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Seznam pouzitych zkratek

clk — gen clock
CLK — protein cLoCK

CLK-lir — cLK like immunoactivity, lir = zna¢i miru nejistoty, protilaitka muze reagovat i

S jinym antigenem neZz je CLK, neni testovana

cyc — gen cycle

CYC-— protein CYCLE

D — tma (dark)

IgG — imunoglobulin G

L — svétlo (light)

LD — dlouhy den (long day), 18 hodin svétlo: 6 hodin tma
npd — nonphotoperiodic diapause, mutantni kmen

PB — phosphate buffer, fostatovy pufr

per — gen period

PER— protein PERIOD

SD — kratky den (short day), 12 hodin svétlo: 12 hodin tma
tim — gen timeless

TIM— protein TIMELESS

wt — wild-type, divoky kmen

Zt — Zeitgeber time, ¢as od rozsviceni svétla



1. Uvod

Stiidani ro¢ni doby opakujici se v cyklu, probiha diky otidceni Zemé kolem Slunce. Rotace
Zem¢ kolem stfedové osy ma za nasledek stfidani dne a noci béhem 24 hodin. Témto
podminkam se musely pfizpiisobit jiz prvni jednoduché organismy. V evolu¢nim vyvoji
organismil Casto vznikaly Casomérné systémy, které slouzi k synchronizaci vSech funkci
organismu s cykli¢nosti okolniho prostiedi. K orientaci béhem 24 hodinové periody slouzi
biologické hodiny, u nichz jsou molekularni a neuroanatomické principy popsany do detailt
(poprvé na modelovém organismu Drosophila melanogaster). Pro orientaci v ro¢nich
dobach se u organismt vyvinul sezonni kalendaf, u kterého principy fungovani vétSinou
nezname, tak je tomu praveé u hmyzu. Jedind doposud znama informace o tomto ¢asomérném
systtmu je jeho fungovani na bazi sledovani zmén fotoperiodismu (fotoperioda je
definovana jako ménici se doba svétla a tmy v pribéhu dne). Pravdépodobné je zalozen na
kooperaci s molekularnim a neuroanatomickym mechanismem hodin. Cilem této prace je
ptispét k poznani a porozuméni funkce fotoperiodického kalendate u octomilky Chymomyza

costata.

2. Teoreticky ramec prace

2.1.  Fotoperioda a diapauza

Zastupci hmyzu jsou relativné mali, exotermni ZivoCichové, ktefi jsou velmi citlivi na
sezonni zmény v jejich pfirozeném prostiedi. V disledku rotace Zemé kolem Slunce jsou
pfiznivé podminky stfidany podminkami nepfiznivymi v kazdém terestrickém ekosystému.
Naklonéni zemské osy (23,5 °) je zodpovédné za prodluzovani a zkracovéani délky dne
v pribéhu roku. M¢nici se pomér délky dne a noci je oznaCovany jako fotoperioda.
V evoluci se velmi ¢asto objevovala vysoka citlivostna fotoperiodu. Ackoliv byla existence
fotoperiodismu lidem pravdépodobné zndma uz spoustu let, klicovou roli jasné rozpoznali
pfed méné nez 100 lety. Prikopnické experimenty fotoperiodické regulace na rostlinach
(Garner and Allard, 1920) brzy nasledovaly vyzkumy iniciace fotoperiodismu u msic
(Marcowitch, 1924, 1923) a dalsim hmyzu (Kogure, 1933; Sabroskyet al., 1933).U rtuznych
organismi, véetné hmyzu, je fotoperiodicka regulace Zivotniho cyklu chépana jako témét

obecné feseni (Nelson et al., 2010; Danks, 1994, 1987; Tauber et al., 1986; Wilde, 1962).



S neptfiznivymi podminkami je hmyz schopen se vypofddat nevSedni fenotypovou
plasti¢nosti véetné zmén chovani, sezénni metamorfézou, migraci a vstoupenim do
dormance (Nijhout, 2003; Wolda, 1988; Danilevsky, 1965; Andrewartha, 1952; Danks,
1994). Obmeéna chovani, morfologie, zbarveni, velikosti kiidel, kutikularnich struktur mohou
bud slouzit jako adaptace pro vylepSeni aktivniho zivotniho stylu nebo, za zcela
nepiiznivych podminek prostfedi, jsou soucasti strategie pieziti pfi pozastaveni aktivity
a vyvoje. Neptiznivé podminky nedovoluji hmyzu pokrac¢ovat v pfimém vyvoji, napi. béhem
zimnich mrazi, suchych period nebo béhem obdobi destd a zaplav v tropech. Tyto zcela
neptiznivé podminky muize hmyz obejit pfesunem na pfiznivéjsi misto (migraci) nebo
vstoupenim do klidového stadia (dormanci). Ackoliv je hmyzi migrace na dlouhou
(kontinentalni) vzdalenost spiSe neobvykla, vyjimky existuji (Dingle, 1972). Cast&jsi
strategii pro pie¢kani drsnych podminek je pravé vstoupeni do dormance (Southwood,

1962).

Rozliujeme dva zakladni typy dormance — kviescenci a diapauzu (MacRae, 2010;Kost’al,
2006; Saunders, 2002; Danks, 1987; Lees, 1955; Tauber et al., 1986). Kviescence je pifima
odpovéd’ organismu, V jakékoliv fazi jeho vyvoje, na nepfiznivé environmentalni vlivy
(zima, sucho, nedostatek potravy). Jakmile tyto neptiznivé podminky nastanou, Zivotni
aktivita je utlumena az do té doby, kdy se podminky znovu zméni na piiznivé. Naproti
tomu diapauza je centralné fizené zastaveni vyvoje v urcité, zcela specifické, fazi ontogeneze
jako odpovéd na tzv. ,,token stimuli“ neboli na signaly z prostiedi (Lees, 1955). Tyto signaly
pracuji na principu cervené barvy na semaforu. Signaly nejsou samy o sobé nepfiznivé,
pouze informuji o riskantnim pokracovani v ptimém vyvoji. Fotoperiodicky signal (spojeny
s termoperiodickym signalem) je nejcastéji vyuzivan ,token stimuli® pro fizeni sezoénnich

odpovédi nejriiznéjsich organismi (Nelson et al., 2010).

Diapauzu dale délime na fakultativni a obligatorni. Fakultativni diapauza je volitelné
rozhodnuti mezi pfimym vyvojem a vstupem do diapauzy na zaklad¢ environmentalnich
vlivi. Obligatorni diapauza, je naopak nedilnou souc¢asti ontogenetického vyvoje organismu
a nevyzaduje Zadné podnéty z okolniho prostredi. Fakultativni diapauza se pravdépodobné

vyskytuje mnohem castéji (Kostal, 2011).

Z ekologického hlediska diapauzu délime na zimni (hibernace) a letni (estivace), (Masaki,
1980). Oba ekologické typy se projevuji podobnymi pfiznaky, jako jsou zastaveni vyvoje,

tvorba a nasledné pomalé vyuziti energetickych zasob, hluboké fyziologické zmény a



zvySena rezistence vici stresujicim faktorim z okolniho prostfedi. Zatimco pii vstupu
do hibernace reaguje organismus na kratky den (SD), pfi vstupu do estivace reaguje
na dlouhy den (LD)[pozn.: vétSina druhi hmyzu méti délku noci (Saunders, 2002)].
V rovnikové oblasti se fotoperiodicky signal nevyskytuje. Z tohoto divodu je u mnoha
tropickych druhit hmyzu nutné, aby dormance nastala bud’ jako pfima reakce na limitujici
ptirodni faktory, napf. sucho, piebytek vody, sezénni zmény teploty nebo v ptedstihu,
v reakci na jiné signaly z prostedi - ro¢ni pribéh teploty a rozdé€leni srazek, biotické vlivy

jako je kompetice, predace, zména kvality potravy, apod.(Wolda, 1988; Denlinger, 1986).

Hmyz a jiné organismy maji tedy dva zakladni casomérné mechanismy: jednak systém, ktery
je senzitivni K fotoperiodickému signalu a dokaze rozpoznat ro¢ni dobu (fotoperiodicky
kalendar), (Nelson et al., 2010), a dale systém, ktery umoznuje (biologické cirkadianni
hodiny). Zatimco znalosti cirkadidnnich hodin na molekularni urovni se za posledni stoleti
velmi prohloubily (Helfrich-Forster, 2009; Nitabach and Taghert, 2008; Wijnen and Young,
2006; Rosato et al., 2006a, b; Hall, 2003; Dunlap, 1996), fyziologické mechanismy
kalendafe (zejména u hmyzu) zustavaji stale nepochopeny (Goto et al., 2010; Kyriacou et al.,
2008; Bradshaw and Holzapfel, 2007; Saunders 2005; Danks, 2005; Saunders, 2002; Tauber
and Kyriacou, 2001).

2.2.  Struktura a funkce fotoperiodického kalendaie

V piirod¢ je fotoperioda pomérem svétla a tmy Vv ramci jednoho solarniho dne. Obecné,
véetn¢ laboratornich podminek, se jedna o pomér fotofaze a skotofaze (svételna
faze: temnostni faze, L: D) vjednom svételném cyklu. V laboratornich podminkach je
mozné ménit pomér L a D, dokonce se celkova délka svételného cyklu nemusi rovnat 24
hodinam. U hmyzu, ktery byl v laboratornich podminkach vystaven rizné(24 hodinové)
fotoperiodé (Saunders, 2002, pp. 300-304), méla kiivka fotoperiodické odpovédi rozdilny
tvar. V intervalu kritické fotoperiody, pfesnéji kritické délky noci, polovina zkoumanych
organismi vstupuje do diapauzy a druha polovina pokracuje v pfimém vyvoji. Pro vétsinu
zkoumaného hmyzu je vstup do diapauzy kvalitativni odpovéd’ na podkriticky kratkou
(estivace) nebo nadkriticky dlouhou noc (hibernace). VétSinou tedy nedochazi ke
kvantitativné presnému meéfeni délky noci anebo Kk odpovédi na postupné se meénici
fotoperiodu (Saunders, 2002, pp 304-306). Fotoperiodickou odpovéd mohou pozménit
ostatni environmentalni faktory (teplota, kvalita a mnozstvi potravy, biotické faktory)

(Saunders, 2002; Tauber et al., 1986; Danks, 1987).



Fotoperiodicky systém se teoreticky sklada ze 4 jednotek (obrazek 1):

a) svételné receptory na vstupu

b) fotoperiodické hodiny rozlisujici kratké a dlouhé noci

c) fotoperiodické pocitadlo kratkych a dlouhych noci

d) vystupni drahy spojujici cely systém s efektory (Williams and Adkinson, 1964;
Saunders, 1981, 2002)

Zpitgeher Vstup Vnitini mechanismus Vystup

1
y

Cerna
skiifika MNeurosekreéni
bufilcy v NS

Hodiny a
FReceptory st ?:Il Neurohormony
pocitadlo Neuroiransmitery

y <

Fotoperioda Fotoperiodicky kalendar .
Yyvojove
hormony

L L

V¥voj Diapauza

Obr. 1: Schéma fotoperiodického kalendare. Vnéjsi signaly, jako je fotoperioda, jsou
rozeznany receptory a zpracovany ve vnitinim mechanismu, ktery se sklada
z fotoperiodickych hodin a pocitadla. Fyziologické principy vnitiniho mechanismu ziistavaji
u hmyzu nevyjasnéné a jsou nazyvany ,Cernou skiiftkou“. Vystupni drdhy obsahuji
neurosekrecni bunky, které produkuji neurohormony, neurotransmitery a mitogeny, jez maji
vliv na biosyntézu a uvoliiovani vyvojovych hormona z endokrinnich orgdnti. Pokracovani
V piimém vyvoji nebo vstup do diapauzy je potom odpovédi na pfitomnost nebo

nepiitomnost téchto hormonti (Kost'al, 2011).

Ackoliv vime, ze je fotoperiodicky kalendai umistén v hmyzim mozku, jeho jednotlivé Casti
dosud nebyly pfesné lokalizovdny nebo jednoznaéné charakterizovany (biochemicky ani
fyziologicky) u zadného druhu hmyzu. Casti kalendate, jako jsou hodiny a pocitadlo,
zUstavaji stale utajeny. Zékladni funk¢ni vlastnosti systému byly dostate¢né zodpovezeny jiz

prikopniky vyzkumu fotoperiodismu: E. Biinning, A. D. Lees, C. S. Pittendrigh a jejich



nastupci. Jejich laboratorni experimenty spoléhaly na ménici se vstupni podminky (vétSinou
svételné a teplotni) a pozorovani vystupnich dat (Cetnost diapauzy nebo sezoénnich zmén).
Vsechny ¢asti mezi vstupem a vystupem ziistavaji v ,,Cerné skiiiice®. V pozd¢jsi dob¢ znacné
ptispé€l ke studiu rovnéz D. S. Saunders (Saunders, 1968, 1978, 1992), ktery také prezentoval
excelentni piehled v§ech pionyrskych studii v knize Insect Clock (Saunders, 2002).

2.3.  Struktura a funkce cirkadiannich hodin

Cirkadianni hodiny jsou endogenni systém, ktery poméahd organismiim vyrovnat se
se zm&nami svétla, tepla a jinymi vnéjs§imi faktory béhem solarniho dne. Interakce mezi
vnéj§imi faktory a cCinnosti biologickych hodin pak ovliviiuje chovani: napf. chovani,
namluvy, pafeni, kladeni wvajicek, atd. (Saunders, 2002), a také velkou spoustu
fyziologickych funkci, jako je syntéza auvoliiovani hormonu (Kostal, 2011), cyklus
buné&¢ného déleni (Matsuo et al., 2003; Reddy et al., 2005), biosyntéza feromont (Raina and
Menn, 1987), nebo cykly metabolismu (Wijnen and Young, 2006). Funkce cirkadiannich
hodin je tuzce spojena s celkovou ¢asovou regulaci organismu. Zakladni vlastnosti

cirkadiannich hodin jsou nésledujici:

a) hodiny stile (endogenné) tikaji i po vyfazeni synchroniza¢niho
environmentalniho signalu (Zeitgeber),

b) endogenni perioda jejich oscilace se blizi (cirka) 24 hodinam,

€) endogenni perioda neni zavisla na okolni teplot¢,

d) jsou schopny se synchronizovat s environmentalnimi signaly.

Soucasné znalosti cirkadiannich hodin jsou do zna¢né miry zaloZeny na studiu hmyziho
modelu octomilky Drosophila melanogaster, u niz byly poprvé identifikovany nékteré

hodinové geny (Konopka and Benzer, 1971; Rosato et al., 2006a, b).

Za zékladni mechanismus hodin, ktery fidi denni rytmicitu chovani a fyziologickych funkci,
se povazuje exprese hodinovych gent ve specifickych buikach v mozku pohanéna
transkrip¢ni a transla¢ni zpétnou vazbou jejich produktd (Hall, 2003). Prvni byly objeveny
geny period - per (Bargiello et al., 1984; Reddy et al., 1984; Zehring et al., 1984) a timeless
— tim (Seghal et al., 1994, Myers et al., 1995).Proteiny PERIOD a TIMELESS - PER a TIM jSOU
negativni elementy hodin a zdroven inhibuji expresi pozitivnich elementli CLOCK a CYCLE -
CLK a cyc(Curtin et al., 1995; Saez and Young, 1996). Cely mechanismus je senzitivni na

svétlo diky molekulam fotoreceptoru CRYPTOCHROME - CRY(Stanewsky et al., 1988).



Vystupni signal hodin je pravdépodobné zprosttedkovan neuromediatorem, tzv. pigment

disperznim faktorem PDF(Park and Hall, 1998).

2.4. Chymomyza costata

C. costata je holarkticky druh octomilky z ¢eledi Drosophilidae s né€kolika generacemi
Vv pritbéhu roku, jejichZ pocet je zavisly na mistnim klimatu (Hackman et al., 1970). Larvalni
stadia divokého kmene — wt Vv jakékoliv ¢asti vyvoje jsou citliva na fotoperiodu. Pokud jsou
chovana za podminek SD, zastavi vyvoj ve tietim larvalnim instaru a vstupuji do fakultativni
diapauzy. Larvy chované za podminek LD naopak pokracuji v pfimém vyvoji - kukleni
(Rithimaa and Kimura, 1989; Kostal et al., 2000a). Selekci zwt byl izolovan mutantni
nediapauzni kmen - npd (Riihamaa and Kimura, 1988). Larvy npd kmene nereaguji
na fotoperiodu (npd, non photoperiodicdiapause) a pokracuji v pfimém vyvoji bez ohledu
na délku dne. Denni rytmicita chovani dospé€lcti byla studovdna u obou kmenti (wt, npd).
Zatimco kmen wt vykazuje denni rytmicnost fizenou cirkadiannimi hodinami, kmen npd tuto
endogenni rytmic¢nost postrada. Analyza genové vazby potvrdila, ze za ne-fotoperiodismus
a zaroven ne-rytmi¢nost U larev npd kmene je zodpovédna mutace jediného lokusu
nezndmého autozomadlniho genu (Riithimaa and Kimura, 1989; Riihimaa, 1996, Lankinen
and Riihimaa, 1992, 1997). Formalni analyzou fotoperiodického kalendafe bylo zjisténo,
ze fotoperiodického méteni Casu se UcCastni néjaky neznamy prvek s cirkadianné oscilacni
povahou. Mohlo by se snad jednat ocirkadianni hodiny nebo jejich ¢ast? (Yoshida and
Kimura, 1995; Kostal et al., 2000b). Dale bylo zjisténo, ze hodinovy gen per vykazuje
zietelné denni a cirkadianni oscilace MRNA u wt kmene nikoli v§ak u npd kmene (Kost'al
and Shimada, 2001; Kobelkova et al., 2010). VSechny tyto vysledky naznacuji, Ze mutace
jediného genového lokusu (npd) mize soucasné za poruchy cirkadidnnich hodin (chybéni
cirkadianniho chovani u dospélct) a za ztratu fotoperiodismu - chybéni indukce diapauzy

u larev (Kost’al, 2011).

Mutantni kmen npd se od wt kmene odliSuje nepfitomnosti timmRNA v mozku
fotoperiodicky citlivych larev. V mozcich wt kmene timmRNA navic vykazuje mirnou denni
oscilaci. Pokud je timmRNA zni¢ena pomoci anti-timRNAI i divoky kmen wt ztraci citlivost
na svételné zmeény a stdva se ne-fotoperiodickym (Pavelka et al., 2003). Dale bylo zjisténo,
ze u npd kmene chybi nejen timmRNA, ale i protein TIM. U wt kmene je TIM lokalizovan
pravdépodobné v LNv 5 buiice a snad také v jedné skupiné DN bunck. Zaroven opét

vykazuje slabou, ale zietelnou denni oscilaci. Nejvétsi exprese TIMU Se objevuje v ¢asné noci



(za SD) nebo v brzkém ranu (za LD). Oscilace je tedy modulovana V zavislosti
na fotoperiod¢. Gen tim nese v promotorové ¢asti velkou deleci (1860 bazi), a to pouze u npd
kmene. Tato delece eliminuje vétSinu regula¢nich motivli a patrné zplsobuje ne-expresi
proteinu TiIMu npd kmene, patrn¢ snasledkem  fenotypovych  projevu:
ne-fotoperiodismu a ne-rytmicity (Stehlik et al., 2008). Postupné zkracovani promotorové
sekvence genu tim vedlo u transformovanych S2 hmyzich bunék k porucham exprese genu
tim. Eliminace vSech E-box elementi (Ssimulace delece) v promotoru genu timzpusobi
ne-expresi proteinu a tim, patrné, i pozorované fenotypové zmény u npd kmene:

ne-fotoperiodi¢nost, ne-rytmicita (Kobelkova et al., 2010).

V navaznosti na predchozi informace se zda, ze gen tim je kli¢em k fotoperiodismu. Otazkou
zustava, zda tim (a jeho produkt TIM) puasobi ve fotoperiodickém casovém mechanismu
(v kalendati) v ramci své znamé funkce jako element cirkadiannich biologickych hodin, ¢i
zda je jeho funkce na hodinach nezavisla a odlisna, nebo zda a v kalendafi funguje sam

za sebe.

Predkladanad bakaldiska prace je pravé soucasti SirSiho projektu, ktery si klade za cil
odpovédét na vysSe polozenou otdzku. Soubézné¢ s moji bakaldfskou praci probihaly
V laboratofi Diapauzy hmyzu na ENTU BC AVCR dalsi experimenty, jejichz vysledky zatim
nejsou publikovany (Schoéttner, Sehadova, Zavodska, Kostal, nepublikovand data). Tato data
naznacuji, ze larvy C. costata nemaji funkéni cirkadianni hodiny. Nevykazuji zadné
endogenni rytmy Vv chovani (lokomoce) ani ve fyziologii (respirace) ani v expresi geni
(at uz hodinovych geni v mozku nebo nehodinovych vcelém téle). Larvy zato maji
fungujici fotoperiodicky kalendat, pravdépodobné zaloZeny na proteinu TIM (viz vySe).
O funkénich cirkadidnnich hodinach mizeme mluvit az u dospélcti C. costata, kteti naopak
ztraci fotoperiodickou citlivost. Zda se tedy, Ze fotoperiodicky kalendat larev miize byt
zaloZzen na fungovéani genid biologickych hodin, které u larev jesté ,netikaji* a stavaji

se funk¢énimi az pozdéji v ontogenezi dospélct.

U larev C. costata citlivych na periodu byla rovnéz analyzovana exprese a lokalizace
hodinovych proteint v neuronalni siti larvalniho mozku (CRY— bunécny receptor svétla, PER,
TIM— negativni elementy hodin, CYC, CLK— pozitivni elementy hodin, PDF— pravdépodobny
vystupni signal hodin). Lokalizace ,,hodinovych“neuroni u larev C. costata je velmi
podobna jako u larev D. melanogaster - jedna se o skupiny bunék LNv 1-4, LNv5, axonalni

arborizaci neuronit LNv 1-4, DN1 a DN2 (obrazek 2). Expresi a lokalizaci proteini



se podatilo popsat u rizn¢ starych larev wt i npd a za rtiznych svételnych podminek (LD,
SD, po ptenosu z LD do SD, atd.). Cilem celého projektu je ziskat uceleny funkcéni obraz
prace Casomérného mechanismu v mozku fotoperiodicky citlivych larev a tim popsat

fungovani fotoperiodického kalendaie (poprvé u hmyzu vibec).

B 1yv-CLE,PDF, CRY, PER
M Lyv- CLE, TIM, CRY, PER
B DN1- CLE, CRY, PER

D1 - CLE, CRY, PER

Obr. 2: Schéma mozku naznacujici lokalizaci ,,hodinovych* neuronti se v§emi ,,hodinovymi‘

proteiny v hemisférach (predbézna nepublikovana data).

3. Cil prace
Praktickym cilem mé prace bylo naucit se soubor technik, které¢ se pouZzivaji
pro imunocytochemickou detekci antigent proteinové povahy v biologickych preparatech.

Mym konkrétnim tkolem bylo v ramci vySe piedstaveného projektu prispét:

a) optimalizaci metody imunodetekce proteinu CLOCK (CLK)
b) popisem exprese proteinu CLK ve specifickém vybraném piipadé: konkrétné u wt kmene
C. costata, a to pouze za podminek SD, u larev 3. instaru, 3 dny starych (fotoperiodicky

citlivych), ve ¢tyfech riiznych dennich ¢asech (Zt 2, 8, 14, 20).



4. Material a metodiky

4.1.  Modelovy organismus

Organismus, kterym jsme se zabyvali po celou dobu naSeho experimentu, je Chymomyza
costata, respektive larvy této octomilky. Larvy i imaga byly chovany v inkubatorech
SanyoMIR 154, diive popsanym zpusobem (Kostal et al., 2000). Chov larev divokého kmene
(wt — wild type) probihal v 18°C piti simulaci kratkého dne (sd — short day), tj. 12 hodin
svétla a 12 hodin tmy. Do takto pfipravené¢ho inkubatoru byly umistény chovné nadoby

s vajicky a dietou vhodnou pro idealni rist a vyvoj larev.

Slozeni diety:
voda — 1000ml
jecny slad — 529
kukufiény $rot — 289

1

2

3

4. kvasnice — 18g
5. agar-10g
6

paraben — 17ml

Desaty az dvanacty den od zac¢atku inkubace vaji¢ek byly larvy roztfidény podle vyvojového
stadia. Cilem bylo ziskat pouze larvy na pfechodu mezi 2. a 3. instarem a takto ziskat larvy
stejného staii. Larvy 2. a 3. instaru byly rozliSovany podle velikosti ustnich hack.
Ontogeneticky synchronizované larvy byly pouzity pro experiment praveé, kdyz dosahly véku
tfi dny 3. instaru. Toto ontogenetické stddium vyvoje larev je maximalné citlivé
k fotoperiodickému signalu, ktery indukuje diapauzu (Kost'al et al., 2000). V uréeny 3. den
Jsme odebirali skupiny 10 — 15 larev ve ¢tyfech riznych dennich ¢asech (Zeitgebertime, Zt):

Zt 2,7t 8, Zt 14, 7t 20.



4.2.  Imunocytochemické Setieni

1. Fixace predni ¢asti larev
a) larvy odebrané zdiety byly piemistény do mikroskopické misky naplnéné
fosfatovym pufrem(PB — phosphate buffer, pH 7,4)

Piiprava fosfatového pufru (500 ml):

1. roztok A (zésadity): rozpustit 107,2 g NazHPO4 . 7H20 nebo
71,2 g Na2HPO4 . 2H20 v 400 ml H20

2. roztok B (kysely): rozpustit 15,6 g NaH2PO4 . 2H20 nebo 13,8 g
NaH2PO4 . H20 v 100 ml H20

3. postupné piidat roztok A do roztoku B, méfit pH dokud
nedoséhne 7,2 — 7,4 (pfi fedéni se zvysi na pH 7,4)

b) pomoci preparac¢nich nizek a pinzety byly larvy za prvni tfetinou prestiizeny tak,

aby mozek ztstal neporuseny (obrazek 3)

&--I -

Obr. 3: Misto pfestiizeni larvy.

c) hlavové casti larev byly ptesunuty do mikrozkumavky naplnéné fixa¢nim

roztokem (4%PFA v PB) a tkan¢ byly 20minfixovany na rotatoru

Ptiprava fixacniho roztoku (200 ml):

1. 8 g paraformaldehydu ptidat k 100 ml teplé H20 55-60 °C, rozpoustét ve
vodni lazni

2. pridat 120 pl 1M NaOH (mozno i vice, dokud neni roztok PFA ¢iry,
potom se upravuje pH)

3. pfipravit roztok PB: v 80 ml H20 rozpustit 2,51 g Na2HPO4 . 7 H20

nebo 1,63 g Na2HPO4 . 2 H20 a 0,9 g NaH2PO4 . 2 H20 nebo 0,8 g

NaH2POs . H20

smichat roztoky PFA a PB

upravit pH 7,4 (pomoci 1M NaOH)

doplnit H20 do 200ml a pfidat 0,2 ul Triton X-100 v 0,1% PBT

N o o &

uchovavat po 1 ml v minizkumavkach pfi -20 °C
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d)
€)

dale byla fixaz nahrazena Cistym PB a promyta, 3Xx 15min na rotatoru

po 3 dny byly uchovany v ¢istém PB pii 4°C za tmy

2. Pitva mozku

a)

b)

c)

mozky byly pfemistény z mikrozkumavky do mikroskopické misky s PB, kde byl
oddélen mozek od ostatni tkané

o¢isténé mozky byly presunuty do mikroskopické misky s Iml PBT (PB + 0,5%
TrixonX-100)

misky byly prekryty parafilmem a do dalSiho kroku uchovany pii 4°C

3. Blokace nespecifickych vazebnych mist

a)

b)

bylo ptfipraveno blokovaci sérum 5% BSA (bovine serum albumin) v PBT,
200 pl blokovaciho séra do kazdé mikroskopické misky
misky byly piekryty parafilmem a byly ponechdny na vibracni podlozZce

pti pokojové teploté 2h ve tmé

4. Inkubace s primarnimi protilatkami

a)

b)

c)
d)

primarni protilatky byly fedény v PBT s 5% BSA a byl pfidan 0,02% roztok
azidu sodného (eliminace bakteridlni kontaminace), protilatky byly aplikovany
soucasn¢: morceci proti Drosophilimu CLOCK(P. Hardin), fedéni 1: 1000, mysi
proti C7pDF (DSHB, Biology Department, University of New York, USA), fedéni
1: 1000

po odstranéni blokovaciho séra z mikroskopické misky bylo ptidano
po 100 ul roztoku obou primarnich protilatek, misky byly ptikryty parafilmem
a inkubovany 4 dny pti 4°C za tmy

roztok primarnich protilatek byl odebran a uchovan ve 4°C pro opakované pouziti
vzorky byly promyty v Iml PBT 3-6x 15min na orbitalni tfepacce pii pokojové
teploté

5. Inkubace se sekundarnimi protilatkami

a)

b)
c)

d)

po odstranéni posledni davky promyvaciho pufru bylo do misky ptidano
po 200 pl roztokli obou sekundérnich protilaitek v PBT s5% BSA, v fedéni
1: 200. Byly pouzity: kozi (protilatka) proti morcecim imunoglobulinim (IgG)
Alexa Fluor 488, kozi proti mySim IgG Alexa Fluor 647

misky byly prekryty parafilmem a inkubovany pted noc v 4°C za tmy

vzorky byly promyty v Iml PBT 3-6x 15min na orbitalni tfepacce pii pokojové
teploté za tmy

vzorky byly promyty v 1ml PB 1x 5min

11



6. Zhotoveni preparatu

4.3.

a)
b)
c)

d)

9)

h)

podlozni skli¢ko bylo vy¢isténo 96% etanolem

podlozni sklicko bylo popsano—druh, fenotyp, Zt, sekundarni protilatka

na podlozni skli¢ko byl nalepen vyztuzny krouzek (kancelaiské potieby, zmiriuje
tlak kryciho skla a tak brani tkan pted poskozenim)

svétlo bylo ztlumeno na minimum

mozky byly v misce oddéleny, byly dikladné ocistény od zbytkové tkané
(nervova vlakna, imaginalni disky) a seskupeny na jedno misto, pomoci pipety
(S ustfizenym vrcholem) piemistény v kapce pufru na podlozni sklo
(do vyztuzného krouzku)

pufr byl vyménén za mountovaci médium Vectashield (Vector Laboratories,
Kalifornie, USA)

mozky v krouzku byly uspofadany pro nasledné snaz$i pozorovani a piekryty
krycim sklem, které bylo zafixovano bezbarvym lakem na nehty

hotové preparaty (obrazek 4) jsme skladovali ve tmé a chladu

Obr. 4: Hotové preparaty.

Konfokalni mikroskopie

Vzorky byly analyzovany na konfokalnim mikroskopu FluoView™ FV1000 (Olympus).

Konfokalni mikroskop nam umoznil vidét vSechny ¢asti mozku Vv jednotlivych optickych

vrstvach. Obraz mozku jsme skenovali po jednotlivych hemisférach vzdy v té ¢asti, ve které

jsme vidéli cilové bunky — pétici LNv neuront, jejich axonalni arborizaci, dva neurony DN1

a dva neurony DN2 (obrazek 2). Pracovali jsme s argonovym a fluorescentnim laserem,

které obsahovaly svételné spektrum kompatibilni s pouzitymi sekundarnimi protilatkami.

Vybranou oblast jsme skenovali po vrstvach o sile 1,25 pm, pti 40x zvétseni.
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4.4.  Kvantifikace fluorescentniho signdlu

Intenzitu fluorescentniho signalu jednotlivych bunék a jejich ¢asti (jadro/cytoplazma)jsme
m¢éfili pomoci softwaru Imagel. Pro kalibraci obrazu jsme zvolili stupnici $edi, kterou jsme
nakalibrovali 0 — 255 (0 nalezi bilé barv€). Relativni intenzitu proteinu CLOCK v burce
jsme méfili v té vrstvé obrazu, ve které vykazoval signal nejvétsi intenzitu zafeni.
Pro kazdou ze ¢ty LNv bunék, jez tvori ucelenou skupinku, jsme provedli celkem 9 méfeni
— 3 pro jaderny signal, 3 pro cytoplasmaticky signdl a 3 pro pozadi
(backgroundsignal)v tésné blizkosti  kazdé meéfené bunky. Jaderny signal od
cytoplasmatického jsme v tomto pfipadé rozliSili pomoci signdlu proteinu PDF, ktery se
vyskytuje vzdy pouze v cytoplazmé. U paté LNv, jez se vyskytuje oddélené od skupinky
Ctyf ostatnich LNv bunék, jsme mé&fili pouze signal celé bunky (3x oproti 3x méfenému
pozadi), tedy bez rozliSeni jaderného a cytoplazmatické signalu (tato bunka nema PDF
signal, jez by umoznil presné lokalizovat cytoplazmu a jadro).Sest méfeni jsme provedli
taktéz u kazdé axonalni arborizace (3x arborizace, 3x pozadi). U bun¢k DN1 a DN2 jsem
intenzitu signalu neméfila, pouze jsem si zaznamenala, jestli signal je nebo neni patrny
(ANO/ NE) pro pozdé¢jsi analyzu frekvence vyskytu signalu. Z takto provedenych méfeni
jsme ziskali sumarni tabulku hrubych dat(viz ptilohy) pro kazdou hemisféru, se kterou jsme

dale pracovali.

Pro posouzeni statistické vyznamnosti vlivu denniho ¢asu (ZT) na intenzitu signdlu proteinu
CLOCK v jednotlivych skupinach neuront jsme pouzili jednocestny ANOVA test. Nasledné
(v téch pfipadek, kdy ANOVA nalezla statisticky vyznamny vliv) jsme pouZili
Bonferronitho ‘multiple comparison” test s cilem zjistit, které denni Casy se navzijem lisi
intenzitou signalu CLOCK. Oba testy byly provedeny pomoci softwaru Prism6 (GraphPad,
San Diego, USA). Frekvenci vyskytu neuront s pozitivnim signalem CLOCK jsme

statisticky dale nehodnotili. Jde pouze o predbézna data.
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5. Vysledky

5.1.  Neurony LNv 1-4

Intenzita nukledrniho signdlu je relativné vysokd (obrazek 5) oproti intenzité
cytoplazmatického signalu, ktery je relativné nizky (obrazek 6). Intenzita nuklearniho,
cytoplazmatického signalu ani jejich vzajemného poméru (obrazek 7) se v zavislosti
na dennim svétle (Zt) neméni. Na obrazku 8 jsou neurony zobrazeny na snimcich

Z konfokalniho mikroskopu.

LNv 1-4 Nuclear ANOVA:
FZI_:.,8 =1,251
D 30- P=0,3100 ns
sl T T T
1]
Faf| | i
: |
2
2 10-
2 1
£
0 L

ZtI 2 2t8 Ztl14 Zt I20
© @ ©® @

Obr.5: Kazdy sloupec ukazuje pramérny nuklearni signal CLK-lir  (CLK-
likeimmunoreactivity) vSech osmi LNv 1-4 neuronti (v obou hemisférach mozku zaroven)
a smérodatnou odchylku od priméru V jednotlivych dennich ¢asech (Zt). Pocet
analyzovanych mozkl je uveden v zavorce (n=6az 9). Jelikoz v kazdém mozku bylo

analyzovano 8 neurontl, data jsou zalozena na meteni 48 az 81 neuront celkem.
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LNv 1-4 Cytoplasmic ANOVA:

F2'38 =1,251
> 30+ P=0,3100 ns
£
8
& 20-

: T

’é 10- T T 1

1 o | P
° 2t 2 zts 7t 14 2t 20

Obr. 6: Kazdy sloupec ukazuje prumérny cytoplasmaticky signal CLK-lir v§ech osmi LNv

1-4 neuronti a smerodatnou odchylku od priiméru v jednotlivych dennich ¢asech (Zt).

LNv 1-4 Nuclear / Cytoplasmic ANOVA:

6- F,35=1,251
o o P =0,3100 ns
£
8 41
(7]
1) _|_ T
2
22 1T [0 =
£ 1

O L] T L] |

Zt2 Zt8 Zt 14 Zt 20

Obr. 7: Kazdy sloupec ukazuje pomér nuklearniho a cytoplasmatického signalu CLK-lir
vSech osmi LNv 1-4 neuronti a smérodatnou odchylku od priméru v jednotlivych dennich

Casech (Zt).
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Obr. 8: Piiklad snimku z konfokalniho mikroskopu neuroni LNv 1-4 (zvétSeni 40x)

za kazdého sledovaného Casu Zt. Protein CLK je znazornén zelenou barvou, protein PDF

(marker) bilou.

5.2. Neuron LNv5

Frekvence vyskytu se postupné zvySuje v priabéhu dne z 21,4% (Zt 2) az na 50,0% (Zt 14),
poté opét mirn¢ klesd na 38,5% (Zt 20), (obrazek 9). Intenzita signdlu vykazuje jistou
statisticky vyznamnou zavislost na dennim case. Nejslabsi intenzita (16,8) je zaznamenana
v ¢ase Zt 2, poté se postupné zvySuje az na 43,60 (Zt 14) a opét klesa na 28,6 (Zt 20),

(obrazek 10). Na obrazku 11 je neuron zobrazen na snimcich z konfokalniho mikroskopu.
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LNv 5

100 A

754

50 1

251

Frequency of staining

0 T T T T
Zt 2 Zt 8 Zt 14 Zt 20

(9) (9) (6) (8)
Obr. 9: Kazdy sloupec ukazuje frekvenci vyskytu CLK-lir signalu v patém neuronu LNv5
v jednotlivych dennich casech (Zt). Pocet analyzovanych mozkt je uveden v zavorce

(n=6az9).

LNv 5 ANOVA:

80- . F, 35 = 3,875
o el P =0,0195 *
£ 60- ab
5
v
S 404 T ab
>
B b +
201 — —
)= -

0 1 ] L] 1 L]
Zt 2 Zt 8 Zt 14 Zt 20

(3) (6) ®) (5)

Obr. 10: Kazdy sloupec ukazuje primérnou intenzitu signalu CLK-lir v patém neuronu LNv5
a smérodatnou odchylku od priiméru v jednotlivych dennich casech. V kazdé hemisfére je
jediny LNv5 neuron, tudiZ celkové pocty moznych LNvS5 neuront byly: Zt 2 — 18, Zt 8 — 18,
Zt14 — 12, Zt20 — 16. Ale pouze ty neurony, u kterych byl signil zaznamenan, byly
zapocteny do priméru (n = 3 az 6). ANOVA nachdzi statisticky vyznamny vliv denniho ¢asu
(Zt) na intenzitu signalu. Analyza pomoci Bonferroniho post-hoc testu nasla rozdil mezi
intenzitou signalu v Casech Zt2 — Zt 14 (statisticky vyznamné rozdilné priméry jsou

oznaceny riznymi pismeny).

17



Zt14 Zt 20

Zt2 Zt8
CLK . . .

Obr. 11: Piiklad snimkt z konfokalniho mikroskopu LNv 5 (zvétSeni 40x) za kazdého

sledovaného ¢asu Zt.

5.3.  Arborizace

Celkové je signdl v axondlni arborizaci velmi slaby, n€kdy uplné chybi a okolni pozadi
vykazuje vyssi intenzitu (obrazek 12). Na obrazku 13 je axonalni arborizace zobrazena na

snimcich z konfokalniho mikroskopu.

Arborization ANOVA:

10+ Fya3=1,239
2 _ P=0,3143 ns
£
8 51
[7)]
s —_ T .
£ . I 1
@ ——
|- 1

-5

ZtI 2 Z'cI 8 Ztl14 Zt I20
(18) (18) (12) (16)
Obr. 12: Kazdy sloupec ukazuje primérnou intenzitu signalu CLK-lir v arborizaci axonalnich
vybézkl neuronti LNv 1-4 a smérodatnou odchylku od primeéru. V kazdé hemisfére je jedina

arborizace, tudiz se celkové pocty hodnocenych arborizaci (n) pohybovaly od 12 do 18.
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CLK PDF

Obr. 13: Ptiklad snimkl z konfokalniho mikroskopu axonalni arborizace. Protein CLK je

znazornén zelené, protein PDF (marker) bile.

19



5.4.  Neurony DN

Signalni protein CLK Se v neuronech DN1 a DN2 v ¢ase Zt 2 vubec nenachazi. Frekvence
vyskytu se v ostatnich dennich ¢asech pohybuje mezi 13,3% a 38,5%, pficemz se zda,
ze frekvence vyskytu se postupné zvysuje s ptibyvajicim ¢asem a to zejména u neuronti DN1
(obrazek 14, obrazek 15). Na obrazku 16 jsou neurony zobrazeny na snimcich

Z konfokalniho mikroskopu.

DN 1
501
(@]
£
= 40 -
©
2 304
o
>
© -
< 20
()
>
(on
o 104
LL
0 T T T T
Zt 2 Zt 8 Zt 14 Zt 20
(36) (36) (24) (32)

Obr. 14: Kazdy sloupec ukazuje frekvenci vyskytu CLK-lir signalu v neuronech DNLI.
V kazdé hemisféte jsou dvé DNI1 bunky, a tak jsou celkové pocty hodnocenych bunék
(n) od 24 do 36.
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Obr. 15: Kazdy sloupec ukazuje frekvenci vyskytu CLK-lir signalu v neuronech DN2.
V kazdé hemisfére jsou dvé DN2 bunky, a tak jsou celkové pocty hodnocenych bunék
(n) od 24 do 36.

DN 1 DN 2

CLK
PDF

Obr. 16: Priklad snimki z konfokalniho mikroskopu bunék DN 1 (vlevo) a DN 2 (vpravo).

Protein CLK je znazornén zelené, protein PDF bile.
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6. Diskuse

V souvislosti s oborem, ktery studuji — Biomedicinska laboratorni technika, pro mne bylo
prioritni osvojit si techniku imunocytochemické lokalizace proteinovych antigeni a praci
s konfokalnim mikroskopem. Metodické casti, které mne dovedly ke kyzenym vysledkiim
ana kterych jsem se podilela, jsou: chov octomilek, pitva larev, fixace tkané, hybridizace
S primarnimi a sekundarnimi protildtkami, pfiprava samotného preparatu, skenovani
preparatu pomoci konfokalniho mikroskopu, vyhodnoceni snimkt pomoci softwaru ImageJ,
statistické vyhodnoceni vysledkii. Touto cestou byly dosazeny mé pivodni cile
a zodpovézena biologicka otazka tykajici se exprese a lokalizace proteinu cLK u larev

C. costata.

Laterarni neurony LNv 1-4 jsou sidlem cirkadiannich biologickych hodin jak u larev, tak
i u dospélct D. melanogaster (Saunders et al, 1989). U octomilky C. costata je v neuronech
LNv 1-4 protein CLK pfitomen v jadie i v cytoplazmé. Hranice mezi jadrem a cytoplazmou
byla bezpetné urcena pomoci proteinu PDF, ktery se vyskytuje pouze v cytoplazmé a byl
pouzit jako marker. Pfesna lokalizace téchto neuront byla urcena také pomoci markeru PDF,
Ktery je v téchto neuronech siln¢ vyjadien(Fernandez et al., 2008).Intenzita signalu proteinu
CLK v8ak nevykazuje zadnou zavislost na dennim case, a to ani v jadie ani v cytoplazmé.
Fluktuace intenzity nejsou statisticky vyznamné a tak se zda, ze v neuronech LNv 1-4 je
signal relativné silny a staly. Z velkého poctu pozorovani miiZze byt usouzena vérohodnost
téchto vysledkll a zaroven jsou tyto vysledky v souladu s experimenty, které v laboratofi
Diapauzy hmyzu paralelné probihaly. Soub&zné experimenty ukazuji, ze fotoperiodicky
citivé larvy C. costata nemaji funkéni cirkadianni hodiny, na rozdil od larev
D. melanogaster, u nichz je exprese hodinovych proteinii v laterarnich neuronech

pozorovana (Malpel et al., 2004).

Intenzita signalu CLOCK neuronu LNv 5 vykazuje jistou zavislost na dennim case
amaximum v ¢asné noci. Timto Casovym prubéhem exprese se protein CLK podoba
Casovému prub&hu intenzity signalu proteinu TIM (Stehlik et al, 2008). Jelikoz publikované
vysledky naznacuji, Ze protein TIM je klicem k porozuméni fotoperiodismu u larev C. costata
(Pavelka et al., 2003; Stehlik et al., 2008; Kobelkova et al., 2010), je mozné, ze sidlem
fotoperiodického kalendare u larev C. costataje pravé neuron LNv5. Tyto vysledky jsou ale

pouze piedbézné, a to z divodu absence pouzitého markeru u LNv5 (neobsahuje PDF).
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Detekovani lokalizace LNv5 bez vhodného markeru mohlo mit za nésledek pifehlednuti
buniky s nizkou intenzitou signalu. Neuron LNv 5 téz obsahuje protein PER a CRY, tyto dva
proteiny by mohly byt pouzity jako markery a tim nase pfedbézné vysledky potvrdit ¢i
vyvratit.

Intenzita signalu proteinu CLK byla velmi nizka (prakticky nulova) v axonalnich arborizacich
neuronil LNv 1-4. Na rozdil od proteinu PDF neni tedy protein CLK axonalné transponovan,

coz je v souladu s jeho funkci jaderného regulatoru genové transkripce (Masesh et al., 2014).

Exprese proteinu CLK Vv dorsalnich neuronech (skupiny bunék DN 1 a DN2) byla v této praci
posouzena pouze velmi piedbézné. Podobné jako v piipadé LNv5 neuronu, ani v neuronech
DNI a DN2 neni pfitomen protein PDF, pouzivany v této praci jako marker. Nicméné¢, nase
predbézné vysledky naznacuji, Ze protein CLK je V neuronech DN1 a DN2 slab¢ exprimovan
a navic se zda, ze exprese ma jisty denni pribeh: vyssi ¢etnost CLK-pozitivnich neuronti byla
zjisténa v nocnich Casech. Jak neurony LNv 5 tak i skupiny DN1 a DN2 exprimuji proteiny
CRY (Jerry, 2006; Schottner a Sehadova, nepublikované vysledky), jez teoreticky muze

témto neurontim zajistit vlastni citlivost ke svételnému signalu.

Role proteinu CLK a zaroven vSech dalSich tzv. ,hodinovych® proteint v laterarnich
a dorsalnich neuronech loarev C. costata, miize byt posouzena az ve chvili, kdy budou
k dispozici vysledky vSech paralelnich experimentii. Prozatim se vysledky jevi tak,
Ze sledovand neuroanatomicka struktura ,,hodinovych® neuronti pravdépodobné slouzi
u larev C. costata spise jako fotoperiodicky kalendaf nez jako cirkadianni biologické hodiny.
Je jisté, Ze tyto neurony svou roli cirkadidnnich hodin u larev neplni, coZz dokazuji paralelni
vysledky ziskané z laboratoie Diapauzy hmyzu (larvy nevykazuji zadné endogenné rytmické
funkce na urovni chovani, fyziologie, ¢i exprese genil) a zaroven i1 nase pozorovani stalé
intenzity signalu proteinu CLK v neuronech LNv 1-4. Je pravdépodobné, Ze tato neuronalni
sit’ se stava skutenymi funkénimi hodinami az u dospélcti C. costata, kteti vykazuji jasnou

cirkadianni rytmiénost chovani, ale naopak jiz nemaji fungujici fotoperiodicky kalendaf.
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(. Zavér
Osvojila jsem si imunocytochemickou techniku lokalizace hodinovych proteinii CLOCK a PDF

v mozcich fotoperiodicky citlivych larev C. costata.

Protein cLOCK byl jasné piitomen v neuronech LNv 1-4, jak v jadrech, tak v cytoplazmé,

nebyl vSak axonaln¢ transportovan do axonalnich arborizaci téchto neuront.

Intenzita signalu proteinu CLOCK Vv neuronech LNv 1-4 se neménila v prub&éhu denniho ¢asu

(coz je v souladu s pozorovanim, Ze larvy C. costata nemaji funkéni cirkadianni hodiny).

Identifikace dalSich CLOCK-pozitivnich neuronii v mozcich larev C. costata byla ztiZzena tim,
Ze tyto neurony ne-exprimuji protein PDF (pouzivany jako marker). Piesto naSe vysledky
naznacuji, ze neuron LNv 5 exprimuje protein CLOCK a intenzita jeho signalu je zavisla
na dennim ¢ase (coz je v souladu s pozorovanim rytmické exprese proteinu TIM V neuronu
LNv 5). Nase vysledky tak ptedbézné oznacuji neuron LNv 5 jako pravdépodobné sidlo
fotoperiodického kalendare larev. Tyto vysledky bude tieba dale ovéfit.

8. Seznam pouZzité literatury

Andrewartha H. G. (1952)Diapause in relation to the ecology of insects.Biological
Reviews, 27(1), 50-107.

Bargiello T. A., Jackson F. R., Young M. W. (1984)Restoration of circadian behavioural
rhythms by gene transfer in Drosophila melanogaster. Nature 312, 752-754.

Bradshaw W., Holzapfel C. (2007)Tantalizing timeless. Science 316(5833), 1851-1852.

Curtin K. D., Huang Z. J., Rosbash M. (1995)Temporally regulated nuclear entry of the

Drosophila period protein contributes to the circadian clock.Neuron, 14(2), 365-372.

Danilevsky A.S. (1965)Photoperiodism and seasonal development of insects. Leningrad

State University Press, Leningrad, Russia, p. 243.

Danks H.V. (1987)Insect dormancy: An ecological perspective. Biological Survey of

Canada (Terrestrial Artropods).Monograph series No. 1, p. 439-439.

24



Danks H. V. (2005)How similar are daily and seasonal biological clocks?Journal of insect
physiology, 51(6), 609-619.

Danks H. V. (Ed.) (1994)Insect life-cycle polymorphism: Theory, evolution and ecological
consequences for seasonality and diapause control.Kluwer academic publishers, Dordrecht,
p. 376.

Denlinger D. L. (1986)Dormancy in tropical insects.Annual review of entomology, 31(1),
p. 239-264.

Dingle H. (1972)Migration strategies of insects. Science, 175(4028), p. 1327-1335.

Dunlap J. C. (1996)Genetic and molecular analysis of circadian rhythms.Annual review of
genetics, 30(1), p. 579-601.

Fernandez M. P., Berni J., Ceriani M. F. (2008)Circadian Remodeling of Neuronal
Circuits Involved in Rhythmic Behavior. PLoS Biol 6(3), p. 69.

Garner W. W., Allard H. A. (1920)Effect of the relative length of day and night and other
factors of the environment on growth and reproduction in plants. Journal of Agricurtural
Research 18, 553-606.

Goto S. G, Shiga S., Numata H. (2010)Photoperiodism in insects: perception of light and
the role of clock genes.In: Nelson R.J., Denlinger D.L., Somers D.E. (Eds.),
Photoperiodism: The Biological Calendar, Oxford University Press, Oxford, p. 258-286.

Hackman W., Lakovaara S., Saura A., Sorsa M., Vepsalainen K. (1970)On the biology
and karyology of Chymomyza costata Zetterstedt, with reference to the taxonomy and
distribution of various species of Chymomyza (Diptera, Drosophilidae).Annales

entomologicae fennicae 36, p. 1-9.

Hall J. C. (2003)Genetics and molecular biology of rhythms in Drosophila and other

insects. Advances in genetics, 48, p. 1-280.

Helfrich-Forster C. (2009)Does the morning and evening oscillator model fit better for flies
or mice?Journal of biological rhythms, 24(4), p. 259-270.

25



Jerry H. H., Wangjie Y., Scott M. D., Paul E.H. (2006)Drosophila clock is constitutively
expressed in circadian oscilator and non-oscillator cells. Journal of Biological Rhythms,
21(2), p. 93-103.

Kobelkova A., Bajgar A., Dolezel D. (2010)Functional molecular analysis of a circadian
clock gene timeless promoter from the Drosophilid fly Chymomyza costata.Journal of
biological rhythms, 25(6), p. 399-4009.

Kogure M. (1933)The influence of light and temperature on certain characters of the silk-
worm, Bombyx mori. Journal of the Department of Agriculture, Kyushu Imperial University,
4, p. 1-93.

Konopka R. J., Benzer S. (1971)Clock mutants of Drosophila melanogaster. Proceedings
od the National Academy of Sciences of USA 68, p. 2112-2116.

Kost’al V. (2006)Eco-physiological phases of insect diapause. Journal of Insect Physiology,
52(2), p. 113-127.

Kost'al V. (2011)Insect photoperiodic calendar and circadian clock: independence,

cooperation, or unity? Journal of Insect Physiology, 57(5), p. 538-556.

Kost'al V., Noguchi H., Shimada K., Hayakawa Y. (2000b)Circadian component
influences the photoperiodic induction of diapause in a drosophilid fly, Chymomyza
costata.Journal of insect physiology, 46(6), p. 887-896.

Kostal V., Shimada K. (2001) Malfunction of circadian clock in the non-
photoperiodicdiapause mutants of the drosophilid fly, Chymomyza costata.Journal of Insect
Physiology, 47(11), p. 1269-1274.

Kost’al V., Shimada K., Hayakawa Y. (2000a)Induction and development of winter larval
diapause in a drosophilid fly, Chymomyza costata.Journal of Insect Physiology 46, p.
417-428.

Kyriacou C. P., Peixoto A. A., Sandrelli F., Costa R., Tauber E. (2008)Clines in clock
genes: fine-tuning circadian rhythms to the environment. Trends in Genetics, 24(3), p. 124-
132.

26



Lankinen P., Riithimaa A. (1992)Weak circadian eclosion rhytmicity in Chymomyza costata
(Diptera: Drosophilidae), and its independence of diapause type.Journal of insect
physiology, 38, p.803-811.

Lankinen P., Riihimaa A. (1997)Effects of temperature on weak circadian eclosion
rhythmicity in Chymomyza costata (Diptera: Drosophilidae).Journal of insect physiology,
43(3), p. 251-260.

Lees A. D. (1955)The physiology of diapause in arthropods. Cambridge University Press,
p. 151.

MacRae T. H. (2010)Gene expression, metabolic regulation and stress tolerance during
diapause. Cellular and Molecular Life Sciences, 67(14), p. 2405-2424.

Malpel S., Klarsfeld A., Rouyer F. (2004)Circadian synchronization and rhytmicity in
larval phoroperception-defective mutants of Drosophila. J Biol Rhythms. 19(1), 10-21.

Marcovitch S. (1923)Plant lice and light exposure. Science, 58(1513), p. 537.

Marcovitch S. (1924)The migration of the Aphididae and the appearance of the sexual
forms as affected by the relative length of daily light exposure. Journal of agricultural
research, 27(5), p. 13-522.

Masaki S. (1980)Summer diapause. Annual Review of Entomology, 25(1), p. 1-25.

Mashes G., Jeong E., Ng F. S., Liu Y., Gunawarhdana K., Houl J. H., Yildirim E.,
Amunugama R., Jones R., Allen D.L. Edery I, Kim E. Y. Hardin P.E.
(2014)Phosphorilation of the transcription activator cLOCK regulates progression throuhgt a
24-h feedback loop to influence the circadian period in Drosophila. Journal of Biological
Chemistry, 289(28), p. 19681-93.

Matsuo T., Yamaguchi S., Mitsui S., Emi A., Shimoda F., Okamura H. (2003)Control
mechanism of the circadian clock for timing of cell division in vivo. Science, 302(5643),
p. 255-259.

Myers M. P., Wager-Smith K., Wesley C. S., Young M. W., Sehgal A. (1995)Positional
cloning and sequence analysis of the Drosophila clock gene, timeless.Science, 270(5237),
p. 805-808.

27



Nelson R.J., Delinger D.L., Somers D.E. (2010)Photoperiodism. The biological
Calendar. Oxford University Press, Oxfors, p. 581.

Nijhout H. F. (2003)Development and evolution of adaptive polyphenisms.Evolution and
development, 5(1), p. 9-18.

Nitabach M. N., Taghert P. H. (2008)Organization od the Drosophila cicadian control
circuit. Current Biology 18, R84-R93.

Park J. H., Hall J. C. (1998)Isolation and chronobiological analysis of a neuropeptide
pigment-dispersing factor gene in Drosophila melanogaster.Journal of biological rhythms,
13(3), p. 219-228.

Pavelka J., Shimada K., Kost'al V. (2003)TIMELESS a link between fly's circadian and
photoperiodic clocks? European Journal of Entomology, 100(2), p. 255-266.

Raina A. K., Menn J.J. (1987)Endocrine regulation of pheromone production in
Lepidoptera. In Pheromone Biochemistry.Academic Press Orlando, Fla.p. 159-174.

Reddy A. B., Wong G. K., O’Neill J., Maywood E. S., Hastings M. H. (2005)Circadian
clocks: neural and peripheral pacemakers that impact upon the cell division cycle. Mutation
Research574(1), p. 76-91.

Reddy P., Zehring W.A., Wheeler D.A., Pirrotta V., Hadfield C., Hall J.S,,
Rosbash M. (1984)Molecular analysis of the period locus in Drosophila melanogaster and

identification of a transcript involved in biological rhythms. Cell 38, p. 701-710.

Riihima A.J. (1996)Genetic variation in diapause, cold-hardiness and pupal eclosion
rhythm in Chymomyza costata.Acta Universitatis Ouluensis 1-60 A274.

Riihimaa A.J., Kimura M. T. (1988)A mutant strain of Chymomyza costata (Diptera:

Drosophilidae) insensitive to diapause-inducing action of photoperiod.Physiological
entomology, 13(4), p. 441-445.

Riihimaa A. J., Kimura M. T. (1989) Genetics of the photoperiodic larval diapause in
Chymomyza costata (Diptera; Drosophilidae). Hereditas, 110(3), p. 193-200.

28



Rosato E., Peixoto A.E., Costa R., Kyriacou C.P., (2006a)Linkage disequilibrium,
mutational analysis and natural selection in the repetitive region of the clock gene , period,

in Drosophila melanogaster. Genetical Research 69, p. 89-99.

Rosato E., Tauber E., Kyriacou C. P. (2006b)Molecular genetics of the fruit-fly circadian
clock. European journal of human genetics, 14(6), p. 729-738.

Sabrosky C.W., Larson I, Nabours R.K. (1933) Experiments with light upon
reproduction, growth and diapause in grouse locusts (Acrididae, Tetriginae). Transactions
of the Kansas Academy of Science (1903), p. 298-300.

Saez L., Young M. W. (1996)Regulation of nuclear entry of the Drosophila clock proteins
period and timeless. Neuron, 17(5), p. 911-920.

Saunders D.S. (1968)Photoperiodism and time measurement in the parasitic wasp,

Nasonia vitripennis. Journal of Insect Physiology, 14(4), p. 433-450.

Saunders D. S. (1978)An experimental and theoretical analysis of photoperiodic induction
in the flesh-fly, Sarcophaga argyrostoma. Journal of comparative physiology, 124(1),
p.75 95.

Saunders D.S. (1981)Insect photoperiodism—the clock and the counter: a review.

Physiological Entomology, 6(1), p. 99-116.

Saunders D. S. (1992) The photoperiodic clock and “counter” in Sarcophaga argyrostoma:

experimental evidence consistent with “external coincidence” in insect photoperiodism.

Journal of Comparative Physiology A, 170(1), p. 121-127.
Saunders D. S. (2002) Insect clocks, 3rd ed. Elsevier.p. 560.

Saunders D. S. (2005)Erwin Biinning and Tony Lees, two giants of chronobiology, and the
problem of time measurement in insect photoperiodism.Journal of insect physiology, 51(6),
p. 599-608.

Saunders D. S., Henrich V. C., Gilbert L. I., (1989)Induction of diapause in Drosophila
melanogaster: Photoperiodic regulativ and the impal of arrhythmic clock mutations on time

measurement. Proceedings of the National Academy of Science sof the USA, 86, 3748-3752.

29



Seghal A., Price J. L., Man B., Young M. W. (1994)Loss of circadian behavioural rhythms
and per mRNA oscillations in the Drosophila mutant timeless.Science 263,p. 1603-1606.

Southwood T.R.E. (1962)Migration of terrestrial arthropods in relation to
habitat.Biological reviews, 37(2), p. 171-211.

Stanewsky R., Kaneko M., Emery P., Beretta B., Wager-Smith K., Kay S. A., Rosbash
M., Hall J.C. (1988)The cryb mutation identifies cryptochrome as a circadian
photoreceptor in Drosophila. Cell, 95(5), p. 681-692.

Stehlik J., Zavodska R., Shimada K., Sauman I, Ko$tal V. (2008)Photoperiodic
induction of diapause requires regulated transcription of timeless in the larval brain of
Chymomyza costata. Journal of Biological Rhythms, 23(2), p. 129-139.

Tauber E., Kyriacou B. P. (2001)Insect photoperiodism and circadian clocks: models and
mechanisms. Journal of Biological Rhythms, 16(4), p. 381-390.

Tauber M. J., Tauber C. A., Masaki S. (1986) Seasonal adaptations of insects. Oxford
University Press, Oxford, p. 411.

Wijnen H., Young M. W. (2006)Interplay of circadian clocks and metabolic rhythms.
Annual review of genetics 40, p. 409-448.

Wilde J. D. (1962) Photoperiodism in insects and mites.Annual review of entomology, 7(1),
p. 1-26.

Williams C. M., Adkisson P. L. (1964)Physiology of insect diapause. XIV. An endocrine
mechanism for the photoperiodic control of pupal diapause in the oak silkworm, Antheraea
pernyi. Biological Bulletin, p. 511-525.

Wolda H. (1988)Insect seasonality: why? Annual review of ecology and systematics, p.
1-18.

Yoshida T., Kimura M. T. (1995)The photoperiodic clock in Chymomyza costata. Journal
of Insect Physiology, 41(3), p. 217-222.

Zehring W. A., Wheeler D. A., Reddy P., Konopka R. J., Kyriacou C. P., Rosbash M.,
Hall J. C. (1984)P-element transformation with period locus DNA restores rhythmicity to
mutant, arrhythmic Drosophila melanogaster. Cell, 39(2), p. 369-376.

30



9. Piilohy

V priloze jsou piilozené tabulky s ptivodnimi daty K jednotlivym dennim ¢astim.
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LEFT hemisphere
replicate Intensity of staining Frequency of occurrence {%]
LNv1 LNv2 LNv3 LNv4 LNV5 arborization DN1 DN1 DN2 DN2
N C N C N C N [ ¢ all all all all all
1 27,85 8,33 25,60 11,37 37,66 13,20 35,07 17,94 1 A 0,00 A A A A
2 19,73 8,77 24,78 10,12 31,41 17,52 24,22 11,64 2 A 0,00 A A A A
3 29,38 22,33 29,90 25,41 27,17 23,56 46,29 30,45 3 A 5,92 A A A A
4 36,27 21,96 36,44 25,52 23,49 12,99 35,55 9,64 4 A 0,00 A A A A
5 X X X X X X X X 5 X X X X X X
6 34,87 2,73 37,69 11,15 25,81 1,65 23,43 0,00 6 A 0,00 A A A A
7 23,29 3,96 34,02 13,57 33,67 15,43 29,81 7,51 7 11,77 0,00 A A A A
8 23,27 11,63 20,14 9,86 18,60 3,41 26,87 20,99 8 A 9,20 A A A A
9 14,41 6,73 11,18 1,96 10,54 2,35 13,48 1,83 9 A 10,55 A A A A
mean 26,13 10,80 27,47 13,62 26,04 11,26 29,34 12,50 11,77 3,21 0 0 0 0
SD 6,96 7,04 8,39 7,53 8,10 7,48 9,20 9,54 0,00 4,31
RIGHT hemisphere
replicate Intensity of staining Frequency of occurrence {%]
LNv1 LNv2 LNv3 LNv4 LNv5 arborization DN1 DN1 DN2 DN2
N C N C N C N [ ¢ all all all all all
1 18,14 3,54 13,72 5,59 13,31 6,90 31,06 8,27 1 A 11,46 A A A A
2 12,24 6,15 13,30 10,11 6,56 3,70 9,77 6,49 2 A 0,00 A A A A
3 16,85 11,06 7,02 5,46 18,03 9,45 15,04 4,75 3 16,30 1,51 A A A A
4 39,53 19,18 35,53 15,15 16,91 0,00 29,72 13,22 4 A 0,00 A A A A
5 25,60 14,30 17,19 9,49 25,32 9,29 40,42 18,26 5 A 1,49 A A A A
6 X X X X X X X X 6 X X X X X X
7 28,72 8,52 32,19 8,88 15,12 7,16 19,51 15,94 7 22,21 0,00 A A A A
8 X X X X X X X X 8 X X X X X X
9 X X X X X X X X 9 X X X X X X
mean 23,51 10,46 19,83 9,11 15,88 6,08 24,25 11,16 19,26 2,41 0 0 0 0
SD 9,02 5,19 10,41 3,25 5,61 3,32 10,45 4,98 2,95 4,10
Legend: X hemisphere damaged X hemisphere damaged
A signal absent (not measured) A signal absent
0,00 signal weak (measured, weaker than background = changed to zero) P signal present
N nuclear signal
C cytoplasmic signal
all nuclear and cytoplasmic signal not distinguished
SUMMARY
LNv 1-4 LNv5 arborization DN1 DN2
N C N/C
1 25,30 9,39 2,69 all 4LNv 1-4 cells intensity frequency intensity frequency frequency
2 17,75 9,31 1,91 are equivalent
3 23,71 | 1656 | 1,43 mean | 1676 | 21,43 mean 2,87 [ o | [ o |
4 31,68 14,71 2,15 SD 4,27 SD 4,24
5 27,13 12,84 2,11
6 30,45 3,88 7,84
7 27,04 10,12 2,67
8 22,22 11,47 1,94
9 12,40 3,22 3,85
mean 24,19 10,17 2,96
SD 55 4,21 1,85
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LEFT hemisphere

replicate Instensity of staining Frequency of occurrence {%]
LNv1 LNv2 LNv3 LNv4 LNv5 arborization DN1 DN1 DN2 DN2
N C N C N C N [ ¢ all all all all all
1 11,13 5,31 6,31 1,88 6,87 2,06 7,07 3,01 1 A 2,76 A A A A
2 7,76 5,07 9,39 7,60 11,60 4,30 9,77 3,96 2 8,06 3,16 A A A A
3 6,40 1,41 7,14 11,27 7,83 7,70 12,36 14,74 3 A 0,25 A A P P
4 15,83 9,56 7,46 0,00 15,46 7,37 10,59 0,00 4 A 0,00 A A P P
5 23,29 20,46 45,90 16,58 33,27 22,61 27,97 18,48 5 67,47 0,00 A A A A
6 10,88 7,32 9,09 10,84 14,28 7,48 17,08 9,51 6 A 2,93 A A A A
7 41,27 19,91 39,61 21,61 34,96 17,26 32,74 9,74 7 38,43 0,00 P P P P
8 X X X X X X X X 8 X X X X X X
9 17,87 4,15 21,60 8,83 13,99 9,28 22,66 0,47 9 A 4,53 A A A A
mean 16,80 9,15 18,31 9,83 17,28 9,76 17,53 7,49 37,99 1,70 12,5 12,5 37,5 37,5
SD 10,61 6,74 14,90 6,64 10,13 6,38 8,74 6,33 24,26 1,72
RIGHT hemisphere
replicate Instensity of staining Frequency of occurrence {%]
LNv1 LNv2 LNv3 LNv4 LNv5 arborization DN1 DN1 DN2 DN2
N C N C N C N [ ¢ all all all all all
1 16,04 7,09 8,02 3,03 9,54 5,74 7,89 4,40 1 A 2,57 A A A A
2 10,68 10,60 8,55 1,43 13,18 9,56 21,36 12,48 2 A 0,50 A A A A
3 3,67 3,40 0,00 0,99 1,14 0,00 7,65 2,91 3 6,03 0,00 A A A A
4 14,10 5,97 21,76 6,17 11,10 2,64 15,23 5,99 4 A 0,00 A A A A
5 X X X X X X X X 5 X X X X X X
6 6,63 3,29 4,18 5,54 4,45 0,00 6,51 2,36 6 A 0,00
7 45,25 24,48 35,69 22,68 35,79 20,55 36,30 15,56 7 46,58 0,07 P P P P
8 17,07 12,93 17,02 7,97 15,56 10,74 10,05 3,66 8 27,58 0,00 A A A A
9 X X X X X X X X 9 X X X X X X
mean 16,21 9,68 13,60 6,83 12,97 7,03 15,00 6,77 26,73 0,45 14,3 14,3 14,3 14,3
SD 12,70 6,88 11,32 6,89 10,39 6,79 9,97 4,78 16,57 0,88
Legend: X hemisphere damaged X hemisphere damaged
A signal absent (not measured) A signal absent
0,00 signal weak (measured, weaker than background = changed to zero) P signal present
N nuclear signal
C cytoplasmic signal
all nuclear and cytoplasmic signal not distinguished
SUMMARY
LNv 1-4 LNv5 arborization DN1 DN2
N C N/C
1 9,11 4,07 2,24 all 4LNv 1-4 cells intensity frequency intensity frequency frequency
2 11,54 6,88 1,68 are equivalent
3 577 | 530 | 1,09 mean | 3236 | 40 mean 112 [(13 | 26,7
4 13,94 4,71 2,96 SD 21,52 SD 1,53
5 32,61 19,53 1,67
6 9,14 5,79 1,58
7 37,70 18,97 1,99
8 14,93 8,83 1,69
9 19,03 5,68 3,35
mean 17,08 8,86 2,03
SD 10,38 5,70 0,68
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LEFT hemisphere

replicate Instensity of staining Frequency of occurrence {%]
LNv1 LNv2 LNv3 LNva LNV5 arborization DN1 DN1 DN2 DN2
N C N C N C N [ ¢ all all all all all
1 9,66 4,91 14,91 9,81 9,70 6,99 7,13 4,27 1 A 4,37 A A P A
2 51,99 30,06 35,27 20,87 37,15 17,22 33,15 10,61 2 85,76 -4,88 P P P A
3 13,67 8,95 15,53 10,54 20,49 12,04 24,64 16,16 3 A -1,51 P A A A
4 30,47 22,39 43,05 33,26 31,66 17,39 25,44 24,06 4 46,17 3,69 P A P A
5 21,69 5,67 17,52 6,32 28,77 6,72 38,96 17,29 5 A -0,95 A A A A
6 X X X X X X X X 6 X X X X X X
mean 25,50 14,40 25,26 16,16 25,55 12,07 25,86 14,48 65,97 0,14 60 20 60 0
SD 15,05 10,05 11,65 9,83 9,58 4,67 10,74 6,66 19,80 3,45
RIGHT hemisphere
replicate Instensity of staining | Frequency of occurrence {%]
LNv1 LNv2 LNv3 LNva LNV5 arborization DN1 DN1 DN2 DN2
N C N C N C N [ ¢ all all all all all
1 19,83 16,12 11,84 7,01 14,20 7,57 15,65 14,25 1 A -3,53 A A A
2 X X X X X X X X 2 X X X X X X
3 16,99 10,48 18,57 8,53 22,17 10,85 15,16 4,12 3 36,23 0,13 P A A A
4 17,83 7,83 12,11 7,06 13,13 7,07 15,37 4,67 4 19,93 3,75 P P A A
5 10,61 1,32 9,74 3,96 14,95 1,22 8,15 1,11 5 A -0,18 A A A A
6 20,22 8,1 28,62 9,43 23,28 11,34 15,13 10,02 6 29,74 1,37 A A P A
mean 17,10 8,77 16,18 7,20 17,55 7,61 13,89 6,83 28,63 0,31 40 20 20 0
SD 3,46 4,77 6,89 1,86 4,28 3,62 2,88 4,69 6,70 2,37
Legend: X hemisphere damaged X hemisphere damaged
A signal absent (not measured) A signal absent
0,00 signal weak (measured, weaker than background = changed to zero) P signal present
N nuclear signal
C cytoplasmic signal
all nuclear and cytoplasmic signal not distinguished
SUMMARY
LNv 1-4 LNv5 arborization DN1 | DN2
N C N/C
1 12,87 8,87 1,45 all 4LNv 1-4 cells intensity frequency intensity frequency frequency
2 39,39 19,69 2,00 are equivalent
3 1840 | 1021 | 1,80 mean | 43,57 50 mean | 0,23 35
4 23,63 15,47 1,53 SD 22,76 SD 2,96
5 18,80 5,45 3,45
6 21,81 9,72 2,24
mean 22,48 11,57 2,08
SD 8,27 4,67 0,67
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LEFT hemisphere

replicate Instensity of staining Frequency of occurrence {%]
LNv1 LNv2 LNv3 LNv4 LNV5 arborization DN1 DN1 DN2 DN2
N C N C N C N | ¢ all all all all all
1 34,05 18,00 32,59 21,36 33,76 12,91 35,13 18,15 32,36 3,00 P P A A
2 X X X X X X X X 1 X X X X X X
3 7,74 2,89 12,19 11,02 11,12 4,92 11,64 6,15 2 A 0,00 P P A A
4 20,33 8,45 10,28 2,25 17,54 10,46 13,85 7,99 3 31,40 0,71 A A A A
5 16,04 13,53 19,24 7,54 22,67 14,27 17,41 11,92 4 A 1,26 A A A A
6 9,15 7,10 13,56 12,97 10,41 11,16 16,17 10,69 5 A 1,99 A A A A
7 10,46 7,24 11,11 5,38 11,50 6,15 11,48 7,35 6 A 0,37 P P P P
8 X X X X X X X X 7 X X X X X X
mean 16,30 9,54 16,50 10,09 17,83 9,98 17,61 10,38 8 31,88 1,22 50 50 16,7 16,7
SD 9,04 4,90 7,76 6,14 8,34 3,39 8,13 3,99 0,48 1,02
RIGHT hemisphere
replicate Instensity of staining Frequency of occurrence {%]
LNv1 LNv2 LNv3 LNv4 LNV5 arborization DN1 DN1 DN2 DN2
N [ N C N C N | ¢ all all all all all
1 13,58 3,95 7,56 2,89 15,72 5,81 13,71 6,04 1 A 0,00 P P P A
2 13,17 12,93 17,80 10,64 23,33 14,56 17,74 10,77 2 A 0,00 A A A A
3 27,54 15,06 33,66 19,03 17,84 3,13 41,93 15,26 3 30,22 3,15 P P A A
4 33,63 17,13 27,93 22,92 22,82 13,42 13,91 2,90 4 20,72 1,18 A A P P
5 18,76 4,02 8,00 6,46 18,17 9,61 8,38 4,41 5 28,11 0,00 A A A A
6 8,97 4,86 10,55 6,25 8,39 7,85 10,06 10,5 6 A 0,77 A A A A
7 X X X X X X X X 7 X X X X X X
8 35,7 31,43 45,98 12,02 30,83 10,78 37,34 16,78 8 A 2,9 A A A A
mean 21,62 12,77 21,64 11,46 19,59 9,31 20,44 9,52 26,35 1,14 28,6 28,6 28,6 14,3
SD 9,87 9,18 13,62 6,71 6,51 3,77 12,51 4,93 4,07 1,26
Legend: X hemisphere damaged X hemisphere damaged
A signal absent (not measured) A signal absent
0,00 signal weak (measured, weaker than background = changed to zero) P signal present
N nuclear signal
C cytoplasmic signal
all nuclear and cytoplasmic signal not distinguished
SUMMARY
LNv 1-4 LNv5 arborization DN1 DN2
N C N/C
1 23,26 11,14 2,09 all 4LNv 1-4 cells intensity frequency intensity frequency frequency
2 18,01 12,23 1,47 are equivalent
3 2046 | 968 | 211 mean | 2856 | 385 mean 118 19,2
4 20,04 10,69 1,87 SD 4,17 SD 1,16
5 16,08 8,97 1,79
6 10,91 8,92 1,22
7 11,14 6,53 1,71
8 37,46 17,75 2,11
mean 19,67 10,74 1,80
SD 7,87 3,10 0,30
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