacientd trpicich depresi

(Claustrat et al., 1984; Tuunainen et al., 2002).

2.2.3. Periferni hodiny

Stejné jako SCN, i bunky perifernich orgénd jsou schopné generovat rytmy. Tyto
periferni oscilatory vSak vyzaduji synchronizaci ze strany centralniho pacemakeru, tedy
z SCN. Podobné jako SCN, i1 buiiky periferie jsou schopné po ur¢itou dobu generovat
pravidelné rytmy bez vnéjsiho signdlu, jejich amplituda vSak postupné klesd a rytmy
v jednotlivych buikéch se stavaji v ramci jednoho orgénu desynchronizované (Yoo et al.,

2004). Soucasné dochazi k rozpadu behavioralni rytmicity (Stephan and Zucker, 1972).

Ackoliv neurony SCN a bunky perifernich organli jsou schopny vytvaret rytmy

v expresi hodinovych geni, 1i8i se vzajemné v nacasovani téchto oscilaci, kdy v periferii jsou
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o tyto rytmy nékolik hodin fazové opozdény (Balsalobre et al.,

(viz obr. 4).
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Obr.4: Exprese cirkadiannich gend v perifernich organech je oproti SCN fazové opozdéna o

nékolik hodin. Toto zpozdéni je pravdépodobné zplsobeno Casem, ktery je potfeba vynalozit na

tvorbu a transport humoralnich signald do periferie (upraveno podle Balsalobre, 2002).

Mezi periferni orgény, u kterych byla prokdzana rytmicita v expresi hodinovych gent

patfi napfiklad jatra (Tahara et al., 2012), tukovad tkan (Ando et al.,

2005), pankreas

(Mubhlbauer et al., 2004), kolon (Sladek et al., 2007) a kosterni sval (McCarthy et al., 2007).
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2.2.3.1. Synchronizace v periferii

Periferni organy nemaji zadny piimy kontakt s retinou a proto jsou zavislé na
vystupech z SCN, které jsou popsany vyse. Signaly z centralniho pacemakeru vsak nejsou

jediné, které periferie pfijima a které ji ovliviiuji.

Pro orgény, jako jsou naptiklad jatra nebo pankreas, je velmi silnym synchroniza¢nim
signalem pfijem potravy. Pokud jsou potkani, ktefi jsou pfirozené¢ no¢nimi zvifaty, vystaveni
moznosti piijimat potravu pouze pies den, rytmy v periferii zareaguji na tuto situaci a jejich
nacasovani se tomu prizpisobi. Oscilace v SCN, synchronizované svétlem vSak ziistanou
nezménéné (Stokkan et al., 2001), coz vede kvzajemné desychronizaci centralnich a

perifernich hodin v organismu.

Stejného vysledku dosdhly i experimenty na mySich, u kterych potrava, poddvana
v pribéhu dne posunula fazi exprese hodinovych gend Perl, Per2 a Cryl v jatrech o 12
hodin. Dostupnost potravy v noci méla jen maly efekt na transkripci hodinovych gent, coz se
da predpokladat vzhledem k tomu, ze mysi konzumuji vétSinu potravy v noci (Damiola et al.,

2000).

Omezenéd dostupnost potravy dokaze ovlivnit 1 aktivitu pokusnych zvirat, kterd je

zvysena pied ocekavanym piistupem k potravé (Marchant and Mistlberger, 1997).

Mezi dalsi signaly nesvételné povahy, které ovliviiuji nastaveni perifernich hodin,

patii télesna teplota (Brown et al., 2002) a fyzicka aktivita (Buxton et al., 2003) (viz obr. 5).

2.2.1. Poruchy cirkadianniho systému

Pokud na§ Zivotni styl nerespektuje pfirozeny cirkadianni rytmus, mize dochazet
k naruSeni cirkadiannich hodin a nasledné¢ ke vzniku ftady nemoci. Rizikovym faktorem jsou
v tomto smyslu prace na smény, nebo Casté prelety pres vice Casovych pasem. Toto naruSeni
pfirozené¢ho behu rytmi v naSem téle mlze ptispivat k metabolickému syndromu (Jean-Louis

et al., 2014; Karlsson et al., 2001) nebo rozvoji nddorového onemocnéni. U Zen, které pracuji
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Obr. 5: Periferni organy pfijimaji nejriznéj$i synchroniza¢ni signaly, mezi které patii
hormonalni a neuralni vystupy z SCN, fyzicka aktivita, nebo pfijem potravy (upraveno podle Duez

and Staels, 2009).

na smény byla naméfena zvySend hladina estrogenu (Schernhammer et al., 2004) a zaroven i
zvySeny vyskyt nadord prsu (Schernhammer et al., 2001). Mezi dalsi organy, u kterych bylo
naznaceno spojeni mezi sménnym provozem a zvySenym vyskytem rakoviny je prostata

(Kubo et al., 2006), tlusté stievo a rectum (Schernhammer et al., 2003).

Jednim z moZnych vysvétleni zvySeného vyskytu rakoviny u osob, které pracuji na
smény je naruSend rytmicita v tvorbé melatoninu, ktery méa tumor-supresivni ucinky (Cos et

al., 2002; Kanishi et al., 2000).



2.3.Cirkadianni hodiny na molekularni urovni

Cirkadianni hodiny jsou na molekularni Grovni tvofeny skupinou tzv. hodinovych
genll. Jednd se o geny, které se vyznacuji rytmickou expresi a jejichz produkty se vzajemné
ovliviluji pomoci zpétnovazebné smycky (viz obr. 6). Tento princip tvorby rytmu byl

pozorovan nejen u savcu, ale naptiklad i u rostlin a bakterii.

Nucleus Degradation by
t
s p o p proteasome

_PER( CRY PER( CRY

all':e:qenese- %\—’
e —C

(Bmalt @)
Cytoplasm

-t
RORE[¥ Bmall (3

Obr. 6: Zpétnovazebna smycka cirkadiannich genti (Golombek and Rosenstein, 2010)

Mezi zakladni hodinové proteiny u savcl patii BMAL] (Brain a muscle Arnt-like
protein) a CLOCK (Circadian Locomotor Output Cycles Kaput), nebo jeho paralog NPAS2
(neuronal PAS domain protein 2). BMAL1 a CLOCK/NPAS?2 tvoii heterodimery, které se
mohou v bunééném jadie vazat na tzv. E-box elementy v promotorech dalSich hodinovych
gentl, kterymi jsou Per (Period) (Shearman et al., 1997) a Cry (Cryptochrome) a aktivovat
jejich transkripci. Produkty genii Per a Cry se hromadi v cytoplasmé a tvofi spolu

heterodimery.

Komplex PER:CRY je ovlivnén pomoci posttransla¢nich modifikaci, jako je naptiklad
jejich fosforylace a nasledna degradace v proteasomu (Akashi et al., 2002; Camacho et al.,
2001; Eide et al., 2002). Aktivni odstranovani proteini PER a CRY pfispiva ke zpozdéni,
s jakym se komplex PER:CRY dostava zpét do bunécného jadra, kde inhibuje transkripci
genu Bmall a Clock/Npas2 (Akashi et al., 2002; Gekakis et al., 1998; Kume et al., 1999).
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Tato zékladni zpétnovazebna smycka hodinovych genl je ovlivnéna dalSimi regulacnimi

proteiny, kterymi jsou napiiklad REV-ERBa a ROR (Retinoid related Orphan Receptor).

ROR a REV-ERBa kompetuji o vazbu na tzv. RORE elementy v promotoru genu
Bmall. Zatimco protein REV-ERBa inhibuje syntézu mRNA genu Bmall, ROR ji aktivuje
(Guillaumond et al., 2005).

Hodinové proteiny, které se ucastni tvorby zpétnovazebné smycky dale ovliviuji
expresi mnoha dalSich genli (CCG, clock controlled genes), ktera diky tomu ziskava cyklicky

charakter.

2.4.Hodinami kontrolované geny

V jednotlivych buiikdch nejsou rytmicky exprimované jen hodinové geny. Rada
dalsich genl je charakteristickd svou rytmickou transkripci, kterd je ovlivnénd rytmicky
tvofenymi proteiny. Cilem téchto genli je ptfedat rytmicky signal vznikajici na drovni

zpétnovazebné smycky dal do celého téla.

Tvorba CCG v periferii je modulovdna signaly z SCN a stejné¢ tak i vlastnimi
signalizaénimi drahami z perifernich organli, coz zajiStuje perifernim tkanim urcitou
flexibilitu a schopnost reagovat na neobvyklé situace. Nazornym piikladem je posunuti
cirkadiannich hodin periferie do opacné faze oproti rytmiim v SCN, kterého bylo docileno pfi

krmeni no¢nich hlodavcii pouze ve svétlou ¢ast dne (Damiola et al., 2000).

Mezi CCG patfi jiz zminény AVP, coz je peptid, tvofeny neurony v hypothalamu,
ktery ovliviiuje zpétné vychytavani vody ve sbérnych kanalcich ledvin. AVP je produkovan i
v SCN, na rozdil od ostatnich ¢asti hypothalamu je zde jeho tvorba rytmicka a je situovana
ptevazné v DM SCN, kde ma za cil ovlivilovat elektrickou aktivitu bunék a amplifikovat

vystupni signdly z SCN (Ingram et al., 1998).

Pravidelna exprese Avp je fizend pomoci proteinti, které se podili na tvorbé zakladni
zpétnovazebné smycky, BMAL1 a CLOCK. Promotor pro Avp totizo  bsahuje E-box, na
ktery se vaze komplex BMAL1:CLOCK, stejné jako je tomu u genti Per a Cry, a indukuje
jeho expresi (Jin et al., 1999).
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Dalsim CCG, ktery stoji za zminku je DBP (albumin D-site-binding protein). Jedna se
o protein, ktery stejn¢ jako AVP, ma ve svém promotoru E-box a je pfimo fizen komplexem
BMALI:CLOCK (Ripperger et al., 2000). DBP je rytmicky exprimovan v buiikach jater
(Fonjallaz et al., 1996), kde ptisobi jako transkripcni faktor, ktery hraje dtlezitou roli
v cirkadianni transkripci cholesterol 7 alpha-hydroxyldzy, coz je limitujici enzym pro tvorbu

zlucovych kyselin z cholesterolu (Lavery and Schibler, 1993; Lee et al., 1994)
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2.5.0ntogeneze SCN a jejich rytmu

2.5.1. Ontogeneze SCN

SCN je tvofeno z ventralniho diencefalického germinalniho epitelia a jeho
ontogeneticky vyvoj neprobiha stale stejnou rychlosti, ale pfichdzi ve vinach. Prvni strukturou
v ramci SCN, kterd je béhem vyvoje tvofena, je dorzomedidlni cast (Kabrita and Davis,

2008).

Laboratorni potkan je biezi 22 dni, myS 19-20 dni a kieCek 20-23 dni. Neurogeneze
SCN odrazi dobu bfezosti. U potkana se SCN objevuje mezi E14 a E15 a jeho vyvoj je
dokoncen 5 dni pfed narozenim (Altman and Bayer, 1986). U mysi probiha hlavné mezi E12
a E15 a konci stejné¢ jako u potkana 5 dni pfed narozenim (Kabrita and Davis, 2008).

Neurogeneze SCN u kiecka zacind u fetl uz mezi E10,5 a E13 (Davis et al., 1990).

Ontogenezi v SCN prochazi i jiné nez neurondlni typy bunék, jakymi jsou naptiklad
radidlni glie, které se v SCN zacinaji u kieckd objevovat v E13 a jsou nahrazovany neurony
do postnatalniho dne (P) 10 (Botchkina and Morin, 1995). U potkana se radialni glie objevuji
v E17, k jejich ubytku dochazi hlavné v P3 a mizi v P6 ((Munekawa et al., 2000).

Dalsim typem bunc¢k v SCN jsou astrocyty, které se objevuji u potkana v E20, jejich
pocet prudce vzrista okolo véku P4 a dale se zvySuje az do dosazeni P30 ((Munekawa et al.,
2000). Astrocyty se u kiecka objevuji v PO a jejich pocet se v pribéhu postnatilni vyvoje
zvySuje az do P21 (Botchkina and Morin, 1995).

Dalsi urovni vyvoje SCN je synaptogeneze. Ta u potkani zacind v E19, kdy dosud
nezralé SCN obsahuje pouze nékolik synapsi, pokracuje pomalou rychlosti do P4 a nésledné
prudce vzrista az do P10 (Moore and Bernstein, 1989). U kiecka jsou prvni synapse patrné az
v den porodu. Po narozeni mnoZstvi synapsi prudce vzrista a je kompletni v P4 (Speh and

Moore, 1993).

Propojeni retiny s SCN pomoci RTH vznikd okolo dne porodu a pokracuje
postnataln€. SCN reaguje na osvétleni expresi gent Perl a c-fos v P1 (Mateju et al., 2009).

Inervace mezi chiasmatem a SCN postupné sili a je kompletni v P15 (Speh and Moore, 1993).
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2.5.2. Vyvoj rytmi v SCN

Cirkadianni hodiny v SCN se vyviji postupné (viz obr. 7). Jejich vyvoj zafind uz u
fet, u kterych je jiz pomérné dlouho znama rytmicita v syntéze AVP (Leake et al., 1986),

tepové frekvenci (Devries et al., 1987) a elektrické aktivité (Shibata and Moore, 1987).

2.5.2.1. Vyvoj rytmi v SCN u mysi

V SCN byla u myS$i prokdzana rytmicita v expresi genu Perl/ v E17 se zvySenou
transkripci na pomezi dne a noci (Shimomura et al., 2001). Stejny rytmus byl v mnozstvi
proteinu PER1 prokazan v E18. Tento rytmus je shodny s rytmem samice coz ukazuje na
synchronizaci fetalnich SCN pomoci matefskych signalli, protoze RTH mladéte neni dosud

vyvinuty (Ansari et al., 2009).

Clock, Bmall a Cry v E18 u mysi jesté zadnou rytmicitu nevykazuji a po narozeni
mladéte dochdzi k naristu jejich produkce v SCN az do P10, kdy jsou oscilace exprese genti

shodné s dospélcem (Ansari et al., 2009).

2.5.2.2. Vyvoj rytmi u kiecka

U kiteCka se exprese genu Bmall objevuje uz v E13,5, tedy ihned po ukonceni
neurogeneze, postrada vsak v prubehu celého fetadlniho vyvoje rytmicitu. Stejné je na tom i
gen Perl, u kterého se rytmicka exprese objevuje az postnataln€ v P2. Jediny gen, u kterého
se zda, Ze by mohl prenatalné vykazovat podobnost v expresi s dospélcem, je Cryl, u kterého
jsou v posledni den gestace patrné podobné oscilace, jako v SCN dospélce (Li and Davis,

2005).

Geny Bmall, Perl a Cryl vykazuji u kiecka oscilace v expresi aZ po narozeni coz
ukazuje na moznost podilu porodu na iniciaci tvorby oscilaci hodinovych gentt v SCN (Li

and Davis, 2005).

2.5.2.3. Vyvoj rytmi u potkana

U potkana se v SCN exprese hodinovych gent Perl, Per2, Cry, Clock a Bmall
objevuje v E19, neni vSak v té dob¢ jesté rytmickd, coz podporuje hypotézu, Ze cirkadianni

hodiny v SCN nejsou v tuto dobu jeste¢ funkéni (Houdek and Sumova, 2014; Sladek et al.,
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2004). Ptesto se vSak v E19 objevuje ve fetdlnim SCN rytmus v metabolické aktivité, ktery je
narusen lézemi SCN matky (Reppert and Schwartz, 1986). Vzhledem k nedostatecné tvorbé
vlastnich rytmi u fétu v E19 zde ptichazi v potaz synchroniza¢ni signdly od matky (Sumova

etal., 2012).

Ackoliv u potkana v E19 je z hodinovych gena rytmicky pouze regulacni gen Rev-
erba, pravidelné oscilace se objevily u genu c-fos, ktery je markerem neurondlni aktivity
(Sagar et al., 1988; Schwartz et al., 1995) a genu Avp. Exprese obou téchto genti je regulovana
pomoci fosforylaci aktivovaného proteinu CREB (cAMP response element binding protein).
Rytmus v Avp 1 c-fos je navic shodny ve fazi 1 amplitudé, coz ukazuje na spole¢nou indukci

jejich transkripce (Houdek and Sumova, 2014).

Dalsim genem, ktery v SCN v E19 vykazuje rytmus s nizkou amplitudou je Vip
(Houdek and Sumova, 2014), ktery je v SCN exprimovany jiz v E18 (Ban et al., 1997). Jedna
se 0 neurotransmiter, ktery je tvofen pfevazné v VL SCN a jehoZ tkolem je koordinovat
rytmy vramci SCN pomoci synchronizace pacemakerovych bunék (Aton et al., 2005).
Aktivace jeho receptorti navic vede ke zvySené hladin¢ fosforylovaného proteinu CREB,

ktery, jak jiz bylo popséno, ovliviiuje expresi genit Avp a c-fos.

Rytmus ve Vip expresi v E19 je shodny ve fazi i amplitudé s geny Avp a c-fos, coz jen
podporuje domnénku, ze uz v embryonalni f4zi vyvoje synchronizuje Vip SCN (Houdek and

Sumova, 2014).

U potkana v E20 dochdzi k rytmu s velmi nizkou amplitudou pouze u exprese genu
Perl (Kovacikova et al., 2006). Signifikantni rytmy v ostatnich hodinovych genech, jakymi
jsou Bmall, Per2 jsou detekovatelné az v E21 (Houdek and Sumova, 2014). K vyvinu rytmi
v hodinovych genech nicméné dochdzi 1 postnatdlné az do P10, kdy jsou jejich oscilace

v SCN stejné jako u dospélch (Kovacikova et al.,, 2006; Sladek et al, 2004).
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Obr. 7: Prubéh vyvoje cirkadiannich hodin v SCN u tfech druhti hlodavct. Zelenymi body
jsou znazornény embryonalni dny, ve kterych dochazi k prvni detekci exprese hodinovych gend.
Modrou barvou je u jednotlivjch druh@i znazornéna cytogeneze SCN. Seda barva piedstavuje
pritomnost radialnich glii, ¢ervena postupné propojeni SCN s retinou pomoci RTH, Zluta ukazuje

prabéh vyvoje astrocytt a tyrkysova tvorbu synapsi v SCN (upraveno podle Landgraf et al., 2014)
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2.6.Synchronizace mezi mladétem a matkou

Pfitomnost synchronizace mezi matkou a mladétem je zndma jiz pomérné¢ dlouho
(Davis and Gorski, 1985) a probihd prenatdln€¢ 1 postnatdlné. Zasadni vyznam v této
synchronizaci ma centralni pacemaker matky, ktery poskytuje embryu informace o svételnych
podminkach okolniho prostiedi a je nezbytny pro spravné nastavené cirkadianni rytmy u

mladéte.

Prenatdlni nastaveni rytmi matkou je dokdzdno u mladéte pomoci cross-foster
experimentl, které zahrnuji cilenou vyménu matek ve vrhu chovanych na opacném
svételném rezimu. Oscilace v aktivité¢ AA NAT v epifyze a hladin¢ kortikosteronu v plasmé
mlad’at po narozeni prokdzaly vétsi podobnost srytmy biologické matky a byly proto

nastavené jiz pied narozenim (Deguchi, 1975; Hiroshige et al., 1982).

Manipulace se svételnym rezimem u bfezi samice se odrazi jak v rytmicité
matetského, tak i fetdlniho SCN. Vzhledem k tomu, Ze se rytmy u embryi vyvijeji postupné,
mira odpovédi ve fetalnim SCN na posun svételného rezimu se v prubehu casu lisi. Vystaveni
bfezich samic zpozdéni svételného rezimu o 6 hodin v E18 ma za nésledek posunuti rytmu
v expresi Avp a c-fos v SCN novorozenych mlad’at. AvSak vystaveni stejnym svételnym
podminkam pzdéji béhem gestace, tj. v E20, jiz posun v rytmicit¢ 4vp nezpusobilo. Tento
posun byl pozorovatelny az u tfi a Sestidennich mlad’at, kdy byly posunuty rytmy v expresi

Perl a Per2 (El-Hennamy et al., 2008).

Pokud dojde k naruSeni centrdlniho pacemakeru v SCN u matky v pribéhu jeji
biezosti, cirkadianni hodiny novorozenych mlad’at jsou vzajemné¢ desynchronizovany. Léze
SCN jiz vsedmém dni bfezosti ovlivnily rytmicitu vrhu a dokazaly piitomnost
synchroniza¢nich signalit mezi matkou a mladétem i v tak ranych fazich vyvoje u kieckli i u
potkanli (Davis and Gorski, 1988; Reppert and Schwartz, 1986). Zatimco u kiecka byla
monitorovana pouze pohybova aktivita mlad’at (Davis and Gorski, 1988), u potkana byla
prokazana desynchronizace na urovni prenatdlntho SCN, a to jak ve vyuziti glukozy tak i1
rytmu v expresi c-fos (Houdek et al., 2015), i v postnatdlnim obdobi v rytmu v aktivité AA
NAT v epifyze (Reppert and Schwartz, 1986).
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2.6.1. Materska signalizace

Na synchronizaci matky a fetl se podili fada rytmickych nesvételnych podnéti, které

jsou fizené pomoci matetského SCN.

2.6.1.1. Prijem potravy

Jednim z podnétl, které ovliviluji synchronizaci matky a fetu je pfijem potravy.
Experiment, ktery to dokazal u mlad’at v postnatalnim obdobi, sestaval ze skupiny biezich
samic, které podstoupily 1éze SCN a byly krmeny pouze v urCitou ¢ast dne, nebo ad libitum.
Synchronizované vrhy byly pouze u samic s rytmickym piijmem potravy (Weaver and
Reppert, 1989). Dalsi experiment pak prokézal, ze k ovlivnéni cirkadidnnich hodin doslo v
prenatalnim obdobi. Biezi samice byly chovany na stalém svétle a mély omezenou dobu
dostupnosti potravy, kterd byla poddvana béhem dne. Tyto manipulace se svételnym a
potravnim reZimem ovlivnily aktivitu matky, kterd se stala aktivni pfes den a u jednodennich
mlad’at zplsobily zménu rytmt do opacné faze v porovnani s kontrolami, jejichZz matky byly

chovany na LD (Light : Dark) 12:12 (Novakova et al., 2010).

2.6.1.2. Melatonin

Dalsim z kandidati pro synchroniza¢ni signal mezi matkou a embryem, ktery byl
popsan jako prvni je melatonin (Weaver and Reppert, 1986). U tohoto hormonu, ktery je
rytmicky exprimovan z epifyzy, bylo prokdzéno, Ze prochazi pies placentu (Yellon and

Longo, 1988).

Pomoci in vito autoradiografie u potkanti byly receptory pro melatonin objeveny uz
v E15 v hypofyze, coZz ukazuje na jeji mozny potencial reagovat na matetské signaly v tvorbé
melatoninu v tak brzkém véku. Experimenty na ¢asti adenohypofyzy, kterou je pars tuberalis
(PT) ukazaly, Ze rytmy v hodinovych genech jsou u této tkdné pfitomné jiZ u 18dennich
embryi (Ansari et al., 2009). Tyto oscilace jsou vysledkem matetského signdlu v melatoninu,

protoze PT je tkéni, jejiz rytmy jsou zavislé na rytmech melatoninu v téle (Jilg et al., 2005).

V mozku potkaniho embrya dochdzi k tvorbé receptort pro melatonin v E17 a v SCN
se objevuji hned po ukonceni jejich morfologického vyvoje, tedy v E18 (Williams et al.,

1991).
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Melatonin si mladé¢ v pribehu fetalniho vyvoje neni schopno vytvoftit (Deguchi, 1975),
presto se ve fetalni cirkulaci nachézi a jeji rytmus kopiruje rytmus matky i za ptedpokladu, ze
dojde k manipulaci svételného rezimu jeho Uplnym otocenim. Pokud dojde k odstranéni
epifyzy (pinealektomii) u matky, je pfirozen¢ narusen rytmus melatoninu i u embrya, u
kterého se stava hladina tohoto hormonu téméi nedetekovatelnou a nésledné se odrazi po
porodu ve ztrat¢ vzajemné synchronizace celého vrhu (Bellavia et al., 2006). Mlad’ata, ktera
porodila pinealektomovana matka si vSak dokazi po vyvinu pineélni zlazy rytmus melatoninu

obnovit (Yellon and Longo, 1988).

Nastaveni cirkadiannich hodin v periferii i v SCN je melatoninem silné ovlivnéno
(Torres-Farfan et al., 2011) (viz obr. 8). Prvni experimenty o pisobeni melatoninu na rytmy
pouzivaly jako marker posunu cirkadidnnich rytma pohybovou aktivitu mlad’at po narozeni.
V jednom z téchto experimentii dochazelo k aplikaci subkutdnni injekce melatoninu po 12
hodinach v pribéhu nékolika dni biezi samici, ktera podstoupila odstranéni SCN v sedmém
dni bfezosti. Je prokazéano, ze 1éze SCN v tomto obdobi biezosti narusi synchronizaci celého
vrhu (Davis and Gorski, 1988; Reppert and Schwartz, 1986). Pii aplikaci melatoninovych
injekci vSak doSlo k synchronizaci celého vrhu v pohybové aktivité, coz ukazuje, Ze je

melatonin schopen ovlivnit rytmy u embryi (Davis and Mannion, 1988).

Pozdéji bylo prokazano, Ze injekce melatoninu arytmickym matkam, drzenym po
celou dobu bfezosti na stalém svétle, ptisobi na rytmy ve fetdlnim SCN na molekularni irovni

a to na oscilace ukazatelli embryonalni hodin, genli Avp a c-fos (Houdek et al., 2015).

Piimé ovlivnéni rytmti v SCN pomoci melatoninu bylo prokdzano u dospé€lych zvirat
in vitro pomoci aplikace melatoninu na fezy SCN z potkaniho mozku, coZ posunulo rytmus

v jejich elektrické aktivité (McArthur et al., 1991).
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Obr. 8: Model pienosu signall od matky k fetu pomoci melatoninu. Matka na zakladé¢

svételnych zmeén z okoli vykazuje rytmus v tvorbé melatoninu a ostatnich rytmickych signald, jakymi
jsou napiiklad teplota, nebo hladiny jinych hormond. Tyto signaly mohou prostupovat placentou a
ovlivnit fetdlni SCN a periferni hodiny (PH) SCN spolu s maternalnimi signaly ovliviluji periferni
oscilatory, které jsou sobéstacné (SPO), nebo zavislé na okolni signalizaci (ZPO) (upraveno podle

Ansari et al., 2009)

2.6.1.3. Dopamin

Dal8i medidtorem, ktery je schopen ovliviiovat cirkadianni hodiny je dopamin. U
dospélct reguluje tyto hodiny na molekularni i behavioralni Grovni (Gravotta et al., 2011) a
nemaly vliv ma zfejm¢ 1 na jejich synchronizaci mezi matkou a embryem (Weaver et al.,
1992). Exprese genli pro dopaminergni receptory byla pomoci in situ hibridizace
zaznamenana v SCN u kieckli v E14 (Viswanathan et al., 1994). U potkaniho embrya byly
dopaminergni receptory pozorovany v E18. Zajimavé vSak je, ze byly vtomto véku

detekovany v rdmci hypothalamu feti pouze v embryonalnich SCN (Weaver et al., 1992).
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Schopnost fetalnich SCN reagovat na aktivaci dopaminergnich receptori byla
testovana pomoci injekci dopaminergnich agonistli a antagonisti bfezim samicim. Vzhledem
k tomu, ze aplikace agonisty dopaminu indukovala ve fetalnich SCN expresi genu c-fos,
potkani embrya jiz maji funkéni dopaminergni systém (Weaver et al., 1992). Schopnost
embryi, odpovédét na aktivaci dopaminergnich receptorit byla prokézana i u mysi (Bender et
al., 1997). Tyto experimenty podporuji hypotézu o synchronizaci mezi matkou a embryem

pomoci dopaminergni signalizace (Viswanathan et al., 1994).
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1.Zvirata

Pro pokus byli pouZiti potkani kmene Wistar (BioTest s.r.o., Konarovice, CR). Zvitata
byla chovana ve zvéfinci, ve kterém byla udrzovéna teplota 23+ 2 °C a svétlo bylo zajisténo
pomoci 40W zétivek. Podle umisténi kleci byla intenzita osvétleni 150 a 250 lux. Svételny
rezim byl LD 12:12 se svétlem od 7:00 do 19:00. Zvirata byla krmena standardni krmnou

smesi, kterou méla s vodou k dispozici ad libitum.

3.2. Usporadani pokust

3.2.1. Vliv posunu svételného rezimu na embryonalni SCN

T mésice starym samicim byly provedeny vaginalni vyplachy, aby mohl byt urcen
den proestru. Tento den je charakteristicky zvySenym poctem epitelidlnich bunck kulatého
tvaru s vyraznymi jadry ve vyplachu. Béhem proestru byly jednotlivé samice pfipuStény na
noc k samci. Pokud byly nésledujici den nalezeny ve vyplachu samc¢i pohlavni buiiky, tento
den byl oznacen jako EO. Cas pfechodu z tmavé do svétlé faze pii piivodnim nastaveni
svételného rezimu (7:00) byl oznacen jako CTO (circadian time) a Cas piechodu ze svétlé do

tmavé faze jako CT12 (19:00).

Bfezi samice byly rozdéleny do tii skupin. Skupina €. 1 je skupinou kontrolni. Jeji
svételny rezim byl LD 12:12 se svétlem od 7:00 do 19:00 a potrava i voda ad libitum po celou
dobu experimentu. Skupiny ¢.2 a ¢.3 byly do E14 chovany na stejném svételném rezimu jako
skupina kontrolni, tedy LD 12:12 a od E14 jim byl posunut svételny rezim. U skupiny ¢.2 byl
svételny rezim posunut o 6 hodin ve sméru predbéhnuti, tj. svétlo zhasinalo v CT6 (13:00) a
rozsvécelo se v CT18 (1:00). U skupiny €.3 byl svételny rezim posunuty o 6 hodin ve sméru

zpozdeéni, tj. svétlo zhasinalo v CT18 (1:00) a rozsvécelo se v CT6 (13:00) (viz obr. 9)
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Obr. 9: Svételné rezimy u jednotlivych skupin od El14. Zvifata v kontrolni skupiné byla
chovana na standardnim svételném rezimu, kdy tma byla od CT12 (19:00) — CT24 (7:00) (Seda barva).
Zvitata ve skupiné €. 2 byly od E14 drZeny na svételném rezimu posunutém o 6 hodin. Svétlo se ve
zveétinci, kde byla chovana tato skupina rozsvécelo v CT18 (1:00) a zhasinalo v CT6 (13:00)
nasledujici den. U skupiny ¢.3 doslo k posunu tohoto rezimu o 6 hodin ve sméru zpozdéni a byla tak

vystavena svétlu od CT6 (13:00) do CT18 (1:00)

3.2.1.1. Experimentalni schéma

Embrya byla odebirana pocinaje CTO v E19. Odbéry probihaly po tfech hodinach az
do CT24 (viz obr. 10). Jednotlivé samice byly uspany pomoci intramuskularni aplikace smési
Narketanu a Xylazinu v poméru 2:1. Nésledn¢ byla odebrana embrya a usmrcena rychlou
dekapitaci. Hlavy embryi byly ithned po odebrani zmraZeny v suchém ledu a zabaleny do
parafilmt, aby bylo zabranéno jejich vysychani. Nasledné byly uchovany v -80 °C az do

jejich zpracovani.
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Obr. 10: Odbéry embryi u jednotlivych samic a svételny rezim, za kterého byly odebirany.

3.2.1. Vliv omezeni pfijmu potravy na embryonalni SCN

Samice byly zabfeznuty stejnym zplsobem, jako v pfedchozim experimentu. Od
prvniho dne bfezosti byly samice pfemistény na LL a krmené chovnou smési. Zaroven byly
rozdélené do dvou skupin po 9 zvitatech. Bfezi samice ve skupiné¢ ¢.1 byly krmeny ad
libitum. Btezi samice ve skupiné ¢.2 mély potravu k dispozici pouze od CT3 (10:00) do CT9
(16:00) od prvniho dne biezosti az do konce experimentu (E19) (viz obr. 11).

Syetelny rezim Dostupnost potravy

Skupina c.1 | | | |
cTo cT24 CTO CT24
Skupina £.2 ‘ | | | | |
CTO CT24 CTe CT3 CTS CT24
Obr. 11: Pritomnost svétla je vyznaCena v pribéhu 24 hodin bilou barvou. Zvirata

z experimentalni skupiny ¢€.1 i ¢.2 byla chovéna ve zvéfinci, kde byl po celou dobu experimentu
svételny rezim LL. Dostupnost potravy je vyznacena v pribéhu 24 hodin Sedou barvou. U skupiny ¢.1
byla potrava ad libitum. Skupina ¢.2 méla k dispozici chovnou smés pouze od CT3 (10:00) do CT9
(16:00).
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3.2.1.1. Experimentalni schéma

Schéma odbéri embryi u tohoto pokusu odpovida schématu v kapitole 3.2.1.1..
V tomto ptipad¢ se liSil se pouze svételny rezim, za kterého byly odbéry provadény (viz obr.
12).

CTo CT3 CTe CTa CTiz CT1i5 CT18 CT21 CT24

(VR S { |

Obr. 12: Odbéry embryi u jednotlivych samic probihaly stejné u obou skupin. Na kazdy bod

po tfech hodinach byla odebrana jedna samice. VSechny odbéry probihaly na stalém svétle.

3.3.Zpracovani vzorku
3.3.1. Krajeni a laserova mikrodisekce

Mozky byly pomoci pfistroje cryocut (Leica) krajeny na koronalni fezy o tloust'ce
20um, které obsahovaly SCN. Tyto fezy byly nésledné obarveny kresylovou violeti a bylo
z nich pomoci metody laserové mikrodisekce (Laser Microdissection 6000; Leica) (viz obr.
13) izolovano SCN. Izolované SCN byly uchovavany v RLT bufferu z RNeasy Micro kitu
(Qiagen). Celkova plocha SCN u jednoho embrya byla mezi 700 000um - 850 000um.
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3.3.1. Sonikace

Po laserové disekci byl kazdy vzorek obsahujici SCN ihned umistén na 5 min do

ultrazvukové lazné (Fisherbra FB 15049).

) B

Obr. 13: Ukéazka préace s laserovou mikrodisekci. Na obrazku A jsou modrymi Sipkami
ukdzana SCN, Cervena Sipka ukazuje tfeti mozkovou komoru a zelena Sipka optické chiasma. Druhy
obrazek B zobrazuje stejny fez, jako obr. A, s tim rozdilem, Ze na obr. B jsou SCN vyfiznuta pomoci

laserové mikrodisekce.

3.3.2. Izolace RNA

Pro izolaci RNA z SCN byl pouzit Rneasy Micro kit (Qiagen). Pro izolaci byl pouzit
postup, ptilozeny vyrobcem kitu. Na eluaci bylo pouzito 13l vody bez aktivity RNéaz.

3.3.3. Reverzni transkripce

Izolovanda RNA byla piepsana do cDNA pomoci High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kitu (Applied Biosystems). Mnozstvi pouZzitych roztokt pro jednu cDNA reakci

(viz tab. 1) a teplotni program, nastaveny v termocycleru (Eppendorf) (viz tab. 2), odpovida
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protokolu, pfilozenym vyrobcem kitu. Po cDNA reakci byl kazdy vzorek nafedén vodou bez

aktivity Rnaz v poméru 1:2 a uchovavan v -20 °C.

10X RT Buffer 2ul

25X dNTP Mix (100 mM) 0,8 pl

10X RT Random Primers 2 pul
MultiScribe' " Reverse Transcriptase 1 pl

Nuclease-free H20 4,2 pl

MnoZzstvi vzorku 10 pl

Tab.1: Slozeni roztoku pro jednu cDNA reakci
Krok 1 Krok 2 Krok 3 Krok 4

Teplota 25 37 85 4
Cas 10 min 120 min 5 min 0

Tab. 2: Rozpis teplotniho programu, nastaveného na termocycleru

3.3.4. RT-PCR

Vzorky byly nasledné analyzovany pomoci RT PCR (Viia7 Real-Time PCR). Jako

referencni konstitutivné exprimovany gen (tzv. housekeeping gen) byl pouzit B2m (rp3-2-

mikroglobulin). Jako negativni kontrola byla pouzita reakéni smés, ve které mnozstvi vzorku

nahradila PCR H,0.
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K detekci mRNA byly pouzity TagMan proby (Life technologies) pro potkani geny c-
fos (Rn02396759) a B2m (Rn00560865). Do kazdé jamky PRC desticky byla napipetovana
reakéni smés pro 14ul RT-PCR reakci (viz tab. 3).

FIREpol 2,8 pl
TaqMan proéba pro c-fos 0,7 pl
TagMan préba pro B2m 0,7 pl
cDNA 1,75 pl
PCR H,0 8,05 pl

Tab.3: Reakeni smés pro RT-PCR reakci

Detekce genu c-fos i B2m probihala u vSech vzorkli vramci jedné PCR jamky
v duplexni reakci. U experimentli s c¢asovymi posuny byl na kazdé PCR desticce
s experimentalnim profilem zaroveii znovu analyzovan kontrolni profil kvili vétsi pfesnosti.

Amplifikacni protokol, pouzity pro analyzu vzorki popisuje tab.4.

3.3.4.1. Analyza dat RT-PCR

Pro uréeni mnozstvi relativni cDNA koncentrace byla pouzita metoda AACt.
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Amplifikace
Pocateéni . - - .
denaturace Melting (kfivka tani) Ochlazeni
Denaturace | Reasociace Extenze
Teplota (°C) 95 94 53-62 72 95 62 95 42
€Eas (s) 900 15 20 10 0 30 0 30
Naruast/pokles N
20 20 20 20 20 20 0, 20
°Cls) '
Pocet cykla 1 30 1 1
FI Méiena pii kazdém cykl Méiena
uorescence éfena pii kazdém cyklu Kontimilng

Tab.4: Amplifikacni protokol

3.4.Statisticka analyza

Data byla nejprve vyhodnocena pomoci kosinorové analyzy, kterd ma za cil prolozit
24 hodinové profily dvéma alternativnimi regresnimi modely, kterymi jsou vodorovna piimka
nebo kosinusoida. Vodorovna pfimka znazoriiuje, ze profil nevykazuje Zadny rytmus a
kosinusoida, ktera je definovdna rovnici Y = mesor + [amplitude cos(2n[X-acrophase]/

period)], prokazuje pritomnost rytmu v profilu.
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Dalsi pouzitou statistickou metodou je jednoduché a dvojna analyza variance, ktera ma
za cil zjistit statistickou vyznamnost jak rozdili hladin mRNA v jednotlivych ¢asech denniho

profilu, tak i rozdil mezi dennimu profily u experimentalnich skupin.
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4. Vysledky

4.1.Vliv posunuti svételného rezimu o 6 hodin ve sméru fazového

zpozdéni na expresi genu c-fos u potkanich embryi

V tomto experimentu byly bfezi samice chovany od EO na standardnim svételném
rezimu LD12:12 se svétlem od 7:00 do 19:00. Kontrolni skupina byla ponechana na tomto
rezimu do E19 a experimentalni skupiné byl od E14 svételny rezim posunut o 6 hodin ve
sméru fazového zpozdéni, svétlo tedy bylo ve zvéfinci zapnuté od 1:00 do 13:00. Embrya z
obou skupin byla odebirdna v E19 béhem 24 h. Pomoci stanoveni relativni exprese genu c-fos
byl sledovan vliv vystaveni biezich samic svételnému posunu na denni profil v neuronalni

aktivit€ v SCN 19-dennich fétu.

Jednoducha analyza variance prokéazala signifikantni rozdily v expresi c-fos mezi
jednotlivymi ¢asovymi body jak u kontrolni skupiny (F = 12,64; P < 0,0001) tak i u skupiny
vystavené 6-h zpozdéni svételného rezimu (F = 20,87; P < 0,0001). Kosinorova analyza dale
prokézala, ze denni profil v expresi c-fos vykazoval cirkadianni rytmus jak u skupiny
kontrolni (P < 0,0001, R* = 0,3872), tak i u skupiny s posunutym svételnym rezimem (P <
0,0001, R* = 0,4984). Pomoci kosinorové analyzy byla dale vypodtena akrofaze, ktera byla u
kontrolni skupiny v CT4,8 + 0,7h a experimentalni skupiny v CT9,9 + 0,6h. Amplituda byla u
experimentalni skupiny nizsi (0,4509 + 0,0701) neZ u skupiny kontrolni (0,5997 + 0,1193).

Pii porovnani dennich profild obou skupin pomoci dvojné analyzy variance byl
prokdzan statisticky vyznamny vliv ¢asu (P < 0,0001), interakce (P < 0,0001) 1 skupin (P =
0,0395). Post hoc analyza pomoci Holm-Sidikova testu odhalila signifikantni rozdil mezi

obéma profily v CT15 (P = 0,0332) a CT24 (P < 0,0001) (viz obr. 14).

Na zaklad¢ statistického porovnani obou skupin bylo prokazano, Ze denni profily v
expresi genu c-fos v SCN 19ti dennich embryi, které vykazovaly u obou skupin cirkadianni
rytmy, byly vlivem vystaveni bfezich samic 6 h fazovému opozdéni svételného rezimu
vyznamné ovlivnény. Posun svételného rezimu bfezim samicim o 6 hodin vyvolal posun
rytmu v expresi genu c-fos v SCN fétt ptiblizn€ o 5 hodin oproti skupin€ kontrolni, pfi¢emz

doslo k ovlivnéni amplitudy tohoto rytmu.
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Obr. 14: Denni profil relativni exprese genu c-fos v SCN 19 dennich potkanich fétt. Cerna

barva predstavuje relativni expresi genu c-fos v SCN embryi, jejichz matky patti do kontrolni skupiny.

Cervena barva znazoriiuje relativni expresi genu c-fos v SCN embryi, jejichz matky byly podrobeny

od E14 6h fazovému zpozdéni svételného rezimu.
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4.2.Vliv posunuti svételného reZzimu o 6 hodin ve sméru fazového

predbéhnuti na expresi genu c-fos u potkanich embryi

V tomto experimentu byly bfezi samice choviany od EO0 do E14 na standardnim
svételném rezimu se svétlem od 7:00 do 19:00. Od E14 doslo k posunuti svételného rezimu o
6 hodin ve sméru fazového predbehnuti, svétlo tedy bylo ve zvétfinci vypnuté od 13:00 (CT6)
do 1:00 (CT18). Embrya byla odebirana béhem 24 h v E19. Porovnanim s kontrolni skupinou
byl pomoci stanoveni relativni exprese genu c-fos byl sledovan vliv vystaveni bfezich samic

svételnému posunu na denni profil neurondlni aktivity v SCN 19ti dennich féti.

Jednoducha analyza variance v pfipad¢ skupiny vystavené 6-h ptredbéhnuti (F =
3,156; P = 0,0528) prokazala signifikantni rozdily v expresi genu c-fos pouze mezi CT 9 a CT
24. Kosinorova analyza viak u této skupiny zamitla pfitomnost rytmu (P = 0,0528, R =

0,1307).

Vzajemné porovnani profild kontrolni skupiny a skupiny vystavené 6 h posunu
svételného rezimu pomoci dvojné analyzy variance prokazalo statisticky vyznamny vliv ¢asu
(P <0,0001) a interakce (P < 0,0001), ne vsak skupiny (P = 0,1655). Signifikantni rozdil mezi
obé&ma profily byl prokazan pomoci Holm-Sidakova testu v CT18 (P = 0,0021) (viz obr. 15).

Vysledky ukézaly, ze vlivem fazového ptedbéhnuti svételného rezimu biezim
samicim doslo k ovlivnéni denniho profilu v expresi c-fos v SCN 19 dennich embryi tak, Ze

cirkadidnni rytmus v expresi tohoto genu byl disledku posunu svételného reZimu narusen.
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Obr. 15: Denni profil relativni exprese genu c-fos v SCN 19ti dennich potkanich embryi.

Cerné barva znazoruje relativni expresi genu c-fos v SCN embryi, jejichz mateky patii do kontrolni

skupiny. Cervena barva piedstavuje relativni expresi genu c-fos v SCN embryi, jejichz matky byly

podrobené od E14 6h fazovému piedb&hnuti.
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4.3.Vliv pfijmu potravy na expresi genu c-fos v SCN 19-dennich embryi

V tomto experimentu byly samice od dne EQ pfemistény na LL rezim, na kterém byly
chovany po celou dobu experimentu. V EO byly bfezi samice rozdéleny do dvou skupin.
Jedna skupina méla po celou dobu experimentu ptistup k potravé ad libitum. Druha skupina
byla podrobend RF rezimu, coz znamena, ze méla piistup k potraveé pouze od 10:00 do 16:00.
V E19 byly bfezi samice obou skupin usmrcovany v 3 h intervalu béhem 24 h a byly jim

odebrany féty pro stanoveni relativni exprese genu c-fos v SCN.

U skupiny vystavené RF prokézala jednoduchd analyza variance mezi jednotlivymi
casovymi body signifikantni rozdily v relativni expresi genu c-fos (F = 6,133; P = 0,0047),
zatimco u skupiny krmené ad [libitum nebyly rozdily mezi jednotlivymi ¢asovymi body

statisticky vyznamné (F = 0,3699; P = 0,6931).

Kosinorova analyza prokdzala u skupiny s RF pfitomnost cirkadidnniho rytmu v
expresi genu c-fos (P = 0,0047; R* = 0,2303), jehoz amplituda byla 0,2166 + 0,0620, akrofaze
tohoto rytmu byla ur¢ena v CT14,1 £ 1,2 a hodnota mesoru byla 1,014 + 0,0455. U skupiny
krmené ad libitum byla kosinorovou metodou potvrzena absence cirkadidnniho rytmu (P =

0,6931; R’= 0,0182) a hodnota mesoru byla 0,9063 + 0,0285.

Porovnanim profilli obou skupin pomoci dvojné analyzy variance byl prokazan
statisticky vyznamny vliv ¢asu (P = 0,0002), signifikantni rozdil mezi obéma skupinami (P =
0,0293) a vyznamné interakce (P=0,0014). Néslednd post hoc analyza pomoci Holm-
Sidakova testu prokézala signifikantni rozdil mezi obéma skupinami v CT9 (P = 0,0108) (viz

obr.16).

Vysledky prokazaly, ze vystaveni brezich samic LL od pocatku jejich btezosti
vyrusilo cirkadianni rytmus v expresi c-fos v SCN 19ti dennich embryi a expozice biezich

samic RF rezimu tento rytmus obnovila.
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Obr.16: Denni profil relativni exprese genu c-fos v SCN 19ti dennich potkanich embryi. Cerna
barva predstavuje relativni expresi genu c-fos v SCN embryi, jejichz matky byly od EO umistény na
stalé svétlo a potravu mély k dispozici ad libitum po celou dobu experimentu. Cervenou barvou je
vyobrazena relativni exprese genu c-fos v SCN embryi, jejichz matky byly od EO také chovany na

stalém svétle, potravu v§ak mély po celou dobu experimentu k dispozici pouze mezi CT3-CT9.
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5. Diskuze

Ptitomnost synchronizace mezi matkou a mladétem je zndma jiz pomérné dlouho a je
nezbytna pro spravné nastaveni rytmu v téle mladéte, které je tak piipravovano na cyklické
zmény v okolnim prostiedi. Mechanismus signalizace matky k mladéti at’ pred narozenim,
nebo po ném, vSak neni do této doby detailn¢ objasnén, zejména s ohledem na dobu, kdy k
této synchronizaci dochazi. V E19 je neurogeneze SCN embrya ukoncena a vznikaji prvni
synaptické spoje mezi neurony (Altman and Bayer, 1986; Moore and Bernstein, 1989).
Vlastni cirkadianni hodiny fétu nejsou v tomto stati funk¢ni, protoze na trovni celého SCN
hodinové geny dosud nevykazuji rytmicitu (Houdek and Sumova, 2014; Sladek et al., 2004).
Cilem této prace proto bylo zjistit, zda matefskd signalizace v tomto vyvojovém obdobi

ovlivituje hodiny fétt.

Mnoho praci nabizi hypotézy o pfitomnosti synchronizac¢nich signdli na prenatalni i
postnatalni urovni. Vysledky této diplomové prace podporuji hypotézu o synchronizaci
cirkadiannich hodin v SCN matetskymi signaly jiz pfed narozenim. Zjistili jsme, ze posun
cirkadiannich hodin bfezi samice, vyvolany posunem svételného rezimu, ovlivni fazi
cirkadidnnich hodin v SCN jejich féth. Dale jsme zjistili, Ze fetalni SCN hodiny jsou
sefizovany také signaly souvisejicimi s rytmickou aktivitou a pfijmem potravy biezi samice.
Lze tedy shrnout, Ze naSe vysledky prokazaly schopnost matetskych signald, ovlivnénych
manipulaci s potravnim a svételnym rezZimem matky, sefizovat chod cirkadidnnich hodin v

SCN 19ti dennich embryi.

Pro prokazéani synchroniza¢niho vlivu matefskych signalii na fetalni hodiny v SCN
jsme zvolili strategii, pfi které¢ jsme zdméerné ovlivnili matetské hodiny v SCN (posuny ve
svételném rezimu) a rytmy v chovani a pfijmu potravy a sledovali dopad téchto manipulaci na
hodiny v SCN féti. Nasim cilem bylo zjistit, zda m& manipulace se svételnym a potravnim
rezimem vliv na rytmy v SCN 19ti dennich embryi. Jestlize se ovlivnénim pfirozenych
matcinych rytmi pomoci manipulace se svétlem ovlivni 1 embryonalni hodiny v SCN,
dokazuje to pfitomnost synchronizaénich signalt mezi matkou a mladétem. Jako ukazatel
cirkadiannich hodin ve fetalnim SCN byl v tomto pfipad€ pouZzit gen c-fos, ktery neni piimo
soucasti molekularni smycky zodpovédné za chod cirkadiannich hodin, ale jeho exprese je

odrazem spontanni neurondlni aktivity v SCN jak u dospélych zvitat (Sumova et al., 1998) tak
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1 fétd (Houdek and Sumova, 2014). Cirkadidnni rytmus v expresi tohoto genu v SCN 19ti
dennich embryi byl jiz diive usp&$né detekovan stejnymi metodami, které byly pouzité i v této

diplomové préaci (Houdek and Sumova, 2014).

5.1.Vliv posunuti svételného reZimu na expresi genu c-fos u 19ti dennich

potkanich embryi

Bylo uz dfive prokazano, ze posuny svételného rezimu ovliviiuji rytmy hodinovych
geni v SCN potkant (Nagano et al., 2003) 1 mys$i (Reddy et al., 2002). Zarovenl existuje 1
mnoho studii, které se zabyvaji dopadem posunu svételného rezimu na zdravi dospélct
(Herrero et al., 2015; Cho, 2001; Schernhammer et al., 2001). Vlivu téchto posunti na
vyvijejici se plod a jeho dosud nezralé cirkadianni rytmy se vSak vénuje jen mélo pozornosti a
v porovnani s dospélci bylo publikovano jen malé mnozstvi studii, které se této problematice

vénuji.

Vysledky této prace prokazaly, ze posunuti svételného rezimu bfezim samicim o 6h ve
sméru fazového zpozdéni ovlivnilo profil denni exprese genu c-fos v SCN féti. Ten si u
experimentalni skupiny zachoval rytmicky charakter, vlivem svételné manipulace ale doslo
k jeho fdzovému opoZdéni oproti kontrolni skupin€ zhruba o 5 hodin. Soucasné s tim doslo

k ovlivnéni amplitudy, ktera byla u experimentalni skupiny niZzsi.

Posunuti svételného rezimu opacnym smérem, tedy 6h pifedbehnuti, mélo téz vliv na
denni profil v expresi c-fos. V tomto piipadé byl rytmus v expresi tohoto genu vyrusen, coz
naznacuje desynchronizaci mezi jednotlivymi bfezimi matkami a jednotlivymi féty.
Vzhledem k tomu, ze endogenni perioda cirkadiannich hodin potkana je delsi nez 24 hodin, je
u téchto zvitat k uplné adaptaci na posunuti svételného rezimu ve sméru fazového predbehnuti
ziejmé& zapotiebi del$i obdobi nez jen 5 dni fetdlniho vyvoje. Tuto domnéku podporuje i
zaznamenana behaviordlni aktivita bfezich samic, jejiz vyhodnoceni neni souc¢asti této prace.
Zatimco jednotlivé matky na posun ve smyslu zpozdéni reagovaly shodné a jejich pohybova
aktivita byla u vSech fazové¢ opozdénd, matky které byly vystaveny fazovému piedbéhnuti,
reagovaly na tuto manipulaci odlisné. U néckterych byla aktivita asynchronni a pouze u
nékterych z nich byla fazové posunuta. Fakt, Ze se k fdzovému piedbéhnuti svételného rezimu

cirkadianni systém hiife adaptuje, podporuje i studie, kterd se zabyvala imrtnosti pii akutnim
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fazovém ptredbchnuti, nebo zpozdéni (Davidson et al., 2006). Tato prace doklada zvySenou

mortalitu u mys$i, starych 27-30 mésicu, které byly vystaveny fazovému piedbehnuti.

Experimenty v této ¢asti diplomové prace navazuji na piedchozi vysledky z laboratote
Neurohumoralni regulace AV CR, kde bylo dfive zji§téno, Ze posunuti svételného rezimu u
biezi samice vyvola fazovy posun hodin jejich novorozenych mlad’at. Pokud byl svételny
rezim bfezim samicim posunut v EI8 o 6 hodin ve sméru fazového zpozdéni, profil denni
exprese genu c-fos u novorozenych potkant byl téz fazové opozdén (El-Hennamy et al.,
2008). Interval mezi posunem svételného rezimu biezi samici a sledovanim faze hodin u
mlad’at byl 5 dni, zahrnujici 4 dny pfed narozenim a 1 postnatdlni den. I v tomto pfipad¢ si
profil denni exprese genu c-fos zachoval rytmicky charakter, a oproti kontrole byl posunuty
zhruba o 2 hodiny. V na$i soucasné studii jsme ukazali, Ze vystaveni posunu svételného
rezimu po dobu 5 dni béhem fetdlniho vyvoje je dostacujici k posunu SCN hodin féti. Pfi
porovnani vysledkti z pfedkladané diplomové prace a diive publikované prace (El-Hennamy
et al., 2008) je ziejmé, ze velikost posunu rytmického profilu genu c-fos je zavisla na dob¢ a
stupni vyvoje, ve kterém byl posun svételného rezimu realizovan. Hlavnim ptfinosem naSich
soucasnych vysledkl je predloZeni dikazu, Ze SCN jsou piimo ovliviiovany matefskymi
signdly béhem embryondlniho vyvoje, které souvisi s nastavenim matefskych cirkadiannich
hodin v SCN. Zjistili jsme, Ze tyto signaly maji pfimy dopad na rytmus v neuronalni aktivité

fetalnich SCN.

5.2.Vliv manipulace s pFfijmem potravy na expresi genu c-fos u 19ti

dennich potkanich embryi

Jak jiz bylo zminéno v teoretickém tvodu, nejen svétlo, ale 1 doba pfijmu potravy je
neméné dillezitym synchroniza¢nim signalem, ktery se uplatiiuje predevsim pii synchronizaci
perifernich hodin v téle. Za normdlnich podminek je pfijem potravy regulovéan cirkadidnnimi
hodinami v SCN. Pokud vSak dojde k omezeni pfijmu potravy na dobu, kdy ji organismus
pfirozené neni zvykly konzumovat (tj. na svétlou ¢ast dne, pro no¢ni Zivoc¢ichy jako napft.
potkany a mysi), dojde k sefizeni perifernich hodin, pfi¢emz centralni hodiny v SCN na tuto
situaci nereaguji (Stokkan et al., 2001), a vysledkem je desynchronizace mezi hodinami

v periferii a v SCN (Damiola et al., 2000).
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Pro zjisténi vlivu rezimu v pfijmu potravy a s tim spojené pohybové aktivity biezi
samice na fetdlni hodiny v SCN jsme vystavenim LL rytmickou signalizaci z centralnich
hodin v SCN matky k fétim vyrusili. Za predpokladu, ze jsou pokusnd zvirata krmena ad
libitum, vystaveni rezimu LL vede k potlaceni rytml v pfijmu potravy a v pohybové aktivité
(Depresbrummer et al., 1995; Polidarova et al., 2011). Je to zptisobeno tim, ze vlivem LL
dochazi v centralnich hodinach v SCN k desynchronizaci jednotlivych oscilatorti (Ohta et al.,
2005), coz zpusobi ztratu rytmicity nékterych hodinovych genti (Novakova et al., 2011) a
SCN pak ztraci schopnost vysilat koherentni rytmicky signal a fidit cirkadianni rytmy. U bfezi
samice tak nemohou synchronizovat hodiny jejich féti a mlad’ata ve vrhu se rodi se vzajemné

desynchronizovanymi hodinami.

Ztraty rytmicity mezi vrhy muze byt docileno i lézemi SCN u biezich samic (Weaver
and Reppert, 1989). V piipad¢ této prace byla u samic provedena na pocatku biezosti 1éze
SCN, coz vede k naruSeni rytmicity u matky a ztrat¢ informovanosti embryi o stfidani dne a
noci. Tato mlad’ata byla po narozeni chovana na stalé tm¢, aby bylo zabranéno svételné

synchronizaci a po odstavu byl u nich zaznamenavan rytmus v pfijmu tekutin.

Zatimco léze a potrava ad libitum vedla k arytmicité, mlad’ata matek, vystavenych RF
rezimu, vykazovala urCity rytmus v pfijmu tekutin (Weaver and Reppert, 1989). Toto
pozorovani naznacuje schopnost RF reZimu synchronizovat bfezi matky a proto 1 mlad’ata ve

vrhu mezi sebou.

Vliv RF na vyvijejici se SCN za stalého svétla byl jiz diive zkouman pomoci metody
in situ hybridizace, kdy bylo prokdzano vymizeni rytmi v SCN novorozenych mladat, jejichz
matky byly krmeny ad libitum, zatimco v ptipadé SCN novorozenych mlad’at, jejichz matky
byly krmeny pouze 6 hodin béhem dne, byly rytmy pfitomné (Novakova et al., 2010). V
tomto pifipadé byl sledovan rytmus v expresi genli c-fos a Avp v SCN mlad’at matek,
krmenych ad libitum nebo pouze 6 hodin denné. Stejné jako v pfipadé¢ této diplomové prace
vysledky téchto experimentli prokazaly ztratu rytmicity u mladat, jejichz matky mély
neustaly pristup k potraveé. U mlad’at matek, které byly krmeny pouze 6 hodin denné byl vSak
rytmus v SCN obnoven (Novakova et al., 2010).

Vysledky této prace potvrdily, ze vystaveni rezimu LL pifi dostupnosti potravy ad
libitum zpisobilo vymizeni denniho rytmu v expresi genu c-fos v SCN 19ti dennich embryi.

Rezim RF byl vSak schopen rytmus v expresi tohoto genu obnovit a jeho nastaveni
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odpovidalo dobé&, po kterou meéla zvifata piistup k potravé. Vzhledem k tomu, ze byla u
dospé€lcti prokdzéna stejna schopnost obnovy rytmicity v hodinovych genech pomoci RF
rezimu (Novakova et al., 2011), jsou ziejm&é embryonalni SCN k témto signalim rovnéz

citlivé.
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6. Zavér

Tato diplomova prace prokazala, ze jak manipulace se svételnymi podminkami, tak
s pfijmem potravy u bfezich samic vede ke zménadm v denni expresi genu c-fos v SCN 19ti
dennich embryi. Vzhledem k tomu, Ze rytmy v SCN takto starych embryi dosud nejdou zcela
vyvinuté, rytmus v expresi tohoto genu je pravdépodobné fizen mateiskymi signaly, kterymi
matka cely vrh synchronizuje s okolnimi podminkami. Vysledky této diplomové prace

prokazuji vliv téchto signali na SCN vyvijejiciho se embrya.

Tato diplomova prace dopliuje aktudlni poznatky o synchronizaci cirkadidnnich hodin

mezi matkou a mladétem a miiZe tak pfispét k pochopeni této problematiky.

54



Citace

Abe, H., and B. Rusak, 1992, STIMULATION OF THE HAMSTER VENTRAL LATERAL GENICULATE-
NUCLEUS INDUCES FOS-LIKE IMMUNOREACTIVITY IN SUPRACHIASMATIC NUCLEUS CELLS:
Neuroscience Letters, v. 148, p. 185-189.

Akashi, M., Y. Tsuchiya, T. Yoshino, and E. Nishida, 2002, Control of intracellular dynamics of
mammalian period proteins by casein kinase | epsilon (CKI epsilon) and CKI delta in cultured
cells: Molecular and Cellular Biology, v. 22, p. 1693-1703.

Akiyama, M., Y. Kouzu, S. Takahashi, H. Wakamatsu, T. Moriya, M. Maetani, S. Watanabe, H. Tei, Y.
Sakaki, and S. Shibata, 1999, Inhibition of light- or glutamate-induced mPerl expression
represses the phase shifts into the mouse circadian locomotor and suprachiasmatic firing
rhythms: Journal of Neuroscience, v. 19, p. 1115-1121.

Albus, H., M. J. Vansteensel, S. Michel, G. D. Block, and J. H. Meijer, 2005, A GABAergic mechanism is
necessary for coupling dissociable ventral and dorsal regional oscillators within the circadian
clock: Current Biology, v. 15, p. 886-893.

Altman, J., and S. A. Bayer, 1986, THE DEVELOPMENT OF THE RAT HYPOTHALAMUS: Advances in
Anatomy Embryology and Cell Biology, v. 100, p. 1-173.

Ando, H., H. Yanagihara, Y. Hayashi, Y. Obi, S. Tsuruoka, T. Takamura, S. Kaneko, and A. Fujimura,
2005, Rhythmic messenger ribonucleic acid expression of clock genes and adipocytokines in
mouse visceral adipose tissue: Endocrinology, v. 146, p. 5631-5636.

Ansari, N., M. Agathagelidis, C. Lee, H. W. Korf, and C. von Gall, 2009, Differential maturation of
circadian rhythms in clock gene proteins in the suprachiasmatic nucleus and the pars
tuberalis during mouse ontogeny: European Journal of Neuroscience, v. 29, p. 477-489.

Aton, S. J.,, C. S. Colwell, A. J. Harmar, J. Waschek, and E. D. Herzog, 2005, Vasoactive intestinal
polypeptide mediates circadian rhythmicity and synchrony in mammalian clock neurons:
Nature Neuroscience, v. 8, p. 476-483.

Baler, R., S. Covington, and D. C. Klein, 1997, The rat arylalkylamine N-acetyltransferase gene
promoter - cAMP activation via a cAMP-responsive element-CCAAT complex: Journal of
Biological Chemistry, v. 272, p. 6979-6985.

Balsalobre, A., 2002, Clock genes in mammalian peripheral tissues: Cell and Tissue Research, v. 309,
p. 193-199.

Balsalobre, A., F. Damiola, and U. Schibler, 1998, A serum shock induces circadian gene expression in
mammalian tissue culture cells: Cell, v. 93, p. 929-937.

Ban, Y., Y. Shigeyoshi, and H. Okamura, 1997, Development of vasoactive intestinal peptide mRNA
rhythm in the rat suprachiasmatic nucleus: Journal of Neuroscience, v. 17, p. 3920-3931.

Bellavia, S. L., A. R. Carpentieri, A. M. Vaque, A. F. Macchione, and N. T. Vermouth, 2006, Pup
circadian rhythm entrainment - effect of maternal ganglionectomy or pinealectomy:
Physiology & Behavior, v. 89, p. 342-349.

Bender, M., J. Drago, and S. A. Rivkees, 1997, D1 receptors mediate dopamine action in the fetal
suprachiasmatic nuclei: studies of mice with targeted deletion of the D1 dopamine receptor
gene: Molecular Brain Research, v. 49, p. 271-277.

Botchkina, G. I., and L. P. Morin, 1995, ONTOGENY OF RADIAL GLIA, ASTROCYTES AND VASOACTIVE-
INTESTINAL-PEPTIDE IMMUNOREACTIVE NEURONS IN HAMSTER SUPRACHIASMATIC
NUCLEUS: Developmental Brain Research, v. 86, p. 48-56.

Brown, S. A., G. Zumbrunn, F. Fleury-Olela, N. Preitner, and U. Schibler, 2002, Rhythms of mammalian
body temperature can sustain peripheral circadian clocks: Current Biology, v. 12, p. 1574-
1583.

Buijs, R. M., C. G. van Eden, V. D. Goncharuk, and A. Kalsbeek, 2003, The biological clock tunes the
organs of the body: timing by hormones and the autonomic nervous system: Journal of
Endocrinology, v. 177, p. 17-26.

55



Buxton, O. M., C. W. Lee, M. L'Hermite-Baleriaux, F. W. Turek, and E. Van Cauter, 2003, Exercise
elicits phase shifts and acute alterations of melatonin that vary with circadian phase:
American Journal of Physiology-Regulatory Integrative and Comparative Physiology, v. 284, p.
R714-R724.

Cagampang, F. R. A., J. Yang, Y. Nakayama, C. Fukuhara, and S. |. T. Inouye, 1994, CIRCADIAN
VARIATION OF ARGININE-VASOPRESSIN MESSENGER-RNA IN THE RAT SUPRACHIASMATIC
NUCLEUS: Molecular Brain Research, v. 24, p. 179-184.

Camacho, F., M. Cilio, Y. Guo, D. M. Virshup, K. Patel, O. Khorkova, S. Styren, B. Morse, Z. Yao, and G.
A. Keesler, 2001, Human casein kinase | delta phosphorylation of human circadian clock
proteins period 1 and 2: Febs Letters, v. 489, p. 159-165.

Carter, D. S., and B. D. Goldman, 1983, ANTIGONADAL EFFECTS OF TIMED MELATONIN INFUSION IN
PINEALECTOMIZED MALE DJUNGARIAN HAMSTERS (PHODOPUS-SUNGORUS-SUNGORUS) -
DURATION IS THE CRITICAL PARAMETER: Endocrinology, v. 113, p. 1261-1267.

Claustrat, B., G. Chazot, J. Brun, D. Jordan, and G. Sassolas, 1984, A CHRONOBIOLOGICAL STUDY OF
MELATONIN AND CORTISOL SECRETION IN DEPRESSED SUBIJECTS - PLASMA MELATONIN, A
BIOCHEMICAL MARKER IN MAJOR DEPRESSION: Biological Psychiatry, v. 19, p. 1215-1228.

Cos, S., M. D. Mediavilla, R. Fernandez, D. Gonzalez-Lamuno, and E. J. Sanchez-Barcelo, 2002, Does
melatonin induce apoptosis in MCF-7 human breast cancer cells in vitro?: Journal of Pineal
Research, v. 32, p. 90-96.

Damiola, F., N. Le Minh, N. Preitner, B. Kornmann, F. Fleury-Olela, and U. Schibler, 2000, Restricted
feeding uncouples circadian oscillators in peripheral tissues from the central pacemaker in
the suprachiasmatic nucleus: Genes & Development, v. 14, p. 2950-2961.

Davidson, A. J., M. T. Sellix, J. Daniel, S. Yamazaki, M. Menaker, and G. D. Block, 2006, Chronic jet-lag
increases mortality in aged mice: Current Biology, v. 16, p. R914-R916.

Davis, F. C., R. Boada, and J. Ledeaux, 1990, NEUROGENESIS OF THE HAMSTER SUPRACHIASMATIC
NUCLEUS: Brain Research, v. 519, p. 192-199.

Davis, F. C., and R. A. Gorski, 1985, DEVELOPMENT OF HAMSTER CIRCADIAN-RHYTHMS .1. WITHIN-
LITTER SYNCHRONY OF MOTHER AND PUP ACTIVITY RHYTHMS AT WEANING: Biology of
Reproduction, v. 33, p. 353-362.

Davis, F. C., and R. A. Gorski, 1988, DEVELOPMENT OF HAMSTER CIRCADIAN-RHYTHMS - ROLE OF
THE MATERNAL SUPRACHIASMATIC NUCLEUS: Journal of Comparative Physiology a-Sensory
Neural and Behavioral Physiology, v. 162, p. 601-610.

Davis, F. C.,, and J. Mannion, 1988, ENTRAINMENT OF HAMSTER PUP CIRCADIAN-RHYTHMS BY
PRENATAL MELATONIN INJECTIONS TO THE MOTHER: American Journal of Physiology, v. 255,
p. R439-R448.

Deguchi, T., 1975, ONTOGENESIS OF A BIOLOGICAL CLOCK FOR SEROTONIN-ACETYL COENZYME-A N-
ACETYLTRANSFERASE IN PINEAL-GLAND OF RAT: Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, v. 72, p. 2814-2818.

Depresbrummer, P., F. Levi, G. Metzger, and Y. Touitou, 1995, LIGHT-INDUCED SUPPRESSION OF THE
RAT CIRCADIAN SYSTEM: American Journal of Physiology-Regulatory Integrative and
Comparative Physiology, v. 268, p. R1111-R1116.

Devries, J. I. P., G. H. A. Visser, E. J. H. Mulder, and H. F. R. Prechtl, 1987, DIURNAL AND OTHER
VARIATIONS IN FETAL MOVEMENT AND HEART-RATE PATTERNS AT 20-22 WEEKS: Early
Human Development, v. 15, p. 333-348.

Ding, J. M., L. E. Faiman, W. J. Hurst, L. R. Kuriashkina, and M. U. Gillette, 1997, Resetting the
biological clock: Mediation of nocturnal CREB phosphorylation via light, glutamate, and nitric
oxide: Journal of Neuroscience, v. 17, p. 667-675.

Duez, H., and B. Staels, 2009, Rev-erb-alpha: an integrator of circadian rhythms and metabolism:
Journal of Applied Physiology, v. 107, p. 1972-1980.

Eide, E. J., E. L. Vielhaber, W. A. Hinz, and D. M. Virshup, 2002, The circadian regulatory proteins
BMAL1 and cryptochromes are substrates of casein kinase | epsilon: Journal of Biological
Chemistry, v. 277, p. 17248-17254.

56



El-Hennamy, R., K. Mateju, Z. Bendova, S. Sosniyenko, and A. Sumova, 2008, Maternal control of the
fetal and neonatal rat suprachiasmatic nucleus: Journal of Biological Rhythms, v. 23, p. 435-
444,

Fonjallaz, P., V. Ossipow, G. Wanner, and U. Schibler, 1996, The two PAR leucine zipper proteins, TEF
and DBP, display similar circadian and tissue-specific expression, but have different target
promoter preferences: Embo Journal, v. 15, p. 351-362.

Gekakis, N., D. Staknis, H. B. Nguyen, F. C. Davis, L. D. Wilsbacher, D. P. King, J. S. Takahashi, and C. J.
Weitz, 1998, Role of the CLOCK protein in the mammalian circadian mechanism: Science, v.
280, p. 1564-1569.

Golombek, D. A., and R. E. Rosenstein, 2010, Physiology of Circadian Entrainment: Physiological
Reviews, v. 90, p. 1063-1102.

Gooley, J. J., J. Lu, T. C. Chou, T. E. Scammell, and C. B. Saper, 2001, Melanopsin in cells of origin of
the retinohypothalamic tract: Nature Neuroscience, v. 4, p. 1165-1165.

Gravotta, L., A. M. Gavrila, S. Hood, and S. Amir, 2011, Global Depletion of Dopamine Using
Intracerebroventricular 6-Hydroxydopamine Injection Disrupts Normal Circadian Wheel-
Running Patterns and PERIOD2 Expression in the Rat Forebrain: Journal of Molecular
Neuroscience, v. 45, p. 162-171.

Guillaumond, F., H. Dardente, V. Giguere, and N. Cermakian, 2005, Differential control of Bmall
circadian transcription by REV-ERB and ROR nuclear receptors: Journal of Biological Rhythm:s,
v. 20, p. 391-403.

Hafner, M., H. Koeppl, and D. Gonze, 2012, Effect of Network Architecture on Synchronization and
Entrainment Properties of the Circadian Oscillations in the Suprachiasmatic Nucleus: Plos
Computational Biology, v. 8, p. 16.

Herrero, L., L. Valcarcel, C. A. da Silva, N. Albert, A. Diez-Noguera, T. Cambras, and D. Serra, 2015,
Altered Circadian Rhythm and Metabolic Gene Profile in Rats Subjected to Advanced Light
Phase Shifts: Plos One, v. 10.

Hiroshige, T., K. I. Honma, and K. Watanabe, 1982, POSSIBLE ZEITGEBERS FOR EXTERNAL
ENTRAINMENT OF THE CIRCADIAN-RHYTHM OF PLASMA-CORTICOSTERONE IN BLIND
INFANTILE RATS: Journal of Physiology-London, v. 325, p. 507-519.

Houdek, P., L. Polidarova, M. Novakova, K. Mateju, S. Kubik, and A. Sumova, 2015, Melatonin
Administered During the Fetal Stage Affects Circadian Clock in the Suprachiasmatic Nucleus
but Not in the Liver: Developmental Neurobiology, v. 75, p. 131-144.

Houdek, P., and A. Sumova, 2014, In Vivo Initiation of Clock Gene Expression Rhythmicity in Fetal Rat
Suprachiasmatic Nuclei: Plos One, v. 9.

Cho, K. W., 2001, Chronic 'jet lag' produces temporal lobe atrophy and spatial cognitive deficits:
Nature Neuroscience, v. 4, p. 567-568.

llinerova, H., and J. Vanecek, 1988, ENTRAINMENT OF THE RAT PINEAL RHYTHM IN MELATONIN
PRODUCTION BY LIGHT: Reproduction Nutrition Development, v. 28, p. 515-526.

Ingram, C. D., R. Ciobanu, I. L. Coculescu, R. Tanasescu, M. Coculescu, and R. Mihai, 1998,
Vasopressin neurotransmission and the control of circadian rhythms in the suprachiasmatic
nucleus: Advances in Brain Vasopressin, v. 119, p. 351-364.

Inouye, S. T., and H. Kawamura, 1979, PERSISTENCE OF CIRCADIAN RHYTHMICITY IN A MAMMALIAN
HYPOTHALAMIC ISLAND CONTAINING THE SUPRACHIASMATIC NUCLEUS: Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, v. 76, p. 5962-5966.

Jean-Louis, G., N. J. Williams, D. Sarpong, A. Pandey, S. Youngstedt, F. Zizi, and G. Ogedegbe, 2014,
Associations between inadequate sleep and obesity in the US adult population: analysis of
the national health interview survey (1977-2009): Bmc Public Health, v. 14, p. 10.

Jiao, Y. Y., and B. Rusak, 2003, Electrophysiology of optic nerve input to suprachiasmatic nucleus
neurons in rats and degus: Brain Research, v. 960, p. 142-151.

lilg, A., J. Moek, D. R. Weaver, H. W. Korf, J. H. Stehle, and C. von Gall, 2005, Rhythms in clock
proteins in the mouse pars tuberalis depend on MT1 melatonin receptor signalling: European
Journal of Neuroscience, v. 22, p. 2845-2854.

57



Jin, X. W., L. P. Shearman, D. R. Weaver, M. J. Zylka, G. J. De Vries, and S. M. Reppert, 1999, A
molecular mechanism regulating rhythmic output from the suprachiasmatic circadian clock:
Cell, v. 96, p. 57-68.

Kabrita, C. S.,, and F. C. Davis, 2008, Development of the mouse suprachiasmatic nucleus:
Determination of time of cell origin and spatial arrangements within the nucleus: Brain
Research, v. 1195, p. 20-27.

Kanishi, Y., Y. Kobayashi, S. Noda, B. Ishizuka, and K. Saito, 2000, Differential growth inhibitory effect
of melatonin on two endometrial cancer cell lines: Journal of Pineal Research, v. 28, p. 227-
233.

Karlsson, B., A. Knutsson, and B. Lindahl, 2001, Is there an association between shift work and having
a metabolic syndrome? Results from a population based study of 27,485 people:
Occupational and Environmental Medicine, v. 58, p. 747-752.

Klein, D. C., S. L. Coon, P. H. Roseboom, J. L. Weller, M. Bernard, J. A. Gastel, M. Zatz, P. M. luvone, .
R. Rodriguez, V. Begay, J. Falcon, G. M. Cahill, V. M. Cassone, and R. Baler, 1997, The
melatonin rhythm-generating enzyme: Molecular regulation of serotonin N-acetyltransferase
in the pineal gland: Recent Progress in Hormone Research, Proceedings of the 1996
Conference, Vol 52, v. 52, p. 307-358.

Kovacikova, Z., M. Sladek, Z. Bendova, H. llinerova, and A. Sumova, 2006, Expression of clock and
clock-driven genes in the rat suprachiasmatic nucleus during late fetal and early postnatal
development: Journal of Biological Rhythms, v. 21, p. 140-148.

Kriegsfeld, L. J., and R. Silver, 2006, The regulation of neuroendocrine function: Timing is everything:
Hormones and Behavior, v. 49, p. 557-574.

Kubo, T., K. Ozasa, K. Mikami, K. Wakai, Y. Fujino, Y. Watanabe, T. Miki, M. Nakao, K. Hayashi, K.
Suzuki, M. Mori, M. Washio, F. Sakauchi, Y. Ito, T. Yoshimura, and A. Tamakoshi, 2006,
Prospective cohort study of the risk of prostate cancer among rotating-shift workers:
Findings from the Japan Collaborative Cohort Study: American Journal of Epidemiology, v.
164, p. 549-555.

Kume, K., M. J. Zylka, S. Sriram, L. P. Shearman, D. R. Weaver, X. W. Jin, E. S. Maywood, M. H.
Hastings, and S. M. Reppert, 1999, mCRY1 and mCRY2 are essential components of the
negative limb of the circadian clock feedback loop: Cell, v. 98, p. 193-205.

Landgraf, D., C. E. Koch, and H. Oster, 2014, Embryonic development of circadian clocks in the
mammalian suprachiasmatic nuclei: Frontiers in Neuroanatomy, v. 8, p. 7.

Lavery, D. J., and U. Schibler, 1993, CIRCADIAN TRANSCRIPTION OF THE CHOLESTEROL 7-ALPHA
HYDROXYLASE GENE MAY INVOLVE THE LIVER-ENRICHED BZIP PROTEIN DBP: Genes &
Development, v. 7, p. 1871-1884.

Leake, R. D., H. Stegner, M. G. Ross, M. G. Ervin, T. H. Oddie, and D. A. Fisher, 1986, DIURNAL-
VARIATIONS IN PLASMA ARGININE VASOTOCIN (AVT) CONCENTRATIONS IN THE OVINE
FETUS: Life Sciences, v. 38, p. 1485-1490.

Lee, Y. H., J. A. Alberta, F. J. Gonzalez, and D. J. Waxman, 1994, MULTIPLE, FUNCTIONAL DBP SITES
ON THE PROMOTER OF THE CHOLESTEROL 7-ALPHA-HYDROXYLASE P450 GENE, CYP7 -
PROPOSED ROLE IN DIURNAL REGULATION OF LIVER GENE-EXPRESSION: Journal of Biological
Chemistry, v. 269, p. 14681-14689.

Lehman, M. N,, R. Silver, W. R. Gladstone, R. M. Kahn, M. Gibson, and E. L. Bittman, 1987, CIRCADIAN
RHYTHMICITY RESTORED BY NEURAL TRANSPLANT - IMMUNOCYTOCHEMICAL
CHARACTERIZATION OF THE GRAFT AND ITS INTEGRATION WITH THE HOST BRAIN: Journal of
Neuroscience, v. 7, p. 1626-1638.

Li, X. D., and F. C. Davis, 2005, Developmental expression of clock genes in the Syrian hamster:
Developmental Brain Research, v. 158, p. 31-40.

Marchant, E. G., and R. E. Mistlberger, 1997, Anticipation and entrainment to feeding time in intact
and SCN-ablated C57BL/6j mice: Brain Research, v. 765, p. 273-282.

Mateju, K., Z. Bendova, R. EI-Hennamy, M. Sladek, S. Sosniyenko, and A. Sumova, 2009, Development
of the light sensitivity of the clock genes Periodl and Period2, and immediate-early gene c-

58



fos within the rat suprachiasmatic nucleus: European Journal of Neuroscience, v. 29, p. 490-
501.

Maywood, E. S., A. B. Reddy, G. K. Y. Wong, J. S. O'Neill, J. A. O'Brien, D. G. McMahon, A. J. Harmar, H.
Okamura, and M. H. Hastings, 2006, Synchronization and maintenance of timekeeping in
suprachiasmatic circadian clock cells by neuropeptidergic signaling: Current Biology, v. 16, p.
599-605.

McArthur, A. J., M. U. Gillette, and R. A. Prosser, 1991, MELATONIN DIRECTLY RESETS THE RAT
SUPRACHIASMATIC CIRCADIAN CLOCK INVITRO: Brain Research, v. 565, p. 158-161.

McCarthy, J. J., J. L. Andrews, E. L. McDearmon, K. S. Campbell, B. K. Barber, B. H. Miller, J. R. Walker,
J. B. Hogenesch, J. S. Takahashi, and K. A. Esser, 2007, Identification of the circadian
transcriptome in adult mouse skeletal muscle: Physiological Genomics, v. 31, p. 86-95.

Moga, M. M., and R. Y. Moore, 1997, Organization of neural inputs to the suprachiasmatic nucleus in
the rat: Journal of Comparative Neurology, v. 389, p. 508-534.

Monti, J. M., F. Alvarino, D. Cardinali, |. Savio, and A. Pintos, 1999, Polysomnographic study of the
effect of melatonin on sleep in elderly patients with chronic primary insomnia: Archives of
Gerontology and Geriatrics, v. 28, p. 85-98.

Moore, R. Y., and M. E. Bernstein, 1989, SYNAPTOGENESIS IN THE RAT SUPRACHIASMATIC NUCLEUS
DEMONSTRATED BY ELECTRON-MICROSCOPY AND SYNAPSIN-1 IMMUNOREACTIVITY: Journal
of Neuroscience, v. 9, p. 2151-2162.

Moore, R. Y., and J. P. Card, 1994, INTERGENICULATE LEAFLET - AN ANATOMICALLY AND
FUNCTIONALLY DISTINCT SUBDIVISION OF THE LATERAL GENICULATE COMPLEX: Journal of
Comparative Neurology, v. 344, p. 403-430.

Moore, R. Y., and V. B. Eichler, 1972, LOSS OF A CIRCADIAN ADRENAL CORTICOSTERONE RHYTHM
FOLLOWING SUPRACHIASMATIC LESIONS IN RAT: Brain Research, v. 42, p. 201-&.

Moore, R. Y., J. C. Speh, and R. K. Leak, 2002, Suprachiasmatic nucleus organization: Cell and Tissue
Research, v. 309, p. 89-98.

Muhlbauer, E., S. Wolgast, U. Finckh, D. Peschke, and E. Peschke, 2004, Indication of circadian
oscillations in the rat pancreas: Febs Letters, v. 564, p. 91-96.

Munekawa, K., Y. Tamada, N. lijima, S. Hayashi, A. Ishihara, K. Inoue, M. Tanaka, and Y. Ibata, 2000,
Development of astroglial elements in the suprachiasmatic nucleus of the rat: With special
reference to the involvement of the optic nerve: Experimental Neurology, v. 166, p. 44-51.

Nagano, M., A. Adachi, K. Nakahama, T. Nakamura, M. Tamada, E. Meyer-Bernstein, A. Sehgal, and Y.
Shigeyoshi, 2003, An abrupt shift in the day/night cycle causes desynchrony in the
mammalian circadian center: Journal of Neuroscience, v. 23, p. 6141-6151.

Novakova, M., L. Polidarova, M. Sladek, and A. Sumova, 2011, RESTRICTED FEEDING REGIME AFFECTS
CLOCK GENE EXPRESSION PROFILES IN THE SUPRACHIASMATIC NUCLEUS OF RATS EXPOSED
TO CONSTANT LIGHT: Neuroscience, v. 197, p. 65-71.

Novakova, M., M. Sladek, and A. Sumova, 2010, Exposure of Pregnant Rats to Restricted Feeding
Schedule Synchronizes the SCN Clocks of Their Fetuses under Constant Light but Not under a
Light-Dark Regime: Journal of Biological Rhythms, v. 25, p. 350-360.

Ohta, H., S. Yamazaki, and D. G. McMahon, 2005, Constant light desynchronizes mammalian clock
neurons: Nature Neuroscience, v. 8, p. 267-269.

Oishi, K., K. Sakamoto, T. Okada, T. Nagase, and N. Ishida, 1998a, Antiphase circadian expression
between BMAL1 and period homologue mRNA in the suprachiasmatic nucleus and peripheral
tissues of rats: Biochemical and Biophysical Research Communications, v. 253, p. 199-203.

Oishi, K., K. Sakamoto, T. Okada, T. Nagase, and N. Ishida, 1998b, Humoral signals mediate the
circadian expression of rat period homologue (rPer2) mRNA in peripheral tissues:
Neuroscience Letters, v. 256, p. 117-119.

Perreau-Lenz, S., A. Kalsbeek, J. Van der Vliet, P. Pevet, and R. M. Buijs, 2005, In vivo evidence for a
controlled offset of melatonin synthesis at dawn by the suprachiasmatic nucleus in the rat:
Neuroscience, v. 130, p. 797-803.

59



Polidarova, L., M. Sladek, M. Sotak, J. Pacha, and A. Sumova, 2011, Hepatic, Duodenal, and Colonic
Circadian Clocks Differ in their Persistence under Conditions of Constant Light and in their
Entrainment by Restricted Feeding: Chronobiology International, v. 28, p. 204-215.

Ralph, M. R., R. G. Foster, F. C. Davis, and M. Menaker, 1990, TRANSPLANTED SUPRACHIASMATIC
NUCLEUS DETERMINES CIRCADIAN PERIOD: Science, v. 247, p. 975-978.

Reddy, A. B., M. D. Field, E. S. Maywood, and M. H. Hastings, 2002, Differential resynchronisation of
circadian clock gene expression within the suprachiasmatic nuclei of mice subjected to
experimental jet lag: Journal of Neuroscience, v. 22, p. 7326-7330.

Reppert, S. M., and W. J. Schwartz, 1986, MATERNAL SUPRACHIASMATIC NUCLEI ARE NECESSARY
FOR MATERNAL COORDINATION OF THE DEVELOPING CIRCADIAN SYSTEM: Journal of
Neuroscience, v. 6, p. 2724-2729.

Ripperger, J. A, L. P. Shearman, S. M. Reppert, and U. Schibler, 2000, CLOCK, an essential pacemaker
component, controls expression of the circadian transcription factor DBP: Genes &
Development, v. 14, p. 679-689.

Sagar, S. M., F. R. Sharp, and T. Curran, 1988, EXPRESSION OF C-FOS PROTEIN IN BRAIN - METABOLIC
MAPPING AT THE CELLULAR-LEVEL: Science, v. 240, p. 1328-1331.

Shearman, L. P., M. J. Zylka, D. R. Weaver, L. F. Kolakowski, and S. M. Reppert, 1997, Two period
homologs: Circadian expression and photic regulation in the suprachiasmatic nuclei: Neuron,
v. 19, p. 1261-1269.

Shibata, S., and R. Y. Moore, 1987, DEVELOPMENT OF NEURONAL-ACTIVITY IN THE RAT
SUPRACHIASMATIC NUCLEUS: Developmental Brain Research, v. 34, p. 311-315.

Shibata, S., Y. Oomura, K. Hattori, and H. Kita, 1984, RESPONSES OF SUPRACHIASMATIC NUCLEUS
NEURONS TO OPTIC-NERVE STIMULATION IN RAT HYPOTHALAMIC SLICE PREPARATION:
Brain Research, v. 302, p. 83-89.

Shimomura, H., T. Moriya, M. Sudo, H. Wakamatsu, M. Akiyama, Y. Miyake, and S. Shibata, 2001,
Differential daily expression of Perl and Per2 mRNA in the suprachiasmatic nucleus of fetal
and early postnatal mice: European Journal of Neuroscience, v. 13, p. 687-693.

Shinohara, K., S. Honma, Y. Katsuno, H. Abe, and K. Honma, 1995, 2 DISTINCT OSCILLATORS IN THE
RAT SUPRACHIASMATIC NUCLEUS IN-VITRO: Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, v. 92, p. 7396-7400.

Scheer, F., G. A. Van Montfrans, E. J. W. van Someren, G. Mairuhu, and R. M. Buijs, 2004, Daily
nighttime melatonin reduces blood pressure in male patients with essential hypertension:
Hypertension, v. 43, p. 192-197.

Schernhammer, E. S., F. Laden, F. E. Speizer, W. C. Willett, D. J. Hunter, |. Kawachi, and G. A. Colditz,
2001, Rotating night shifts and risk of breast cancer in women participating in the nurses'
health study: Journal of the National Cancer Institute, v. 93, p. 1563-1568.

Schernhammer, E. S., F. Laden, F. E. Speizer, W. C. Willett, D. J. Hunter, |. Kawachi, C. S. Fuchs, and G.
A. Colditz, 2003, Night-shift work and risk of colorectal cancer in the Nurses' Health Study:
Journal of the National Cancer Institute, v. 95, p. 825-828.

Schernhammer, E. S., B. Rosner, W. C. Willett, F. Laden, G. A. Colditz, and S. E. Hankinson, 2004,
Epidemiology of urinary melatonin in women and its relation to other hormones and night
work: Cancer Epidemiology Biomarkers & Prevention, v. 13, p. 936-943.

Schwartz, W. J., N. Aronin, J. Takeuchi, M. R. Bennett, and R. V. Peters, 1995, TOWARDS A
MOLECULAR-BIOLOGY OF THE SUPRACHIASMATIC NUCLEUS - PHOTIC AND TEMPORAL
REGULATION OF C-FOS GENE-EXPRESSION: Seminars in the Neurosciences, v. 7, p. 53-60.

Sladek, M., M. Rybova, Z. Jindrakova, Z. Zemanova, L. Polidarova, L. Mrnka, J. O'Neill, J. Pacha, and A.
Sumova, 2007, Insight into the circadian clock within rat colonic epithelial cells:
Gastroenterology, v. 133, p. 1240-1249.

Sladek, M., A. Sumova, Z. Kovacikova, Z. Bendova, K. Laurinova, and H. llinerova, 2004, Insight into
molecular core clock mechanism of embryonic and early postnatal rat suprachiasmatic
nucleus: Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, v.
101, p. 6231-6236.

60



Speh, J. C., and R. Y. Moore, 1993, RETINOHYPOTHALAMIC TRACT DEVELOPMENT IN THE HAMSTER
AND RAT: Developmental Brain Research, v. 76, p. 171-181.

Stephan, F. K., and I. Zucker, 1972, CIRCADIAN-RHYTHMS IN DRINKING BEHAVIOR AND LOCOMOTOR
ACTIVITY OF RATS ARE ELIMINATED BY HYPOTHALAMIC-LESIONS: Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, v. 69, p. 1583-&.

Stokkan, K. A., S. Yamazaki, H. Tei, Y. Sakaki, and M. Menaker, 2001, Entrainment of the circadian
clock in the liver by feeding: Science, v. 291, p. 490-493.

Sumova, A., M. Sladek, L. Polidarova, M. Novakova, and P. Houdek, 2012, Circadian system from
conception till adulthood: Neurobiology of Circadian Timing, v. 199, p. 83-103.

Sumova, A., Z. Travnickova, J. D. Mikkelsen, and H. llinerova, 1998, Spontaneous rhythm in c-Fos
immunoreactivity in the dorsomedial part of the rat suprachiasmatic nucleus: Brain Research,
v. 801, p. 254-258.

Tahara, Y., H. Kuroda, K. Saito, Y. Nakajima, Y. Kubo, N. Ohnishi, Y. Seo, M. Otsuka, Y. Fuse, Y. Ohura,
T. Komatsu, Y. Moriya, S. Okada, N. Furutani, A. Hirao, K. Horikawa, T. Kudo, and S. Shibata,
2012, In Vivo Monitoring of Peripheral Circadian Clocks in the Mouse: Current Biology, v. 22,
p. 1029-1034.

Torres-Farfan, C., N. Mendez, L. Abarzua-Catalan, N. Vilches, G. J. Valenzuela, and M. Seron-Ferre,
2011, A Circadian Clock Entrained by Melatonin Is Ticking in the Rat Fetal Adrenal:
Endocrinology, v. 152, p. 1891-1900.

Tuunainen, A., D. F. Kripke, J. A. Elliott, J. D. Assmus, K. M. Rex, M. R. Klauber, and R. D. Langer, 2002,
Depression and endogenous melatonin in postmenopausal women: Journal of Affective
Disorders, v. 69, p. 149-158.

Viswanathan, N., D. R. Weaver, S. M. Reppert, and F. C. Davis, 1994, ENTRAINMENT OF THE FETAL
HAMSTER CIRCADIAN PACEMAKER BY PRENATAL INJECTIONS OF THE DOPAMINE AGONIST
SKF-38393: Journal of Neuroscience, v. 14, p. 5393-5398.

Weaver, D. R., and S. M. Reppert, 1986, MATERNAL MELATONIN COMMUNICATES DAYLENGTH TO
THE FETUS IN DJUNGARIAN HAMSTERS: Endocrinology, v. 119, p. 2861-2863.

Weaver, D. R., and S. M. Reppert, 1989, PERIODIC FEEDING OF SCN-LESIONED PREGNANT RATS
ENTRAINS THE FETAL BIOLOGICAL CLOCK: Developmental Brain Research, v. 46, p. 291-296.

Weaver, D. R., S. A. Rivkees, and S. M. Reppert, 1992, D1-DOPAMINE RECEPTORS ACTIVATE C-FOS
EXPRESSION IN THE FETAL SUPRACHIASMATIC NUCLEI: Proceedings of the National Academy
of Sciences of the United States of America, v. 89, p. 9201-9204.

Williams, L. M., M. G. Martinoli, L. T. Titchener, and G. Pelletier, 1991, THE ONTOGENY OF CENTRAL
MELATONIN BINDING-SITES IN THE RAT: Endocrinology, v. 128, p. 2083-2090.

Yamaguchi, S., H. Isejima, T. Matsuo, R. Okura, K. Yagita, M. Kobayashi, and H. Okamura, 2003,
Synchronization of cellular clocks in the suprachiasmatic nucleus: Science, v. 302, p. 1408-
1412.

Yamazaki, S., R. Numano, M. Abe, A. Hida, R. Takahashi, M. Ueda, G. D. Block, Y. Sakaki, M. Menaker,
and H. Tei, 2000, Resetting central and peripheral circadian oscillators in transgenic rats:
Science, v. 288, p. 682-685.

Yellon, S. M., and L. D. Longo, 1988, EFFECT OF MATERNAL PINEALECTOMY AND REVERSE
PHOTOPERIOD ON THE CIRCADIAN MELATONIN RHYTHM IN THE SHEEP AND FETUS DURING
THE LAST TRIMESTER OF PREGNANCY: Biology of Reproduction, v. 39, p. 1093-1099.

Yoo, S. H., S. Yamazaki, P. L. Lowrey, K. Shimomura, C. H. Ko, E. D. Buhr, S. M. Siepka, H. K. Hong, W. J.
Oh, O. J. Yoo, M. Menaker, and J. S. Takahashi, 2004, PERIOD2 :: LUCIFERASE real-time
reporting of circadian dynamics reveals persistent circadian oscillations in mouse peripheral
tissues: Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, v.
101, p. 5339-5346.

Zordan, M., R. Costa, G. Macino, C. Fukuhara, and G. Tosini, 2000, Circadian clocks: What makes
them tick?: Chronobiology International, v. 17, p. 433-451.

61



