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Abstrakt

Tématem této diplomové prace jsou zmény v cirkadidnnich rytmech zptisobené
poruchou cerebella. Jako animalni model byly vybrany mysi s mutaci Lurcher, které maji
specificky degenerovanou vrstvu Purkynovych bunék. Z nasich vysledki vyplyva, ze mutace
glutamatového receptoru GIluRo62, kterd podminuje postupnou degeneraci Purkyiovych
bunék, vede k poskozeni cirkadianniho systému. Mysi s touto mutaci maji snizenou schopnost
synchronizace s vngj$imi svételnymi podminkami, vykazuji zvySenou variabilitu v délce
endogenni periody a nejsou schopny generovat anticipacni chovéani v rezimu casoveé
omezen¢ho pristupu k potravé. Na rozdil od kontrolnich mysi, u postizenych mysi jsme
nedetekovali vyznamny rytmus v hladin¢ proteinu hodinového genu Bmall v
suprachiasmatickych jadrech, paraventrikularnich jadrech ani v habenule. Hladiny
fosforylovanych kindz ERK1/2 a GSK38 mély také naruSeny rytmus v suprachiasmatickych
jadrech. Vzhledem k caste¢né zachovanym cirkadidnnim oscilacim v lokomocni aktivité
patrné nedochazi k naruseni cirkadidnniho systému na molekularni urovni. Cerebelarni
mutace spiSe narusuje vzajemnou synchronizaci neuront suprachiasmatickych jader a mize
také ovlivilovat procesy ve ventromedialnim hypotalamu regulujicim pfijem potravy.

Nase poznatky jsou prvni, které naznacuji funkéni interakcei cerebella a cirkadidnniho

pacemakeru v suprachiasmatickych jadrech, a pravdépodobné¢ také v habenule.
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Abstract

The main topic of this thesis are changes in Circadian rhythms caused by cerebellar
disorders. Mice with Lurcher mutation, which have specifically degenerated Purkinje cells
layer, were choosen as animal model. Our results show that mutation of the glutamate
receptor GluR32, which causes gradual degeneration of Purkinje cells, leads to damage of
Circadian system. Mice with this mutation have reduced capability to adapt to external
conditions in different light modes. They are also showing increased variability in
endogenous cycle. The mice are also unable to show anticipatory behavior in time-restricted
feeding. Compared to control group, affected mice do not show significant rhythm in levels of
protein of Bmall gene in suprachiasmatic nuclei, paraventricular nuclei nor in habenula.
Phosphorylated kinases ERK1/2 and GSK38 also had distorted rhythms in suprachiasmatic
nuclei. Because Circadian oscillations in locomotor activity are partly preserved, Circadian
system is likely not damaged on molecular level. Cerebellar mutation hampers
synchronization between suprachiasmatic nuclei of neurons and can also affect processes in
the ventromedial hypothalamus regulating food intake.

Our findings are the first to suggest functional interactions between cerebellum and

Circadian pacemaker in suprachiasmatic nuclei and likely also in habenula.
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1. Seznam pouzitych zkratek

AT s adenosintrifosfat
AVP s arginin vazopresin
BOCBA mysi kmen
Bmall.....oooooiiiee e Brain and muscle Arnt-like protein 1
CAMKIL.....ooiiiiiiii Ca2+/kalmodulin-dependentni protein kinaza II
CAMP L. cyklicky adenosinmonofosfat
CKIE, O ittt et e e et e e e s sbe e e e e e eaaaeeas Kasein kinaza 1 €, 6
(0 oo SR Circadian lcomotor outup cycles kaput
CRE. .. calcium responsive element
CREB ..o, calcium/cAMP response element binding protein
Gy L, 2, B e Cryptochrome 1, 2, 3
DD .o z angl. dark/dark, rezim tma/tma
DD o D site albumin promoter binding protein
ERKL/2 ..o, extracelularnim signalem reguované kinazy 1/2
HIT e Hepatic leucemia factor
AMSCN .. dorsomedialni suprachiasmatické jadra
GABA .. kyselina gama-aminomaselna
GHT e genikulohypotalamicky trakt
GIUROG2Z ... glutamatovy receptor delta 2
Grid2..ceeceeececeeece e mysi gen kodujici glutamatovy receptor delta 2
GSK3BPB o glykogen syntéza kinaza 3f3
G L e ————— intergenikulatni listek thalamu
L s Lurcher
LD i z angl. light/dark, rezim svétlo/tma
MAPK ..o mitogenem aktivované proteinkinazy
MGI........ internetova databaze mysiho genomu, z angl. Mouse Genome Informatics
MRNA mediatorova ribonukleova kyselina
Na" = KT ATPAZA......cceiiriiiiicicee e sodno - draselna pumpa
NIMDG™ ...t neenas N-methyl-D-glukamin
NPAS2 ..o Neuronal PAS domain-containing protein 2
P18 ... osmnacty postnatalni den, analogicky P1, P2, P3 atd.
PACAP ..o Pituitary adenylate cyclase-activating peptide
PAS L s Period-Arnt-Single-minded
=Y 2 Period 1, 2, 3
P A K e Proteinkindza A
PVIN paraventrikularni jadra
RF s z angl. restricted feeding, rezim ¢asové omezeného podavani potravy
RHT e retinohypotalamicky trakt
ROI 0, B, ¥ oo Retinoic acid-related orphan receptor a, B, y
SCN s suprachiasmaticka jadra
LI USROS Thyrotroph embryonic factor
TIMS e 3. transmembranova doména
VIP o vasoaktivni intestinalni polypeptid
VISCN Lo ventrolateralni suprachiasmaticka jadra
VPAC2...iiee e vazoaktivni intestinalni peptidovy receptor 2
WE z angl. wildtype; kontrolni jedinec
ZANGL o z angliCtiny



2. Uvod

Mysi typu Lurcher maji nasledkem genové mutace glutamatového receptoru GluRo62
zcela degenerovanou vrstvu Purkynovych bun€k v cerebellu. Purkynovy buiiky vytvaii jediny
vystup z korové oblasti cerebella a jejich synapse maji inhibi¢ni charakter. V navaznosti na
smrt Purkynovych bunék sekundarné degeneruji oliverni neurony a granularni bunky.
Behaviordlnim projevem této mutace je ataxie, snizend schopnost uceni a mensi fyzicky
vykon. Lurcher mysi trpici cerebelarni degeneraci jsou ¢asto vyuzivany jako animalni model
autismu a dalSich typt poruch nervové soustavy.

Cerebellum tidi motorické funkce a podili se na procesu uceni. V poslednich letech se
spojuje také s procesem tzv. intervalového casovani, které jedincim umoznuje odhad
kratkych ¢asovych intervalii. Je mozné, ze tato funkce se uplatituje i v konstituci potravné
anticipacniho chovani, tedy zvySené aktivity jedince ptfed ocekdvanym poddvanim potravy.
Cilem této diplomové prace bylo zjistit, zda mlize cerebelum pftispivat také k odhadu delSich
¢asovych intervali a modulovat piipadné cirkadidnni systém a funkci hlavniho cirkadianniho
pacemakeru v suprachiasmatickych jadrech hypotalamu. Tato jadra generuji cirkadianni
rytmy, jejichz perioda a faze je synchronizovana s vnéj$im solarnim dnem. Vysledné oscilace
jsou potom piendSeny neurondlnimi a humordlnimi signdly k perifernim oscilatorim celého
téla. NaSe vysledky naznacuji, Ze Lurcher mutace naruSuje integritu rytmii a dokazuje

modulaéni funkci cerebella v cirkadidnnim systému mysi.



3. Literarni prehled
3.1 Charakteristika mutace Lurcher

Prvni popis mutace Lurcher (Lc) pochazi zroku 1960. Byla identifikovana jako
semi-dominantni typ mutace genu Grid2. Gen Grid2 je umistén na 6. autozomalnim
chromozomu (Phillips, 1960). Mutace genu Grid2 zptsobuje zménu ve 3. transmembranové
podjednotce glutamatového receptoru 62 (GIuR&82). Tento receptor je exprimovan pouze
v Purkynovych bunkach lokalizovanych v cerebellu. Na zakladé mutace Lc méni GluR52 své
vlastnosti a stava se z n¢j konstantné otevieny iontovy kandl. Touto zménou dochazi
k dysbalanci iontového prostiedi v intracelularnim prostoru buiiky a ma za nasledek tplné
vymieni populace Purkyiiovych bunék.

Purkynovy bunky objevené vroce 1837 Janem Evangelistou Purkyném maji
v cerebellu klicovou regulacni tlohu. Patii mezi nejvétsi neurony v mozku a tvoii zakladni
funkéni jednotku cerebella. Cerebellum zpracovava motorické uceni, koordinaci komplexnich
pohybti a ovliviiuje i mnohé dalsi kognitivni funkce. Mysi postizené Lc mutaci maji sniZzenou
schopnost uceni, trpi behavioralnimi poruchami, ataxii a byla u nich nalezena zména
imunitniho a endokrinniho systému (Araki et al., 1993; Vernet-der Garabedian et al., 1998;
Cendelin et al., 2010; Lorivel et al., 2014; Tuma et al., 2015). Mutanti Lc jsou diky svym
vlastnostem pouZzivani k vyzkumu poruch cerebelarnich funkci, kognitivnich a motorickych

deficitt ¢i poruch autistického spektra.

3.2  Glutamatovy receptor 62

Lurcher mutace zpusobuje v GluR32 vyménu adeninu za guanin v nukleotidové pozici
1960 (Zuo et al., 1997). Vlivem této zmény dochazi k nahrazeni aminokyselin, nepolarniho
alaninu za polarni threonin Vv 654. aminokyselinové pozici, kterd je lokalizovana v 3.
transmembranové doméné GluRd2. Substituce je umisténa ve vysoce konzervovaném misté,
které je shodné pro celou rodinu ionotropnich glutamatovych receptort (Zuo et al., 1997).
Primérna délka genu kodujiciho glutamatovy receptor u ostatnich skupin je okolo 190 kb,
zatimco celkova délka genu Grid2 je 1,4 Mb. Tato nadprimérna velikost je moznym
vysvétlenim cCastého vzniku mutaci v tomto genu. U mysi je v soucasnosti zndmo na 22
spontanné vznikajicich mutaci genu Grid2 (MGI - mouse genome informatics, 2018).

Struktura GIuR&2 je shodna se stavbou ostatnich ionotropnich glutamatovych
receptortt (Obrazek 1). V cytoplazmé buiiky je lokalizovana C-terminalni ¢ast, zatimco do

prostorou na extracelularni stran¢ membrany vystupuje N-terminalni konec. GluR62 se sklada
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ze Ctyt transmembranovych domén (TM), z nichz TM3 vytvati por uvnitt iontového kanalu.
Aminokyselina nachdzejici se uvnitt domény TM3 ovliviiuje vlastnosti iontové selektivniho

filtru.

S1

|
&

;TM4 ?% 3
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Obrazek 1: Struktura glutamatového receptoru 62, prevzato a upraveno z (Yuzaki, 2003)

Pfi vyzkumu moznych ligandtt GluR&2 se ukazalo, Ze receptor po transfekci do bun¢k
nevaze glutamat ani jeho analogy. Ani po spojeni s jinymi podjednotkami ionotropnich
glutamatovych receptori nevytvari funkéni ionotropni glutamatovy kanal (Araki et al., 1993;
Lomeli et al., 1993; Kohda et al., 2003). V roce 2010 byla objevena molekula Cerebellin 1
vazajici se na GIuRd2. Cerebellin 1 je solubilni glykoprotein sekretovany granularnimi
bunkami a je fazen do rodiny C1q tumor supresorovych proteinti. Tento ligand GluR32 ma
Vv cerebellu dulezitou twlohu. Napomdhd spojeni a udrzeni presynaptickych elementt
paralelnich vlaken s postsynaptickymi elementy Purkyfiovych bunék, ustanovuje spravné
schéma inervace Purkynovych bunék se Splhavymi vldkny a indukuje vznik dlouhodobé
deprese mezi paralelnimi vlakny a Purkynovymi bunkami (Hirai et al., 2005). Vazba
Cerebellinu 1 na GIuR32 je nezbytnou podminkou K vytvofeni nové synapse mezi paralelnim
vlaknem (axonem granularni buiiky) a Purkynovou buiikou. V Purkynovych buiikach je
hustota exprese GluR62 nejvyssi v dendritickych vybézcich, kde dochazi k vytvareni synapsi
s axony granularnich bunék (Takayama et al., 1995).

V heterolognich builkdch exprimujicich mutantni GluRd2 byla naméfena zvySena
propustnost membrany pro sodikové ionty zapficinéna konstitutivni aktivaci zmutovaného
kanalu. V jednom z klicovych experimentli zkoumajicich funkci mutovaného GluR52
nahradili Zuo et al., (1997) extracelularni Na* relativné velkym organickym kationtem
NMDG™* (N-methyl-D-glukamin), ktery kvili své velikosti kandlem neprojde. Po aplikaci

tohoto kationtu se konstitutivné zvySena depolarizace (-32,8 mV) vratila do standardnich
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hodnot kontrolnich bunék (-54,3 mV). Mutaci zplusobend substituce aminokyselin tedy
vytvaii z GluRd2 konstitutivné aktivovany iontovy kandl i bez pfitomnosti ligandu.
Vyzkumné tymy ve svych pracich porovnaly tyto poznatky s mutacemi podjednotek
glutamatovych receptorit 1 a 6, které se pfi mutaci na stejném misté jako Lc mutace taktéz
méni v konstitutivné otevieny kanal (Zuo et al., 1997; Kohda et al., 2000).

Zména propustnosti kandlu zejména pro sodné ionty ma za nasledek konstantné
zvySenou aktivitu Na*K" ATPAazy, ktera spotiebovava vétsi mnozstvi adenosintrifosfatu
(ATP). Pro zajisténi dostate¢ného mnozstvi je Purkyiova butika nucena zvysit bunéénou
navySeni mnozstvi kyslikovych radikalt, které buiku silné poskozuji. V dusledku
energetického kolapsu dochazi k degeneraci Purkynovy buriky. Uréeni typu bunééné smrti pii
tomto procesu je stale pfedmétem vyzkumu a jednotlivé ¢lanky se kloni excitotoxické smrti
zpusobené Ca®" (Zuo et al., 1997), kapoptoze (Norman et al., 1995), nekroze
(Dumesnil-Bousez et al., 1992; Nishiyama et al., 2010) ¢i autofagii (Yue et al., 2002).

3.3 Behavioralni vlastnosti Lurcher mutantu

Lurcher mutace svym nositelim zpusobuje sniZzeni motorickych schopnosti a ma vliv i
na vys$s$i mozkové funkce, kognice a emoce. Mysi trpici touto mutaci byvaji ¢asto vyuzivany
K vyzkumu vlivu cerebella na prostorovou orientaci, motorické deficity, schopnost u¢eni nebo
uzkostné stavy. PostiZzeni jedinci maji oproti zdravym mySim Stejného kmene sniZenou
télesnou hmotnost (Thullier et al., 1997; Tuma et al., 2015). Mysi s mutaci LC maji vyrazné
sniZenou schopnost motorického uceni a celkovy motoricky vykon v porovnani se zdravymi
jedinci téhoz kmene (Le Marec et al., 1997; Thullier et al., 1997; Hilber et al., 1998;
Porras-Garcia et al., 2005). Fyziologicky vyvoj motorickych funkeci je opozdény a postnatalni
reflexy se objevuji pozdé&ji. Méfenim doby, po kterou jsou Lc mysi schopny udrzet se
povésené za predni tlapky na provazku tym védct prokazal snizenou silu svalii predevs§im
zpocatku vyvoje LC mutantl. V tomto testu sily podavaji nejlepsi vykon mladé mysi ve véku
3 mésici. Vykon Lc mutantd od 3. mésice konstantné klesd. V obdobi 9.-15. mésice
postizené mysi zaostdvaji za zdravymi kontrolami. Od 15. mésice se ale jiz vykon Lc i1

zdravych mysi nelisi (Hilber a Caston, 2001).

3.4  Morfologické rozdily v cerebellu zdravych mysi a mutanta Lurcher

Bunécna struktura cerebella je Lc mutaci silné poSkozena. Pro spravné pochopeni

duasledkt degenerace populace Purkynovych bunék je nutné znat stavbu a jednotlivé bunécné
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populace cerebella. U ¢lovéka je cerebellum zvrasnéno folii stejné tak jako koncovy mozek
gyrifikaci. U laboratornich hlodavci je zvrasnéno pouze cerebellum. Stfedni Cast cerebella
nazyvana vermis je z obou stran obklopena hemisférami. Stejné jako v jinych ¢astech mozku
je vnitini ¢ast cerebella vyplnéna bilou hmotou tvofenou piedev§im axony neuront a Sedou
hmotou na povrchu, kterd je tvofena tély neuronti. Mezi zékladni typy cerebelarnich neuront
patii Purkyilovy buiiky, Golgiho buiiky, granuldrni burnky, kosickovité a hvézdicovité bunky.
Ty jsou rozd€leny do 3 vrstev cerebelarni ktiry (Obrazek 2). Svrchni molekularni vrstvu tvori
paralelni vldkna granularnich bun¢k, hvézdickové a kosickové buiky. Tyto interneurony
propojuji vzdalend paralelni vldkna s Purkynovymi buiikami. Ve stiedni vrstvé cerebella jsou
umistény Purkynovy bunky, které jsou nejdulezitéjsi casti cerebella. Jejich axony vytvari
jediny vystup z cerebelarni kiry. Bufiky jsou umistény vedle sebe v jedné vrstve. Jejich silné
rozvétvené dendrity svym vétvenim pfipominaji korunu stromu a jsou ¢lenény pouze v jedné
rovin¢. Dendritické vybézky stoupaji do svrchni molekularni vrstvy, kde vytvaii synapse
s dvéma hlavnimi excita¢nimi typy neurondlnich vldken - Splhavym a paralelnim vldknem.
Splhava vlakna vystupuji z jader olivy mozkového kmene a pfimou synapsi inervuji jednu az
deset Purkynovych buné€k. S jednim Splhavym vldknem vytvéii Purkyiiova bunka pouze jedno
spojeni, nedochazi tak k tvorbé paralelnich synapsi (Cerminara et al., 2015). Synapse mezi
Purkynovou burikou a Splhavym vlaknem je natolik silna, ze vytvafi jednu z nejvétsich
depolarizaci v celém nervovém systému (Eccles et al., 1966). Dalsi zdroj vzrucht vytvaii
aferentni mechova vlakna, ktera ovliviiuji Purkyiiovi buiiky nepfimou cestou skrze excitacni
synapse napojené na granuldrni bunky. Axony Purkynovych bunék se zanofuji hluboko do
bilé hmoty, kde jsou lokalizovana cerebelarni jadra, kde vytvaii inhibi¢ni typ synapsi.
Neurony z cerebelarnich jader vytvaii nejvice vystupil z cerebella a zprostfedkovavaji spojeni
do dalSich c¢asti centralni nervové soustavy (Cerminara et al., 2015). Nejspodnéjsi tzv.
granularni vrstva je obsazena husté¢ fazenymi granuldrnimi bunikami. Paralelni vldkna
stoupajici z této vrstvy bunék miti do svrchni vrstvy. Zde se vétvi do tvaru T a vedou v fadech
milimetrit podél cerebelarnich folii kde se napojuji na vldkna Purkynovych bun¢k. Jedna

granularni buiika vytvaii synaptické spojeni s velkym poctem Purkyiovych bunék.
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Obrazek 2. Neurdlni propojeni v cerebelarnim kortexu; prevzato a upraveno z
(Apps a Garwicz, 2005).

Cerebelarni kortex obsahuje vice nervovych bunck nez cely zbytek centralni nervové
soustavy dohromady. To vypovida o velkém mnozZstvi regula¢nich proces, které v cerebellu
probihaji (Herculano-Houzel, 2009). Ptes tuto obrovskou vypocetni kapacitu, kterou v sobé
cerebellum skryva, neni zivotné dilezitou ¢asti mozku a je mozné bez néj zit.

Funkéni okruhy cerebella mysi se zacinaji vyvijet pomérné pozd€ v ontogenezi.
Purkynovi buniky zacinaji migrovat ze zarode¢nych zon neurélni trubice teprve po porodu.
V této dobé se formuji v jedné vrstvé v molekularni ¢asti cerebelarniho kortexu (Uzman,
1960; Miale a Sidman, 1961). Prvnich 9 postnatalnich dni se Purkyiovi bunky méni jen
miniméln€. Shodné s touto vyvojovou stagnaci se nerozvijeji ani charakteristické rysy Lc
mutace a postizend mldd’ata se nedaji od zdravych jedinct odlisit. Teprve v druhém tydnu
zivota dochazi v Purkynovych bunkach k velkym morfologickym a fyziologickym zménam,
které byvaji dokonceny do 18. postnatalniho dne (P18). V dalsi fazi se jiz dospéla Purkynova
buitkka méni jen malo a dochazi pouze k narGstu velikosti a komplexnosti dendritického
stromu (McKay a Turner, 2005).

Zakladni informace o pribéhu degenerace Purkynovych bun¢k u Lc mysi jsou znadmy
od sedmdesatych let (Caddy a Biscoe, 1978). Lurcher mysi maji pii mensi velikosti cerebella

srovnatelny pocet neuronii se zdravymi jedinci, avSak neurony postiZzenych mysi jsou



v cerebellu vice stésnané. Prvni patrné rozdily se v cerebellu mutanti zacinaji objevovat mezi
P3 a P4. Ctvrty den po porodu za¢inaji umirat prvni Purkyfiovi buiiky a je patrna pyknotizace
jader v molekularni vrstve. Nasledujici den jsou jiz ve vrstvé Purkynovych bun¢k patrné prvni
mezery. Nejvetsi vymirani buncék podle autorti nastava mezi P8 az P10. V obdobi P26 ziistava
zachovano pouze 10 % poctu Purkynovych bunék. Do tfi mésici od narozeni vymiou
Vv cerebelarnim kortexu vSechny Purkyiniovi bunky. V reakci na uhyn Purkynovych bunék
sekundarné degeneruji oliverni neurony z jejichZ ptivodniho poctu byva zachovano 25 %. Ze
stejného davodu degeneruji granularni buniky, znichz zastava zachovano okolo 10 %
populace. Piestoze Purkynovi bunky vytvaii synapse s neurony hlubokych cerebelarnich jader

zustava jejich pocet pln¢ zachovan (Caddy a Biscoe, 1978).



4. Cirkadianni systém savcu
4.1 Suprachiasmaticka jadra

Vroce 1972 byla dvéma nezavislymi vyzkumnymi tymy identifikovana
suprachiasmaticka jadra (SCN) jako sidlo centralnich cirkadiannich hodin savct (Moore a
Lenn, 1972; Stephan a Zucker, 1972). Jsou to dva shluky neuroni lokalizované
V anteroventralni ¢asti hypotalamu nad optickym chiasmatem po obou stranach tieti mozkové
komory. U hlodavci jsou tvofena ptibliznym poctem 20 000 neuront (Moore et al., 2002).

Suprachiasmaticka jadra funguji v organismu jako hlavni cirkadianni pacemaker
schopny sebeudrzujicich oscilaci, ktery synchronizuje se svoji fazi cirkadianni oscilatory
Vv perifernich tkanich. Jeho vyznam pro fungovani celého cirkadidnniho systému byl potvrzen
fadou studii, které sledovaly rytmické funkce zvifat slézi SCN a také s naslednou
transplantaci donorovych hypotalamickych $tépt obsahujicich SCN (Stephan a Zucker, 1972;
Inouye a Kawamura, 1979; Lehman et al., 1987). V organismu postradajicim SCN dochazi ke
ztraté cirkadianni rytmicity a tim i ke zmén¢ sekrece hormonti, kardiovaskularnich funkci a
pohybové aktivity (Janssen et al., 1994). Pomoci transplantace SCN mohou byt v téle
cirkadianni rytmy znovu obnoveny. Transplantované SCN pienesou do pfijemce i délku
periody rytmd, které probihali v darci pted odebranim jader (Ralph et al., 1990).

V téle savcu obsahuje kazda burika, véetné bezjadernych erytrocyti (O’Neill a Reddy,
2011) vlastni vnitini hodiny. SCN autonomné generuji cirkadianni signal i v neperiodickém
prostiedi s pfibliznou periodou 24 hodin. Piedev§im pomoci svételného signalu, sttidanim
svétla a tmy v prub&hu dne se SCN synchronizuji s periodou solarniho dne (Herzog et al.,
2004).

Neurony SCN vykazuji autonomni cirkadianni rytmy v genové expresi i elektrické
aktivité, které pretrvavaji i v konstantnich podminkach in vitro (Welsh et al., 1995; Liu et al.,
2007). Také gliové bunky, zejména astrocyty vykazuji cirkadianni rytmy v expresi
hodinovych gent (Prolo, 2005; Brancaccio et al., 2017). Stérbinovymi spoji (z angl. gap
junctions) je mezi astrocyty a neuronalnimi bunkami v SCN zajisténa komunikace (Tamada et
al., 1998).

Suprachiasmaticka jadra se déli na dvé c<asti - dorsomedialni (dMSCN) ¢&ast,
oznacovanou jako slupka (z angl. ,,shell), ktera zaujima vné&jsi cast a ventrolateralni (VISCN)
Cast, ktera je oznaCovana jako jadro (z angl. ,,core) (Moore et al., 2002). Ve VvISCN se
vytvaii vasoaktivni intestinalni polypeptid (VIP), zatimco dmSCN tvofi pfedevsim arginin

vasopresin (AVP) (van den Pol a Tsujimoto, 1985; Moore et al., 2002).
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Svételny signal je veden do VISCN zretiny retinohypotalamickym traktem (RHT)
jehoZz neurotransmiterem je predevsim glutamat (Castel et al., 1993; Jens et al., 2000).
V retiné jsou lokalizovany gangliové buiky, které transdukuji svételny signal pomoci
fotopigmentu melanopsinu. Informace o svétle tak mize byt Sifena i bez Gi¢asti svétlo¢ivnych
receptort tyCinek a ¢ipka (Qiu et al., 2005). Lidsky melanopsin reaguje maximaln¢€ na svétlo
v rozmezi 460-480 nm vinové délky (Provencio et al., 2000; Qiu et al., 2005). Dopad svétla
na retinu zahajuje v SCN indukci exprese hodinovych genti Perl a Per2 (Shearman et al.,
1997) a okamzitych ranych genu jako napt. c-fos (Kornhauser et al., 1992). Krom¢ piimé
inervace pfes RHT je signal o svétle veden do SCN neptimou drahou vedouci z retiny skrze
inergenikulatni listek (IGL) talamu a z ného dale genikulohypotalamickym traktem (GHT).
Integraci svételnych a nesvételnych signali ma tato nepiimd drédha regulacni vliv na funkci
SCN (Challet et al., 1998). Neurotransmitery této drahy jsou piedev§im GABA a neuropeptid
Y, dale pak enkefalin a neurotenzin (Mason et al., 1987; Shinohara et al., 1993; Moore a
Card, 1994; Morin a Blanchard, 2001).

Ulohou VIP produkovaného buitkami vISCN je vzajemna synchronizace oscilaci
jednotlivych bunék mezi sebou. VIP reguluje syntézu CAMP skrze receptor VPAC2. Pokud
jsou VPAC2 receptory geneticky odstranény z bunék SCN, jednotlivé bunky ztraceji
schopnost vzéjemné¢ synchronizovat rytmy v expresi hodinovych genti i v elektrické aktivite.
Snizuje se tak celkova amplituda cirkadiannich rytmi SCN, a tim 1 sila synchroniza¢niho
signalu k perifernim tkanim a dal$im ¢astem mozku (Atkinson et al., 2011).

Dorsomedialni ¢ast SCN nedostava piimy signdl o svétle. Jeho neurony predevSim
udrzuji endogenni cirkadidnni oscilaci a zprosttedkovavaji vystupni signaly do dalSich ¢asti

mozku a perifernich hodin v organismu (Leak a Moore, 2001).

4.2 Molekularni mechanismus regulujici funkci cirkadiannich hodin

Molekularni mechanismus generovani cirkadiannich oscilaci existuje témét ve vSech
zivych organismech, véetné prokaryotnich. V prib¢hu evoluce se v eukaryotickych bunikach
hodinova oscilace v expresi tzv. hodinovych gent je zakladem endogenni cirkadianni
rytmicity (Dunlap, 1999; Kume et al., 1999). Hodinové geny jsou napt. Clock (circadian
locomotor outup cycles kaput), Bmall (brain and muscle Arnt-like protein 1), Period 1 (Per
1), Period 2 (Per 2) a Period 3 (Per 3), dale Cryptochrome 1 (Cry1), Cryptochrome 2 (Cry2),
Rev-erba, Rev- erbfl, Rora, Rorf, Rory (retinoic acid-related orphan receptor) Casein kinasa
1 epsilon (CKle¢) a dalsi (Tef, HIf, Dbp, AVP, apod.;Reppert a Weaver, 2001; Emery a
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Reppert, 2004; Guillaumond et al.,, 2005). Tyto geny svymi proteiny spolu vytvari
transkripcné translacni pozitivn€ i negativné zpétnovazebné smycky. Tyto zpétnovazebné
smycky zajistuji rytmickou regulaci hodinovych genu (Shearman et al., 2000; Reppert a
Weaver, 2001). Délka periody je dale ovliviiovana posttransla¢nimi tpravami, fosforylaci a
ubiquitinaci proteinovych produktii hodinovych genti (Ko a Takahashi, 2006).

Geny Bmall, Clock a Rora jsou transkripcni aktivatory tadici se do rodiny basic
helix - loop - helix a PAS (Period-Arnt-Single-minded) transkripénich faktort. Proteiny
téchto gent vytvaii v cytoplasmé heterodimer BMALI1:CLOCK, ktery se vaze na E-box
cis-regulacni sekvenci v promotoru genti Perl, Per2, Cryl a Cry2 (Gekakis et al., 1998;
Takahata et al., 1998; Kume et al., 1999). Ve svételné cCasti dne se proteiny PER1, PER2,
CRY1 a CRY2 hromadi v cytoplasmé a vytvaii spolecné heterodimery PER:CRY. Ty se dale
spojuji s kasein kinazami CK1e nebo CK13, které tyto heterodimery fosforyluji (Vielhaber et
al., 2000; Akashi et al., 2002; Eide et al., 2002; Etchegaray et al., 2010). Fosforylované
heterodimery jsou ke konci svételné ¢asti dne translokovany do jadra, kde zpétnovazebné
inhibuji vlastni transkripci inaktivaci heterodimeru BMAL1:CLOCK a Vv noci tak dochazi
k poklesu hladiny jejich mRNA (Zylka et al., 1998; Griffin et al., 1999; Kume et al., 1999;
Vitaterna et al., 1999; Vielhaber et al., 2000; Eide et al., 2002). Ke konci noci je inhibi¢ni
komplex navazany na BMAL1:CLOCK ubiquitinovan a degraduje. Nejvyssi hladina proteini
je vici nejvyssi hlading transkripti posunuta o né€kolik hodin. Fosforylované proteiny PER1 a
PER2 jsou pozdéji odbouravany v proteasomu (Akashi et al., 2002; Eide et al., 2005).
Proteiny CRY1 a CRY2 jsou rozstépeny v komplexu SCF E3 ubiquitin ligdzou obsahujici
protein FboxL3. Mutace genu Overtime zpusobuje nefunkcnost FboxL.3 a nedochazi tak
K odbouravani CRY. V dusledku této mutace pretrvava inhibice aktivacniho komplexu
BMALL1:CLOCK, a dochézi tak k prodlouzeni periody. Jedinci s homozygotni mutaci genu
Overtime vykazuji prodlouzeni periody az na 26 hodin (Eide et al., 2002; Busino et al., 2007
Siepka et al., 2007).

Heterodimer BMALI1:CLOCK aktivuje také transkripci jadernych genli Rev-erba a
Rora, které jsou fazeny do rodiny sirot¢ich jadernych receptort. Mezi geny Rora a Rev-erba
dochazi ke kompetici o vazebnou sekvenci RORE na promotoru genu Bmall. Transkripce
genu Rev-erba je rychlejsi, vaze se na sekvenci RORE promotor genu Bmall a inhibuje jeho
transkripci. Gen Rora, jehoz transkripce je pomalejsi, transkripci Bmall naopak aktivuje
(Preitner et al., 2002; Sato et al., 2004; Guillaumond et al., 2005; Takeda et al., 2012). Touto
sekundarni zpétnovazebnou smyckou je zajiStovana exprese genu Bmall v antifazi vaci

transkripci genu Per a Cry (Preitner et al., 2002).
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Dalsi regulacni roli vtomto mechanismu zastava protein PER2, jehoz N-konec
s LXXLL motivem interaguje s REV-ERBa skrze lysin 456 v domén¢ vazajici ligand. Pomoci
této regulace protein PER2 dokonale synchronizuje primarni a sekundarni zpétnovazebnou
transkripéné-transla¢ni smycku (Schmutz et al., 2010).

Cirkadianni rytmy jsou vytvafeny fazovymi posuny mezi transkripénimi smyckami,
které utvaii priblizné 24 hodinovou periodu. Transkripce genu Bmall je nejvétsi v tmavé fazi
dne a klesa s ranem vlivem putisobeni proteinu REV-ERBo. Nejvy$si hladina mRNA gent
Perl, Per2, Cryl a Cry2 je naopak béhem svétlé ¢asti dne (Field et al., 2000; Shearman et al.,
2000; Guillaumond et al., 2005).

Jak je vySe uvedeno, regulace cirkadianniho rytmu je =zajistovana kontrolou
transkripce gend. Cirkadidnni rytmus je ale také regulovan na posttransla¢ni Grovni. Kromég
zminéné fosforylace zajiStované cytoplasmatickou CKle dochazi téz k histonové acetylaci,
jejiz prubéh ma také cirkadianni rytmus. Acetylaci histond zajist'uji histonacetylazy a je tim
zvySovana mira transkripce. Konkrétn¢€ jsou acetylovany histon 3 a histon 4 promotorové
oblasti hodinovych geni Perl, Per2 a Cry (Etchegaray et al., 2003). Protein CLOCK
vykazuje vlastni histonacetylazovou aktivitu. Acetyluje také Bmall, ¢imz je usnadnéna
inaktivace komplexu BMAL1:CLOCK pomoci dimeru PER:CRY (Doi et al., 2006; Hirayama
et al., 2007).

Pti deficitu funkce genu Clock muze jeho tGlohu v pfednim mozku ptevzit hodinovy
gen Npas2 (z angl. Neuronal PAS domain-containing protein 2). Protein tohoto genu vytvafi,
stejné jako Clock, heterodimer BMAL1:NPAS2 (Reick et al., 2001; DeBruyne et al., 2007).
Transkripci genu Npas2 tidi dvojice proteini REV-ERBa a RORa, které se vazi k sekvenci
RORE v jeho promotoru. V porovnani s genem Bmall je afinita obou regula¢nich proteint
kK NPAS2 nizsi. Protein REV-ERBa navic nedokaze plné inhibovat transkripci Npas2.
Blokuje pouze aktivacni funkci RORa (Crumbley et al., 2010).

Regulaéni promotorové sekvence hodinovych genti E-box a RORE jsou soucasti velké
fady dalSich geni, které jsou tedy také fizené rytmickym stfidanim vazby pozitivnich a
negativnich elementli hodinového mechanismu. Jsou to tzv. hodinami fizené geny, které tvori
jeden z vystupnich mechanismi, kterymi je pfenasen rytmus z pacemakeru do celého téla
(Lowrey a Takahashi, 2004).

Jako jeden ze zakladnich vystupnich signali, ktery slouzi k zprostfedkovavani
synchroniza¢niho signalu pacemakeru do dalSich ¢asti mozku a perifernich hodin v téle je
rytmus AVP syntetizovaného v dmSCN (Reghunandanan et al., 1998). Peptid AVP ma

dalezitou ulohu v ledvindch reguluje rovnovahu vody a soli v téle a podili se na rytmické
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produkci kortikoidl v kiife nadledvin. V SCN se podili na regulaci rytmické aktivity neuronti
a vytvareni vystupnich signala (Ingram et al., 1998). V regula¢ni ¢asti promotoru AVP je
specificka vazna sekvence E-box, kterd vaze heterodimer proteiniBMAL1:CLOCK. AVP se
tak fadi mezi tzv. hodinami fizené geny CCGs (z angl. clock controlled genes) (Carter a
Murphy, 1992).
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Obrazek 3. Cirkadianni hodiny savcu. Transkripce genii Period (Perl a Per2) a
Cryptrochrome (Cryl a Cry2) je aktivovana heteromernim komplexem BMALI:CLOCK.
Transkripce se spousti skrze sekvenci E-box téchto genii. V pripadé deficitu proteinu CLOCK
je aktivovan gen Npas2 jehoz protein miize zastoupit funkci CLOCK. Proteiny PER a CRY
Jjsou fosforylovany CKle a CKI10.V heterodimeru pak tlumi aktivitu BMAL:CLOCK, ¢imz
inhibuji viastni transkripci. Sekunddrni smycka sestava z proteimii RORo a REV-ERBa, které
ovliviiuji expresi genu Bmall skrze sekvenci RORE. RORa md na expresi Bmall pozitivni viiv
a REV-ERBa negativni. Vysledkem téchto zpétnovazebnych smycek je oscilace hladiny mRNA
a proteimi hodinovych genii v priblizné 24 hodinové periodé. Heterodimery BMAL:CLOCK
pak také ovliviiuji mnoho dalsich CCGs, které 7idi specifické fyziologické funkce organismu,
prevzato a upraveno z (Golombek et al., 2014).

4.3 Svételna synchronizace

Cirkadianni systém mulzZze byt svnéjSim casem synchronizovan svételnymi i
nesvételnymi signdly. Svétlo je vSak pro SCN nejsiln€j$§im synchroniza¢nim signdlem. Po
svételném signalu béhem noci nebo subjektivni noci dochazi v SCN k fazovému posunu
cirkadianniho rytmu a zvySeni aktivity suprachiasmatickych neurond. V prvni ¢asti

subjektivni noci dochdzi vlivem svétla k fazovému zpozdéni, naopak osvétleni v druhé
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poloving subjektivni noci ma za nasledek fadzové piedbehnuti hodin. Reakce wvnitiniho
oscilatoru muze byt tedy na svételny signdl rtiznd podle doby pusobeni vnéjsiho
synchronizatoru a jeho intenzity. Takto dochazi napiiklad k synchronizaci SCN ke zméné
fotoperiody, tedy zméné délky svétlé ¢asti dne nebo k adaptaci na zménu svételného rezimu
pfi preletech pies ¢asova pasma.

Axony fotosenzitivnich gangliovych bunék, které v sobé obsahuji fotopigment
melanopsin, tvoii retinohypotalamicky trakt (Hannibal et al., 2000; Golombek a Rosenstein,
2010). Na cirkadianni fotorecepci se dale podili S-¢ipky (Jacobs et al., 1991). Svételny signal
vyvola vyliti neuropienasece glutamétu na synapsi mezi zakonéenim RHT a buiikami vISCN.
Kromé glutamatu vytvaii gangliové bunky neuropeptid PACAP (z angl. Pituitary adenylate
cyclase-activating peptide). Tento neuropeptid se vaze na receptory sprazené s G-proteiny.
PACAP se muze podilet na svételné aktivaci Per geni. PACAP se ve vISCN vaze na VPAC2
receptory, stejné jako VIP a mizZe tak indukovat expresi Per genli nezavisle na zpétnovazebné
smycce. Muze tak dochazet K posileni rytmicity neuron ve VISCN (Chen et al., 1999). Pti
mikromoldrnich koncentracich je PACAP schopen modulovat glutamatem indukované fazové
posuny. Pii nanomolarni koncentraci pak vyvolava fazovou reakci na svétlo podobné jako
glutamat (Hannibal, 2002). Nielsen et al., (2001) testoval roli glutamatu pii synchronizaci v in
vitro podminkach na fezech SCN. Po aplikaci glutamatu doslo k indukci transkripce gent
rodiny Per stejné, jako k tomu dochazi po svételném pulzu.

Klicovou molekulou pro pienos signdlu o svétle cirkadiannimu systému je
neuropienase¢ glutamat. Vazbou glutamatu na glutamatové receptory se zvysi influx Ca®
iontli do bun¢k SCN. Viapnik jako signalni molekula spousti kaskadu reakci uvniti bunky,
které maji za nasledek aktivaci kinaz PKA, CAMKIlI a MAPK. Témito kinadzami je
fosforylovan transkripéni faktor CREB (calcium/cAMP response element binding protein).
CREB se poté navazuje na CRE (CAMP responsive element) misto promotoru hodinovych
genu Perl a Per2. Svételny impuls touto cestou iniciuje transkripci hodinovych gent Perl a
Per2, coz nasledné¢ vede ke zvyseni hladiny jejich proteini mimo standardni ¢as jejich
endogenniho vrcholu, ktery je ur€ovan vazbou BMAL1:CLOCK. Dochdzi tak k ovlivnéni
dynamiky zpétnovazebné smycky a nasledné k fazovému posunu cirkadianniho systému
(Albrecht et al., 1997; Gau et al., 2002; Travnickova-Bendova et al., 2002; Tischkau et al.,
2003). Informace o fazovém posunu je zVISCN pievedena do dmSCN, ¢imz dojde

k prenastaveni endogennich oscilatori v dmSCN.
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4.4  Cirkadianni systém a cerebellum

wrwe

Jako u vétSiny perifernich oscilatort je spravny chod cirkadidnnich oscilaci cerebella zavisly
na SCN. Léze SCN provedend u potkanii ukoncila rytmicitu v cerebellu a byla tak prokazana
jejich tidici funkce cerebelarnich oscilaci. Hlavni misto exprese hodinovych genu u cerebella
lezi V cerebelarnim kortexu. Purkynovi bunky vykazuji nejvyraznéjs$i rytmy v expresi
hodinovych genii z cel¢ populace cerebelarnich bun¢k. Tyto oscilace vSak podle 3 studii
stejného tymu vykazuji 5 hodinové zpozdéni oproti SCN. (Rath et al., 2012; 2013; 2014,
Mordel et al., 2013)

Ptimé spojeni mezi SCN a cerebellem nebylo dosud potvrzeno. Setizovani periferniho
oscilatoru cerebella miize byt ovliviiovano sekundarné pomoci humoralnich signalt. Mediétor
ptenosu by v tomto ptipadé mohl byt melatonin, hormon ovliviiujici mnohé oblasti cerebella
(Al-Ghoul et al., 1998). Melatonin mimo jiné ovliviwje tvorbu neurotrofickych faktort, které
jsou nezbytné k fizeni rustu a proliferace cerebelarnich bunék (Imbesi et al., 2008). Dalsi
dulezitou vlastnosti melatoninu je schopnost inhibice cholinergni neurotransmise
v granularnich bunikach cerebella, které ptimo excituji Purkynovi buniky (Markus, 2003; Lax,
2008). Melatonin navic ovliviiuje vodivost membrany granularnich a Purkynovych bun¢k
(Liu et al., 2007; Zhang et al., 2015). Zda se tedy pravdépodobné, ze melatonin sefizuje
cerebelarni cirkadidnni hodiny skrze spojeni granularnich a Purkynovych bunék.

Cirkadianni oscilace v cerebellu mohou byt pravdépodobné fizeny i Casovanym
pfijmem potravy. Podle soucCasnych znalosti nejsou cirkadianni oscilace cerebella
ovlivilovany pouze cyklem svétla a tmy, pfestoze podle rytmicity genové exprese v cerebellu
je tato struktura fizena SCN (Rath et al., 2014). Patton et al. (2014) popisuje fazovy posun
v rytmu hodinovych genti v oblastech mozku podilejicich se na motivaénim chovani, véetné
struktur cerebella, zpisobeny zménou doby krmeni. Tyto zmény jsou vSak pouze v rozmezi
cirkadidnni periody, coz podporuje hypotézu o interakci mezi cirkadidnnim a motiva¢nim
systémem.

Potravné anticipacni chovani znamena zvySenou miru aktivity predchazejici dobé
krmeni ve chvili, kdy zvite dostava potravu podle pravidelného rozvrhu. Potravné anticipacni
chovani je fizeno oscilatory, které jsou v principu nezavislé na SCN a mohou tak vytvaret
sebeudrzujici hodinovy mechanismus synchronizovany piijmem potravy. Potravou fizené
oscilatory mohou byt vytvareny spojenim nékolika mozkovych struktur, mezi néz studie

zahrnuji parabrachialni jadra a dorsomedialni hypothalamus (Carneiro a Araujo, 2009).
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V pokusech, ve kterych byly Purkynovy buiky zniCeny pomoci imunotoxind, nebo byly
vyuzity mysi s cerebelarni mutaci Hotfoot, bylo popsdno prodlouzeni rytmli v potravné
anticipacnim chovani. Tyto poznatky naznacuji zapojeni Purkynovych bunék cerebella do sité
sebeudrzujicich potravné fizenych oscilatora (Mendoza et al., 2010). Molekularni
komponenty cirkadianni oscilace jsou ptfitomny v granuldrni vrstvé i Purkynovych buiikdch
cerebelarniho kortexu. Ve svém pokusu Bering et al., (2017) pouzili novy mys$i kmen, u
kterého maji jedinci specificky knockoutovany gen Bmall, a to pouze v
granularnich bunikach. Bmall se tedy nevyskytoval v granularni vrstvé cerebella, zatimco ve
struktufe SCN 1 Vv Purkynovych bunkach byl plné exprimovan. Béhem rezimu cCasové
omezené¢ho podavani potravy (RF; z angl. restricted feeding) se specificky knockoutované
mySsi nijak neliSily od kontrolnich jedinci. Tim bylo prokdzano, Ze granularni vrstva
cerebella, na rozdil od Purkynovych bun€k neovliviiuje potravné anticipacni chovani béhem
rezimu RF.

Mordel et al., (2013) se pokusil svym experimentem ovéfit, zda je rytmicka exprese
hodinovych geni v cerebellu, synchronizovand s hlavnim pacemakerem v SCN, pievedena do
elektrického signalu Purkynovych bunék. Prestoze Purkynovy buiiky vykazuji silnou expresi
hodinovych geni a zavéry dalSich studii ukazuji na jejich roli v fizeni potravné anticipacniho
chovani, nepodafilo se u nich najit cirkadidnni rytmus v jejich signdlnim vystupu.

Mezi nejvice zkoumané oblasti piijimajici vystupy z cerebella patéi v dne$ni dobé
bazalni ganglia, mozkovy kmen, neokortex a thalamus (Roostaei et al., 2014). Pomoci spojeni
se striatem ovliviiuje cerebellum motorickou koordinaci celého téla. Naptiklad stimulovanim
cerebelarni projekce do oblasti striata bylo dosazeno vyrazného zlepSeni pohybu a chiize u
pacientt trpicich Parkinsonovou chorobou (Rossi et al., 2015). Pomoci stimulace ¢i naopak
ablace cerebelarnich jader a kortexu byl prokdzan znacny vliv cerebella na visceralni funkce
jako srdeéni tep, tlak krve, dychani nebo napéti hladkych svalech (Haines et al., 1990). Rada
studii prokéazala pfima spojeni mezi cerebellem a ¢astmi hypothalamu, s dorsomedialni ¢asti,
lateralni hypotalamickou oblasti a paraventrikularnimi jadry (PVN) (Haines et al., 1997).
Skrze pfimé neuralni spojeni do thalamu tak miZze cerebellum ovliviiovat zakladni
homeostatické funkce. Recipro¢ni spojeni mezi cerebellem a SCN a vliv cerebella na

cirkadianni systém vSak nebyly dosud studovany.
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5. Cile diplomové prace

Cilem této diplomové prace bylo zjistit jaky vliv ma cerebelarni degenerace na
cirkadianni systém. Hlavni otazkou bylo, zda a do jaké miry cerebellum ovliviiuje chod
cirkadiannich rytmt v hlavnim cirkadiannim pacemakeru v SCN, ve vybranych oblastech
mozku a zda ma vliv na cirkadianni rytmy v lokomoc¢ni aktivité a potravné fizené anticipacni

chovani.

6. Material a metody
6.1 Pokusna zvirata

Jako pokusna zvitata slouzily mysi typu Lurcher (+/Lc) a wildtype (wt) (+/+) kmene
B6CBA z chovu Ustavu patologické fyziologie 1.LF UK v Plzni. Pro pokus jsme ziskali jak
samce, tak samice pfiblizné¢ ve stejném poméru. Mysi byly chovany pfi standardnich
teplotnich podminkach; teplota 20 - 24 °C, relativni vlhkost 30 - 60 %, S dostupnosti vody a
potravy ad libitum s vyjimkou rezimu RF.

Mysi byly umistény po jedné v plastovych boxech z vrchu krytych kovovou miizi. Na
miizi kazdého boxu byl umistén senzor pohybu tak, aby méfil aktivitu v celém boxu. Chovné
boxy byly vystlany podestylkou z dievénych pilin, ktera byla pravideln¢ vyménovana.

Mistnost s umisténymi mySmi byla kryta dvojitymi dvefmi, mezi které byl zavéSen
tézky Cerny plast’ chranici pied prinikem svétla. Pfed pokusem byla zhasnuta veskerd svétla
klimatizacni jednotky a svételné odstinéna vétraci Sachta, kterd by téZ mohla vést slabé
mnozstvi svétla.

Do experimentu bylo zafazeno 59 mysi. Z celého poctu celkem 26 mysi s mutaci Lc a
33 kontrolnich jedinct. Pod senzory méticimi aktivitu bylo umisténo 12 mysi Lc a 12 wt
mysi. V celém experimentu pfedCasné¢ uhynuly 2 mysi s mutaci Lurcher na nésledky

podminek rezimu RF.

6.2 Casovy profil pokusu

Pied zahajenim pokusu byly mysi chovany spole¢né po 3 az 4 kusech ve velkych
boxech v podminkach rezimu light/dark (LD, z angl. svétlo/tma). Svétlo bylo nastaveno
automatickym spinaéem od 6:00 do 18:00 (SELC).
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e Lurcher

V den 0 bylo pod senzory umisténo 12 mysich samct s mutaci Lurcher. Prvnich 17 dni
pokusu byly drzeny v rezimu LD 6:00 - 18:00. Od 18. dne pokusu byly mysi pifevedeny na
svételny rezim dark/dark (DD, z angl. dark/dark), ktery trval po dobu 20 dni. Zvifata v dobé
pokusu byla vyruSovana v minimalni mozné mite. Pti svételném rezimu DD bylo ke sviceni
V mistnosti pouzivano pouze svétlo Cerveného spektra, které je biologicky neaktivni.

Tticaty osmy den byl nastaven opét rezim LD 6:00 - 18:00. V 56. den pokusu byl
zaveden rezim RF pfi zachovani svételnych podminek LD 12/12 6:00 - 18:00. Potrava byla
mysim pfistupna pouze v dobé od 10:00 do 16:00. Tedy v dobé, kdy je u mysi klidové obdobi.
Rezim RF byl pivodné planovan na dobu 14 dni. Po 5 dnech rezimu RF uhynuly dvé mysi a
pokus musel byt zastaven.

e Wildtype

Pokus s kontrolni skupinou svételnym rozvrhem kopiroval pfedchazejici méfeni na Lc
mysich. Po naméfeni rezimu LD byly wt mysi pievedeny na rezim DD, ktery probihal po
dobu 21 dni. Poté byl nastaven opét rezim LD, ktery byl po 18 dnech doplnén rezimem RF.

Po 5 dnech omezeného piistupu potravy byl pokus Gspésné ukoncen.

6.3 Meéreni lokomoc¢ni aktivity

Meéteni lokomoéni aktivity bylo provadéno infracervenym detektorem pohybu
Minimetter Vitalview od firmy Starr (Oregon, USA). Data sbirana z detektoru umisténého na
vrchu klece byla nahrdvana v dodaném programu Vitalview. Zpracovani a vyhodnoceni dat

do aktogramt bylo vytvatreno v programu ClockLab Analysis.

6.4 Svételné rezimy

Prvni nastaveny rezim byl LD. Svételné podminky byly nastaveny na 24 hodinovy
cyklus, kdy méla zvifata 12 hodin svétlo a 12 hodin tmu. V tomto piipadé od 6:00 do 18:00.
Pti tomto rezimu LD méla zvitata ptistup k potravé i vodé ab libitum. Zvitata byla ponechana
VvV tomto svételném paradigmatu po nékolik dni, aby mohla sefidit svou endogenni periodu
S nastavenym c¢asem a ptizpisobit se tak danému rezimu.

Druhym svételnym paradigmatem byl rezim DD. V tomto reZimu mély mysi po celych
24 hodin absolutni tmu. Bylo zamezeno jakémukoliv vstupu svétla do chovné mistnosti. Pti
nutnych pracich v mistnosti bylo v tomto rezimu sviceno ¢ervenym svétlem, které je pro mysi

biologicky neaktivni.
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V rezimu RF byly mysi drzeny ve svételnych podminkach rezimu LD. Zdroj vody
mély ab libitum, ale mé&ly omezenou dobu piistupu potravy. Cas, kdy mély mysi k dispozici
potravu je nastaven na klidovou dobu jejich subjektivniho dne. V tomto piipadé mély mysi

potravu ptistupnou pouze od 10:00 do 16:00.

6.5 Zpracovani vzorki

V den odebirani vzorku byly mysi drzeny po celou dobu v rezimu DD, aby nedoslo
k potlaceni ¢i aktivaci exprese nékterych z hodinovych gent, které reaguji na svétlo. Mysi
byly uspavany po 12 kusech jednou za 4 hodiny v pribéhu 24 hodin davkou 50mg/kg
thiopentalu aplikovaného intraperitonealni injekci. Poté byl do srdce aplikovan heparin
v piiblizné davce 500 U. Nasledné byla provedena intrakardidlni perfuze roztokem PBS po
dobu 3minut a poté fixace pomoci 4% roztoku PFA po dobu 5 minut. Odebrané vzorky,
mozek a ob€ oci, byly dale vlozeny na 12 hodin do 4% roztoku PFA. Poté byly ponechany
v kryoprotektivnim roztoku 20% sachar6zy. Po 24 hodinach byly vzorky zamraZeny v suchém
ledu a poté vloZeny do -80°C. Mozek byl krajen pii -25 °C na 25 um tenké fezy. Pfi krajeni
byly v ptiblizném poctu vybirany vzorky se strukturami: SCN, PVN a habenulou. Nakrajené
platky byly stétcem vybirany do jamek s roztokem PBS. Oc¢i byly krajeny pii -20 °C na 30
um tenké fezy. Vhodné vzorky byly vkladany pfimo na skla.

6.6 Free-floating imunohistochemie

Vybrané vzorky byly pomoci §tétce vlozeny do jednotlivych jamek tak, aby v kazdé
jamce byly vzorky vSech vybranych mozkovych struktur a pouze z 1 konkrétniho jedince. Po
celou dobu provadéni metody byl kladen diiraz na spravné rozmisténi vSech vzorki. Prvnich
10 minut byly fezy maceny v 0,5% H202 z diivodu zniceni aktivity endogennich peroxidaz.
Poté byly vzorky 3x promyty v PBS. Timto krokem doslo k zablokovéani nespecifického
pozadi. V dalsim kroku byly fezy inkubovany v roztoku 1% BSA pufru, do kterého bylo
ptidano 2% NGS (normal goat serum). Po hodinové inkubaci byly fezy pfemistény do roztoku
1% primarni protilatky fedéné v 1% BSA (BMALL: 1:500, pERK: 1:1500; pGSK®: 1:600;
PER1: 1:250). Zde byly pies noc inkubovany pfi teploté 4 °C. Druhy den rano byly vzorky
promyty 3x po 5 minutach v 0,3% roztoku BSA. Nasledné byly vzorky inkubovany
v sekundérni protilatce uréené proti imunoglobuliniim zvitete, Z n¢hoZ pochéazela primarni
protilatka. Poté byly vzorky 2x po Sminutich promyty v 0,3% BSA s0,1% Tritonem.
V dalsim kroku byly vzorky inkubovany 1 hodinu pii pokojové teploté v roztoku
avidin-biotin-peroxidazového komplexu (Vectastain: ABC Kit, Goat IgG, 6105) fedéného
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v poméru 1:400. Nésledovalo promyti vzorkl v 0,3% BSA po dobu 5 minut a poté v PBS 2x
po dobu 5minut.

Poslednim krokem bylo inkubovani fezt v roztoku diaminobenzidinu (DAB - Sigma
Aldrich, D5905) oxidovaného v roztoku H2O,. Oxidovany diaminobenzidin se navazuje jako
substrat na avidin-biotin-peroxidazovy komplex a vytvaii hnédé zabarveni komplexu, ¢imz
lokalizuje mista, kde doslo k navazani obou protilatek. Doba inkubace v diaminobenzenu
urcuje intenzitu zabarveni vzorku a miize trvat v fadu desitek sekund az desitek minut. Na
zavér byly vzorky 2x promyty v PBS.

Pomoci stétce se vzorky nanasely na zelatinovana podlozni skli¢ka. Po zaschnuti fezii
byla sklicka promyta destilovanou vodou a pak nasledné¢ macena 5 minut v 70% EtOH, 2x5
minut v 95% EtOH a 3 po 5 minutach v xylenu. Po oschnuti byla skli¢ka potiena optickym
médiem (smés DPX Mountant for histology - Sigma Aldrich a xylenu - Penta s.r.0.) a
prekryta krycim sklickem. Po nékolika dnech zasychdni média byla sklicka ociSténa od

prebytecnych vrstev lepidla a vylesténa EtOH.

6.7 Barveni kresylovou violeti

e Piiprava Kresylové violeti
e 500 ml vody
e 0,59 Cresyl Violet acetat
e 1,25 ml kyseliny octové
Vsechny vyse uvedené latky byly smichany ve sklenéné lahvi. Roztok byl za stalého
michani zahtivan na 60 °C a poté nékolik hodin michan. Poté byl skladovan v ledni¢ce v
zatemnéné lahvi. Pfed pouZitim byl roztok znovu ohtéan, aby doslo k rozpusSténi kresylové
violeti a poté prefiltrovan skrze filtra¢ni papir.
Nakrajené vzorky o¢i byly postupné maceny v chemikaliich v tomto potadi:
e Xylen
e 96% EtOH
e Destilovana H.O
e Kresylova violet’
e Nedestilovana H.O
e 70% EtOH
e 96% EtOH
e Xylen
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V kazdém kroku je sklo potieba pouze parkrat rychle namocit. Etanol kresylovou

violet’ odbarvuje, pfi 7. a 8. kroku tak 1ze dobfe nastavit intenzitu obarveni vzorku.

6.8 Mikroskopovani

Vsechny fezy na sklicku byly nafoceny pomoci svételného mikroskopu Olympus
Provis. Ze ziskanych snimki byly vybrany nejreprezentativnéjsi fotografie jednotlivych
struktur. Pocet bunék byl vyhodnocovan manualné i pocitaCem pomoci programu Imagel
(FIJI). Jednotlivé struktury byly v programu ru¢né oznaceny, obraz pieveden do 8-bitové
kvality a poté program automaticky spocital pocet bun€k. Tento postup byl aplikovatelny
pouze na vzorky s imunohistochemicky zna¢enym proteinem BMALI, ktery je exprimovan
jaderné, a jednotlivé buniky byly jasné ohrani¢ené a pro program dobie identifikovatelné. U
zbylych 2 proteinti byl signal detekovan v cytosolu, coz znemoznilo automatické pocitani, a

proto bylo nutné pocet znacenych bun€k piepocitat ru¢né.

6.9 Statistické vyhodnoceni

Hodnoty alfa, rho, totalni lokomoc¢ni aktivita byly vypocitany jako primér souhrnu
impulst v daném casovém useku. Perioda rytmu byla odectena z chi square periodogramu.
Hodnoty mezi skupinami byly srovnavany neparovym Mann-Whitneyovym poiadovym
t-testem. Cirkadianni rytmus v hladinach sledovanych proteini byl hodnocen jednocestnou

ANOVA pro efekt ¢asu. P mensi nez 0,05 urcovalo statistickou vyznamnost.
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7. Vysledky

V nasi praci jsme se nejdiive zaméfili na sledovani lokomo¢ni aktivity zvifat. Métili
jsme délku endogenni periody, schopnost synchronizace s vnéj$im prostfedim a miru potravné
anticipacniho chovéni. Déle nas zajimaly rytmy v hladin¢ proteini hodinovych geni BMALI1
a PER1, v hladin¢ fosforylovanych kinaz ERK1/2 a GSK3p v riznych castech mozku.
Hladina proteinu PER nakonec nebyla z metodickych duvodu stanovena. Z téchto udaju jsme
chteli posoudit vliv cerebella na cirkadianni rytmy v hlavnim cirkadidannim
pacemakeru - SCN a dale v PVN a habenule.

Mutanti Lc trpi Casto degeneraci sitnice oka, kterda by mohla mit negativni maskujici
dopad na nase vysledky. Proto jsme po skonceni experimentu testovali kvalitu sitnice oka u

vSech pouzitych zvirat.

7.1 Zjistovani kvality sitnice oka mutantu Lurcher

Barveni retiny bylo nutno pouzit z divodu cCastého vyskytu slepoty u Lc mutantt.
Jedinciim trpicim touto mutaci mize kompletn¢ degenerovat vrstva gangliovych bunék retiny
(Tuma et al., 2015). Mysi tak mohou mit naruSenou i synchroniza¢ni drahu ze sitnice do
SCN, coz muze zkreslit vysledky jak lokomoc¢nich zaznami, tak imunohistochemického
stanoveni exprese proteinti hodinovych genti. V naSem experimentu jsme obarvili fezy sitnici
oka ze vSech testovanych zvifat kresylovou violeti a zhodnotili kvalitu jednotlivych vrstev,
zejména gangliovych bunék (Obrazek 4). Vysledky ukazaly, ze vSechny Lc mysi v tomto

pokusu mély retinu neporusenou a zadna data tak nemusela byt vyfazena z hodnoceni.

——

(N
. 3

Obrdzek 4: Struktura sitnice oka Lc mysi. (A) fotografie mysiho oka pii 4 ndsobném zvétseni.
(B) detail retiny pri 10 nasobném zvétsSeni se vSemi zachovalymi vrstvami bunék, pigmentovym
epitelem (a), vrstvou tycinek a cipku (b), plexiformni a nukledrni vrstvou (c) a vrstvou
gangliovych bunék (d).
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7.2 Lokomoc¢ni aktivita

Mysi jsou pfirozené nocni zvifata a maji vySsi lokomoci v no¢ni dobé. Rezim LD
ukazuje schopnost synchronizace s vnéjsim svételnym prostfedim, rezim DD zase délku
endogenni periody. Analyzou aktogramu jsme vyhodnocovali rozdily v délce periody, poméru

aktivity béhem dne a noci a anticipa¢nim chovani u Lc a wt mysi.

7.2.1 Potravné anticipa¢ni chovani

Rezim casovaného podavani potravy vyvolal potravné anticipacni chovani u wt mysi
(Obrazek 5B). Mysi Lurcher vSak nebyly schopné ptedpovidat ¢as podavani potravy, ani
zvysit svoji aktivitu v dobé krmeni (Obrazek 5A). Po péti dnech experimentu zacaly hynout a

pokus musel byt ukoncen.

1415 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 3830 40 41 2 H M a5 46 47 s h

Obrazek 5. Ukdazkovy aktogram s kompletnim zaznamem pohybové aktivity Lc mysi (A) a
wildtype jedince (B) v dvojitém rozlozeni se zaznamem svetelnych rezimu (bilé pozadi znaci
svételnou fazi dne, Sedé pozadi znaci tmu). V poslednich 5 dnech pokusu pri rezimu RF u mysi
Lc zjevné chybi anticipacni chovani pred a béhem pristupné potravy. Mys wt (B) v poslednich
5 dnech pokusu pri rezimu RF vykazuje anticipacni chovani pred dobou pristupné potravy a
zvySenou aktivitu v dobé volného pristupu k potrave, tedy mezi 10 - 16 hodinou (al). Osa X z
duvodii fixniho nastaveni programu Clocklab zobrazuje bod 0 jako 23. hodinu.

7.2.2 Alpha a Rho

Alpha je definovana jako mnozstvi pohybu béhem aktivni faze dne, u mysi je touto
fazi noc. Rho znac¢i miru lokomoce béhem klidové faze dne, u mysi je to obdobi ve svételné

casti dne. Z namétené lokomocni aktivity jsme pocitali Alfa, Rho a jejich celkovy soucet
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Total nejprve pro svételny rezim LD (Obrazek 6) a také pro svételny rezim DD (Obrazek 7).
Na obou rezimech maji wt mysi zvySenou Alfa oproti Lc mysim (LD: P - 0,0006; DD:
P - 0,0100). Hodnota Rho je u obou méfenych skupin stejna na rezimu LD, ale mirné zvy$ena
u Lc na rezimu DD (P - 0,0172). Celkova aktivita je mirné zvySena u wt jedincd na rezimu

LD (P - 0,0034), rozdil mezi skupinami v rezimu DD neni statisticky vyznamny.
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Obrdazek 6: Pomer pohybové aktivity v rezimu LD mezi wt a Lc. Grafy vyjadiuji primeér ze
souhrnu impulsii zaznamového zarizeni v priubéhu noci (alfa), v priitbéhu svétlé casti dne (rho)
a v prithéhu celého dne (total) (n=12; = S.E.M)
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Obrazek 7. Pomeér pohybové aktivity v rezimu DD mezi wt a Lc. Grafy vyjadruji primeér ze
souhrnu impulsii zaznamoveho zarizeni v pribéhu noci (alfa), v priitbéhu svétleé casti dne (rho)
a v priubéhu celého dne (total) (n=12; £ S.E.M)
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7.2.3  Synchronizovana a endogenni perioda

Perioda rytm@ v pohybové aktivité¢ odpovida period¢ cirkadianniho oscilatoru v SCN.
V rezimu LD by se méla zvifata synchronizovat s nastavenym svételnym rezimem a jejich
perioda by mé¢la odpovidat 24 hodinovému svételnému cyklu. Béhem rezimu DD piechazi
mysi na tzv. volny béh a bézi s tzv. endogenni cirkadianni periodou Tau, ktera se mize mirné
lisit od periody svételné¢ho cyklu.

Nase vysledky ukazuji, Ze na rezimu LD jsou wt mysi vskutku synchronizované k 24
hodinovému stiidani svétla a tmy, zatimco mySi Lc vykazuji periodu delsi nez 24 hodin
(P - 0,0011, Obrazek 8) a velky rozptyl v ramci experimentalni skupiny (Obrazek 8, Obrazek
9 a Obrazek 10).

Z horni a spodni Casti obrazku 10 je patrné, Ze zatimco wt mysi se pomérné dobie
synchronizuji se svételnym rezimem, Lc mysi se bud’ nesynchronizuji (horni ¢ast Obrazek 10,

vpravo) nebo jim adaptace na svételny rezim trva déle (dolni ¢ast Obrazek 10, vpravo).
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Obrazek 8: Délky periody v rezimu LD. Wildtype jedinci se drzi blizko 24 hodin (24,033 h) a
skupina vykazuje maly rozptyl okolo této hodnoty. Lc mysi maji primérnou denni periodu delsi
(24,352 h) a maji vétsi rozptyl hodnot ve srovnani s kontrolni skupinou, (n - 12; £ S.E.M).
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Obrazek 9: Ukdzkovy chi square periodogram Lc mysi s nejdelSi periodou ze skupiny pri
rezimu LD v délce 25,6 h (vievo) a s nejkratsi periodou v délce 23,9 h (vpravo).
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Obrazek 10: Ukdzkové aktogramy se zaznamem lokomoce wt mysi (vlevo) a Lc mysi (vpravo)
ve dvojitém rozlozeni se zaznamem svételnych rezimit (bilé pozadi znaci svetelnou fazi dne,
Sedé pozadi znaci tmu). Pri zahdjeni méreni se wt mys rychle synchronizovala s nastavenym
rezimem LD. Po prechodu na rezim DD se u zvirete ukazuje endogenni perioda, ktera ma v
tomto pripadé délku 23,95 h a zvire se tak pouze nepatrné predbiha vici solarnimu dni. Pri
druhém nastaveni rezimu LD vidime opét rychlé serizeni viici vnejsimu prostiedi. Ukdzkova Lc
mys se v prvanim rezimu LD nebyla schopna synchronizovat s nastavenym svetelnym rezZimem.
Pri rezimu DD se projevuje endogenni perioda, ktera je u tohoto zvirete zkrdcena na
23,5 hodiny a dochazi tak kazdy den k tzv. predbihani oproti solarnimu dni. Pri druhém LD
rezimu je synchronizace lepsi, po prechodu na LD rezim je ale patrno nékolik transientnich
cyklu, nez se ustanovi faze aktivity podle svételného cyklu. Osa X z diivodui fixniho nastaveni
programu Clocklab zobrazuje bod 0 jako 23. hodinu.

V rezimu konstantni tmy ptechazeji mysi na svou vnitini periodu. Ze zaznamu tak

muzeme vycist, jak dlouhd je jejich pfirozend endogenni perioda dand samotnym endogennim

pacemakerem. Nase vysledky ukazaly, ze endogenni perioda mysi Lc je vyrazné krat$i nez u
wt jedincu (P - 0,0050, Obrazek 11). Podobné jako na LD, Lc mysi vykazuji velky rozptyl

Vv ramci experimentalni skupiny (Obrazek 11, Obrazek 12 a Obrazek 13).
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Obrazek 11: Graf se zaznamem délky periody v rezimu DD. V rezimu DD doslo u kontrolni
skupiny k mirnému prodlouzeni periody (24,083 h), rozptyl kolem namérené hodnoty ziistal
maly. U Lc mysi doslo v reZimu DD ke zkrdceni endogenni periody (23,683 h). Roztptyl hodnot
Jje ve srovnani s kontrolni skupinou opét vetsi. (wt - n=12; Lc - n= 12)
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Obrazek 12: Ukazkovy Chi square periodogram Lc mysi s nejdelsi periodou ze skupiny pri
rezimu DD v délce 24,15 h (vlevo) a s nejkratsi periodou v délce 23,05 h (vpravo).

Obrazek 13: Ukazkovée aktogramy se zaznam lokomoce se zamérenim na rezim DD
(Sedé pozadi). Vievo zdznam lokomoce Lc mysi s nejkratsi endogenni periodou (23,05 h). U
zvirete dochazi kazdy den k predbihani vici solarnimu dni. Vpravo zdznam lokomoce Lc mysi
s nejdelsi periodou (24,15 h). Zvire se tak kazdy den opozdovalo viici solarnimu dni. Osa X z
divodii fixniho nastaveni programu Clocklab zobrazuje bod 0 jako 23. hodinu.

7.3 Rytmus v hladiné proteini BMALI1, pERK1/2 a pGSK3p

Metodou imunohistochemie jsme oznacili bunky syntetizujici BMALL, pERK1/2,
pGSK3p a také PERI1. Imunohistochemické zobrazeni PER1 vSak nebylo kvalitni, znaceny
byly nespecificky téméf vSechny bunky mozku bez ohledu na strukturni odli$nosti. Vysledky
stanoveni PER1 nejsou tedy soucasti diplomové prace.

Hlavni strukturou, kterou jsme hodnotili, bylo SCN. Pocet bunék, které produkovaly
protein hodinového genu BMALI1 se lisil v pribéhu 24 h cyklu u wt mysi (P - 0,0267),
zatimco u mysi Lc se statisticky neprokazala variabilita v case ani one way ANOVA, ani
kosinorovou analyzou (P - 0,8111; Obrazek 14, Obrazek 15).
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Obrazek 14: Cirkadianni profil exprese proteinu BMALI v suprachiasmatickych jadrech. U wt
skupiny byl naméren signifikantni rytmus s nizkou hladinou v prvni poloviné noci u Lc mysi
neni hladina BMALI signifikantné rytmickd. (wt - n=31; Lc - n= 26, + S.E.M)

Obrazek 15: Ukazka imunohistochemické detekce proteinu BMALI v suprachiasmatickych
jadrech. (A) SCN Lc jedince s nejnizsi zaznamenanou hladinou BMALI. (B) SCN kontrolniho
Jjedince s nejvyssi zaznamenanou hladinou BMALI.

Hladina fosforylované formy kindzy GSK3p se v SCN také rytmicky menila
v prubéhu cirkadianniho cyklu u wt jedinci (P - 0,0335), ale nebyla rytmicka u mutanti Lc
(P - 0,9337; Obrazek 16, Obrazek 17).
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Obrazek 16: Cirkadianni profil exprese proteinu pGSK3p v suprachiasmatickych jadrech. U
wt byl naméren signifikantni rytmus s vysokou hladinou v prvni poloviné noci u Lc mysi neni
hladina pGSK3p signifikantné rytmicka. (wt - n=21; Lc - n=15, £ S.E.M)

Obrazek 17: Ukdzka imunohistochemické detekce proteinu pGSK3fS v suprachiasmatickych

jadrech. (A) SCN Lc jedince s nejnizsi zaznamenanou hladinou pGSK3p. (B) SCN kontrolniho
jedince s nejvyssi zaznamenanou hladinou pGSK3p.

Forforylovana forma kinazy ERK1/2 se rytmicky méni v SCN u mysi wt (P - 0,0108),

zatimco u mySi Lc je patrnd snizend amplituda a rytmus neni signifikantni
(P - 0,2202; Obrazek 18,0brazek 19)
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Obrazek 18: Cirkadianni profil exprese proteinu pERK1/2 v suprachiasmatickych jadrech. U
wt byl nameren signifikantni rytmus s nizkou hladinou v prvni poloviné noci u Lc mySi neni
hladina pERK /2 signifikantné rytmicka. (wt - n=28; Lc - n= 25, + S.E.M)

Obrazek 19: Ukadzka imunohistochemické detekce proteinu pERKI1/2 v suprachiasmatickych
jadrech. (4) SCN Lc jedince s nejnizsi zaznamenanou hladinou pERK1/2. (B) SCN kontrolniho
jedince s nejvyssi zaznamenanou hladinou pERK1/2.

Paraventrikularni jadro hypotalamu je jedna z hlavnich struktur, ktera prevadi ¢asové
signaly z SCN k regulaci autonomniho nervového systému, endokrinnim funkcim hypofyzy i
produkci melatoninu epifyzou. PVN exprimuje rytmicky hodinové geny (Abe et al. 2002;
Chun et al. 2015). Nase vysledky ukazuji, ze hladina proteinu BMALI1 se v PVN rytmicky
méni u wt mysi (P - 0,0498) ale ne u mysi s Lc mutaci (P - 0,3771, Obrazek 20,0brazek 21).

Je to déno pravdépodobné velkymi rozptyly mezi jedinci v jednom ¢asovém bodé¢.
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Obrdazek 20: Cirkadianni profil exprese proteinu BMALI v paraventrikuldrnich jadrech. U wt
jedincii byl naméren signifikantni rytmus s nizkou hladinou v noci u Lc mysi neni hladina
BMALYI signifikantné rytmickd. (wt - n=19; Lc - n= 18, + S.E.M)

A B

Obrazek 21: Ukdzka imunohistochemické detekce proteinu BMALI v paraventrikuldarnich

jadrech. (A) PVN Lc jedince s nejnizsi zaznamenanou hladinou BMALI. (B) PVN Lc jedince s
nejvyssi zaznamenanou hladinou BMALI.

Vysledky imunohistochemické detekce ukazuji, ze hladina proteinu pGSK3f se
V PVN rytmicky méni u kontrolnich mysi (P - 0,4070). U Lc mysi neni rytmicita signifikantné
prokazatelna (P - 0,4675; Obrazek 22,0brazek 23).
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Obrazek 22: Cirkadianni profil exprese proteinu pGSK3f v paraventrikularnich jadrech. U wt
Jjedincii byl naméren signifikantni rytmus s vysokou hladinou v prvni polovine noci u Lc mysi
neni hladina pGSK3p signifikantné rytmickd. (wt - n=17; Lc - n= 14, £+ S.E.M)
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Obrazek 23: Ukdzka imunohistochemické detekce proteinu pGSK3f v paraventrikularnich
jadrech. (A) PVN kontrolniho jedince s nejnizsi zaznamenanou hladinou pGSK3p. (B) PVN

kontrolniho jedince s nejvyssi zaznamenanou hladinou pGSK3p.

Fosforylovana forma proteinu ERK1/2 v paraventrikularnich jadrech nevykazuje

rytmus ani u kontrolni skupiny (P - 0,2266), ani u mysi s mutaci Lc (P - 0,6958; Obrazek

24, Obrazek 25).
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Obrazek 24: Cirkadianni profil exprese proteinu pERK1/2 v paraventrikularnich jadrech.

Hladina pERKI1/2 neni signifikantné rytmicka ani u wt jedincii ani u Lc mysi.
(wt-n=26; Lc-n=22,+S.E.M)
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Obrazek 25: Ukdzka imunohistochemické detekce proteinu pERKI1/2 v paraventrikuldrnich
jadrech. (A) PVN Lc jedince s nejnizsi zaznamenanou hladinou pERKI/2. (B) PVN
kontrolniho jedince s nejvyssi zaznamenanou hladinou pERK1/2.

Lateralni habenula byla nedavno identifikovana jako tzv. semiautonomni oscilator, tj.
struktura Castecné nezavisla na signalech z SCN. Habenula je aktivovana nepiijemnymi
podnéty, napf. negativnim podmifiovanim a je mozné, Ze jeji funkce je zménéna v souvislosti
s Lc mutaci. V na$i studii jsme nezaznamenali zadny imunohistochemicky signal pro
pGSK3B a pERKI1/2. Proto jsme hodnotily pouze hladinu proteinu BMALI. Vysledky
ukazuji, ze wt mysi maji signifikantni rytmus (P - 0,0106), zatimco Lc mys$i nesignifikantni
(P - 0,4911; Obrazek 26, Obrazek 27).
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Obrdazek 26: Cirkadianni profil exprese proteinu BMALI v habenule. U wt mysi byl naméien

signifikantni rytmus s nizkou hladinou v noci u Lc mysi neni hladina BMALI signifikantné
rytmicka. (wt - n=29; Lc - n= 22, £ S.E.M)
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Obrazek 27: Ukazka imunohistochemické detekce proteinu BMALI v habenule. (A) habenula

Vv

Jjedince s nejvyssi zaznamenanou hladinou proteinu BMAL1L.
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8. Diskuze

Nase vysledky ukazuji, ze myS$i s degeneraci Purkynovych bunck cerebella maji
narusené cirkadianni rytmy jak v lokomo¢ni aktivité, tak v samotném cirkadiannim

pacemakeru v SCN, v PVN i semiautonomnim oscilatoru - lateralni habenule.

8.1 Rytmus Vv lokomo¢ni aktivité

Rytmus lokomoc¢ni aktivity je povazovan za marker integrity cirkadianniho systému.
Zacatek 1 konec aktivni faze je regulovan hlavnim cirkadiannim pacemakerem, jehoz perioda i
faze jsou synchronizované s vnéjSimi svétlenymi podminkami. V rezimu DD perioda i faze
pohybové aktivity odpovidd endogenni periodé¢ volného béhu cirkadidnniho pacemakeru
v SCN. Casované podavani potravy piidava do cirkadianniho rozloZeni aktivity bdhem dne
jesté tzv. potravné anticipacni aktivitu, kterd je do znacné miry nezavisla na cirkadidnnim
pacemakeru. V aktogramu jsou potom patrné dvé ¢asové slozky zaznamu, jedna je podminéna
rytmem podavani potravy a druhd cirkadiannim systémem.

Hlavnim znakem dospélych mysi s mutaci Lurcher je ataxie, horsi pohyblivost a
nejista chiize. SniZzena mira pohybové aktivity vyjadfend pomoci Alfa, a zejména jako Total
v rezimu LD, pravdépodobné znamend, Ze ani v dobé plné aktivity se nedokazi mysi Lc tak
snadno pohybovat v prostoru klece. Nartst Rho u Lc mysi v rezimu DD mtize byt zptsoben
snizenou amplitudou rytmu v pohybové aktivité. Totalni aktivita mysi Lc totiz neni v rezimu
DD vyznamné sniZen4, a postizené mysi tedy vykazuji spiSe mensi rozdil v mife aktivity mezi
dnem a noci ve srovnani s kontrolnimi jedinci, u kterych je srovnani miry lokomoce v dobé
svétla a tmy vice kontrastni.

Primérna délka endogenni cirkadianni periody méfend v DD je u vétSiny mysich
kment obvykle krats$i nez 24 hodin (Jud et al. 2005; Ripperger et al. 2011). V nasem
experimentu jsme vSak u naSich kontrolnich mysi naméfili periodu, ktera je spiSe rovna, nebo
je mirné delsi nez 24 hodin. Mirn¢ prodlouzend perioda pii rezimu DD mutze byt zpisobena
charakteristikou kmene a pfi srovnani s literaturou jsme opravdu zjistili, Ze kmen B6CBA ma
endogenni periodu spiSe rovnou 24 hodinam, coz se lisi od ostatnich kment (Schwartz a
Zimmerman, 1990). Je zajimavé, ze mutace Lurcher zpUsobila zkraceni primérné endogenni
periody na 23,7 hodiny, avSak rozptyl mezi periodami jednotlivct byl zna¢ny. To poukazuje
na nedostate¢nou synchronizaci zvifat v nasi skupiné, kterd miize odraZet patologické zmény

Vv cirkadiannim pacemakeru.
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Megfeni periody v rezimu LD mélo za cil potvrdit schopnost mysi synchronizovat sviij
pacemaker s vnéjsimi svételnymi podminkami. MySi by mély mit periodu v lokomoéni
aktivité, kterd se rovna periodé svétleného rezimu. To se prokazalo u skupiny kontrolnich
mysi, avSak mysi Lc mély periodu vyrazné delsi nez 24 hodin. Podobné¢ jako na rezimu LD u
nich byly patrné velké individudlni rozdily. Ty mohou =znacit snizenou schopnost
synchronizace snastavenym rezimem LD, a to i pfesto, ze sitnice oka Lc mutanti
nenaznacovala zadné degenerativni zmény. Jsme si védomi toho, Ze pouhy histologicky obraz
integrity sitnice nesta¢i pro posouzeni zrakovych schopnosti mutanti. Na druhou stranu je
znamo, ze k synchronizaci no¢nich hlodavc sta¢i velmi mala intenzita svétla (Meijer et al.,
1986). Denni osvétleni nasi skupiny se pohybovalo mezi 300-500 luxy, coZz mnohonasobné
pfesahuje intenzitu svétla potfebnou k synchronizaci a mélo by stacit i v pfipadé mirného
naru$eni sitnice Lc mutanta.

Z aktogramil je mozné vycist také nekvantifikovatelné rozdily mezi wt a Lc mySmi. Po
pfevedeni do rezimu DD napiiklad vétSina kontrolnich jedinci zahgjila volny béh s fazi
nastavenou predchozim svételnym rezimem, zatimco mySi s mutaci Lc v tomto rezimu
zah4jili volny béh podle své endogenni periody nahodné¢, nékdy dfive, nékdy pozdéji nez
v dobé predchoziho zhasnuti svétla. Je mozné, Ze to znaci nedostatecné silnou vazbu mezi
neurony V cirkadiannim pacemakeru, které nemohou udrzet pevny fazovy vztah mezi
endogennim oscilatorem a zhasnutim svétla. Je mozné, ze cirkadianni hodiny v cerebellu
ptispivaji K udrzeni fazového uhlu konstituci jakési ,,paméti“ na piedchozi svételny rezim.
Cirkadianni signalizace vedouci z kortexu cerebella do striata (Frederick et al., 2014) mutze
také specificky pfispivat ke zménam v lokomocni aktivité. Cerebellum fidici skrze striatum
lokomoc¢ni aktivitu u mySi s degenerovanou kortexovou vrstvou nemuize vysilat
synchroniza¢ni signaly. Striatum Lc mysi tak nemusi dostate¢né reagovat na signaly z SCN a
rytmus Vv pohybové aktivit¢ mulze byt naruSen nezdvisle na hlavnim cirkadidnnim
pacemakeru. Tato hypotéza je jednim z diivodi, pro¢ jsme studovali cirkadidnni oscilace u Lc
mutantd v samotném SCN.

Pti rezimu RF byla potrava poddvéana pravidelné ve svétlé ¢asti dne, tedy v dobé klidu,
a to po dobu 6 hodin. Zvifata tak byla silné¢ motivovana ptizptisobit své chovéani dob¢ ptistupu
potravy a vytvofit tzv. anticipatni chovani, které dopliuje cirkadianni slozku aktivity
regulovanou cirkadiannim systémem. ZvySena aktivita u kontrolnich mysi pfedchéazejici dobu
krmeni ukazovala jejich schopnost méfit ¢as pomoci podnétd perifernich oscilatort pfi
soucasném zachovani periody v hlavnim fidicim oscildtoru SCN. Lurcher mysi béhem rezimu

RF nevykazovaly potravné anticipani chovani a zadnym zplsobem neménily Svoji
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lokomo¢ni aktivitu ani délku periody. Experiment musel byt ukoncen, nebot’ 6 hodinovéa doba
ptistupu K potrave byla piili§ kratka, nestacila mysim k dostate¢nému nasyceni a mysi zacaly
hynout. V podobném experimentu s jinym animalnim modelem cerebelarni mutace byla
prokazana role Purkynovych bunék Vv potravné anticipacnim chovani. Lc mysi postradajici
tyto bunky maji nejspise také narusené potravné fizené oscilatory (Mendoza et al., 2010).
Nase 1 publikované nalezy tak naznacuji, Ze cerebellum mulze byt jednou z mozkovych
struktur, které formuji anticipa¢ni chovani, a mize byt soucasti oscilatorového systému
fizeného piijmem potravy. Nedavna studie ukdzala ptimé neuronalni spojeni mezi medialnim
cerebellarnim jadrem a ventromedialnim jadrem hypotalamu, které fidi potravni chovani (Li
et al., 2017). Je tedy mozné, Ze k deregulaci potravné anticipaéniho chovani dochazi na

urovni prave této struktury.

8.2 Rytmicka hladina proteini BMALI, pGSK3p a pERK1/2

V nasi studii jsme se zaméfili predevsim na sledovani rytmickych zmén v hlavnim
cirkadiannim pacemakeru v SCN a také v PVN, hlavnim hypotalamickém jadie, které prevadi
signaly z SCN do neurdlnich a humoralnich signalli k regulaci fyziologickych procesi v
organismu. Habenula byla nedavno oznacena jako samostatny cirkadianni oscilator nezavisly
na signalizaci z SCN (Sakhi et al., 2014; Guilding et al., 2010) a zaroven je to struktura, ktera
se Ucastni regulace motivaéniho chovani (Paul et al., 2011; Mendoza et al. 2017) a mohla by
byt dilezita pro potravné podminénou rytmicitu. Vyuzili jsme silné exprese proteinu BMALL
v habenule a zhodnotili jeho cirkadianni rytmus u Lc mysi jako ptikladu zmén v cirkadiannim
systému limbickych struktur.
vobdobi casné noci a byla signifikantné rytmicka. Studie monitorujici pomoci
bioluminiscence expresi mMRNA in vivo popisuje nejvys$si hladinu mRNA genu Bmall okolo
18 h (Ono et al., 2015), stejné vysledky potvrzuji i starsi studie s jinymi metodami (Habour et
al., 2014; Honma et al., 1998). Rozdil mezi hladinou mRNA a na$im rytmem v proteinu je
nejspise zplisoben zpozdénim translace za transkripci podobné jako je tomu u hodinového
genu Per (Harbour et al., 2014). U Lc mysi se rytmicita v produkci proteinu neprokazala. Gen
Bmall spoleéné s genem Clock jsou pilitfem zékladni zpétnovazebné smycky udrzujici
cirkadidnni systém v chodu. Je tedy mozné, Ze Lc mutanti tak maji poskozeny zakladni
mechanismus udrzujici cirkadidnni oscilace. Z aktografii je vSak ziejmé, Ze vétSina Lc mysi
vykazuje cirkadidnni rytmus, byt srtzn€ dlouhou periodou. V této souvislosti je dobré

zduraznit, ze rytmus exprese proteinu je v nasi studii ur¢ovan celou populaci mysi, kdy kazdy
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casovy bod tvofi momentalni hladina exprese n€kolika jedinct. Pokud jsou jedinci tvofici
cirkadidnni profil sledovanych proteinli desynchronizovani mezi sebou, vykazuji rizné
dlouhou periodu a fazi, i algebraicky soucet ziskanych hodnot netvoii koherentni rytmus.
Tuto hypotézu podporuji 1 znacné velké rozptyly mezi zvifaty v jednotlivych casovych
bodech.

Fosforylace kinazy GSK3p v SCN vykazuje signifikantni rytmicitu v pribéhu dne u
kontrolnich jedincti. Maximalni hladina pGSK3p byla naméfena okolo 18. hodiny a pak po
celou noc klesala na své minimum o dvanact hodin pozdé¢ji. Tento rytmus je piiblizné o 3
hodiny ptedbéhnut oproti rytmu pGSK3p v SCN potkant (Pacesova et al., 2015). Kinaza
GSK3pB fosforyluyje mCRY2, ktery je poté degradovan v proteasomu. Je tedy dulezita
K rytmické degradaci proteini CRY2 v centralnim i perifernich oscilatorech a pomaha tak
udrzovat periodu zpétnovazebné smycky (Kurabayashi et al., 2006; Harada et al., 2005).
Dalsi tlohou GSK3 je fosforylace PER2, ktery se tak mutize 1épe translokovat do jadra (litaka
et al., 2005). GSK3B je aktivni v nefosforylované formé, fosforylaci se jeji kinazova aktivita
tlumi. Vysokd hladina aktivni formy v SCN v pritbéhu dne ma pravdépodobné¢ modulacni
ucinky a tlumi aktivitu vznikajicich proteinii CRY tak, aby jejich represivni funkce byla
oddalena az do vecernich hodin a transkripce genti zavisla na aktivaci E-boxu mohla béhem
dne pokracovat. V hladina¢ pGSK3p nebyla exprese u Lc mutantt v SCN rytmicka coz mutize
bezpochyby piispivat k vétsi variabilité periody a Spatné synchronizaci Lc mutantd.

Imunohistochemicka detekce proteinu pERK1/2 v SCN ukézala jasny cirkadidnni
rytmus u kontrolnich jedinct. Nejvy$s$i naméfena hladina pERK1/2 byla okolo 2. hodiny
ranni, nejmensi mnozstvi proteinu bylo detekovano v 18 hodin vecer. To odpovidd rytmu
pERK1/2 naméfenému v SCN potkant (Pacesova et al., 2015) i mysi (Obrietan et al. 1998;
Nakaya et al., 2003). Lurcher mutanti oproti tomu maji snizenou amplitudu a rytmus neni
statisticky vyznamny. ERKI1/2 je dualezity moduldtor molekularniho mechanismu
cirkadiannich hodin. Fosforyluyje BMAL1 a pfimo interaguje s CRY1 a CRY2, ¢imZz
usnadiiuje represi funkce dimeru BMALL:CLOCK (Sanada et al., 2002; 2004). Svételny
signal béhem noci spousti fosforylaci serinu a threoninu ERK1/2 ve VISCN v fadech minut
(Doi et al., 2007). Pti naruseni této reakce ERK1/2 je porusena synchronizace cirkadiannich
hodin (Butcher et al., 2002). Konstantn¢ snizené mnozstvi pERK1/2 u mysi s mutaci Lc tak
muze také prispivat ke zhorSené integrit¢ cirkadianniho pacemakeru a poptipadé¢ také ke
sniZzené schopnosti synchronizace se svételnym rezimem.

PVN pfijimaji aferentni signal jak pfimou cestou z SCN tak i nepfimo skrze

dorsomedialni hypothalamus (van der Horst et al., 1986; Chou et al., 2003). Kromé¢
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cirkadidnni regulace syntézy glukokortikoidl v nadledvinach a sekrece melatoninu v epifyze
zprostiedkovavaji PVN také cirkadianni regula ci autonomniho nervového systému,
sympatiku a parasympatiku. Experimenty in vitro ukazaly, ze cirkadianni hodiny PVN jsou
zavislé na synchroniza¢nim signalu z SCN a bez né&j nedokazi oscilovat (Abe et al., 2002).
V souladu s tim jsme naméfili rytmickou expresi proteinu BMALI u kontrolnich jedinct.
Prestoze se zd4, ze rytmus BMALI1 u Lc mutantd v PVN je jesté zfeteln€jsi nez u wt mysi,
neni staticky vyznamny, a to zejména z ditvodu velkych rozptylt mezi hodnotami tvoticimi
jednotlivé casové body. Podobné také rytmus BMALI1 v lateralni habenule je prokazatelny u
wt mysi, ale nevyznamny u mutant Lurcher.

Kinazy GSK3B a ERKI1/2 nevykazuji v PVN signifikantni cirkadidnni rytmus ve
fosforylaci ani u wt ani u Lc mysi. Zda se tedy, ze jejich fosforylace neni regulovdna z SCN,
coz je vsouladu spiedchozimi studiemi na potkanech. Kindazy v PVN jsou nejspiSe
regulovany strukturné specifickymi signaly, jako hladinou glukézy (Gorton et al., 2007).

Nase vysledky ukazuji, ze cerebeldrni mutace Lurcher vede k vyznamnému naruSeni
cirkadianniho systému postizenych mysi. Zdravé mySi maji synchronizovanou aktivitu
s vngjSim svételnym rezimem, velmi podobnou periodu volného béhu v ramci studované
populacni skupiny a nenaruSeny molekularni mechanismu cirkadiannich oscilaci ve vSech
meéfenych strukturach testovany na ptikladu proteinu hodinového genu BMALI1. Mysi wt maji
také cirkadianni rytmus ve fosforylaci kinaz ERK1/2 a GSK3B v SCN, ktery odpovida diive
publikovanym datim. Mysi s mutaci Lurcher vykazovaly velké variability v délce periody jak
V reZzimu stfidani svétla a tmy, tak v reZimu stalého svétla a mély narusené cirkadidnni rytmy
v hladiné proteinu BMALI1 ve vSech studovanych strukturach a v hladiné pERK1/2 a p
GSK3B v SCN. Nase studie nam nedovoluje fict, jestli ke zméné dochazi na turovni
molekularniho mechanismu, protoZe jsme nestudovali zmény v oscilacich hodinovych genti ¢i
jejich proteini v jednotlivcich, ale vcelé populaci zvifat. Protoze vSak naruSeni
molekuldrnich hodin znamena obvykle ztratu celkové rytmicity, kterou u Lc mutantl
nepozorujeme, je pravdépodobnéjsi vysvétleni, ze Lc mutace naruSuje vzdjemnou
synchronizaci mezi bunéénymi oscilatory v SCN, ktera je zavislda na VIP a GABAergni
signalizaci (Aton et al., 2005; Ono et al., 2018). Muze také narusovat serotonergni inervace
SCN (Le Marec et al., 1998), ktera je dilezita pro udrzeni odliSného nastaveni cirkadianniho
pacemakeru mezi subjektivnim dnem a noci.

Studie na pacientech s cerebelarni 1ézi ukazaly, ze kromé& motorickych a kognitivnich

zmén maji tito pacienti naruSené tzv. intervalové Casovani, tj. schopnost odhadovat kratké
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casové intervaly (Gooch et al., 2009), ktera miize byt dana pifedchozim uc¢enim cerebelarnich
neuronalnich okruhti (Jirenhed et al., 2017). Nase prace naznauje, Ze cerebellum muze
prispivat 1 kudrzovani delSich casovych intervali, nez je nékolik vtefin a napomadhat
cirkadiannimu pacemakeru regulovat ¢asové zmény v organismu, které probihaji s cirkadianni

periodou.
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9. Zavér

Touto diplomovou praci jsme se pokusili otestovat vliv cerebella na cirkadidnni
systém. Ukazali jsme, Zze mysi s degenerovaymi Purkyilovymi buikami maji narusené rytmy
v pohybové aktivité a expresi proteinu BMAL1 v hlavnim cirkadiannim oscilatoru SCN, v
PVN a habenule. Exprese genu Bmall tvofi zaklad zpétnovazebné smycky hodinovych gend,
kterd podmiiiuje vznik a udrzovéani cirkadidnni rytmicity. Hladiny forforylovanych kinaz
ERK1/2 a GSK3p podilejicich se na udrzeni cirkadidnni periody také postradaly rytmicitu ve
struktufe SCN. Postizené mysi také vykazovaly velkou diverzitu v délce endogenni periody
méfené na rytmu lokomoc¢ni aktivity a sniZenou schopnost synchronizace se svételnym
rezimem. Pfi rezimu casové omezeného podévani potravy nebyly Lc mySi schopny
prizptsobit svou aktivitu nastavenym podminkam pfistupu potravy.

Ziskané poznatky naznacuji, Ze cerebelum mize ovlivilovat cirkadidnni systém, a
cerebelarni degenerace tak mohou byt doprovdzeny 1 poruchami synchronizace
fyziologickych funkci organismu. To mize zhorSovat ptiznaky potizi pacientl s postizenim

mozecku.
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