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ANNOTATION

Many animals have ability to percieve the magnigicl of the Earth and use this clue for

both orientation and navigation. Yet little is knovabout physiological mechanism that
underlies this sensory ability. Although physiologdi mechanism still remains unclear, there
are three major hypotheses how animals can détechagnetic field.

In this study | focused on the radical pair thedrnanalyzed how manipulation of the
ambient magnetic field influence the expressio€BfY 1, CRY 2 and c-Fos in the pigeon’s
retina. | observed in incerased numbers of CRYEpg-and CRY1+c-Fos possitive cells in
the ihned nuclear layer (INL) of the retina in aalmsbjected to the periodical manipulation
of the magnetic field inclination. These data dest@ie that the INL constains a population
of neurons that are responsive to magnetic stiandi strongly suggest that Cry 1 is involved
in detection of the Earth magnetic field.
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1. UVOD

Prijimani informaci o v§Sim prostedi je jednou ze zakladnich charakteristik Zivych
organisnii. Organisnim to umo#uje registrovat zeny prostedi a adekvatnna reé také
reagovat.

Vyzkum smysh a smyslového vnimani je pétoveka velmi dilezity, protoze mu pomaha
pochopit, jak vznika obraz ¥j$iho sé¥ta a také to, Ze je tento obraz veltaisto dosti
rozdilny a subjektivni.

Velmi dalezitym pro pochopeni této problematiky se staist&)i, ze zvieci smysly jsou
casto mnohem citli§jSi nez lidské a tudiz podty, které jsou zvhta schopna zachytit a
hodnotit jsou za hranici lidskych moznosti. Nejdi#op jen o posouvani prétcitlivosti u
péti lidskych smysh, ale o objevy smysl naprosto novych, pr@lovéka casto &zko
predstavitelnych a pochopitelnych. Mezi takové smysg fadi napiklad vnimani
infraterveného zini, elektricky smysl a magneticky smysl.

Na posledni zminy — magneticky smysl — je v poslednich letech ged#a relativi
velkd pozornost a v jeho fyziologii byl@&inéno mnoho pokrok

Ja jsem se ve své praci zdgihna jeden konkrétni typ magnetického smyslu (nétle
zavisly typ magnetorecepce) a pokusil jsem se oltjgaké struktury a receptory mohou byt
zodpowdné za vnimani magnetického pole 2ZenKtomu jsem pouzil kombinaci

behavioralnich experimaint imunohistochemickou analyzou tkani experimeftélaviat.

Pro zjednoduSeni at8i srozumitelnost textu jsem pouzil zkratky @asto opakované
pojmy: INL — inner nuclear layer — viniti jaderna vrstva
GCL — ganglion cell layer — vrstva gangliovych Bkin
CRY1 — cryptochrome 1 — kryptochrom 1
CRY2 — cryptochrome 2 — kryptochrom 2
c-Fos — marker neuronalni aktivity
IS/OS — inner/outer segments — ¥nita viEjSi segmenty fotoreceptior

IPL - inner plexiform layer — vnihi plexiformni vrstva

.....



Magneticky smysl — schopnost reagovat na magnegioke&zens — byl prokazan u Siroké
Skaly organism. Od pasivni magnetotaxe u magnetotaktickych baKilakemore 1975) az
k aktivni orientaci magnetickym smyslem u pté&ksava (Wiltschko et Wiltschko 1972,
Burda et al. 1990).

Magnetorecepce byla prokazandgady ziva@isnych druli, a to gedevsim u rékkysi,
¢lenoval a zastupk vSech hlavnichitd obratlové (Wiltschko et Wiltschko 2005).

Chceme li zkoumat magneticky smysl, musime nejgjigtit jaké informace magnetické
pole zend vibec poskytuje a které &dhto informaci jsou organismy schopny vyuzit
(Dusenbery 1992).

1.1 MAGNETICKE POLE ZEM E

Souasné poznatky o magnetickém poli Zgprinesla az moderni fyzika a vyvoj specialni
velmi citlivé techniky. Magnetické inddki cary jsou vSudyfitomné a nezavislé na denni
dohg, jsou tedy velmi dobrym zdrojem informaci i za dach podminek, kdy nejsou
pouzitelnd jina orientani voditka (Dusenbery 1992).

Kde se ale magnetické pole zebere? Zem se chova jako velky dipolovy magnet, ktery
kolem sebe vytia relativre slabé pole siltar. Magnetické pole je vyvolano pohybem
Zhavého magmatu kolem jadra ZerMlagma je sloZenoipdevSim z niklu a Zeleza, a proto
jeho pohyb vytvé elektromagnetické pole. Magnetické pole Zgenpxirozere ponerné slabé
a pohybuje se vrozmezi od 30 000 nT [nanoTeslajavaiku po 65 000 nT na polech
Campbell (2001). Sila magnetického pole se zmersSdjehou mocninou vzdalenosti od jeho
zdroje. Na magnetické pole ma vliv spoust&j§ich cinitelt, ktei ho izné modeluji. Mezi
hlavni vlivy pati magnetické baie na slunci, cykly magnetické aktivity slunce (kadd 11
let), pohyb nabityché¢astic v maskych a vzduSnych proudech, magnetické horniny na
Zemském povrchu, kosmické proudy a v neposledatt také clovéek a jeho
magnetoelektrické emise.

Magnetické pole zetnprochazi také periodickymi zZzmami. Mezi hlavni zrny pati
piepolovani Zer (zmena snéru toku induknich ¢ar), nebo periodické vykyvy vibznu a
v z&i - v obdobi rovnodennosti (je to igobeno polohou zemské osy ke slunci) (Campbell
2001).

Magnetické pole rize slouzit jako velmi dobry zdroj informaci o patoedince a s#rtu
jeho cesty (Wiltschko et Wiltschko 2005). Bylo péziéno, Ze zvata jsou schopna

zpracovavat fedevSim tyto informace: inklinaci, deklinaci a sfieké misto (sign post).



1.1.1 Inklinace

Proud sil@ar vstupuje do zemského povrchu na severnim magpéeti pélu a vystupuje
magnetickym jiznim polem. S rostouci zgisnou Sikou roste také uhel sitar, ktery sviraji
s povrchem zegn Tomuto sklonuikame inklinace. Inklinaci Ize definovat jako Ulsehreny
vektorem magnetického pole a horizontalni rovingektor magnetického pole lze rozlozit
do dvou komponent magnetického pole, slozky verika horizontalni (Campbell 2001).
Jednoduseéeceno, se réni Uhel sil@ar sn&tujicich k povrchu Zewh Na rovniku je tento thel
roven 0°, v naSi ze#pisné Sice se pohybuje okolo 65 ° a na poélech je 90° narséw a -90°
na jiznim. Nekterd zvfata jsou proto schopnaditrjakym snérem je pol a jestli se vyskytuji

severgji, nebo jizreji od mista, kam se cjt dostat (Wiltschko et Wiltschko 2005).

1.1.2 Deklinace
K pochopeni deklinace si musimeédemit, Ze magnetické a geografické pdély nejsou
totozné. Zivaéichové jsou schopni si gdomovat a it tento rozdil. Tento Ghel mezi sny

k magnetickému a geografickému polu se nazyva mieddi (Wiltschko et Wiltschko 2005).

1.1.3 Specifické misto (sign post)

Za specifické misto je povaZzovana takova kombimgabalniho magnetického pole a
lokalnich vlivi, které si zivdich pamatuje a specificky ho rozpoznava. Na takoveise
dostane Zivéich informaci (povel), na ktery specificky zareag(Beck et Wiltschko1988 in
Wiltschko et Wiltschko 2005). Vyuzivani této infoase bylo prokdzano u ptakWwiltschko
et Wiltschko 1992) a niskych Zelv (Lohmann et Lohmann 1994).

Razné ziv@isné druhy vyuZzivaji informace z magnetického gokznym ukoriim.
Muzeme je rozélit na kompasovou s#énovou orientaci, mapovy navigai smysl a

rozpoznani specifického mista.

1.1.4 Kompasova s¢rova orientace

Za kompasovou sénovou orientaci se povazuje schopnosityoouze snir, kterym ma
Zivogich cestovat. Zivéichové jsou schopni &it, kterym snérem se od nich nachéazi pol.
Z behaviorélnich experimantvyplyvd, Ze schopnost kompasové orientace je eakna
dvou iiznych mechanismech. Prvni typ kompasové oriene@alpZen na titeni inklinace

indukénich ¢ar magnetického pole — inklit)ai kompas. Tento typ orientace se vyskytuje



nagiklad u ptak (Wiltschko et Wiltrschko 1992), Zelv (Lohmann ebHmann 1992) a
obojzivelnilkih (Phillips et Borland 1994). Pro inklitai typ magnetorecepce je
charakteristické, Ze ztdta poznaji jen s#iuji-li k polu ¢i od ngj, ale nejsou schopna pomoci
tohoto smyslu rozlisit, jestli se pohybuji k pokvernimuwi jiznimu.

Druhy typ kompasu je kompas polaritni. Vyskytuje remgdiklad u losoé (Quin et
Brannon 1982) adkterych hlodavé (Marhold et al. 1997) a je typicky tim, Ze tatdiata

jsou schopna zjistit sénk polu a rozlisit, sr&uji-li k severnimw&i jiznimu polu.

1.1.5 Navigace
Navigace je definovana jako schopnost jedince tvetina pvodni misto poté, co byl

odvezen a vypudh na jiném mist Za magnetickou navigaci se povaZuje schopnost
orientovat se v prostoru pomoci kompasu a mapyoighe z magnetického pole zém
K navigaci musi Zivéich znat svoji pesnou polohu atfpsnou polohu mista, kam se chce
dostat (Phillips et al. 2006). Severo-jizni gratliga pongérné dolkre ucitelny pomoci
inklinace a intenzity magnetického pole, zatimoo pangreni v zapado vychodni Skéle zatim
neexistuje uspokojivé vystieni. Je mozné, Ze k tomu ziichové pouzivaji lokalni mapu
vytvoienou z magnetického pole zém dalSich sil a vlifr, které magnetické pole oviiuji.
Magneticka navigace byla prokdzana u holuba (Fished. 2003 v Wiltschko et Wiltschko
2005) ale i u dalSich ptakWiltschko et Wiltschko 1995). Kro#nptaki pouZivaji navigaci
také langusty (Boles et Lohman 2003), karety (Lommat al 2004) a ocasati obojzivelnici
(Fisher et al. 2001, Phillips et al. 2002).

1.1.6 Rozpoznani specifického mista

Zvitata jsou schopna rozpoznat konkrétni misto na zé&mgiovrchu. Toto misto je
charakterizovano specifickymi hodnotami intenzitsgignetického pole a inklinace indurich
car. Jedinci maji tyto specifické podminky zafixogaa jejich splani je ¢asto spojeno
s behavioralniméi fyziologickymi projevy. Timto projevem fize byt zndna snéru migrace
(moiské ZelvyCaretta caretta- Lohmann et Lohmann 1994, tazni pt&écedula hypoleuca,
Sylvia borin- Beck et Wiltschko 1998 ve Wiltschko et WiltschR005), nebo n&iklad jiné
potravni chovanti vétsi ukladani zasob (slavik tmaviuscinia luscinia- Fransson et al.
2001).



1.2 FYZIOLOGIE MAGNETICKEHO SMYSLU

Z vySe zmignych behavioralnich experiméntvyplyvd, Ze magneticky smysl
pravdépodobré funguje na dvou zcela odliSnych principech a Zedgaz €chto mechanisf
je schopen ziskat z magnetického pole jetitaw informaci. Jen velmi obtiZnsi lze
piedstavit jeden receptor, ktery by byl schopen vhinemné nuance vV intengit
magnetického pole a zaraveby byl schopen zprastdkovévat informace o orientaci
magnetického pole (Wiltschko et Wiltschko 2005)via dva typy magnetického kompasu
(inklina¢ni, polaritni) naznauji existenci minimalé dvou mechanisih magnetorecepce. Na
zaékladt téchto poznati byly vytvoreny # principy, na nichZz by mohl magneticky smysl
fungovat. Jsou to tyto teorie: elektromagnetick@lukte, magnetorecepce zaloZzena na

feromagnetickycltasticich a chemickad magnetorecepce.

1.2.1 Elektromagnetickd indukce

Indukéni mechanismus vnimani magnetického pole je omezemze na miské
organismy. Byl zkouman ufgnoustych ryb, u nichz je znama existence lorenaimimpuli.
Tyto organy jsou dostateg citlivé na to, aby mohli vnimat jemné Zny v magnetickém poli
zen® (Lohmann et Johnsen 2000). K jejich spravné funi&a@k musi byt okolni medium
dostaten¢ vodivé, coz spiluje pouze miska voda, a proto je tento model pro suchozemské a
sladkovodni zivéichy nevyhovujici. Murray (1962) dokéazal, Ze kdgnoci pluji iznymi
smery, tak gekraiuji silocary magnetického pole podznymi uhly, coz vyvolava rozdilné
naboje v jejich lorenziniho ampulich. S tim vSalsaghlasi Paulin (1995), ktery namita, ze
moiské proudy (masa pohybujicich se nabit§éhtic) vytvdi samy o sob magnetické pole
a [ilis silné a neprediktabilé ovliviiuji magnetické pole zefn Dale ale uvadi, Ze by bylo
mozné tento vliv odfiltrovat i pohybu jedince witym smérem. Stale vSak chybifiny
diukaz, Ze by H¢nousti vyuZivali schopnost magnetorecepce k orefdahnsen et Lohmann
2005).

1.2.2 Magnetorecepce zalozena na magnetitovychotidigticich

Po zjiséni, Zze zvfata jsou schopna vnimat magnetické pole &ese objevilo hned
nekolik teorii vyswtlujicich mechanismus tohotoé&jd. Mezi prvnimi byla existence
feromagnetickycliastic, které by byly schopné reagovat na jemnénynmagnetického pole
Zenx (Kirschvink et al. 2001). Tato teorie byla nejp@mitana, protoZze nebyl znam zadny

Zivocich obsahujici feromagneticky material (Griffin #94 Kirschvink et al. 2001), ale
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s rozvojem techniky a dalSim vyzkumem byly feronetgké castice objeveny uady
Zivogichu (Kirschvink et Gould 1981). Dnes je jiz znama cidda organisiin od bakterii
k obratlové&im, ktei obsahuji¢astice biogenniho magnetitu (Gould et al. 1978,c0dfalet al.
1979) a nasledné studiémesly dalSi dkazy podporujici tuto teorii.

Magnetickécastice jsou #sSinou z magnetitu (R®,), nebo greigitu (F5,), coz jsou
molekuly silré magnetickych materiglvytvarejicich krystaly (Kirschvink et al. 2001).

U bakterii byla pozorovana pasivni orientace v netigkém poli. Krystalky jedno-
doménového magnetitu v bakteriich vyja dlouhéretézce, jejichz magneticky moment ma
dostaténou silu k pootéeni bakterie do @ité polohy (Schuler et Frankel 199®etzec
jednodoménovych krystial magnetitu je mozno zmagnetizovat jen veémmosy tohoto
fetézce, a proto rize jistym zgisobem fungovat jako kompas (Kirschvink et al. 200Ento
efekt lze zvratit silnym magnetickym impulsem (Kirsk et Kobayashi-Kirschvink 1991).
Tento puls je hojvyuzivan jako rusici faktor u behavioralnich expenti (prehled uvadi
nag. Johnsen et Lohmann 2005). Magnetorecepce zamslénagnetitu byla zkoumana
hlavre na \eldch, ptacich, Zelvach a rybach, cdingslo moznosti srovnavat fungovani
tohoto smyslu mezi Sirokou Skalou organism

Ziskané poznatky o magnetorecepci zaloZzené na rimgamoznily zkoumat, kter&asti
nervové tkaa zpracovavaji informace z magnetického smyslu. bJaytak bylo prokazano
zapojeni trojklanného nervu (Semm et Beason 1998lk&¥ et al. 1997). U ptékbylo
prokazano zapojeni horni¢asti zobaku, inervované také trojklannym nervem.
Supraparamagnetické krystaly zde byly objevefignp v nervovych biikach v poloze podél
bunééné membrany (Fleissner et al. 2003). VySe zZménelektrofyziologické experimenty
byly vsouladu svysledky ziskanymi operativhimierpSenim trojklanného nervu
experimentalnich zvat. Tento zasah holibn znemozZnil registrovat jemné zny
magnetického pole (Mora et al. 2004). Magnetickéstaly objevené u holubmaji vlastnosti
superparamagnetickych krystalHanzlik et al. 2000), coz holaim umo#uje reagovat na
zmeény magnetického pole o sile jen 0,5%rgzeného magnetického pole ZerfBeason et
Semm 1996). Obeé&npreviada nazor, Ze to holim umozuje vytvd&et magnetické mapy
potrebné k navigaci (Wiltschko et Wiltschko 2005). Da#hatomické studie za pouZziti
elektronového mikroskopu charakterizovaly magneéteéettzce u lososovitych ryb. Tyto
ietzce byly 10- 12 um dlouhé a byly lokalizované u dbaiz laminy ¢ichového epitelu.
Poloha fetzcl pobliz bazalni laminy ukazuje na prapddobnou mechanickou funkci
(Walker et al. 1997). Transdukce signalu proto g¢pedobré funguje tak, Zze magnetické

rettzce méni primo membranové potencidly hbikn otewenim mechanicky ovladaného
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membranového kanalu (Kirchvink et Gould 1981, Kingok et al. 2001). Jinym
diskutovanym zfpisobem transdukce signaluage byt tlak na sekundarni mechanoreceptor
(Johnsen et Lohmann 2005).

Johnsen a Lohmann (2005) z vySe uvedenych &ko$ti vyvozuji, Ze se magneticky
smysl vyvinul z jednoho ancestralniho typu do mnepbdob, které hraji rozdilné dlohy u
riznych organismn U Zivaticha tedy Zejmé existuji dva @izné funkni mechanismy na
magnetitu zalozené magnetorecepce (Johnsen et Iwh2@05). Autdi dale diskutuji, ze
polaritni i inklina&ni kompas mohou byt zaloZeny nglito typech (polaritni - magnetické
rettzce, inklingni — superparamagnetické krystaly) magnetoreceplenusi tedy jit o
chemickou magnetorecepci, kterou existenci dvoul fyplaritnich kompas vyswtluji jini
autdi (Ritz et al. 2000,Wiltschko et Wiltschko 2005 @$).

1.2.3 Chemicka magnetorecepce

Fyziologie této teorie vychazi z existenceitér chemické reakce, jejiz jiseh by byl
ovlivnitelny magnetickym polem zemVzhledem k tomu, Ze magnetické pole 2gmvelmi
slabé (30-60 uT), je velice obtizné najit v Zivyelganismech &aké molekuly a reakce, které
by na tak jemny podn reagovaly (Ritz et al. 2000). Pro tento typ madgrexepce byly
navrzenyii mozné reakce. Prvni navrhl reakci Leask (197t8rykse domnival, Ze by mohlo
jit o radiofrekverini resonanci zaloZzenou na tripletovém stavu rodpsDruhou teorii
formuloval Hong (1995), ktery dokazal reaktivititodopsinu na magnetické pole, ale jén p
1000 krat ¥tSi intensi¢, nez jaka se vyskytuje wippzenych podminkach. Posledni teorie
vzeSla od Schultena a kol. (1978),tkteavrhli hypotézu radikalovych parTuto hypotézu
pozdiji detailré rozpracoval Ritz a kol. (2000) tak, aby vyhovovgiaozenym podminkam
magnetického pole zem

Teorie radikalovych pér predpoklada existenci specifického fotopigmentu, ykter
absorbuje energii fotonu a je touto energii nabuderexcitovaného stavu. Teprve v tomto
excitovaném stavu molekula vytvaradikalové péary a stavd se receptivni na vlivy
magnetického pole. Nasletimize dojit k pedani elektroth mezi donorovou a akceptorovou
molekulou, jejimz vysledkem e byt singletovy, nebo tripletovy produkt. Tyto adv
produkty mohou plynule fechazet jeden ve druhy, coZ se nazyva singleetdpé
interkonverze. Magnetické pole owuivje vytZzek tchto dvou produkt, protoZze magnetické
pole Zeng vyrazre ovliviiuje singlet-tripletovou interkonverzi (Schultenagt1978, Obr. 1).

Tato teorie velmi dote zapada do pozndtkziskanych z behavioralnich experimient

které byly provedeny iedevSim na ptacich. Jak zteorie vyplyva, musi jbjt souwasti
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fotoreceptivni molekula, imasejici do reakce pebnou energii. Wiltschko a Wiltschko
(1981) jako prvni ukdzali vliv s¥la na magneticky kompas pték Poteba s¥tla

k magnetorecepci byla nésleédprokazana i u obojzivelnik(Phillips et Borland 1992) a
morskych Zelv (Lohmann et Lohmann 1993). Také neurofggické experimenty ifnesly
vysledky, které byly zavislé nafippmnosti s¥tla (Semm et Demaine 1986, Semm et al.
1984). Fotoreceptivni molekula viak byla stale daexa K jejimu odhalenitigpely az dalSi
experimenty zkoumajici v jakémé&ile (o jaké vinové délce) bude magnetorecepce fuaigo

Z téchto experimerit vyplyva, Ze nejvhod¥Si je modré az modro-zelenéctv oproti Zluto-
cervenému, vémzZ jsou ptaci desorientovani (Wiltschko et WiltscshR002), zatimco
obojzivelnici maji odchylku v kompasové orientad@ (Deutschlander et al. 1999).

Prailomovy objev pro teorii radikalovych pé pro pivodni verzi Schultena a kol. 1978)
byl objev kryptochromu u sauc(Todo et al. 1996) a naslefin u dalSich obratlovic
(Miyamoto et Sancar 1998 — &psavci, Haque et al. 2002 — u pigikKryptochrom velmi
dohe sphuje pozadavky teorie radikalovych pade to fotoreceptivni molekula s absorim
maximem Vv oblasti modrého &la, ktera niZze tvdit radikalové pary (Giovani et al 2003).
Ritz se svymi kolegy (2000) ve své praci velmi detarozebira teorii radikalovych par
vytvéti jednoduchy matematicky model ze kterého lze vitvdalSi pozadavky na radikalove
pary. Dokazuje, Ze radikalové pary jsou dostatecitlivé k tomu, aby mohli reagovat na
zmeny polohy receptoru v magnetickém poli zerftaké Eveson et al 2000) a navrhuje
kryptochromy jako fotoreceptory radikalové reakéetori (Ritz et al. 2000) dale diskutuji
dulezitost Zivotnosti radikalovych parkteré musi vydrzet déle nez 100ns na to, aby ynohl
byt ovlivnény magnetickym polem. Tuto podminku také kryptoomowé radikélové pary
sphuji (Batcheler et al 1993)

DalSi velmi geswdcivé dikazy podporujici teorii radikalovych pamprinesla moznost
ovlivnit singlet-tripletovou interkonverzi pomoadiovych vin o wité frekvenci (Cashmore
et al. 1999). To bylo také vyuZzitgigpoehavioralnich experimentech, ve kterych bylenpoi
radiovych vin ruSena schopnost orientace {ptaknagnetickém poli. (Ritz et al. 2004).

Z hlediska vysutleni mechanismu na &\le zavislé magnetorecepce je velniilekité
urcit misto, kde dochazi k primarni transdukci magrketi informace v elektricky signal.
Z informaci z behavioralnich experimént z teoretickych studii @iZeme usuzovat na
lokalizaci receptoru. Podminkami je dostate pristup s¥tla, spojeni s nervovou soustavou,
specifické sférické rozmisti receptali, aby receptory mohly zachycovat velkou variabilitu
ve snéru magnetickych sikar a orientace receptoke snéru pohybu (Ritz et al. 2000).
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U obojzivelniki bylo prokazano zapojeni pineélniho organu, ktefjiuge tyto podminky
(Deutschlander et al. 1999), ale u pitakagnetorecepce fungovala i po disekci pineéalniho
organu (Schneider et al.1994). VySe zénjym podminkdm ale také velmi debvyhovuje
oko (Ritz et al 2000). K tomu takéigpely behavioralni experimenty u pt&KWiltschko et
Wiltschko 1995), které navic nazngi velmi silnou lateralizaci tohoto smyslu jen pi@avého
oka (Wiltschko et al. 2002, Prior et al. 2004). |3bafyziologické experimenty vSak
lateralizaci na arovni oka nepotvrdily (Mouritsenaé 2004, Nmec nepublikovana data), ale
mirn&a lateralizace byla potvrzena na urovni mozkliénfec nepublikovana data). Takeé
sféricky tvar oka je podle Ritze a kol. (2000) pdetekci megnetorecepce idealni.
Neurofyziologické experimenty (Semm et Demaine 6)98aznauji, Ze fyziologicka

odpowd byla normalni jen u z¥at s intaktni sitnici a zrakovym nervem.

D*+A
Electron
Transfer
Y
(+D¥ + «A-)S (DT + AT
Singlet-Triplet
Interconversion
Singlet Products Triplet Products

Obr.1 Schéma chemické reakce, kterou podle teorie ramigéh paé mize ovlivnit magnetické pole zeém
Energii pro prvni reakci poskytuje vinovéieai, druha reakce probiha spontaare ovlivnitelnd magnetickym
polem. Revzato z Ritz et al. 2000.

1.3 ROLE SITNICE A KRYPTOCHROMU V MAGNETORECEPCI

Sitnice svymi vlastnostmi velmi did vyhovuje poZadawkn kladenym na moZzny
magnetoreceptor, které vyplyvaji z teorie radikgtdvpéi. Navic po objeveni kryptochromu
u obratlové mnohé prace potvrdily vysokou hladinu mRNA v tlkdmi sitnice a
suprachiasmatickém jadru (Miyamoto et Sancar 19@8bayashi et al 1998). Vyskyt
kryptochromu v sitnici se vSak vy&loval jeho roli v udrZzovani cirkadiannich ryingviz.
dale). U obratlovi se vyskytuje také vice typkryptochronii. VétSinou jsou dva (CRYL1,
CRY2), ale nafiklad u ptak byly zaznamenany a&yii kryptochromy a u rybky Danio

pruhovanéDanio rerio —zebra fish) jich bylo objeveno dokonce Sest (Kolsayat al. 2000).
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Moller a kol. (2004) popsali a geneticky definovatbvou formu kryptochromu u taznych
ptaki. Kryptochrom 1 roz#luji na CRYla a CRY1lb (produkty alternativnhiho giést
stejného genu), fgemz CRY1lb je pro tazné ptaky specificky. Tato ualia typa
kryptochronti ukazuje na jejich odlisné funkce (Kobayashi etl8B8) a dava prostor dvaham
0 jejich zapojeni v magnetorecepci. V sitnici jdayptochromy pitomny v jinych vrstvach
nez jiné fotopigmenty a to ve vhii jaderné vrst¥ (inner nuclear layer - INL) a vrstv
gangliovych buwk (ganglion cell layer - GCL) (Thompson et al. 200&amoto et Sancar
1998). Foster a kol. (1991) udava, Ze distribucgptkrchromu v sitnici je rovno&nna
v centralni i perifernéasti. Je také velmi zajimaveé, Ze u sayepiblizné dvakrat vice CRY2
nez CRY1 na urovni mRNA (Thompson et al 2003). Theam a kol. (2003) dale uv§d ze
pro pilis malé mnoZstvi CRY1 v sitni¢iovéka se nepodda jeho imunolokalizace, zatimco
CRY2 se hoja nachazel v bunkach GCL a wkterych buikach INL. Rozdily v mnoZstvi
kryptochrontt mezi migrujicimi a nemigrujicimi ptaky testovalioMritsen a kol. (2004), kie
poukazuji na kryptochrom 1 jako na fotoreceptordrmopro magnetorecepci.Ukazuji také na
velky rozdil v expresi CRY1 mezi nemigrujicimi agnijicimi ptdky. Podle této prace je
v INL kryptochrom positivnich asi 10-15%, zatimc&CL jsou kryptochrom positivni téka
vSechny biiky. Podobné vysledky uvadi i pro c-Fos (marker aeani aktivity). C-Fos
positivnich busk bylo podle Mouritsena a kol (2004) v INL 5 %, imato v GCL byly
positivni takka vSechny biiky. Zaznamenavaji také kolokalizaci kryptochroms rharkery
neuronalni aktivity v displaced ganglion cells ugmijicich ptak, zatimco u nemigrujicich
ptaki nebyly tyto buiky aktivni. Tato prace vSak obsahugkieré udaje v rozporu s pracemi
jinych autofi — viz diskuse.

Bunécnd lokalizace kryptochroinmuzZe také nazrid hodre o jejich funkci. Mouritsen a
kol. (2004) popisuji, Zze CRY1 je cytosolicky, zatmCRY2 je jaderny, to se ovSem rozchazi
se zavry ziskanymi jinymi autory (Thompson et al. 200&n8ar 2000), kié popisuji oba
proteiny jako cytosolické s moZnostejit do jadra.

1.4 JINE FUNKCE KRYPTOCHROMU U OBRATLOVC U
Ktomu, abychom mohli pochopit funkci ¢jakého proteinu (v tomto ifpadt
kryptochromu) se musime zabyvat takeé jeho struktarooli v jinych biologickych &ich.
Kryptochromy jsou skupina proteinblizce gibuznych fotolyazdm, ale které jiz
nemajischopnost opravovat DNA. Nazev kryptochromikizako slovni ii¢ka a to pro jeho

dulezitou funkci v rozmnozovani kryptogamnich rostipro jeho skryty a tajemnyiypod.
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Kryptochromy byly objeveny az dlouho poté, co bgtadpo¥zena jejich existence. Tato
piredpo¥d vychazela z nutné existence ¢estiného fotopigmentu v oku, nez jsou
fotopigmenty odvozené od retinalu. Mysi, kter&lyngenetickou poruchu v metabolismu
vitaminu A, od kterého jsou odvozeny opsiny, sighkées nepitomnost opsiti reagovaly na
swtlo a to obzvlas na modré sstlo (Gressel 1979 v Sancar 2000). Z toho vyplyvaemusi
existovat jest jiny neznamy fotopigment v obratl&im oku.

Kryptochromy se vyskytuji u velmi Siroké Skaly onggami od bakterii az Kloveku.
Molekula kryptochromu je typicka tim, Ze obsahuya dizné fotoaktivni pigmenty: FAD —
flavinadenindinukleotid a MTHF — metenyltetrahyaidit (Thompson et Sancar 2002).
Absorgini spektrum kryptochromu se nachazi v rozmezi 3@26-nm (Emery et al. 1998).
K aktivaci kryptochron, jako u jim gibuznych fotolyaz, dochazi pomoci modréhétisvaz
UV zéreni a aktivované kryptochromy se podilifaet fyziologickych dju.

Roennenbegr a Foster (1997) jako prvni prokazalopmi kryptochromu do cirkadialnich
cyklu obratlovd. V cirkadiali€ obratlovd@ pritom hraji zcela odliSnou roli nez u hmyzu.
Zatimco u hmyzu pouze $euje endogenni cykly s ¥j$i periodou, u obratlovcje pimo
soutasti zgtnovazebnych snégk cirkadianni hodin (Stanewsky et al. 1998).

Vysoka exprese kryptochramv tkanich byla pozorovana v sitnici, centralni voee
sousta¥ (hlavre v SCN — suprachiasmatic nucleus) (Miyamoto et 8ad®98), ale také ve
varlatech u mysi (zatim nijak nevysieno) (Vitaterna et al. 1999). Je takédafité zminit, zZe
hladina kryptochromu kolisa s periodou 24 hodin aximem v ndnich hodinach (pro
piehled Miyamoto et Sancar 1998).

Nekteri autai usuzuji na zapojeni kryptochromu u obratliovaké v dalSich &ich, jako
je pupilarni reflex (Tu et al. 2004Ji nevisualni percepce &la (Egan et al. 1999), ale tyto
otazkay nejsou definitivhrozieSeny. Nejrecenji se uvazuje o vlivu cirkadiality a obzvl&st
kryptochromu na rakovinu (hlagma rakovinu prsu) (Gauger et Sancar 2005), alet\k peni

role a vlivu kryptochromu na rakovinu budou z&pbt dalSi experimenty.

PrestoZze vySe uvedené experimenty a vysledkpapi velké mnozZstvi zajimavych
informaci, fyziologie a molekularni podstata n&tkeszavislého magnetického smyslu stéle
neni zcela objagna. Mezi autory zabyvajici se magnetickym smyslsoy stale auio ktefi
pochybuji a odmitaji existenci nacéte zavislé magnetorecepce (Nagirschvink et al.
2001, Johnsen et Lohmann 2005, Walker et al 20Qfl&i). Také primarni receptivni

molekula a morfologické struktury, v nichz se namhé&agneticky smysl, nejsou stale
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spolehliv uréeny. Nektefi autdi (Wiltschko et Wiltschko 2005, Ritz et al. 2000j)ofo
navrhuji zandtit se nyni vice na morfologické, fyziologické a rkallarni experimenty.

Ve své praci se vydavam timto &®mm a s pomoci imunohistochemie chci
charakterizovat, které anatomické struktury a malekjsou zodpowdné za percepci

magnetického pole zem

1.5 CILE PRACE
1) Kvalitativre a kvantitativié charakterizovat expresi kryptochromu 1, kryptoohua? a

indukovatelného transkribiho faktoru c-Fos v sitnici holuba skalnil@o{umba livig.
2) Porovnat expresi a miru kolokalizace vySe zZmyoh proteii mezi kontrolnimi ziaty

vystavenymi pirozenému magnetickému poli Zérma experimentalnimi zkaty vystavenymi

magnetickému poli, jehoz inklinace byla periodickgnipulovana.

17



2. METODY

Jako experimentalni model byl vyuZit holub skal@olumba livia). Tento ptak je
vhodnym modelem pro naS experiment z mnoheodi. Byl u rgj prokazan velmi silé
vyvinuty magneticky smysl, ktery holub vyuziva kemtaci (Wiltschko et Wiltschko 1978).
Je klasickym modelem pro vyzkum neuralnich mechmahimagnetorecepce (Semm et al.
1984, Semm et Demaine 1986). Bylo prokazano, Zebhanaji na sdtle zavisly typ
magnetorecepce (Wiltschko et Wiltschko 1998), rerykisem se v praci zaifil. Ohledre
magnetorecepce je holub jednim z nejprozkouwdésh organism (Wiltschko et Wiltschko
2005), gesto pro roli sitnice v magnetorecepci hdluieexistuji pime dikazy. Holubi jsou
velmi dolie chovatelni, komeén¢ dostupni a jejich sitnice je dost&ie velika pro takovyto
typ experimentu.

Studovan byl vliv magnetické stimulace na aktigttnice holuba. Zvlastniudaz byl
kladen na fipadnou magneticky indukovanou aktivitu v Cryl n€lyg2 pozitivnich
neuronech. Jako marker aktivace byl pouZzit c-Fesritativni analyza kolokalizace
c-Fos/Cryl respektive kolokalizace c-Fos/Cry2 IpdaZzita jako néstroj odpovidajici na
otazku zda a do jaké miry jsou magnetickou stimdpecificky aktivovany populace Cry1-

nebo Cry2- pozitivnich neurdén

2.1 MAGNETICKA STIMULACE

Skupina deseti jediricholuba skalniho byla nahoginozctlena do dvou skupin: skupiny
experimentalni (E — 5 jediff a skupiny kontrolni (C — 5 jedifiz Tyto dw skupiny byly
chovéany ve stejnych podminkéach s potravou a voddibalum.

Holuby byli dani do experimentalnich hoxpriblizné 22 hodin ped vlastnim
experimentem, aby se co nejvice omezil vliv mardpelse zvaty na vysledky experimentu.
Cely experiment byl zaznamenavan na video a bytlddadiraz na pirozené chovani
testovanych jedinc

Experiment zé&inal kazdy den ve stejnou dobu (mezi 8:30 a 9:3@val 70 minut.
Kontrolni jedinci byly uUmisini uvnitt vypnuté Helmholtzovy civky, tedy vystaveni
piirozenému magnetickému poli ZémExperimentalni jedinci byly uvrfitvypnuté civky
priblizné 21 hodin, poté byl automaticky spéstprogram zajifujici periodickou manipulaci
vertikalni slozky magnetického pole. Kazdych 30 wek byla vtomto poli invertovana

inklinace magnetického pole (inklinace +66° versudinace —66°). Intensita simulovaného
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magnetického pole se pohybovala kolem 47000 — 4750 cozn je firozena intensita
magnetického pole, [nT] = nanoTesla).

Kromé charakteru magnetického pole byly podminky pré skupiny stejné. OkamZit
po ukorgeni experimentu byli jedinci usmrceni letalni dawkealotanu a perfuzovanigs
srdce heparinizovanym fyziologickym roztoken a edst 4% paraformaldehydem v PBS.
O¢i byli vypreparovany, odsigen byl jejich pedni segment acai poharek se sitnici
postfixovany po dobu 1 hodiny ve stejné fixazi. byla tk& prevedena na 24 hodin do
30 % sacharézy v PBS a déale skladovana v -25 °Czv@aty bylo nakladano v souladu

s platnymi pravnimi normami.

2.2 IMUNOCYTOCHEMIE

Ze zamrazenychdaich pohark byly odebrany vzorky sitnice a to vzdy &gi specifickych
¢asti: centralnicast sitnice (oblast fovea centraligst z centralni oblastierveného pole
(oblast obsahujici ve svéniestiu foveu pouzivanou pro binokularni &md), temporalntast a
nasalnicast (Bhem preparace byla zachovana orientace sitnice.-Olr. 2). Vzorky sitnice
byly montovany tak, aby byly vzajeminsi odpovidajici oblasti sitnic kontrolnich a
experimentalnich byly fesré superponovany. Sitnice byljezany na kryostatu (Leica
CM3050 S) na 1um silné krydezy. Sitnice byly zpracovavany takovymigpbem, Ze se
krajely a lepily na sktiko vzdy odpovidajici oblasti od experimentalnichdi kontrolnich
jedinci. Tim bylo zardené stejné barveni (v jedné kapce) pro kontrolekperimentalni
sitnici. Sitnice se na skku stidaly, takze nemohlo dojit k s#j§imu barveni jen jednoho
typu sitnice nerovnodénnou aplikaci protilatek.

Pro detekci experse protéj&ryl, Cry2 a c-Fos byly pouzity nasledujici kotmérdostupné
primarni polyklonalni protilatky: goat-anti mouseyd (A-20), IgG (sc-5953, Santa Cruz
Biotechnology, Inc.); rabbit anti-mouse Cry2, IgGRY21-A, Alpha Diagnostic Inc.); rabbit
nebo goat anti-human c-Fos (K-25), 1gG (sc-253 reha53G, Santa Cruz Biotechnology
Inc.). K vizualizaci primarni protilatky bylo poitd nasledujicich fluorescéné znaenych
sekundarnich protilatek: donkey anti gag konjugvana #\lexa Fluor 488nebo s CY-5;
donkey anti rabbilgG konjugovana s Alexa Fluor 488nebo CY-5 .

Sitnice byly barveny jednotlivymi protilatkami 28 i ve vzajemnych kombinacich
pro analyzu kolokalizace. PouZity protokol je dekapopsan nize.i#Pkazdém barveni byly
provadny dva typy kontrol: 1) Byla vynechana primarnitdétka a sledoval se barvici efekt
pouze sekundarni protilatky. 2) Preabsaiptest, pi kterém se primarni protilatka nechala

vysytit pred aplikaci na tkankomegné dodavanym proteinem. Pro pelbby preabsofmiho
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testu byly pouzity syntetické peptidy od stejnyatdavateh (CRY21-P, Alpha Diagnostic
Inc.,CRY1 - sc-5953P, Santa Cruz Biotechnology,.)Inc-Fos (sc-253P, anta Cruz
Biotechnology, Inc.. Oba testy spolelipotvrdily specifitu nami pouzivanych protilatek.
Jako zalévaci medium bylo pouzito Aqua-Poly-Moupblysciences Europe GmbH) nebo,
pro vizualizaci bu&nych jader, Vectashield Hard set Mounting mediuitin \WAPI (Vector
Laboratories). Zngni burénych jader nam umoznilo kvantifikovat vSechny niky

v jednotlivych vrstvach sitnice.

2.3 PROTOKOL POUZITEHO BARVENI
1. Sklicka vyndana z mraziciho boxu se nechaji 2 minuthromat od vysrazené vody a
fezy se obkrouzi nesriigou linkou pro barveni v kapce (SUPER PAP-PEN)
2. Promyvaniv PB —1 X 10 min.
3. Promyvani v PBST — 3 X 10min.
4. Blokovani nespecifickych vazebnych mist — 10% NdrBankey Sérum (osli sérum)
— 30 min.
5. Aplikace primarni protilatky —i@s noc
— CRY1 Santa Crus Biotechnology, goat (1:100)
— CRY2 Alpha Diagnostic, rabbit (1:100)
— C-Fos Santa Crus Biotechnology, rabbit i goat (@)10
Promyvani v PBST — 4 X 10 min.
Aplikace sekundarni protilatky — 90 min.
- Donkey anti goat IgGilexa Fluor 483 CY-5 (1:1000)
- Donkey anti rabbit lgGAlexa Fluor 488 CY-5 (1:1000)
8. Promyvani v PBS — 3 X 10 min.
9. Promyvaniv PB -2 X 10 min.
10. Zaliti v zalévacim mediu afryti krycim sklickem

N

2.4 ANALYZA DAT

Nabarvené sitnice byly nasledriotografovany s pouzitim mikroskopu IX71 (Olympus)
vybaveného CCD kamerou (Hamamatsu ORCA-AG) isslysnym softwarem (Cell*R
Imaging System, Olympus). Bty pozitivnich bugk byly spaitany pomoci programu
AnalySIS PRO (Olympus).

Z kazdého jedince byly analyzovany 4 oblasti sénize kterych bylo nabarveno kazdym
typem barveni vzdyifblizné 5 fezi toutocasti sitnice. Z kazdého typu nabarveniedi bylo
udélano @t fotografii, které byly kvantifikovany. Do statiskych analyz vstupovaly pméry
pocti positivnich busk z tchto fotografii.

Jako vhodny statisticky test byla pouzita ANOVA eafed measures. Zakladni soubory
(pocty jednotlivych positivnich butk) byly otestovany na normalitu dat a homogenitu
varianci. V oboudchto parametrech data splala podminky pro pouziti ANOVY. ANOVA

repeated measures nam umoznila srovndvat expeémerd kontrolni jedince v rdmci
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odpovidajicichtasti sitnice, testovala rozdily mezi jednotlivyrodnocenymiastmi sitnice a
hodnotila také, jestli vysledkythto dvou test jsou ve vzgjemném souladu. Ke zjidit
vzajemnych vztalh mezi jednotlivymi¢astmi sitnice experimentalnich i kontrolnich jedinc
nam poslouzil Tukey test — mnohonasobna porovraniysledné tabulky tohoto testu je
mozné zjistit rozdily mezi vSemi rozliSovanymi skugmi. VSechny vySe popsané statistické
procedury byly provedeny v programu Statistica at&®ft 2006).

Informace k pouzitym chemikaliim

PB — phosphate buffer (2 LB + 4,32g KHPO, + 23,12g NaHPQOy)

PBS — phosphate buffer saline (240H+ 4,329 KHPO, + 23,12g NaHPO, + 18g NaCl)
PBST — phosphate buffer saline with Tween

Zalévaci medium - Medium Aqua-Poly-Mount, Polyscies Europe GmbH

Zalévaci medium - Vectashield Hard set Mountinglimm@ with DAPI, Vector Laboratories
CRY1 — goat anti mouse (A-20) (Santa Crus Biotetdmo— Code sc-5953)

CRY2 — rabbit anti mouse (CRY21-A) (Alpha diagnostiCode 50526A)

C-Fos - goat anti mouse (Alpha Diagnostic — Cosle(ELA)

C-Fos - rabbit anti mouse (Santa Crus BiotechnoloGode sc-81209)

Donkey anti Goat I1gG, CY-5 (Jackson ImmunoReseatbde 705-175-003)

Donkey anti Rabbit IgG, CY-5 (Jackson ImmunoRedeafCode 711-175-152)

Donkey anti goat IgGalexa Fluor 488 (A11055; Molecular probes, Invitrogen Corpora)ion
Donkey anti rabbit IgGAlexa Fluor 488 (A21206; Molecular probes, Invitrogen Corporajion
Normal Donkey Serum (Jackson ImmunoResearch —Cba®00-121)

Obr. 2. Na tomto obrazku je schématicky znazma pozice jednotlivych hodnocenyeasti sitniceA,B,C,D -
A - centrélni oblasB — oblastierveného poleC — temporalni oblasb) — nasélni oblast, Zkratky — ventralni,
N — nasalniD — dorsalni & — temporalni okraj sitnice.
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3.VYSLEDKY

V této praci jsem testoval rozdily v#a burtk mezi experimentalnimi a kontrolnimi

jedinci. Sledoval jsem expresi protéikryptochrom 1, kryptochrom 2 a c-Fos. Nesledoval
jsem jen poty bungk obsahujicich jeden 2dhto proteird, ale zantil jsem se také na lkiky

ve kterych tyto proteiny kolokalizovali (pokudilec). Vyhodnocovany byly také vrstvy
sitnice v nichz se positivni blay nachazely.

Skute&nost, Ze vzorky sitnic byly odebirany 2#&yi riznych oblasti kazdé sitnice
(centralni oblasti, oblasterveného pole, nasalni a tempordkst - viz metodika obr. 2) nam
umoznila jejich vzdjemné srovnani a &asré dala vyniknout existujicim rozdin mezi
kontrolnimi a experimentalnimi zwty, které by v ramci celé sitnice mohly zaniknout.

Vysledky této prace tedy imeme rozdiit do dvou ¢asti: v prvnicasti se zabyvam
piedevSim lokalizaci jednotlivych protéinv sitnici a procentudlnim vyjéehim cetnosti
jednotlivych tym burgk v sitnici, v druh&asti pak statistickym srovnanim qto positivnich
burgk mezi experimentalnimi a kontrolnimi jedinci i nngadnotlivymi castmi sitnice.

Tab. 1. Procentudlni zastoupeni positivnich 8lum ramci celé sitnicd€CRY 1+c-Fos/c-Fos- vyjaduje jakacast
burék obsahujicich c-Fos byla v kolokalizaci s CRY ARY1+c-Fos/CRY1 — vyjaduje jakacast CRY 1
positivnich buigk byla v kolokalizaci s proteinem c-FoExperiment - zuata vystavena zémam inklinace
magnetického poleKontrola - zvitata v firozeném magnetickém poliNL —vnittni jaderna vrstva GCL —
vrstva gangliovych buk.

Experiment Kontrola
CRY1 1,22 0,79
CRY2 0,06 0,03
INL c-Fos 1,07 0,45
CRY1+c-Fos 0,25 0,08
CRY1+c-Fos/c-Fos 22,97 17,30
CRY1+c-Fos/CRY1 20,11 9,72
CRY1 34,69 26,57
CRY2 15,72 17,19
GCL C-Fos 1,82 1,59
CRY1+C-Fos 0,92 0,69
CRY1+c-Fos/+c-Fos 50,36 43,34
CRY1+c-Fos/CRY1 2,64 2,59

Tab. 2. Srovnani péta positivnich busk na 1 mm sitnice u experimentalnich a kontroljéctinai. INL — vitini
jadernda vrstva, GCL — vrstva gangliovych BkinCRY1 — kryptochrom 1, CRY2 — kryptochrom 2, csFe
marker neuronlini aktivity.

CRY1 CRY2 c-Fos CRY1+ c-Fos BUNKY

EXP. INL 8,2 0,4 7,2 1,6 670
GCL 16 7,3 0,8 0,4 46
KONT. INL 5,4 0,2 3 0,5 674
GCL 12 7,9 0,7 0,3 46
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Obr. 3. CRYL1. Distribuce kryptochromu 1 — CRY1. je silexprimovan v subpopulaci gangliovychiiek a
slak® exprimovén v subpopulaci neurfome vnitni jaderné vrst¥ (INL) centralni sitnice (Iépe patrné vétdich
zwétSenich). IS/OS — vriti a vrgjSi segmenty fotoreceptior INL — vnittni jaderna vrstve, IPL — viifti
plexiformni vrstva, GCL — vrstva gangliovych [ ONFL — vrsva vldken optického nervu

Obr. 4. CRY2. Distribuce kryptochromu 2 (CRY2). CRY2 silrexprimuje subpopulace gangliovych Bln
nachézejici se ve spodni podvist8CL, v centrélni sitnici také gangliové itky rozeseté ve vrsivvlidken
optického nervu (ONFL). IS/OS — vhilf a vrgjSi segmenty fotoreceptinrINL — vnitini jaderna vrstve, IPL —
vnitini plexiformni vrstva, GCL — vrstva gangliovych BUnONFL — vrsva vldken optického nervu.
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3.1 LOKALIZACE KRYPTOCHROM U V SITNICI

Kryptochromy se v sitnici nachazeji ve ¥nitjaderné vrst (INL - inner nuclear layer) a
ve vrstw gangliovych budk (GCL - ganglion cell layer) (Obr. 3 a 4).

Procentualni vyjéigtni acetnosti jednotlivych positivnich bk jsou p@itany ze sitnic
kontrolnich jediné (zvirata v girozenych podminkach) a jail@zité si u¢domit, Ze se tyto
hodnoty dost prawgpodobrg méni bthem dne a ¢které z nich jsou také rozdilné mezi
experimentalnimi a kontrolnimi jedinci (viz. drutdst vysledk).

Distribuce kryptochrorin (CRY1 a CRY2) v sitnici neni shodna. CRY 1 je viG&&Imi
hojn¢ zastoupen, vyskytuje se v kazdé 4idmi(26,7%) a je poénné hojny i v INL, kde se
vyskytuje v kazdé asi 125. fice (0,79%). Oproti CRY1 je kryptochrom 2 mnohemorggi.
Vyskytuje se vice v GCL, kde je v kazdé asi Gidai(17,19%), zatimco v INL je ho opravdu
velmi malo a vyskytuje se zde pouze v kazdé 34Géd{0,03%). CRY2 positivni khiky
jsou (na rozdil od CRY1 positivnich hik) také ve ve vrstvvlaken optického nervu (ONFL
— optic nerve fibre layer) a to zejména v cenfralsiasti sitnice (Obr. 4). Data odto téchto
burék na 1 mm sitnice shrnuje Tabulka 2.

Zajimava je také skutaost, Ze v nami analyzovanych sitnicich praktickgbyi
zaznamenan ifpad kolokalizace CRY 1 a CRY 2 (Obr. 5). Kazdyehto proteii se
vyskytoval v jinych bukach, i kdyz byly casto lezicich blizko u sebe. Existuji tedy
pravdEpodobré dvé populace gangliovych bek, jedna obsahujici CRY1 a druha obsahuijici
CRY2.

V poctu positivnich busk na 1mm sitnice vyraZnpirevaZzoval poet c-Fos positivnich
burgk v INL (3 buiky na 1mm sitnice), ve které byla positivni kaz@%.2bwka (0,45%).
Zatimco v GCL jich bylo zaznamenano mnohem &fh7 burk na 1mm sitnice), ipsto
vSak byla positivni kazda 63. tka (1,59%) (rozpor je ZBoben @iznym pdtem burk
v INL a GCL, pa@ty burgk pro experimentalni i kontrolni jedince na 1 mrimise detailg
ukazuje tab. 2).

Bunky ve kterych kolokalizoval kryptochrom 1 s mark@araeuronalni aktivity (c-Fos) se
nachézely vice v INL (0,5 bgk na 1 mm sitnice), kde byla positivni na oba tytoteiny
kazda asi 1300. lka (0,08%), zatimco v GCL jich bylo zaznamenanpaot mért (0,3 na
1 mm sitnice), ale if@s to byla positivni kazda 145.itka (0,69%) (Obr.6).

V ndmi hodnocenych sitnicich nebyly pozorovany Eadouiky ve kterych by
kolokalizoval kryptochrom 2 spolu s markrem neutohdktivity (c-Fosem) (Obr.7).
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Obr. 5. CRY1 + CRY2. Kolokalizace kryptochromu 1 (CRY1 &ervena barva) s kryptochromem 2 (CRY2 —
zelena barva) v periferni sitnici. Z fotografiedgtie patrné, Zze pet CRY1 positivnich butk znang prevySuje
pocet CRY2 pozitivnich bugk. IS/OS — vnitni a vigjSi segmenty fotoreceptinrINL — vnittni jaderné vrstve,
IPL — vnittni plexiformni vrstva, GCL — vrstva gangliovych BUNONFL — vrsva viaken optického nervu.

Obr. 6. CRY1 + c-Fos Kolokalizace kryptochromu 1 (zelena barva) s mark neuronalni aktivity — c-Fos
(Cervena barva). Positivita ve vrétfotoreceptoll je dana autofluorescenci (olejové kapénky) téisti sitnice,

silna autofluorescericje rovreZz partnd v pigmentovém epitelu (RPE, retinal pigmepithelium). IS/OS —
vnitini a vrEjSi segmenty fotoreceptigrINL — vnitini jaderna vrstve, IPL — viiiti plexiformni vrstva, GCL —
vrstva gangliovych bufk, ONFL — vrsva vldken optického nervu.
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DalSi procentudlni charakteristiky positivnich Bkipsou uvedeny v Tab. 1 a 3, ktera
ukazuje zejména rozdily mezi sitnicemi experimeritél a kontrolnich jediric Procentualni
podil positivnich buék u experimentélnich i kontrolnich jedincv ramci vSech

analyzovanyclasti sitnice je zobrazen v grafech v nasledujipéxtkapitolach.

3.2 VNITROBUNECNA LOKALIZACE

Podle vysledk ze sitnic barvenych protilatkami proti CRY1, CR¥#2rotilatky vazajici
se nespecificky na jadernou DNA (DAPI) se kryptachrl i kryptochrom 2 nachazi
v cytosolu busk sitnice. To bylo pozorovano mikroskopem ve velkysgtSenich (Obr. 8).
Marker neuronalni aktivity (c-Fos) byl oproti tonpozorovan v jatk, coz odpovida jeho
funkci jako transkripniho faktoru rannych gén(Obr. 8).

Tab. 3. Procentualni vyjani pongru positivnich bugk v hodnocenych vrstvach sitnidéRY1+c-Fos/c-Fos
— jaké cast bugk obsahujicich c-Fos byla v kolokalizaci s CRYQRY1+c-Fos/CRY1 — jaka ¢ast CRY1
positivnich buik byla v kolokalizaci s proteinem c-Fd&xp. — zmgny inklinace magnetického pol&ont. —
piirozené magnetické pole Z&jm

Centralni Cervené  Tempordlni  Nasalni
sitnice pole sitnice sitnice

Exp. Kont. Eexp. Kont. Eexp. Kont. Exp. Kont.

INL | CRY1+c-Fos/c-Fos 28,12 23,01 22,46 12,70 17,44 20,00 25,82 18,55
CRY1+C-Fos/CRY1 19,70 10,24 24,55 12,97 19,86 9,02 14,55 7,40

GCL |CRY1+c-Fos/+c-Fos 54,74 41,11 49,22 51,25 46,15 37,25 48,72 41,67
CRY1+c-Fos/CRY1 2,32 3,37 3,24 266 231 1,55 297 2,92

Tab. 4. Souhrn vysledk vSech statistickych srovnani mezi experimentalrdmiontrolnimi jedinci v rdmci
jednotlivych hodnocenych vrstev sitni¢HL — vnittni jaderna vrstvaGCL — vrstva gangliovych bk, CRY1

- kryptochrom 1,CRY2 - kryptochrom 2,c-Fos — marker neuronalni aktivityexp. X Kon. — rozdil mezi
experimentalnimi a kontrolnimi jedincBLASTI SITNICE - rozdily mezi rozliSovanymtastmi sitnice,
KORELACE - ukazuje zda rozdily mezi oblastmi sitnice podpanzdily meziExp. X Kon.

OBLASTI

VRSTVA SITNICE BARVENI Exp. X Kon. SITNICE KORELACE
BUNKY 0,101 0,000 0,290
CRY1 0,000 0,000 0,000
INL CRY2 0,115 0,023 0,842
c-Fos 0,000 0,000 0,002
CRY1+c-Fos 0,000 0,000 0,000
BUNKY 0,708 0,000 0,902
CRY1 0,012 0,000 0,000
GCL CRY2 0,244 0,000 0,744
c-Fos 0,081 0,000 0,305

CRY1+c-Fos 0,009 0,003 0,436
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Obr. 7. CRY2 + c-Fos Distribuce kryptochromu 2 (CRY2 — zelena barvg@yateinu c-Fos (marker neuronalni
aktivity, ¢ervena barva). VSiminte si absence kolokalizacéchto dvou proteit. 1S/OS — vnitni a vrgjSi
segmenty fotoreceptdr INL — vnitini jadernd vrstve, IPL — viiiti plexiformni vrstva, GCL — vrstva
gangliovych buik, ONFL — vrsva vldken optického nervu.

Obr. 8. CRY1 + c-Fos Detail kolokalizace kryptochromu 1 (zelend bargaparkrem neuronalni aktivity
(Cervend barva) ve &%Sim zwtSeni. Na obrazku fteme pozorovat c-Fos positivni jadronky a CRY1

positivni cytoplasmu. IS/OS — viili a viEjSi segmenty fotoreceptior INL — vnitini jaderna vrstve, IPL —
vnitini plexiformni vrstva, GCL — vrstva gangliovych BUNONFL — vrsva vldken optického nervu.
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3.3 SROVNANI SITNIC EXPERIMENTALNICH A KONTROLNICH  JEDINCU
V druhé ¢asti prace jsem testoval rozdily mezi experimeintdilra kontrolnimi jedinci.
Testoval jsem také variabilitu mezi jednotlivyéastmi sitnice a korelaci mezi variabilitou

v rdmci sitnice a rozdilem mezi experimentalnirkoatrolnimi jedinci.

3.3.1 Srovnatelnost sitnic

Pro zjis&ni, zda jsou mezi sebou srovnatelné jednotlivestbizolované ze sitnic ziskané
z kontrolnich a experimentalnich gai, bylo nejprve otestovano, zda se mezi sebou tyto
sitnice liSi v potu vSech bugk INL a GCL.

Vysledky, které dokumentuji tabulka 4 a grafy 12aukazuji, Ze mezi sitnicemi
experimentalnich a kontrolnich jedinaeni Zadny prokazatelny rozdil vgbe burek v INL
(p= 0,101) ani v GCL (p=0,708). ZaraverSak existuje velky rozdil v gtu burek mezi
jednotlivymi ¢astmi sitnice a to také v obou vrstvach &u@NL - p=0,000, GCL - p=0,000).
To také dokladaji grafy 1 a 2.

Z tabulek mnohonasobného porovnani — Tukey tesio(® tabulka 1 a 2) vyplyva, ze
centralni oblast a oblasterveného pole sitnice obsahuji g paet burgk v INL, od
kterych Ize odliSit oblast temporéalni sitnice, Bteburgk obsahuje prokazateinmeérg.
Nejmére burgk v INL je v nasélni oblasti sitnice.

Ve vrstw gangliovych bugk neni prokazatelny rozdil v piu burek mezi centralni
oblasti + oblasticerveného pole a mezi naséalni + temporalni oblastice. Mezi &€mito
dvéma skupinami je vSak vyrazny rozdil.

Statisticky nepikazny rozdil v pétu burek mezi sitnicemi experimentélnich a
kontrolnich jedind doklada srovnatelnostédhto dvou skupin vytvi@nych nahodnym

vybérem a umoiuje gistoupit k dalSim srovnavacim tést.
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Graf 1. Rozdily v pétech jadernych butk ve vrst¢ gangliovych budk mezi experimentalnimi a kontrolnimi
jedinci v ramci jednotlivychéasti sitnice(Fs, »=1,332, p=0,290Q) Experiment— zvitata vystavena stimulaci
zménami magnetického poldlontrola — zvfata drzena ¢éhem experimentu vigozeném magnetickém poli.
Symboly zobrazuji grmeér a 95% konfide#ni interval.
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Graf 2. Rozdily v pétech jadernych butk ve vrst& gangliovych busk mezi experimentélnimi a kontrolnimi
jedinci v ramci jednotlivychéasti sitnice(Fs, »=0,189, p=0,902) Experiment— zvitata vystavena stimulaci
zménami magnetického poldlontrola — zvfata drzena ¢éhem experimentu vigozeném magnetickém poli.
Symboly zobrazuji grmeér a 95% konfide#ni interval.
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3.3.2_Srovnani v gitu positivnich busk INL
Podle naSich vysledkbylo v INL obec mére kryptochrom positivnich buk (plati pro

kryptochrom 1 i 2), nez v GCL. Marker neuronalniiaky vSak naopak nazgaval, Ze

vétSina aktivovanych neurdrse naléza pra&w INL.

CRY1 v INL

Statisticky piikazny rozdil v pétu CRY 1 positivnich bu¥k byl pozorovan v této vrstv
mezi kontrolnimi a experimentalnimi jedinci (p=0000To doklada jak tabulka 4, tak takeé
graf 3. Z dat je také patrny rozdil mezi jednatiiv ¢dstmi sitnice (p=0,000) i to Ze tytodv
hodnoty spolu koreluji (P=0,000). Z mnohondsobnpboovnani pétu positivnich budk
v jednotlivych ¢astech sitnice vyplyva, Ze oblasti centralni s&niterveného pole a
temporalni oblasti se u experimentéalnich jedlistatisticky liSi mezi sebou, ale také od vSech
Casti sitnic kontrolnich zkat a od temporalni oblasti experimentalnichiayikteré tvei
statisticky nerozdilnou skupinu (mnohonasobnéhooymni viz pilohy - tabulka 3).
Statisticky ptikazné rozdily mezi experimentalnimi a kontrolniradipci podporuji také

procentualni zastoupeni CRY1 positivnich &uwm jednotlivych¢astech sitnice (graf 3).

CRY2 v INL

Na rozdil od CRY1, nebyl nalezen statistickyikazny rozdil v pétu CRY 2 positivnich
burgk mezi experimentalnimi a kontrolnimi jedinci v INlu CRY2 tomu tak nebylo
(p=0,115). To také doklada tabulka 4 a zobrazug g4. VySel ale pozitivni rozdil mezi
jednotlivymi ¢astmi v rdmci sitnice (p= 0,023). Ze vzjemnéhmpoéni pomoci Tukey testu
vSak vidime, Ze jedinym prokazatelnym rozdilemgedil v pa@&tu kryptochrom 2 positivnich
burgk mezi centralni oblasti experimentalnichiavia temporalni oblasti zat kontrolnich,
coz je vysledek, ktery ndm n@pasi Zadnou uzitmou informaci (mnohonasobna porovnani
viz prilohy —tabulka 4). Nefikazné vysledky v rozdilu mezi experimentalnimi atkolnimi
jedinci potvrzuji nevyrazhrozdilna procenta CRY2 positivnich kinv jednotlivychéastech

sitnice (graf 4).
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Graf 3. Srovnani p&tu kryptochrom 1 positivnich bék u experimentalnich a kontrolnich #ati v rdmci
jednotlivych ¢asti sitnice; v centralni sitnici, v oblaggrveného pole a v temporalni sitnici je¢eb Cryl
pozitivnich bugk signifikantré vySSi u experimenalnich zat (F3,21=20,29, p=0,000). Experiment —iatd
vystavena stimulaci zémami magnetického pole, Kontrola — iata drzena #hem experimentu vigozeném
magnetickém poli. Procenta v rafnéch udavaji jaké procento positivnich Bkrbylo v jednotlivychcastech

sitnice experimentalnich a kontrolnich jedinBymboly zobrazuji fimér a 95% konfide#ni interval.
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Graf 4. Srovnani pstu kryptochrom 2 positivnich bék u experimentalnich a kontrolnich #ati v rdmci
jednotlivycheasti sitnice, pity Cry-2 pozitivnich bugk se vyznars nelisi (F3 »=0,276, p=0,842)Experiment
— zvitata vystavena stimulaci zZmami magnetického polélontrola — zvfata drzena dhem experimentu
v pfirozeném magnetickém poli. Procenta vréoieh udavaji jaké procento positivnich Bknbylo

v jednotlivych ¢astech sitnice experimentélnich a kontrolnich j@dirSymboly zobrazuji gmér a 95%
konfidereni interval.
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c-Fos v INL

V poctu c-Fos positivnich btk byl zaznamenan statisticky gazny rozdil mezi
experimentalnimi a kontrolnimi jedinci (p=0,000utd skuténost doklada tabulka 4 a graf
5. Také mezi jednotlivyméastmi sitnice existuje statisticky prokazatelnydibZp=0,000),
ktery je v korelaci srozdily mezi experimentalnirai kontrolnimi jednici (p=0,002).
Z vysledki mnohonasobného porovnani mezi jednotlivymi skupineyplyva, Zze centrélni
oblast sitnice, oblasterveného pole a temporalni oblast u experimentaljgidindi se mezi
sebou neliSi a twd skupinu, kterd se prokazateltisi od vSech zbylych oblasti sitnice
kontrolnich i experimentalnich jedilic Zbylé ¢asti dohromady tvd nerozliSitelnou
homogenni skupinu (mnohonasobné porovnani skupipitohy — tabulka 5). Tyto vysledky
také podporuji procenta c-Fos positivnich #usitnice v jednotlivycitastech, které ukazuji
na pongrné velky rozdil mezi experimentalnimi a kontrolninedjnci (graf 5). V centralni
sitnici, v oblasticerveného pole a temporalni sitnici tedy dochazidkikci exprese proteinu

c-Fos po magnetické stimulaci.

CRY1 + c-Fos v INL

Kvantitativie jsem vyhodnocoval také kolokalizace protei€@RY1 a c-Fosu. Data
ukazuji ptikazny rozdil v pétu burék exprimujicich oba tyto proteiny mezi experimentdli
a kontrolnimi jedinci (p=0,000). To doklada i takal4 a ukazuje graf 6. V pm tchto
burgk byl prokazatelny rozdil také mezi jednotlivyd@stmi sitnice (p=0,000, graf 6). Tyto
statistické rozdily spolu koreluji (p=0,000). Zisggki mnohonasobného porovnani
jednotlivych ¢asti sitnice vyplyva, Ze oblast centralni sitniobjast ¢erveného pole a
tempordlni sitnice experimentalnich iati obsahuji prokazateinvice burk v nichz
kolokalizuje CRY1 a c-Fos nez temporalni sitnicpezimentalnich jedinca nez vSechny
zbylé oblasti sitnice kontrolnich jedinc(graf 6, mnohonasobnych provnani skupin
viz prilohy — tabulka 6). Poamné vyrazny rozdil mezi kontrolnimi a experimentalnielinci
ukazuji také procenta bek ve kterych kolokalizuje CRY1 a c-Fos v jednotlifnycastech
sitnice (graf 6).

Data navic ukazuji, Ze u experimentalnich jedlingyrazré vySSi procento busk
obsahujicich CRY1 kolokalizuje s c-Fosem a takéazmyr vySSi procento c-Fos positivnich
burgk kolokalizuje s CRY1, nez je tomu u kontrolnicklijeci (pro jednotlivé oblasti sitnice
uvadi tabulka 3). Zda se tedy, Ze c-Fos je indukov&ryl pozitivnich bikach po

magnetické stimulaci.
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Graf 5. Srovnani péetu c-Fos positivnich bék u experimentalnimi a kontrolnich #af v ramci jednotlivych
¢asti sitnice; v centrdlni sitnici, v oblagtirveného pole a v temporalni sitnici jeéebc-Fos pozitivnich bk

signifikantré vysSi u experimendlnich Zat (F;2=6,921, p=0,002)Experiment— zvitata vystavena stimulaci
zmenami magnetického poléontrola — zvfata drzena dhem experimentu vigozeném magnetickém poli.
Procenta vranteich udéavaji jaké procento positivnich Bkin bylo v jednotlivych ¢astech sitnice

experimentalnich a kontrolnich jedincSymboly zobrazuji imér a 95% konfide#ni interval.

POCTY BUNEK V NICHZ KOLOKALIZUJE CRY1 A C-Fos
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Graf 6. Srovnani pdetu burk, ve kterych kolokalizuje CRY1 a c-Fos, u expenmdénich a kontrolnich zkat
v ramci jednotlivychéasti sitnice; v centralni sitnici, v oblagérveného pole a v temporalni sitnici jecpb
burgk exprimujicich oba proreiny signifikartnvySSi u experimendlnich zat (F;,,=10,474, p=0,000)
Experiment— zvitata vystavena stimulaci Zmami magnetického poleontrola — zvfata drzena &hem
experimentu v firozeném magnetickém poli. Procenta v réoieh udavaji jaké procento positivnich Blin
bylo v jednotlivych¢astech sitnice experimentalnich a kontrolnich j@disymboly zobrazuji imér a 95%
konfidergni interval.
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3.3.3_Srovnani v gitu positivnich busk v GCL
Vrstva gangliovych butk byla druhou kvantitativh vyhodnocovanou vrstvou. V této

vrstw bylo obecw vice kryptochrom 1 i 2 positivnich b&éknez ve INL, ale p&et c-Fos

positivnich busk byl vyrazré nizSi nez v INL.

CRY1v GCL

Statisticky piéikazny rozdil byl pozorovan v ptu kryptochrom positivnich bk mezi
experimentalnimi a kontrolnimi jedinci (p=0,012)o&lil existuje také mezi jednotlivymi
¢astmi sitnice (p=0,000). To doklada tabulka 4. fGra7 a tabulka s vysledky
mnohonasobného porovnani (vitilphy tabulka - 7) vSak ukazuje, Ze jedina se diését
sitnice A u experimentalnich zat od vSech ostatniatasti. Mezi zbylymi¢astmi neexistuje
Zzadny statisticky pikazny rozdil. Ztoho w@vodu lze pochybovat o éwhodnosti
pozorovaného statistického rozdilu mezi kontrolnieni experimentalnimi jedinci (vice
v diskusi). Ne¥rohodnost rozdilu mezi experimentalnimi a kontmoiinedinci v p@tu CRY1
positivnich butk GCI ukazuji také procentualni zastoup€ohto burk. Zatimco v centralni
sitnici je CRY1 positivnich buk vice nez dvojnasobek o CRY1 positivhich bugk
kontrolnich jedin@, v ostatnich ¢astech sitnice se zastoupenichto burk mezi

experimentalnimi a kontrolnimi jedinci nelisi (graj.

CRY2 v GCL

CRY2 positivni buiky jsou pordrné hojré zastoupené v GCL. Rozdil v jejichdio mezi
kontrolnimi a experimentalnimi jedinci nebyligazny (p=0,244). To doklada tabulka 4 a
zobrazuje graf 8. Data vSak @pukazuji vyrazny rozdil mezi jednotlivyn@&stmi sitnice
(p=0,000). Z grafu 8 a tabulky vysladkmnohonasobného porovnani jednotlivyeasti
sitnice (viz pilohy — tabulka 8) je patrné, Ze mezi odpovidajicisastmi sitnice
experimentalnich a kontrolnich jedinaebyl zaznamenan Zadny statistickyikazny rozdil.
To také dokladad neprokazatelna korelace memitd dwma vlivy. Ziskany vysledek
podporuji také procenta CRY2 positivnich Bkirv jednotlivychéastech experimentalnich a
kontrolnich sitnic (graf 8). Velmi zajimavy je jpad p&tu CRY2 positivnich bukk v sitnici
z oblasti¢cerveného pole, kde je pet €chto burk priblizné 10-15 krat mensi nez v ostatnich

g¢astech sitnice.
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Graf 7. Srovnani p&tu kryptochrom 1 positivnich bék u experimentalnich a kontrolnich #ati v rdmci
jednotlivych ¢asti sitnice; v centraini sitnici je qm Cryl pozitivnich buk signifikantré vySSi u
experimendlnich zvét (F;,=17,794, p=0,000). Hperiment — zviata vystavena stimulaci zmami
magnetického poleontrola — zvifata drzena ¢éhem experimentu vipozeném magnetickém poli. Procenta
v ramecich udavaji jaké procento positivnich Blarbylo v jednotlivych¢astech sitnice experimentalnich a
kontrolnich jedind. Symboly zobrazuji fimér a 95% konfide#éni interval.
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Graf 8. Srovnani p&tu kryptochrom 2 (Cry2) positivnich bé u experimentélnich a kontrolnich ¥t
v rdmci jednotlivychéasti sitnice; pety Cry-2 pozitivnich bugk se vyznam nelisi (F;»:=0,414, p=0,745)
Experiment— zvifata vystavena stimulaci zmami magnetického poleKontrola — zvfata drzena ¢hem
experimentu v firozeném magnetickém poli. Procenta v réofeh udavaji jaké procento positivnich Bkin
bylo v jednotlivych¢astech sitnice experimentalnich a kontrolnich j@disymboly zobrazuji imér a 95%
konfidereni interval.
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c-Fos v GCL
Na rozdil od vnitni jaderné vrstvy, ve vrsivgangliovych budk nebyl pozorovan

statisticky ptikazny rozdil mezi kontrolnimi a experimentalnimdijeeci v paitu c-Fos
positivnich bugk - aktivovanych neuran(p=0,081). Tuto skut@ost dokumentuje tabulka 4
a graf 9. Mezi jednotlivymi¢dstmi sitnice jsou prokazatelné rozdily (p=0,00d§ tyto
rozdily nepodporuji rozdilnost experimentalnich antkolnich jediné (p=0,305).
Neprikaznost rozdilu mezi experimentalnimi a kontrolnjedinci v p&tu c-Fos positivnich
burgk doklada tabulka mnohonasobného porovnani (Wilohy — tabulka 9) a takeé
procentualni zastoupenéchto burk v jednotlivych ¢4stech sitnice. Vidime, Ze procenta

ukazuji nedostatey rozdil na to aby byl statistickyidazny (graf 9).

CRY1+c-Fos v GCL

Posledni statisticky porovnavanou charakteristifuozdil v p@tu burek, ve kterych
kolokalizuje kryptochrom 1 spolu s markerem neuhoihdaktivity (c-Fos). Mezi
experimentalnimi a kontrolnimi jedinci byl pozorovétatisticky pitkazny rozdil v pétu
téchto burtk (p=0,009). Mezi jednotlivymiastmi sitnice byl také zaznamenan statisticky
vyznamny rozdil (p=0,003), ale mezintito dwma charakteristikami neni Zadna korelace
(p=0,436). To také dokolada tabulka 4. Z grafu 1@balky mnohonasobnych porovnani vSak
vidime, Ze mezi jednotlivymi odpovidajicimastmi sitnice experimentalnich a kontrolnich
zvirat neni zadny statisticky ikazny rozdil (tabulka mnohonasobnych porovnaniptitoha
— tabulka 10). Nefizeme proto pozorovany rozdil bratili v Gvahu a musime se spiSe
priklonit k tomu, Ze mezi experimentalnimi a kontiohh jednici v p&tu c-Fos+CRY1
positivnich buk neni statisticky gikazny rozdil. Musime si také édomit, Zze se v tomto
piipadt (CRY1+c-Fos positivni hiky v GCL) jedna o jednotky bik v rozmezi od 0,5 az 2
buiky na hodnoceny Usek sitnice, a proto tyto velmké@ihodnoty mohou zkreslit vysledky
statistickych test

Z procentualniho zastoupeni kkn obsahujicich CRY1 i c-Fos vidime, Ze mezi
experimentalnimi a kontrolnint&stmi sitnice nejsou vyragsi rozdily az na oblast centralni
sitnice, kde je ptet kolokalizaci pravgpodobré ovlivnén velkym pa@tem CRY1 positivnich
burgk v tétocasti sitnice (viz oddleni CRY1 v GCL, graf 7).

Je zajimavé, Ze procentuéiyjadiené zastoupeni kolokalizujicich kiiree vSech CRY1
a c-Fos positivnich bwk neni (na rozdil od vrinti jaderné vrstvy) iiliS rozdilny mezi

experimentalnimi a kontrolnimi jedinci (pro jedned oblasti sitnice uvadi tabulka 3).
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Graf 9. Srovnanipoitu c-Fos positivnich butk u experimentalnich a kontrolnich gt v ramci jednotlivych
¢asti sitnice; p#ty c-Fos pozitivnich butk se vyznami neliSi (F3,:=1,284, p=0,305)Experiment— zvitata
vystavena stimulaci zémami magnetického pol& ontrola — zvfata drzena ¢hem experimentu vigozeném
magnetickém poli. Procenta v rafnéch udavaji jaké procento positivnich Bkrbylo v jednotlivychcastech
sitnice experimentéalnich a kontrolnich jedin8ymboly zobrazuji gmer a 95% konfide#ni interval.
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Graf 10. Srovnani p&tu burek ve kterych kolokalizuje CRY1 a c-Fos u experindémich a kontrolnich ziét

v ramci jednotlivychéasti sitnice; pety burgk exprimujicich oba proteiny se vyznameliSi (F;,:=0,946,
p=0,436) Experiment— zvitata vystavena stimulaci Zmami magnetického pol&ontrola — zufata drzena
béhem experimentu vipozeném magnetickém poli. Procenta v réafeh udavaji jaké procento positivnich
burgk bylo v jednotlivychéastech sitnice experimentalnich a kontrolnich j@disymboly zobrazuji gimeér a
95% konfidegni interval.
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3.4 SHRNUTI VYSLEDK U
V tomto odstavci shrnuji nejzajimggi z vySe zmiénych vysledk.

Kryptochrom 1 a 2 spolu v likach sitnice nekolokalizuji, jsou tedy exprimovany
v riznych neuronalnich populacich..

S markrem neurondlni aktivity c-Fos kolokalizuje jeyptochrom 1.

Kryptochrom 1 i 2 jsou lokalizovany v cytosolu kkn

Mezi experimentalnimi a kontrolnimi jedinci byl WIL pozorovan rozdil v p&u
burgk exprimujicich kryptochrom 1, c-Fos a v burek exprimujicich oba tyto
proteiny.

V poctu CRY2 positivnich butk nebyl pozorovan rozdil mezi experimentalnimi a
kontrolnimi jedinci.

Mezi experimentalnimi a kontrolnimi jedinci byly zzeamenany rozdily
v odpovidajicicltastech sitnice jen v INL (viiiti jaderné vrst).

Mezi experimentalnimi a kontrolnimi jedinci byly zeamenény rozdily v centrélni
sitnici, v oblasti cerveného pole a vtemporalni sitnici. V nasalnhigit nebyly

pozorovany statisticky vyznamné rozdily.

Tyto vysledky demonstruji, Ze INL sitnice obsahpppulaci magnetoresponzivnich neurpn

ktera je prav&podobré zapojena v detekci magnetického pole nebo se ipaaikpracovani

magnetické informace. Specificka aktivace byla dvipozorovana v Cryl pozitivnich

buikach, coZ je v souladu $qupokladanou roli kryptochromu 1 v transdukci maigké

informace v elektricky signal.
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4. DISKUSE

Jak bylo detailgji shrnuto v Gvodu této prace, recehtmavrzeny model fedpoklada, ze
magneticky kompas ptékje zaloZzen na chemickych reakcichi, michz vznikaji radikalové
pary (Ritz et al. 2000). Spinové stavy radikalovyaéit mohou byt, s pravghodobnosti
zavislou na orientaci molekuly vzhledem k magneiiok poli, ovlivieny magnetickym
polem Zeng. Hypotetickym mistem primarnich transdokch proced jsou fotoreceptory
nebo vnitn¢ fotosenzitivni neurony v hlubSich vrstvach sitniceKandidatni
magnetotransduki molekulou jsou kryptochromy. Pro tyto hypotézgak stale chybi
experimentalni podpora. V této praci jsem se pdktigd predpoklady experimentain
testovat.

S pouzitim indukovatelého transktigho faktoru c-Fos jakoZzto markeru aktivace jsem
studoval vliv magnetické stimulace na aktivitu tngii holuba skalniho. Zvlastniadaz jsem
kladl na gipadnou magneticky indukovanou aktivitu v Cryl neBoy2 pozitivnich
neuronech. redlozena prace nejerripasi nova data o lokalizaci kryptochronv sitnici
holuba, ale pedevsSim demonstruje vliv magnetické stimulace n@esixkryptochromu 1 a na
aktivitu sitnice. Po stimulaci experimentalnichij@d periodickou manipulaci vertikalni
komponenty magnetického pole byl pozorovan rozdpostu aktivovanych (tj. c-Fos
exprimujicich) neuroin sitnice, butk obsahujicich kryptochrom 1 (CRY1) i vdio
aktivovanych CRY1 pozitivnich neurdr{kolokalizace CRY1+c-Fos). Tyto vysledky jsou ve
shod s teorii radikdlovych pér nazné&uji roli CRY1 v primarnim magneto-transduim
procesu a zapojeni vinli jaderné vrstvy sitnice v percepci/procesovanigmetcké
informace.

Praci zabyvajicich se kryptochromy v sitnici netili mnoho a to fedevSim pro
komplikace spojené se studiem sitnic u obr&fldv modelh a kwili problematickému
omezeni viSich vliva na fyziologii sitnice. Resto (a mozna préwyproto) se mezi takovymi
pracemi najdowasto dost rozporuplné vysledky. | naSe vysledky jsatkterymi pracemi
v souladu a s jinymi v rozporu. Jejich srovnanbdrpbna analyza budou n4plni nasledujicich

odstavad.

4.1 LOKALIZACE KRYPTOCHROM U A c-Fosu V SITNICI

Nejvice CRY1 a CRY2 positivnich bék bylo pozorovano v GCL. #blizné 25%
gangliovych budk je Cry 1 pozitivnich u kontrolnich 2zwt, 35% pak u zvat
experimentalnich. Relativni pet Cry2 pozitivnich gangliovych btk se pohyboval u
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kontrolnich i experimentalnich zZat na uUrovni 15%. Tato zjiSti se liSi od vysledk
Mouritsena a kol. (2004), ktebohuZel hodnotili jen CRY1 a udavaji, Ze ¢njge slavikové
se relativni pdet CRY1 positivnich gangliovych hak pohybuje na trovni 95 -100%. V INL
bylo CRY1 positivnich butk kolem 0,8% u kontrolnich a 1,2% u experimentdirdgirat;
CRY2 positivnich buék cca 0,03%. Mouritsena a kol. (2004) naproti ta@mpresi na arovni
10-15%. Tyto vyrazné rozdily pragoodobré odraZeji mezidruhovou variabilitu.

Zde prezentované vysledky ukazuji kryptochromy Zsgjenv GCL, méapak v INL. Toto
zjisténi nachazi oporu v mnohycheachozich pracich (Mouritsen et al 2004, Miyamdto e
Sancar 1998, Partch et Sancar 2005, Thompson 20@R, Ruan et al. 2006), al€kteii
autai popisuji trochu jiné rozlozeni (Bailey et al. 200 CRY2 hlave v INL méns v GCL,
Haque et al. 2002 — CRY1 dokonce ve fotoreceptQrech

Je zajimavé, Ze prace analyzujici sitnicicgav model uvadiji veétSi mnozstvi proteinu
CRY2 oproti CRY1. Vtéto praci jsem zaznamenal coyapontr. Ackoli to vypada na
zarazejici rozdil, neni to v rozporu s narregstavenymi vysledky. e to byt jednoduSe
vyswtleno rozdilnym zpsobem kvantifikace exprese. ZatimceétSina praci pouZzivi ke
kvantifikaci mRNA (real-time PCR), ffpadré northern blotting, ja jsem se zatih na
pocitani positivnich bugk a je mozné, Ze @et proteiri v téchto buikach mize byt vyrazg
na strad CRY2. Je navic Wezité si ue¢domit, Ze tyto udaje se mohou liSit i mezi druhy,
natoZz mezi savci a ptaky.

Zde je také velmidlezité upozornit na to, Ze kryptochromy, jakoztotpmy zapojené do
cirkadiality, maji girozert cyklickou expresi s maximem v noci.¢éina praci citovanych
v tétocasti se zabyva préexpresi kryptochrofv sitnici z hlediska cirkadiality, ale igsto
neni zcela jasné, jakou roli kryptochromy sitniceirkadialit zastavaji, ani zda je jejich
transkripce v sitnici opravdu cirkadialni (konstd@nexprese - Miyamoto et Sancar 1998,
Thompson et al. 2003, cyklujici exprese - RuanleR@06, Park et Kang 2006). To jen
doklad4, jak malo je znamo o funkci a lokalizagigtochroni v sitnici obratlové.

MnoZsti c-Fos positivnich bk sitnice u ptdku dhem tahového neklidu diskutuji ve své
praci Mouritsen a kol. (2004), Kieudavaji, Ze c-Fos positivni byly tda vSechny gangliové
bunky, zatimco jiné typy butk byly positivni jen vzach To je ve vyrazném rozporu s mymi
daty a s daty dalSich auto(Nir et Agarwal 1993), kié popisuji shod& s nami nejetsi
expresi v INL a mnohem slabsi expresi v GCL. NiAgarwal (1993) se ve svémianku
zabyvaji cirkadialni zenou exprese a distribuci c-Fosu v sitnici a jejigtsledky jsou
v rozporu s interpretaci vysleilk Mouritsenem a kol. (2004) tykajicich se detekce

magnetosensitivnich beik (vice dale v textu).
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4.2 VNITROBUNECNA LOKALIZACE KRYPTOCHROM U

V otazce buiné lokalizace kryptochromu nejsou atitfipdnotni.U kryptochromul se
zde prezentovana data, ktera u hélukazuji lokalizaci CRY1 v cytosolu, shoduji s \gaky
Mouritsena a kol. (2004) a potvrzuji to i jini atitoa mySi (Kobayashi et al. 1998).

Vnitroburg¢nou lokalizaci CRY 2 se zabyvali nddad Thomspson a kol. (2003), ve
shod s nasi studii demonstrovali cytoplasmatickou lizkeai CRY2 se shoduje s mym
vysledkem. To je ovSem vrozporu se Zmin jinych autoli (Mouritsena a kol. 2004,
Kobayashi et al. 1998), Kieho popisuji jako jaderny. Kobayashia kol. (1998pk svoje
vysledky vyvozuji z experimetina bugcnych kulturach hepatoayt coz mize davat odlisné
vysledky od lokalizace fiimo v tkani sitnice. Thompson a kol. (2003jinpSi pro
cytoplasmatickou lokalizaci velmi silnétkiazy zalozené na rogéni burgcného obsahu
centrifugaci a naslednych analyzach obsahu protetéthto frakcich.

Ackoli se mize zdat, Ze boj o lokalizaci kryptochréna sitnici je malichernosti, je tomu
praw naopak. Vnitrobuéna lokalizace proteinu jasrurcuje cje do kterych mize a do
kterych neniZze zasahovat &Sin¢é autofi jde hlave o to, zda CRY funguji jen ve
zpétnovazebné snige cirkadialnich hodin - jadro, nebo se podilekétana stizovani
endogennich hodin s ¥j8i fotoperiodou — cytoplasma).

Ritze a kol. (2000) i@dpokladaji, Ze primarni magneto-trangdunolekula musi byt pro
piipadné zapojeni kryptochromu v teorii radikalovymduti lokalizovana v cytoplasé coz
podle mych vysledk sphuji kryptochromy oba a podle obé&cnznavanych vysledkurcité
alespa CRY1.

4.3 DISTRIBUCE POSITIVNICH BUN EK V RAMCI SITNICE

Ze zde presentovanych vyslédkidime, Ze distribuce kryptochrom positivnich Bkin
v ramci sitnice neniifis variabilni. Zandtime li se na p&et positivnich buék v normalnim
stavu (u kontrolnich jedinig vidime, Ze p&et positivnich bugk se pro jednotlivéasti sitnice
piilis neneni (vice tabulky mnohonasobného porovnavani, smivmaezi kontrolami —
prilohy). Tento fakt potvrzuji ve svych pracich i $labutdi popisujici distribuci CRY1 a
CRY2 jako rovnomirnou (Foster et al. 1991, Miyamoto et Sancar 1998 mpson et al.
2003). Jakmile se ale za&hme na distribuci CRY1 positivnich b&k v sitnici
experimentalnich jediri¢ vidime, Ze mezi jednotlivymi hodnocenyr&stmi sitnice jsou

vyrazné rozdily. Zejména v INL, kde byly zaznamenatatisticky piikazné rozdily se
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ukazuje, Ze neptSi zmeéné CRY1 positivnich bugk doslo v centralni sitnici a v oblasti
cerveného pole. MenSi ale rasmprokazatelny rozdil byl zazanamenan v temporsibnici.
Tato data nejsou doposud publikovana jinymi autarpgroto neni mozné je srovnat. Ukazuji
vSak na dlezitost experimentalniho ro&éni sitnice do &kolika ¢asti, protoze rozdily mezi
jednotlivymi c¢astmi by piliS zvySily varianci testovaného souboru, ktera mphla

zamaskovat existujici rozdily.

4.4 SROVNANI SITNIC EXPERIMENTALNICH A KONTROLNICH  JEDINCU

Pokud je nam znamo neexistuje studie srovnavafigiesi aktivitnich markeérv sitnici
mezi jedinci stimulovanymi z&mami magnetického pole zé&ma jedinci v pirozeném
magnetickém poli. Mé vysledky jsou proto jen vettiko srovnatelné s jinymi experimenty.
NejvyrazrejSi rozdily mezi experimentalnimi a kontrolnimi jled jsme zaznamenali ve
vnitini jaderné vrsty— INL. V této vrst¢ se od sebe experimentalni a kontrolni jedindi liSi
poétem CRY1 positivnich bufk, c-Fos positivnich butk a pd@&tem burgk v nichZ tyto dva
proteiny kolokalizovaly. U experimentélnich jedintvorily kolokalizujici buiky vétSi podil
ze vSech CRY1 positivnich békv INL nez u kontrolnich jedirigexperiment — asi 20%,
kontrola — asi 10%). Stejntomu bylo u podilu kolokalizujicich btk ze vSech c-Fos
positivnich bugk v INL (experiment — asi 23%, kontrola — asi 17%)

Podobnou praci publikovali také Mouritsen a koD@2), ktéi srovnavali péet CRY1, c-
Fos a CRY1+c-Fos positivnich biknmezi déma druhy ptak ve dne a v noci. Jejich prace
(prestoze byla publikovana) obsahujékaolik spornych momeidt Za hlavni problém této
prace povaZzuji srovnani dvou diulptaki (zekicky Sedé-Taeniopygia guttataa pEnice
slavikové —Sylvia bori) z nichZ jeden je tazny a druhy ne. Meznito ptéky je vSak takeé
vyrazny rozdil v denni aktivit zatimco zeticka je striktrg denni ptak, gnkava vykazuje
v dok® tahu soumréou az noni aktivitu. Na tom také Mouritsen a kol. (2004)stavili
dukaz zapojeni CRY1 v magnetorecepci. Vychazeji o pgéci z toho, Zegmice tahne v noci
a proto se musi magneticky orientovat v noci. Pestivnavaji expresi CRY1 a c-Fosu mezi
témito druhy v noci a ve dne. ZvySenou expresi CRY¥FRosu v noci pak mytinterpretuii,
jako dikaz zapojeni CRY1 v magnetorecepci. V této praeakvehybi jakakoli kontrolni
skupina a navic jsou zanedbany vlivy cirkadialniprese &chto proteidi, ktera byla
prokdzana v sitnici saic Oba charakterizované proteiny (CRY1 i c-Fos) pbd]i cykim
exprese s maximem pr&v noci (Nir et Agarwal 1993, Sancar 2000, ParlKahg 2006 a

dalsi). To by mohlo vysstlovat rozdily v expresi ziskané Mouritsenem a KaD04). Také
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vysledky €chto autoii popisujici kolokalizaci fedevsim v GCI, kde kolokalizovalo 95-100%
(jak uvadtji sami autdi) je dost podezaklé a v rozporu s mymi daty.

Oproti tomu vysledky prezentované v této praci §askazuji, Zze stimulace zmami
magnetického pole ma vyrazny vliv na fyziologii ngie. Ptaci stimulovani z&nami
magnetického pole & mnohem vice aktivnich neurdnnez jedinci kontrolni. Rozdily
v pcctu aktivnich neuroi sitnice (zejména INL) indikuji, Ze na drovni s@tmidochazelo
béhem experimentu ke zpracovani velkého mnoZstviriméai, které byly procesovany do
centralni nervové soustavy.

Pro rozdily v pétu CRY1 pozitivnich bugk (hlavré jen v INL) mezi kontrolnimi a
experimentalnimi jedinci jiz nemam tak jednoduchéwtleni. ZvySené mnozstvi CRY1
positivnich busk je pravépodobré dano velmi masivni expresi CRY1, ktera nasledovala
stimulaci magnetickym polem zémExprese musi byt velmi rychla vzhledem k tomu, Ze
vlastni experiment trval 70 minut. Todde byt vys¥tleno rekolika zpisoby. Jednim je , Ze
v buikach je nasyntetizovano velké mnozstvi mRNA, a @iiwi magnetickym polem e
byt zpustna velmi rychla translace. DalSim vyfenim miZze byt gitomnost proteinu
v bunkach v fiznych konformacich. Jedna &hto konformaci rmize zmisobit nesnadny
piistup protilatek k antigennimu epitopu (doc. |. ®an — Ustni sdeni). Odpo¥di na tyto
otazky by poskytlo zopakovani tohoto experimentstanoveni mnozstvi CRY1 mRNA
v sitnicich ptak.

Ve vrstw gangliovych budk nebyla pozorovanariiis velka variabilita mezi jednotlivymi
oblastmi sitnice kontrolnich ani experimentalnietlipnai. Vyrazny rozdil byl pozorovan jen
v paitu CRY1 positivnich bukk v centralni oblasti sitnice mezi experimentalnimni
kontrolnimi jedinci. Tento vysledek vSak podle mé&hoxni neni pilis davéryhodny. Tomu
nas¥dcuje skuteénost, Zze ve zbylychi¢ch hodnocenych oblastech sitnice j€gdaCRY1
positivnich bugk v GCL u kontrolnich a experimentalnich jedincaprosto stejny. Jediné
vyswtleni vzniku tohoto artefaktu, kteréémmapada, je néastny ndhodny vy ¢asti
nabarvenych sitnic ip porizovani fotografii. Je mozné, Ze byly vybrany zravablasti
s velkym p@étem CRY1 positivnich butk na experimentalnich sitnicich. Jestli je rozdil
zpasoben pra¥ nedastnym vykrem, nebo je naznakentjaké funkce &chto burk by
mohlo odhalit péizeni a vyhodnocenitsiho mnozstvi fotografii této oblasti sitnice.

Jinymi experimenty se stimulaci ¥&f zn€nami magnetického pole se zabyvali
piedevSim Nemec a kol. (2001), ktepomoci magnetické stimulace a imunolokalizace
proteinu c-Fos identifikovali na s&m modelu (rypoS druh@ryptomys anssellipopulaci

magnetoresponzivnich neufon v superior collikulus Toto podkorové centrum
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pravdEpodobré integruje magnetickou informaci se senzorickyniupy z ostatnich modalit.
Podobné jesét nepublikované experimenty byly provedeny také ohultech, u kterych na
stimulaci znédnami magnetického pole reagovéBsti hypokampu (Nemec, osobnéksohi).

4.5 TEORIE RADIKALOVYCH PAR U

Zde predstavené vysledky nazhgi, Ze by sitnice mohla byt zapojena ve vnimani
magnetického pole zemPodrty, kterymi byly vyvolany zminy odehravajici se na sitnici
(zmeény vertikalni slozky magnetického pole — &mg inklinace), odpovidaji teorii o
fungovani inklingniho kompasu, ktery byl na zaktatbehavioralnich experimantu ptaki
predpovezen (Wiltschko et Wiltschko 1972).

Zapojeni kryptochromu do magnetorecepce a lokaizaagnetoreceptivni tkérv oku,
odpovida teorii radikalovych p@rkterou do podrobna rozpracovali Ritz a kol. (2000to
autai na zaklad teorie radikalovych pérpredpowdeli roli fotoreceptak v na s¥tle zavislé
magnetorecepci. Jako mozny fotoreceptor navrhyptkichrom a obratlaii oko jim pipada,
jako misto vhodné k magnetorecepci. NaSe data pédgSeji experimentélni podporu této
teoretické praci. Muzeme také tvrdit, Ze s gV pravépodobnosti je v magnetorecepci
ptaki zapojen spiSe CRY1 nez CRY2 to tvrdi také Mounitaekol (2004), ale i jini auib
(Moller et al. 2004). Ritz a kol. (2000) jdou veysh teoriich je&t dal a gedpokladaji, ze
magnetické pole iffmo ovliviiuje efektivitu transdukce 8&ila v elektricky signal, a Ze tudiz
magneticka informace je vnimana jako komplexni avgkviem. Nami zaznamena nizka
aktivita v gangliovych bikach (1,59 % gangliovych bgk je c-Fos pozitivnich) podporuje
spiSe pedstavu paralelniho procesovani magnetické infoemg@edpoklada existenci
specifického typu gangliovych bek, které procesuji magneticky &mvy signél oddlere od

zrakoveé percepce).

4.6 NA SVETLE ZAVISLA MAGNETORECEPCE

Za poslednich &kolik let se nagtdala velk&ada experimeitpotvrzujicich existenci na
s\wtle zavislé magnetorecepce, zaloZzené na chemielkeira ovliviené magnetickym polem
zent (pro prehled Wiltschko et Wiltschko 2005). Vysledkichto experimerit jsou ze Siroké
Skaly biologickych i biofyzikalnich obéra ginasejitadu velmi ¥rohodnych argumeft
které davaji odpasdi na nefasgjSi vitky odpirca tohoto typu magnetorecepce (Kirschvink et
al. 2001, Walker et al 2002) . Vysledky tohoto expentu jednoznén¢ podporuji roli sitnice
v magnetorecepci holuba a tudiz experimentalni padgpro magnetorecepci zavislou na

swétle.
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4.7 SMEROVANI DALSIHO VYZKUMU

Do dnesni doby se n#dtalafada pedevsim behavioralnich experimi&ntze kterych
vychazi mnoho hypotéz a testovatelnyébdpoklad. Dnes musi fijit nafadu trochu odliSny
pristup, ktery bude owevat pravdivostdchto hypotéz a splnitelnost vSedegpokladi. Jako
dalSi krok ve snaze pochopit funkci a podstatu raigkeho smyslu jeféba se vice zabyvat
experimenty, v nichz se kombinuji behavioralni yestmodernimi metodami molekularni
biologie a umo#uji testovat platnost na zakkabdehavioralnich tedtformulovanych hypotéz.

Za velmi nadjné povazuji zejména snazeni Johna Philipse a Wb prokazali
magnetorecepci na dvou modelovych laboratornichidnuwoctomilka a mys) (myS - Muheim
et al 2006 a octomilka - Phillips - nepublikovandta). U &chto jedin& jsou vytvdeni
mutanti v genech kryptochramDostateéng silnd behavioralni esej provedena s normalnimi a
mutantnimi jedinci by rla jednoznane rozesit zapojeni kryptochromu v magnetorecepci.

Experiment presentovany v této praci naligilu sndra, kterymi by se i rozvijet.
Velmi zajimava by byla kombinace zde uvedeného mhistochemickéhoijfstupu s dalSimi
kvantifikacemi kryptochromu v sitnici. Kvantifikadey mohla probihat na arovni mRNA
(RT-PCR) i na urovni proteinu (kvantifikovany westédlot). Takto ziskana data by umoznila
presrgjSi srovnani mnoZzstvi jednotlivych prodikia mohla by také imést zajimave
informace o dynamice&thto produki.

Velkym piéinosem a zajimavymiigpénim nejen na pole fyziologie magnetorecepce,ale
také cirkadiality by bylo ueni vnitrobugcné lokalizace kryptochrom Je teba s jistotou
urcit, nejen zda se kryptochromy nachazeji w¢ad v cytoplasng, ale na jaké struktury jsou
napojeny a jak to @e ovlivnit jejich funkce. Z uloZeni v cytoplaZmeé napadaji minimakh
dv¢ mozné lokalizace. Prvni na cytoskeletu v celémemioj butky a druhé vazané na
membranu biiky v celé jeji délce. Tento problém by bylo moZyéegit pomoci elektronové
mikroskopie neurainsitnice.

Teorie radikalovych pérvychazi z poréru proteini v tripletovém a singletovém stavu.
Tyto produkty se od sebe liSi jen velmi nepatfmménou spirii elektroni). Hypoteticky se
predpoklada, Ze singletoveé a tripletové stavy vedaizkym signalnim kaskadam. Myslim si
proto, Ze dokud nebudeme schopni detekovaingm pongrech singletovych a tripletovych
realkénich produkii a nebudeme schopni biochemicky charakterizovaazié dje, bude pro

nas fyziologie magnetického smyslu stale nsgdenym tajemstvim.
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6. PRILOHY

TABULKY MNOHONASOBNEHO POROVNANI

Nasledujici tabulky ukazuji vysledky mnohonasobnéborovnani v p&tu burek mezi kontrolnimi a
experimentalnimi jedinci.
POCET VSECH BUNEK INL

Tukey HSD test; variable DV_1 (Spreadsheet19)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between; Within; Pooled MS = 1354,2, df = 23,324

ZASAH R1| EA EB EC ED CA CB ccC CD
Cell No. 2018,4 | 2084,8 | 1532,2 | 1067,6 | 2030,4 | 2137,8 | 1507,8 | 1071,2
1 E A 0,231 0,000 0,000 1,000 0,002 0,000 0,000
2 El B 0,231 0,000 0,000 0,384 0,418 0,000 0,000
3 E C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,972 0,000
4 El D 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000
5 C A 1,000 0,384 0,000 0,000 0,025 0,000 0,000
6 C B 0,002 0,418 0,000 0,000 0,025 0,000 0,000
7 C (C 0,000 0,000 0,972 0,000 0,000 0,000 0,000
8 C D 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000

Tabulka 1. Rozdil mezi experimentalnimi a kontrolnimi jedincpastu burek v jednotlivychéastech sitnice. Zvyra#na pole zobrazuji
hodnoty srovnavajici odpovidajigasti sitnice u experimentalnich a kontrolnich jedliA, B, C, D — hodnocenéasti sitnice A - centralni
oblast, B — oblastéerveného poleC — temporalni oblastD — nasalni oblastE — zvitata drzena #hem experimentu v nestabilnim
magnetickém poliC — zvirata drzenadhem experimentu vigozeném magnetickém poli.

POCET VSECH BUNEK GCL

Tukey HSD test; variable DV_1 (Spreadsheet19)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between; Within; Pooled MS = 44,232, df = 25,714

ZASAH |R1 EA EB EC ED CA CB ccC CD

Cell No. 140,92 | 151,60 | 82,120 | 88,280 | 142,10 | 152,70 | 80,500 | 85,200
1 E A 0,317 0,000 0,000 1,000 0,187 0,000 0,000
2 E B 0,317 0,000 0,000 0,424 1,000 0,000 0,000
3 E C 0,000 0,000 0,868 0,000 0,000 1,000 0,997
4 E D 0,000 0,000 0,868 0,000 0,000 0,660 0,997
5 C A 1,000 0,424 0,000 0,000 0,457 0,000 0,000
6 C B 0,187 1,000 0,000 0,000 0,457 0,000 0,000
7 c C 0,000 0,000 1,000 0,660 0,000 0,000 0,980
8 C D 0,000 0,000 0,997 0,997 0,000 0,000 0,980

Tabulka 2. Rozdil mezi experimentalnimi a kontrolnimi jedincpastu burek v jednotlivychéastech sitnice. Zvyra#na pole zobrazuji
hodnoty srovnavajici odpovidaji¢asti sitnice u experimentalnich a kontrolnich jedliA, B, C, D — hodnocenéasti sitnice A - centralni
oblast, B — oblastéerveného poleC — temporalni oblastD — nasalni oblastE — zvitata drzena #hem experimentu v nestabilnim
magnetickém poliC — zvirata drzenadhem experimentu vigozeném magnetickém poli.
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POCET CRY1 POSITIVNICH BUNEK V INL

Tukey HSD test; variable DV_1 (Spreadsheet19)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between; Within; Pooled MS = 5,5187, df = 26,256

ZASAH|R1| EA EB EC ED CA CB ccC CD
Cell No. 27,000 | 22,320 | 17,320 | 15,120 | 12,700 | 11,950 | 13,300 | 15,550
1 E A 0,044 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 E B 0,044 0,027 0,001 0,000 0,000 0,000 0,005
3 E C 0,000 0,027 0,743 0,106 0,038 0,219 0,946
4 E D 0,000 0,001 0,743 0,782 0,494 0,938 1,000
5 C A 0,000 0,000 0,106 0,782 1,000 1,000 0,590
6 C B 0,000 0,000 0,038 0,494 1,000 0,985 0,315
7 C C 0,000 0,000 0,219 0,938 1,000 0,985 0,815
8 C D 0,000 0,005 0,946 1,000 0,590 0,315 0,815

Tabulka 3. Rozdil v p&tu CRY1 positivnich bu¥k v jednotlivyche¢astech sitnice mezi experimentalnimi a kontroljédinci. Zvyrazgna
pole zobrazuji hodnoty srovnavajici odpovidajésti sitnice u experimentalnich a kontrolnich jedi\, B, C, D— hodnocenéasti sitnice,
A - centralni oblasB — oblastterveného poleC — temporalni oblasD — nasalni oblast — zvitata drzenadhem experimentu
v nestabilnim magnetickém poC, — zvirata drzena &em experimentu virozeném magnetickém poli.

POCET CRY2 POSITIVNICH BUNEK V INL

Tukey HSD test; variable DV_1 (Spreadsheet19)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between; Within; Pooled MS = ,35393, df = 23,739

ZASAH|R1| EA EB EC ED CA CB ccC CD
Cell No. 1,4400 | ,92000 | ,56000 | ,92000 | ,85000 | ,30000 | ,10000 | ,70000
1 E A 0,751 0,180 0,751 0,811 0,128 0,046 0,592
2 E B 0,751 0,950 1,000 1,000 0,772 0,470 0,999
3 E C 0,180 0,950 0,950 0,995 0,998 0,938 1,000
4 E D 0,751 1,000 0,950 1,000 0,772 0,470 0,999
5 C A 0,811 1,000 0,995 1,000 0,797 0,474 1,000
6 C B 0,128 0,772 0,998 0,772 0,797 0,999 0,951
7 C (C 0,046 0,470 0,938 0,470 0,474 0,999 0,722
8 C D 0,592 0,999 1,000 0,999 1,000 0,951 0,722

Tabulka 4. Rozdil mezi experimentalnimi a kontrolnimi jedincpaitu CRY2 positivnich buék burgk v jednotlivych ¢astech sitnice.
Zvyrazreénd pole zobrazuji hodnoty srovnavajici odpovidé&gsti sitnice u experimentélnich a kontrolnich jedlid, B, C, D— hodnocené
&asti sitniceA - centralni oblasB — oblastterveného poleC — temporalni oblasD — nasalni oblask — zvirata drzenadhem experimentu
v nestabilnim magnetickém poC, — zvirata drzena&hem experimentu virozeném magnetickém poli.

POCET c-Fos POSITIVNICH BUNK V INL

Tukey HSD test; variable DV_1 (Spreadsheet19)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between; Within; Pooled MS = 9,9748, df = 27,719

ZASAH| R1| EA EB EC ED CA CB ccC CD
Cell No. 18,920 | 24,400 | 19,720 | 8,5200 | 5,6500 | 12,200 | 6,0000 | 6,2000
1 E A 0,141 1,000 0,001 0,000 0,063 0,000 0,000
2 E B 0,141 0,285 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
3 E C 1,000 0,285 0,000 0,000 0,026 0,000 0,000
4 E D 0,001 0,000 0,000 0,869 0,665 0,928 0,953
5 CcC A 0,000 0,000 0,000 0,869 0,097 1,000 1,000
6 C B 0,063 0,000 0,026 0,665 0,097 0,132 0,157
7 C ¢C 0,000 0,000 0,000 0,928 1,000 0,132 1,000
8 C D 0,000 0,000 0,000 0,953 1,000 0,157 1,000

Tabulka 5. Rozdil mezi experimentalnimi a kontrolnimi jedim@ostu c-Fos positivnich buk v jednotlivych¢astech sitnice. Zvyrazna

pole zobrazuji hodnoty srovnavajici odpovidaj&sti sitnice u experimentélnich a kontrolnich jedlii\, B, C, D— hodnocenéasti sitnice,
A - centralni oblastB — oblastéerveného poleC — temporalni oblastD — naséalni oblastE — zvirata drzena #&hem experimentu
v nestabilnim magnetickém poC, — zvirata drzena&hem experimentu virozeném magnetickém poli.
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POCET CRY1+c-Fos POSITIVNICH BURK V INL

Tukey HSD test; variable DV_1 (Spreadsheet19)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between; Within; Pooled MS = ,53671, df = 25,242

ZASAH|R1| EA EB EC ED CA CB ccC CD
Cell No. 5,3200 | 5,4800 | 3,4400 | 2,2000 | 1,3000 | 1,5500 | 1,2000 | 1,1500
1 E A 1,000 0,004 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 E B 1,000 0,002 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
3 E C 0,004 0,002 0,107 0,004 0,014 0,003 0,002
4 E D 0,000 0,000 0,107 0,606 0,882 0,480 0,420
5 C A 0,000 0,000 0,004 0,606 0,999 1,000 1,000
6 C B 0,000 0,000 0,014 0,882 0,999 0,994 0,987
7 C C 0,000 0,000 0,003 0,480 1,000 0,994 1,000
8 C D 0,000 0,000 0,002 0,420 1,000 0,987 1,000

Tabulka 6. Rozdil mezi experimentalnimi a kontrolnimi jedincpaitu CRY1+ c-Fos positivnich bgk v jednotlivych ¢astech sitnice.
Zvyrazreénd pole zobrazuji hodnoty srovnavajici odpovid&gsti sitnice u experimentalnich a kontrolnich jedlif\, B, C, D— hodnocené
&asti sitniceA - centralni oblasB — oblastterveného poleC — temporalni oblasD — nasalni oblask — zvirata drzenadhem experimentu
v nestabilnim magnetickém poC, — zvirata drzena&hem experimentu virozeném magnetickém poli.

POCET CRY1 POSITIVNICH BUNEK V GCL

Tukey HSD test; variable DV_1 (Spreadsheet19)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between; Within; Pooled MS = 49,921, df = 26,293

ZASAH R1| EA EB EC ED ccC CB ccC CD
Cell No. 64,640 | 38,920 | 31,200 | 25,600 | 27,450 | 38,575 | 30,700 | 25,650
1 E A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 E B 0,000 0,583 0,065 0,273 1,000 0,666 0,138
3 E C 0,000 0,583 0,866 0,992 0,771 1,000 0,933
4 E D 0,000 0,065 0,866 1,000 0,156 0,956 1,000
5 C A 0,000 0,273 0,992 1,000 0,286 0,996 1,000
6 C B 0,000 1,000 0,771 0,156 0,286 0,683 0,148
7 C C 0,000 0,666 1,000 0,956 0,996 0,683 0,951
8 C D 0,000 0,138 0,933 1,000 1,000 0,148 0,951

Tabulka 7. Rozdily mezi experimentalnimi a kontrolnimi jedincpastu CRY1 positivnich bukk bunsk v jednotlivych ¢astech sitnice.
Zvyrazreénd pole zobrazuji hodnoty srovnavajici odpovid&gsti sitnice u experimentalnich a kontrolnich jedlif\, B, C, D— hodnocené
¢asti sitniceA - centralni oblasB — oblastterveného poleC — temporalni oblash — nasalni oblask — zvirata drzenadhem experimentu
v nestabilnim magnetickém poC, — zvirata drzena &em experimentu vifrozeném magnetickém poli.

POCET CRY2 POSITIVNICH BUNEK

Tukey HSD test; variable DV_1 (Spreadsheet19)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between; Within; Pooled MS = 9,9774, df = 26,124

ZASAH R1 EA EB EC ED CA CB ccC CD

Cell No. 20,000 | 2,1600 | 25,440 | 25,040 | 22,600 | 2,1000 | 28,000 | 26,450
1 E A 0,000 0,109 0,164 0,916 0,000 0,016 0,085
2 E B 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000
3 E C 0,109 0,000 1,000 0,875 0,000 0,922 1,000
4 E D 0,164 0,000 1,000 0,938 0,000 0,851 0,997
5 C A 0,916 0,000 0,875 0,938 0,000 0,200 0,581
6 C B 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
7 c C 0,016 0,000 0,922 0,851 0,200 0,000 0,994
8 C D 0,085 0,000 1,000 0,997 0,581 0,000 0,994

Tabulka 8. Tato tabulka ukazuje, Ze mezi experimentalnimbrtiolnimi jedinci nejsou zadné rozdily vipe CRY2 positivnich bugk
burgk v jednotlivych¢astech sitnice. Zvyra#na pole zobrazuji hodnoty srovnavajici odpovid&gsti sitnice u experimentalnich a
kontrolnich jediné. A, B, C, D— hodnocenéasti sitniceA - centralni oblasB — oblasterveného poleC — temporalni oblash — nasalni
oblast.E — zvitata drzenaghem experimentu v nestabilnim magnetickém @k zvirata drzenadhem experimentu vigozeném
magnetickém poli.
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POCET c-Fos POSITIVNICH BUNK V GCL

Tukey HSD test; variable DV_1 (Spreadsheet19)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between; Within; Pooled MS =,21020, df = 27,503

ZASAH | R1| EA EB EC ED CA CB ccC CD
Cell No. 2,7400 | 2,5600 | 1,5600 | 1,5600 | 2,2500 | 2,0000 | 1,2750 | 1,8000
1 E A 0,999 0,015 0,015 0,750 0,278 0,001 0,081
2 E B 0,999 0,054 0,054 0,969 0,612 0,006 0,249
3 E C 0,015 0,054 1,000 0,359 0,835 0,981 0,993
4 E D 0,015 0,054 1,000 0,359 0,835 0,981 0,993
5 C A 0,750 0,969 0,359 0,359 0,994 0,124 0,874
6 C B 0,278 0,612 0,835 0,835 0,994 0,415 0,999
7 C C 0,001 0,006 0,981 0,981 0,124 0,415 0,767
8 C D 0,081 0,249 0,993 0,993 0,874 0,999 0,767

Tabulka 9. Rozdily mezi experimentalnimi a kontrolnimi jedincpottu c-Fos positivnich bwk burgk v jednotlivych ¢astech sitnice.
Zvyrazreénd pole zobrazuji hodnoty srovnavajici odpovid&gsti sitnice u experimentalnich a kontrolnich jedli\, B, C, D— hodnocené
¢asti sitniceA - centralni oblasB — oblastterveného poleC — temporalni oblash — nasalni oblask — zvirata drzenadhem experimentu
v nestabilnim magnetickém poC, — zvirata drzena&hem experimentu virozeném magnetickém poli.

POCET CRY1+c-Fos POSITIVNICH BURK V GCL

Tukey HSD test; variable DV_1 (Spreadsheet19)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between; Within; Pooled MS =,10802, df = 25,597

ZASAH |R1| EA EB EC ED CA CB ccC CD
Cell No. 1,5000 | 1,2600 | ,72000 | ,76000 | ,92500 | 1,0250 | ,47500 | ,75000
1 E A 0,958 0,040 0,058 0,199 0,410 0,002 0,039
2 E B 0,958 0,294 0,381 0,790 0,958 0,028 0,325
3 E C 0,040 0,294 1,000 0,980 0,856 0,948 1,000
4 E D 0,058 0,381 1,000 0,994 0,924 0,893 1,000
5 C A 0,199 0,790 0,980 0,994 1,000 0,636 0,996
6 C B 0,410 0,958 0,856 0,924 1,000 99998,00( 0,400 0,952
7 C C 0,002 0,028 0,948 0,893 0,636 0,400 0,952
8 C D 0,039 0,325 1,000 1,000 0,996 0,952 0,952

Tabulka 10. Rozdily mezi experimentalnimi a kontrolnimi jedincpostu c-Fos positivnich buk burgk v jednotlivych éastech sitnice.
Zvyrazreénd pole zobrazuji hodnoty srovnavajici odpovidé&gsti sitnice u experimentélnich a kontrolnich jedlid, B, C, D— hodnocené
&asti sitniceA - centralni oblasB — oblastterveného poleC — temporalni oblasD — nasalni oblask — zvirata drzenadhem experimentu
v nestabilnim magnetickém poC, — zvirata drzena&hem experimentu virozeném magnetickém poli.

PROCENTA POSITIVNICH BUNEK V JEDNOTLIVYCH CASTECH SITNICE
E-Alc-A|lE-B|lC-B|E-c|Cc-C|E-D|] C-D
INL - CRY1 133 | 062 | 1,07 | 055 | 1,13 | 0,88 | 1,41 1,45
INL - CRY2 0,07 | 0,04 | 0,04 | 0,14 | 0,03 | 0,00 | 0,08 | 0,06
INL - c-Fos 093 [ 028 | 1,17 [ 0,57 | 1,28 | 0,39 | 0,79 | 0,58
INL - CRY1+c-Fos 0,26 | 0,06 | 0,26 | 0,07 | 0,22 | 0,08 | 0,21 | 0,11
INL - CRY1+c-Fos/c-Fos 28,12 | 23,01 | 22,46 | 12,70 | 17,44 | 20,00 | 25,82 | 18,55
INL - CRY1+c-Fos/CRY1 19,70 | 10,24 | 24,55 | 12,97 | 19,86 | 9,02 | 14,55 | 7,40
GCL - CRY1 46,11 | 19,32 | 25,67 | 25,26 | 37,99 | 38,14 | 29,00 | 30,11
GCL - CRY2 14,27 | 1590 | 1,42 | 1,38 | 30,98 | 34,78 | 28,36 | 31,04
GCL - c-Fos 1,95 | 158 [ 1,69 | 1,31 [ 1,90 | 1,58 | 1,77 | 2,11
GCL - CRY1+c-Fos 107 | 065 | 083 | 067 | 0,88 | 0,59 | 0,86 | 0,88
GCL - CRY1+c-Fos/+c-Fos 54,74 | 41,11 | 49,22 | 51,25 | 46,15 | 37,25 | 48,72 | 41,67
GCL - CRY1+c-Fos/CRY1 232 | 337 | 324 | 2666 | 231 | 155 | 297 | 2,92

Tabulka 11. Procentudlni zastoupeni positivnich &uw hodnocenych vrstvach sitnic8RY1+c-Fos/c-Fos— vyjaduje jakacast burtk
obsahujicich c-Fos byla v kolokalizaci s kryptoechem 1,CRY1+c-Fos/CRY1- vyjaduje jakacast kryptochrom 1 positivnich beékbyla
v kolokalizaci s c-Fosent — experimentalni zvata (vystavena zémam vertikalni slozky m. polel; — kontrolni zvfata (v firozeném
magnetickém poli)A, B, C, D— hodnocenéasti sitniceA - centralni oblas — oblastierveného poleC — temporalni oblasb) — nasalni
oblast,INL —vnitini jaderna vrstva (inner nuclear layeBCL — vrstva gangliovych bk (ganglion cell layer)CRY1- kryptochrom 1,
CRY2 — kryptochrom 2¢-Fos— marker neuronalni aktivity.
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