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Abstrakt

Cirkadianni rytmy, které probihaji s periodou 24 hodin, jsou u savct fizeny hlavnimi
hodinami ulozenymi v oblasti suprachiasmatickych jader (SCN) a perifernimi oscilatory.
Zakladnim molekuldrnim mechanismem fizeni cirkadiannich rytma je zpétnovazebna
transkripéné-transla¢ni smycka hodinovych gent Clock, Bmall, Per a Cry. Dimer proteini
CLOCK-BMALI funguje jako aktivator transkripce gena Per a Cry, které zpétné inhibuji tento
dimer, a tudiz i vlastni transkripci. Tato hlavni smycka ovlivituje dalsi geny, které se podileji
na jeji vlastni regulaci. Funkce, jaderna lokalizace a stabilita hodinovych genti je ovlivnéna
fadou postranskripcnich a postranslacnich modifikaci. Jednim z procesi, které tato smycka
ovliviiuje, je spanek. Poruchy spanku jsou tizce spojeny s neuropsychiatrickymi poruchami
véetné onemocnéni autistického spektra a s nim spojenych syndromil, coz nasvédcuje na

souvislosti mezi poruchou regulace hodinovych gent a témito poruchami.

Kli¢ova slova: cirkadidnni hodiny, suprachiasmatickd jadra, hodinové geny,

transkripéné-translaéni zpétnovazebna smycka, neuropsychiatrické choroby

Abstract

Circadian rhythms, which are running with a period of 24 hours, are in mammals
controlled via principal clock located in the area of suprachiasmatic nuclei (SCN) and
peripheral oscillators. The basic molecular mechanism governing the circadian rhythms is the
transcriptional-translational feedback loop of clock genes Clock, Bmall, Per and Cry. The
CLOCK-BMALI protein dimer acts as an activator for the transcription of the Per and Cry
genes, which retroactively inhibit this dimer and thus its own transcription. This main loop
affects other genes that are involved in regulation of the core loop. The function, nuclear
localization and stability of clock genes are affected by a number of postranscriptional and
postranslational modifications. Sleep disorders, one of the main processes controlled by the
clock genes, accompany many neuropsychiatric disorders, including autism spectrum disorder.
The development of these disorders have been associated with the clock genes or their

interactions with other genes that play a major role in development of these disorders.

Keywords: circadian clock, suprachiasmatic nuclei, clock genes, transcriptional-

translational feedback loop, neuropsychiatric diseases
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1 Uvod

Hlavnim molekularnim mechanismem fizeni cirkadidnnich rytmu je zpétnovazebna
transkripéné-transla¢ni smycka hodinovych genti. Proteiny genti Clock (Gekakis, 1998) a
Bmall se spojuji v heterodimer, ktery po nasednuti na E-box v promotoru genii (Hogenesch
et al., 1998) funguje jako aktivacni transkripcni faktor. V rdmci hodinového mechanismu
aktivuje transkripci gend tvofici negativni ¢ast hlavni smycky Per a Cry. Kromé toho
aktivuje transkripci i dalSich genti s E-box v promotorech, tzv. hodinami kontrolovanych
genl. PER a CRY proteiny vytvareji komplex (Shearman, 2000), ktery je schopny inhibovat
transaktivac¢ni funkci dimeru CLOCK-BMALLI a inhibuji tak vlastni transkripci. Soucasti
slozitého mechanismu hodin jsou i geny Chrono, Tim, Rev-erb, Ror, Decl, Dec2, Nfil3 a
transkripcni faktory rodiny PAR bZip, které se podileji na regulaci hlavni smycky (Engelen
et al., 2013; Goriki et al., 2014; Guillaumond et al., 2005; Honma et al., 2002; Mitsui et al.,
2001; Yamaguchi et al., 2000). Dilezitou roli zde hraji i postranskripéni a postranslacni
modifikace hodinovych genti. Fosforylace, acetylace, sumoylace a ubiquitinace jsou jedny
z nejvyznamnéjSich postranslacnich modifikacich, které se podileji na urCovani stability

proteintl, jaderné lokalizaci a funkci.

Poruchy spanku casto doprovazeji mnoho neuropsychiatrickych poruch véetné
onemocnéni autistického spektra a syndroml snim spojenych, coz vede k hledani
souvislosti mezi hodinovymi geny a geny, které tato onemocnéni zplsobuji. Mutace
v Shank3, zpisobujici Phelan-McDemid syndrom, ovliviiuje hladinu exprese hodinovych
genll, coz vede k problémim s usindnim a udrzenim spénku (Ingiosi et al., 2019). UBE3A
ligdza hraje roli v regulaci hodinovych genti a jeji mutace jsou spojovany s Angelmanovym
syndromem (Shi et al., 2015). Ztrata nekodujici RNA zptsobujici Prader-Williho syndrom

ovlivituje hladinu exprese hodinovych genii (Powell et al., 2013).

Cilem prace je predstavit slozity a komplexni molekularni mechanismus fizeni
cirkadiannich rytml a poukézat na souvislosti neuropsychiatrickych chorob, konkrétn¢

onemocnéni autistického spektra, s hodinovymi geny.



2 Cirkadianni hodiny savci

Cirkadiannimi rytmy rozumime rytmy, které v téle organismi probihaji s periodou
pfiblizné 24 hodin, napf. spanek a uvoliiovani hormonti. Hlavnim centrem téchto rytmt u
savcl jsou suprachiasmaticka jadra hypotalamu (SCN) (Moore and Eichler, 1972; Stephan
and Zucker, 1972). Zde dochazi vlivem pisobeni hodinovych gent ke vzniku a regulaci

téchto periodickych signali.

Periodicky signal neni generovan jen hlavnimi hodinami v SCN, ale i perifernimi
oscilatory (Balsalobre et al., 1998), které¢ se nachdzeji v riznych organech napft. v ledvinach
a jatrech. Tyto periferni oscilatory jsou schopny generovat signal autonomné, jsou vSak
podtizeny synchronizaci ze SCN (Yamazaki, 2000; Yoo et al., 2004). Vyjma toho mohou
mit i vlastni regulacni drahy, které je setizuji —napf. piijem potravy, teplota, atd. (Balsalobre,
2000; Buhr et al., 2010; Damiola et al., 2000; shrnuto v Dibner et al., 2010).
Transplantaénimi pokusy bylo potvrzeno, ze pravé SCN jsou u savcu centrem fizeni téchto
rytmi (Ralph et al., 1990). Chirurgickym odstranénim jader dochéazi ke ztraté rytmicity,
naopak po transplantaci funk¢nich jader darce dochazi u arytmického piijemce k obnové
rytmu, a to s periodou, kterd odpovidala periodé darce transplantatu. Autonomni podstata
rytmicity SCN byla prokazana pokusy s Halaszovym nozem, kterym byl vyizolovan maly
ostriivek hypotalamu obsahujici SCN. Tento ostrov byl oddé€len od zbyvajici ¢asti mozku, a

1 pres to vykazoval rytmické signaly (Inouye and Kawamura, 1979).

I kdyz pacemaker funguje jako autonomni jednotka, pro potfeby fungovani
organismu v proménném prosttedi je tfeba synchronizace s vnéjSimi vlivy, napft. s cyklem
svétla a tmy, nebo dobou dostupnosti potravy. Takovy proces oznaCujeme anglickym
terminem entrainment. Nejvyznamnéj$im synchronizaénim vlivem hlavniho pacemakeru je
svételny signdl. Tato synchronizace je zprostiedkovana plisobenim svétla na sitnici oka, kde
plsobi na systém ty¢inek a ¢ipkill a fotoreceptivni retinalni gangliové buiiky (ipRGCs), které
obsahuji fotosenzitivni pigment melanopsin (Berson, 2002; Hattar et al., 2002). Jejich axony
se spojuji vopticky nerv a informaci, kterou tyto bunky pfijmou, posilaji
retinohypotalamickych traktem do SCN (shrnuto v Lowrey and Takahashi, 2011).
Signalizace zde probiha prostfednictvim piisobeni neurotransmiterd PACAP, které stimuluji
produkci cAMP pres PACAP-R1 receptor a glutamat a jeho receptory spojené s Ca** /

calmodulin signalni drahou (von Gall et al., 1998). Tato signalizace vede k aktivaci

serin/threoninovych kindz (konkrétné PKA — protein kindzy A), které jsou schopné



fosforylovat CREB protein na Ser133. Mutace (napf. bodovad vymeéna serinu za adenin)
v tomto misté mohou vést k opozdéni faze hodin (Gonzalez and Montminy, 1989). CREB
patii do rodiny leucinovych zipi, ktery se po fosforylaci vaze na palindromatickou oblast 5°
TGACGTCA 3’ CRE elementu (Deutsch et al., 1988). Tuto oblast nachazime v promotoru
genu Perl a Per2. CRE dependentni transkripce probihd béhem subjektivni noci, kdy svétlo
hodiny v SCN sefizuje (shrnuto v Habener, 1990).

U savct hraje v fizeni cyklu spanku a bdéni ur¢itou tlohu hormon melatonin (shrnuto
v Zisapel, 2007), ktery funguje jako signalni molekula spankového rezimu, pfipravujici
organismus na usnuti prostfednictvim sniZeni télesné teploty a zvySenim ospalosti (Lavie,
1997; Wesensten et al., 2005). Syntéza melatoninu probihd v epifyze (Lerner et al., 1958)
z tryptophanu (Axelrod, 1974) a fizena je SCN (Klein and Moore, 1979; Roseboom et al.,
1996). Tryptophan je konvertovan na 5-hydroxytryptophan tryptophan hydroxylazou,
nasledné dekarboxylovan na serotonin, arylalkylamine-N-acetyltransferazou preménén na
N-acetylserotonin a hydroxyindole-O-methyl transfer&zou na melatonin. Hladina
melatoninu je nejvyssi béhem tmavé ¢asti dne, naopak svétlo syntézu inhibuje (Bartness and
Goldman, 1989; Riemann et al., 2002). Naruseni komplexniho mechanismu fidiciho
cirkadidnni rytmy vede k naruSeni produkce melatoninu. Inhibice produkce melatoninu

muze souviset s poruchami spanku (shrnuto v Zisapel, 2000).

2.1 Molekularni mechanismus hodin
Hlavnim molekuldrnim mechanismem, kterym je periodicky signal generovéan a

regulovan, je transkripéné-translacni zpétnovazebna smycka hodinovych gent.

RozliSujeme tzv. core hodinové geny, které¢ tvoti zdklad hodinového mechanismu.
Tato smycka je tvofena geny Clock, Bmall (znamy také jako Mop3), Per (Perl, 2, 3) a Cry
(Cryl, 2). Mechanismu vzniku rytmického signélu se vSak tcastni kromé téchto genu fada
dalsich molekul, které se podileji na regulaci hlavni smycky a postransla¢nich modifikaci.

Schéma komplexni sité fungovani cirkadidnnich hodin ukazuje obrazek 1.
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Obrazek 1: Schéma fungovani cirkadiannich hodin savci. Vnéjsi signaly (zelena draha)
aktivuji transkripci vazbou na CRE element genii Per (Zluté kole¢ko oznacuje PER protein). CLOCK
(modré kolecko) a BMALLI (zelené kolecko) proteiny se vazi na E-box promotoru a aktivuji tak
transkripci Per, Cry (zluto-oranzové kolecko oznacuje protein CRY), Rev-erb (Cervené kolecko
oznacuje protein REV-ERB), Dbp (svétle modré kolecko oznacuje protein DBP) a hodinami
kontrolovanych geni — (anglicky termin clock controled genes (ccgs)). REV-ERB inhibuji
transkripci  Nfil3 (oranzové kolecko oznacuje protein NFIL3), Bmall, Cryl a hodinami
kontrolovanych gent (ccgs). ROR (fialové kolecko) aktivuje transkripci Nfil3, Bmall, Cryl a
hodinami kontrolovanych gent (ccgs). NFIL3 spole¢né s DBP ovliviwji transkripci Rev-erb, Ror,
Per a hodinami kontrolovanych genti (ccgs). Komplex PER-CRY je fosofrylovan CK1¢/d, vstupuje
do jadra, kde inhibuje transaktivacni funkci CLOCK-BMALI. Fosforylace PER CKle/6 vede k
vazbé BTrCP, ubiquitinaci a degradaci. Fosforylovany CRY kinazou AMPK je degradovan po vazbé
FBXL3 A FBXL21 (ptfevzato z prace Cox and Takahashi, 2019).



2.1.1 Clock a Bmall

Geny Clock (King et al., 1997) a Bmall tvoti pozitivni ¢ast hlavni regula¢ni smycky.
Proteiny CLOCK a BMALI se spojuji v heterodimer a funguji jako aktiva¢ni transkripcni
faktory genii kodujici proteiny patfici k negativni ¢asti hlavni regula¢ni smycky — Per a Cry.
Jedna se o tzv. bHLH-PAS proteiny, to znamena, ze obsahuji domény Per-Arnt-SIM (PAS)
- PAS-A a PAS-B, diky kterym jsou schopny vytvafet dimery a basic helix-loop-helix
(bHLH) DNA vazebnou doménu, kterou se vazi na enhancerovou oblast E-boxu 5’
CACGTG 3’ jinych gent (Gekakis, 1998; Hogenesch et al., 1998). Tvorba dimeru a jaderna

lokalizace je stimulovana Ca** dependentni protein kindzou C (PKC) (Lee et al., 2010).

Dimer CLOCK-BMALI1 oznacujeme jako pioneer-like (Menet et al., 2014)
transkripéni faktor, je totiz schopny vazat se na nukleozom, aniz by byl néjakym zptisobem
rozvolnén. Az vazba dimeru vede k remodelaci chromatinu. Remodelace je zajisténa histon
modifikujicimi enzymy, které zpisobuji prevazné acetylaci Lys9 a Lys27 a trimethylaci
Lys4 histonu H3 (shrnuto v Trott and Menet, 2018). Enzymy spole¢né s dal§imi koaktivatory
vytvareji s CLOCK-BMALL velky transkripci aktivujici komplex. Do tohoto komplexu
patii i CBP histon acetyltransferdza (Lee et al., 2010), histon acetyl transferaza p300
podilejici se na acetylaci histonu H3 (Etchegaray et al., 2003), histon lysin demetyldza
JARIDI, ktera blokuje deacetylaci histon deacetylazou 1 (HDAC 1) (Ditacchio et al., 2011)
a MLLI metyltransferaza, ktera se podili na trimetylaci Lys4 histonu H3 (Katada and
Sassone-Corsi, 2010). Hosoda et al. (2009) dokazal ve své studii, ze se CBP a p300
v pfitomnosti transkripéniho aktivatoru pCAF vazou na CLOCK a aktivuji transkripci, ale
v pfitomnosti nadmérné exprimované histon deacetylazy 3 (HDAC 3) funguji jako
inhibitory funkce CLOCK-BMALI1 (Hosoda et al., 2009). Sdm CLOCK ma4 funkci histon
acetyltransferazy, diky pfitomnosti obdoby motivu A (acetyl koenzym vazebny motiv), ktery
je typicky pro histon acetyl transferdzy, na C-termindlnim konci bohatém na glutamin. Podili
se na acetylaci Lys9 a Lys14 histonu H3 (Doi et al., 2006). Modifikace histoni vedou
k naslednému rozvolnéni nukleozomu, asociaci transkripénich koaktivatori a RNA

polymerazy II.

Aktivita dimeru CLOCK-BMAL1 v SCN je nejvétsi ve svételné fazi dne, kdy
dochdzi 1 k nejveétsi transkripei core hodinovych gent. Kromé hodinovych gent hrajicich
roli v centralni smyc¢ce, ovlivituje tento dimer hodinami kontrolované geny (clock controlled
genes (ccgs)) napt. Dbp (z rodiny PAR bZip transkrip¢nich faktori) a gen pro neuropeptid
vasopresin. Zde CLOCK-BMALT nehraje roli aktivatoru transkripce, ale pouze molekuly,



kterd svou vazbou umoziiuje rozvolnéni chromatinu, které¢ vede k odhaleni vazebnych mist
pro jiné transkripcni aktivatory. Az ty jsou schopné zahdjit transkripci téchto hodinami
kontrolovanych genii. Tato regulace umoziuje zpozdéni v produkci hodinami
kontrolovanych gent, které mohou byt transkribovany az v tmavé fazi dne (Trott and Menet,

2018).

2.1.2 PeraCry

Geny Per a Cry tvori negativni ¢ast zpétnovazebné transkripéné-translaéni smycky
hodin. Na E-box promotort téchto gent nasedd dimer CLOCK-BMALI1 (Gekakis, 1998;
Shearman, 2000) béhem svételné faze dne a aktivuje tak jejich transkripci, coZ vyustuje
k akumulaci proteinti PER a CRY v dob¢ vecera (shrnuto v Takahashi, 2017). PER a CRY
se spojuji v dimer, ktery se vaze na CLOCK-BMALI, ¢imz inhibuji vlastni transkripci.
Navic tvorba dimeru je nutnd pro jeho jadernou lokalizaci (Kume et al., 1999). Vyjma tvorby
dimeru PER-CRY, je PER schopny diky ptfitomnosti PAS domény vytvaiet homodimery
PER-PER (Shearman et al., 1997).

Na jakém principu funguje inhibice dimerem PER-CRY neni pfesné¢ znamo. PER
komplex vézajici se na CLOCK-BMALI sestava z nejméné 25 proteind (Brown, 2005;
Etchegaray et al., 2006; Kim et al., 2014; Padmanabhan et al., 2012). Vyznamnou roli hraje
CRY1. Posledni studie ukazuji vyznamné interakce pravé mezi CRY1 a CLOCK-BMALI1
dimerem (Michael et al., 2017; Rosensweig et al., 2018; Xu et al., 2015). CRY vSech
organismil sdileji Photolyase homology region (PHL) na C-terminalnim coiled-coil-like
helixu, avSak funkci se li§i. Tato oblast savc¢iho CRY1 interaguje s HI smy¢kou CLOCK
(Rosensweig et al., 2018), coz vede nejspiSe k pfiblizeni CRY1 k TAD (C-termindlni
transaktivacni doména) BMALI1 (Xu et al., 2015), coZ vede ke vzniku ternarniho komplexu,
ktery nejspiSe stabilizuje inhibi¢ni schopnost CRY1 (Michael et al., 2017). Jednim z ko-
represori komplexu PER je Mi-2-nucleosome remodeling and deacetylase transcriptional
co-repressor complex (NuRD) (Kim et al., 2014). Tento komplex plsobi na pozitivni 1
negativni ¢ast zpétnovazebné smycky. Podjednotky CHD4 (chromodomain-helicase-DNA-
binding 4) a MTA2 (metastasis-associated 1 family member 2) se vazi na CLOCK-BMALI
a CHD4 podporuje transaktivacni funkci dimeru. Tyto dvé podjednotky se v komplexu PER
nenachdazeji. Nachazime zde podjednotky MBD2 (methyl-CpG-binding domain protein 2),
GATAD2A (GATA zinc finger domain-containing protein 2A), histon deacetylazu 1
(HDACT1) a RBAP48 (retinoblastoma-binding protein p48). Pti vazbé komplexu PER na
CLOCK-BMALI dochézi ke spojeni podjednotek, coz vede k prepnuti funkce CHD4



z aktivacni na inhibi¢ni (shrnuto v Takahashi, 2017). Vazba komplexu PER vede
k remodelaci chromatinu asociaci napt. se SIN3-HDAC deacetylazou (Duong et al., 2011) a
HP1y histon metyltransferazou (Duong and Weitz, 2014), coz vede k deacetylaci Lys9
histonu H3 a Lys5 histonu H4, dimetylaci a trimetylaci Lys9 histonu H3. Inhibice CLOCK-
BMALI1 dimeru je slozity proces pro ktery je nutnd vazba komplexu PER s dalSimi

chromatin modifikujicimi komplexy a ko-represory (shrnuto v Takahashi, 2017).

Tvorba dimeru PER-CRY vede ke stabilizaci obou partnerii a umoziuje jadernou
lokalizaci. Pouze fosforylovany PER v komplexu s CRY je schopny vstupovat do jadra.
CRY se vazou na C-termindalni konec PER vzdaleného od vazebného mista pro kinazu CKle,
coz umoziuje vznik ternarniho komplexu (Akashi et al., 2002). Tvorba komplexu umozni
transport CRY do jadra a jeho fosforylaci (Eide et al., 2002). Fosforylace PER
zprostiedkovana CK1, ktery neni v komplexu s CRY, vede k jeho degradaci, obdobné¢ jako
fosforylace CRY AMPK kinazou (Lamia et al., 2009).

2.1.3 Npas2 a Bmal2

Dalsim dulezitym clankem tvoficim komplexni oscilaéni signaly jsou homologni
geny. Npas2 je homologem genu Clock a dokaze vytvaret dimery s BMALI1. Jedna se o gen
z rodiny bHLH-PAS. Funkce 1 regulace dimeru NPAS2-BMALI je obdobna jako u dimeru
CLOCK-BMALI. Funguje jako aktivator transkripce Per a Cry a inhibovén je dimerem
PER-CRY (Reick, 2001).

Bmal2 je homologem genu Bmall a exprimovan je v mozku plodu a v jatrech
dospélého jedince (Ikeda et al., 2000). Kratsi forma Bmal2b (oproti Bmal2 neobsahuje PAS
— B doménu) byla nalezena v SCN mysi, ale neprokazala se u ni schopnost aktivovat
transkripci Per tvorbou dimeru s CLOCK, naopak slab& inhibovala transaktivaéni funkci
dimeru BMAL1-CLOCK. Ackoliv se jedna o homolog, jeho role je nejspiSe odlisna od role
Bmall (Ikeda et al., 2000; Sasaki et al., 2009).



2.2 Dalsi geny souvisejici s funkci hodin

Jedna se o geny, které jsou rytmicky exprimované a podileji se na regulaci hodin.

2.2.1 Chrono

CHRONO (oznacovany také jako GM129) ma obdobnou funkci jako CRY?2, inhibuje
transaktivacni funkci dimeru CLOCK-BMALI vazbou na BMALL. Goriki et al. (2014) ve
své praci ukazuje, Ze inhibice vlivem CHRONO a CRY2 ma nejspise rozdilny mechanismus
a souvisi s histon deacetyldzou 1 (HDAC 1). Pfi inhibici HDAC 1 k inhibici vlivem
CHRONO nedochazi, oproti tomu inhibi¢ni schopnost CRY2 nebyla ovlivnéna. Inhibice
funkce CHRONO vede k prodlouzeni periody (Goriki et al., 2014).

222 Tim
Timeles fadime mezi geny, které se nepodileji na centralni smycce, ale jsou s ni

propojeny. Sav¢i Tim odpovida paralogu Drosophila melanogaster Tim2, ktery stejné jako
savéi Tim neni soucasti core smycky. TIM se vdze svym N-termindlnim koncem na C-
terminalni coiled coil doménu CRY1. Do tohoto mista se vaze i PER2, ktery ma ovSem
k mistu vétsi afinitu nez TIM, dochazi zde ke kompetici. Vazba vede k inhibici vazebného
mista pro PER2, coz vede k destabilizaci komplexu PER-CRY v cytoplazmé a
postranslaénim modifikacim (Engelen et al., 2013). Mutace 7im jsou spojovany se
syndromem piedbéhnuti spankové faze — familial advanced sleep phase syndrome (FASPS)
(Kurien et al., 2019). Jedinci s timto syndromem usinaji velmi brzy a velmi brzy 1 vstavaji,
uvoliiovani melatoninu u nich totiz pfedbiha o 3 az 4 hodiny oproti zdravym subjektim
(Jones et al., 1999). Tim nachazime i v perifernich oscilatorech, hlavné v téch schopnych

proliferace napf. thymus, varlata (Engelen et al., 2013).

2.2.3 Rev-erb a Ror

Jaderné receptory REV-ERB a ROR se vazi na RORE oblasti genu Bmall a
vzajemnou kompetici ovliviiuji jeho transkripci (Guillaumond et al., 2005). ROR se podileji
na aktivaci transkripce a rozliSujeme celkem tfi €leny této rodiny — Rora, Rorb a Ror.. Rora
je exprimovan v SCN a na aktivaci transkripce se podili nejvice z této rodiny receptorti. Rorb
je také exprimovan v SCN, nachazime ho ale i v jinych ¢astech hypothalamu, mozkové kiife
aretiné. Rorc je exprimovan jen v jatrech, nepodili se tedy na regulaci hlavni smycky v SCN
a pravdépodobné ma i odliSnou funkci oproti Rora a Rorb. REV-ERBa a REV-ERBf svou
vazbou na RORE inhibuji transkripci, REV-ERBJ silnéji nez REV-ERBa (shrnuto v Liu et
al., 2008).



Neptitomnost Rev-erbo a f vede ke ztraté rytmicity Bmall, oproti tomu ztrata RORs
nevykazuje vyznamnou ztratu rytmicity. Vyfazenim gent Rev-erb z funkce (knock-out) se
ukazalo, ze ackoliv doslo ke ztrat¢ rytmicity exprese Bmall, vliv na rytmicitu exprese Per a

Cry, kter¢ BMAL1 ovliviiuje, nebyl pozorovan (Liu et al., 2008).

RORE oblasti, na které se RORs a REV-ERBs vazi nachazime celkem dvé. RORE1
(5"AAAGTAGGTTAS3") na kterou se preferencné vazi receptory rodiny ROR a RORE2
(5’ AAAGTAGGTCA3"). Na RORE?2 se vazi obé rodiny receptori, vazba REV-ERBs je zde
ale siln€js$i nez RORs (Guillaumond et al., 2005). Vazebna mista pro tyto nuklearni receptory
nachdzime i u Cryl. Tato vazebnd mista jsou celkem tfi a podileji se na rozdilné transkripéni

hladiné genu Per a Cry (Etchegaray et al., 2003).

RORa a REV-ERBa hraji roli i vregulaci Npas2, homologu Clock. V oblasti
promotoru Npas2 nachazime dvé oblasti RORE, na které se tyto receptory vazi. Regulace
Npas2 a Bmall se vSak 1isi. ROREs v promotoru Bmall jsou od sebe odd€leny 26bp
dlouhym usekem, coz umoZiiuje vazbu REV-ERBs s korepresorem NCoR a histon
deacetylazou 3 (HDAC 3) a néaslednou represi. RORE v promotoru Npas2 jsou od sebe
oddé€leny 160bp dlouhym usekem, coZ neumoznuje represi, kterd by byla zprostiedkovana
obdobné¢ jako u Bmall. Zde se tedy usuzuje, Zze vazba REV-ERBs funguje na principu
znemoznéni vazby RORs (Crumbley et al., 2010).

2.2.4 Decl a Dec?2

Geny Decl a Dec2 funguji jako regulatory transkripce Per/ interakci protein-protein
s BMALI, nebo kompetici o vazebné misto na E-boxu promotoru Per/ s CLOCK-BMALI
(Honma et al., 2002). Jsou to transkripcni faktory s basic helix-loop-helix doménou a oproti
jinym zéstupct z této rodiny (napt. Hairy Drosophila melanogaster) neobsahuji WRPW
(Trp-Arg-Pro-Trp) doménu na C-konci, kterda umoziuje vazbu korepresorti. Regulacni
smycka pomoci Dec funguje na bazi inhibice transaktivace dimerem CLOCK-BMALI genu

Per (Honma et al., 2002).



2.2.5 DbZip transkripéni faktory

Jak jiz bylo vySe v kapitole 2.1.1. zminéno, Dbp je jednim =z hodinami
kontrolovanych gent, ktery koduje transkripéni faktor DBP. Na E-box v promotoru genu se
vaze dimer CLOCK-BMALI a ptsobi jako aktivator transkripce, zaroven je schopny se na
promotor véazat i CRY1, ktery vazbou zpozd'uje aktivaci transkripce zprostiedkovanou
CLOCK-BMALI (Stratmann et al., 2010). DBP svou vazbou na D-box aktivuje transkripci
Cry a zaroven je schopny koaktivovat transkripci Perl, ale to jen v moment¢, kdy je jeho
produkce pozitivné ovliviiovana dimerem CLOCK-BMALI1. Suprese CLOCK-BMALI
bé¢hem odpoledne vede k poklesu DBP, tudiz i k poklesu regulace transkripce Per
(Yamaguchi et al., 2000). Jedna se o molekulu rodiny PAR bZip transkrip¢nich faktort, pro
které je typickd C-terminélni basic DNA vazebna doména, dimeriza¢ni doména leucinového
zipu a N-termindlni doména bohatd na prolin a kyselé¢ aminokyseliny (PAR) (Mueller et al.,
1990). K této rodin€ patii i transkripéni faktory HIf (Hunger et al., 1992) a Tef (Drolet et al.,
1991), které jsou stejné jako Dbp pozitivné ovliviiovany dimerem CLOCK-BMALI. E4bp4
(znamy také jako Nfil3), ktery je podobny Dbp, ale neobsahuje PAR doménu, funguje
opacné — jako inhibitor transkripce. E4BP4 se vaZe na stejné vazebné misto promotoru Per/

jako DBP. Produkce E4B4 a DBP osciluje v opacné fazi (Mitsui et al., 2001).

3 Postranskri¢pni modifikace

microRNAs (miRNAs) jsou nekodujici tseky RNA, které se na zakladé
komplementarity bazi vazi na 3’'UTR oblast mRNA a inhibuji tak translaci daného genu.
Vazbou miRNA na mRNA se vytvari RISC komplex, RNA je rozstépena a degradovéna.
Usuzuje se, Ze vazba miRNA je dilezitym regulacnim krokem, ktery vysvétluje zpozdéni
translace Per oproti jeho transkripci. Pfi ztrat€ této regulace dochazi ke zkracovani periody
hodin, z divodu akumulace Per v cytoplazmé. Konkrétné se jednd o miR-24, miR-29a a

miR-30a (Chen et al., 2013).

Dalsi diileZitou postranskripéni modifikaci je metylace RNA, konkrétné ®adenosinu.
Metylacni mista nachazime na mRNA genii Perl, 2 a 3, Dpb, Nridl (Rev-erb) a Nrid2 (Ror)
a to blizko 3" konce. Ztrata metylacni funkce vede v perifernich oscilatorech k prodlouzeni

periody hodin (Fustin et al., 2013).
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4 Postranslac¢ni modifikace

Nejvyznamnéj§imi postranslacnimi modifikacemi jsou fosforylace, acetylace,
sumoylace a ubiquitinace. Tyto modifikace slouzi hlavé jako regula¢ni mechanismus chodu

hodin. Ovliviuji periodu a fazi hodin a podileji se na resetovani hodin.

4.1.1 Fosforylace

CLOCK 1 BMALI jsou rytmicky, ¢i v reakci na podnét, fosforylovany. Fosforylace vede ke
zmén¢ stability, lokalizace i funkce. Fosforylace Ser17 a Thr21 BMAL1 GSK3-§ kinazou
slouzi jako destabiliza¢ni signal a signal pro ubiquitinaci (Sahar et al., 2010). Ubiquitinace
BMALI1 je zprosttedkovana UBE3A ubiquitin ligdzou. Ztrata funkce UBE3A vede
k prodlouzeni periody cirkadiannich rytmii (Gossan et al., 2014). Obdobné¢ funguje 1
fosforylace Ser38, Serd2 a Ser427 ptes CIPC protein, ktery svou vazbou na CIPC-vazebnou
doménu CLOCK umozni vazbu kindz, obdobné jako PER u Drosophila melanogaster.
Fosforylovany CLOCK je urceny k degradaci (Yoshitane et al., 2009). Fosforylace Ser90
BMALI kindzou CKla a fosforylace CLOCK protein kinazou C (PKC) slouzi jako
lokalizaéni signdl do jadra. Tato fosforylace se podili na resetovani hodin (Shim et al., 2007;
Tamaru et al., 2009). MAPK kinaza fosforyluje Thr534 BMALI, coZ vede k inhibici
transaktivacni funkce dimeru CLOCK-BMALL. Fosforylace zplisobuje konformacéni zménu
na C-termindlni aktivatni doméné (Sanada et al., 2002). Fosforylace BMALI
prostfednictvim CKle vede ke zvySeni transaktivacni funkce. Vazba je zde piimad, oproti
PER a CRY, které tato kinaza také fosforyluje, zde nevzniké ternadrni komplex (Eide et al.,
2002).

vvvvvv

umoznuje vstup PER do jadra anebo jeho degradaci. Tzv. tau mutace (Ralph and Menaker,
1988) u syrského kiecka, ktera zkracuje periodu u heterozygota na 22 hodin a u homozygota
na 20 hodin, vedla k objevu regulaéni funkce CK1le. Gen kddujici tuto kindzu se nachazi na
lokusu tau (Lowrey, 2000) a zaména Cys za Thr vede k ,gain of function® mutaci
a hyperfosforylaci PER (Meng et al., 2008). Hyperfosforylovany PER je rychle degradovan
uz na pocatku subjektivni noci, coz vede ke zkraceni periody hodin. Pouze fosforylovany
PER v komplexu s CRY je schopny vstupovat do jadra. Na této fosforylaci se prave podili
CKle, ktera je zaroven schopna v komplexu CK1e-PER-CRY fosforylovat CRY (Eide et
al., 2002). Na fosforylaci se vyjma CK1e podili i homologni CK16 (Camacho et al., 2001).
Vanselow et al. (2006) detekoval celkem 21 mist, kterd jsou u PER fosforylovana. Osud
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proteinu zavisi na tom, které misto bude fosforylovano. Konkrétné fosforylace Ser659 CKlg
vede k jaderné lokalizaci tohoto proteinu (Vanselow et al., 2006). Fosforylaci Thr121,
Ser122 a Ser126 CK1 proteinu PER, ktery neni svazan s CRY, je umoznéna vazba 3-TRCP1
a 2, které se vazou na motiv TSGCSS a jsou rozpoznavany SCF E3 ubiquitin ligazou.
Ubiquitinova znacka je pak rozeznavéana proteozomalnim apardtem a PER je degradovan
(Shirogane et al., 2005). Obdobnym zptisobem je degradovan CRY. SCF E3 ubiquitin ligaza
rozeznava FBXL3 a FBXL21, které jsou stejn¢ jako B-TRCPI a 2 ¢leny rodiny F-box
vazebnych proteinl s repeticemi bohatymi na leucin (Winston et al., 1999). Pravé tyto
repetice umoznuji vazbu se substratem. FBXL21, analog FBXL3, funguje jako caste¢ny
agonista, ktery svou vazbou znemoziuje rychlou degradaci, kterou zpisobuje FBXL3.
FBXL3 nachazime zasadné v jadfe, kdezto FBXL21 i v cytoplazmé (Yoo et al., 2013).
Stejné jako PER je 1 CRY pfi procesu degradace fosforylovan. Fosforylace AMPK kinazou
na Ser71 a Ser280 zvysuje schopnost vazby FBXL3, a naopak snizuje vazbu s PER (Lamia
et al., 2009). FBXL se vaze do FAD vazebné kapsy, mutace CRY2 A260T (zdména alaninu
260 za threonin) vede k vyS$$i pfistupnosti tohoto vazebného mista, a tudiz k rychlejsi
degradaci CRY. Tato mutace je spojovana se syndrome FASPS (Hirano et al., 2016). U
jedincti s FASP syndromem pozorujeme navic zaménu Ser662 (Toh, 2001) nebo Ser659
(Vanselow et al., 2006) za Gly ve vazebném misté pro CK1g u PER a missense mutaci CK 19,
kdy dochézi k zaméné Thr44 za Ala, coz vede ke snizené enzymatické aktivité kinazy,

hypofosforylaci PER a zkraceni periody (Xu et al., 2005).

Fosforylace nuklearniho receptoru REV-ERBa GSK3-B kinazou vede ke stabilité
tohoto receptoru (Yin, 2006).

4.1.2  Acetylace a deacetylace

CLOCK je schopny acetylovat svého vazebného partnera BMALI. Jedna se o
acetylaci Lys537, pro kterou je nutna tvorba dimeru CLOCK-BMALI. Je to esencialni
modifikace, kterd umoziuje vazbu s CRY vedouci k inhibici transaktivaéni funkce dimeru

(Hirayama et al., 2007).

O-GlcNAc transferdza (OGT) acetyluje Ser662 a Ser671 PER2, které jsou zaroven
cilem fosforylace. M4 se za to, ze zde acetylace funguje jako antagonista fosforylace.
Inhibice acetylace vede ke zkraceni periody, a naopak inhibice deacetylace k prodlouzeni
(Kaasik et al., 2013). OGT acetyluje i BMALI1 a CLOCK, coz vede k inhibici ubiquitinace.
Transaktivacni schopnost je tedy acetylaci OGT posilena (Li et al., 2013).
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SIRT1 NAD" dependentni deacetyldza je schopna vazby na komplex CLOCK-
BMAL1-PER a deacetylovat PER (Asher et al., 2008). Acetylace u PER probiha na stejnych
lysinovych motivech jako ubiquitinace, acetylaci je znemoznéna vazba ubiquitinu a
degradace PER. Pti mutaci SIRT1 dochazi k inhibici lysinovych mist pro ubiquitinaci
acetylaci, coz vede k nadmérmné akumulaci PER (Asher et al., 2008). SIRT1 hraje roli také
v deacetylaci Lys537 BMALI, ktery je acetylovan CLOCK. Navic dokaze s dimerem
CLOCK-BMALI vytvaret chromatin modifikujici komplex (Nakahata et al., 2008).
Samotny SIRTI1 totiz neni schopny vazby na DNA. Ovliviiuje takto napi. Dbp. SIRT1
deacetylaza deacetyluje MML1 metyltransferazu, kterd asociuje s komplexem
transkripénich aktivatori a CLOCK-BMALI, coz vede ke snizeni enzymatické aktivity
(Aguilar-Arnal et al., 2015).

4.1.3 Dalsi postranslacni modifikace

BMALI je SUMO2/3 polysumoylovan, coz je signal pro ubiquitinaci. Sumoylace
probihd na Lys259 a umoziuje akumulaci BMALI v jadfe. Ackoliv vede sumoylace
k ubiquitinaci a ta k degradaci, sumoylovany BMALI v dimeru s CLOCK vykazuje

posilenou transaktiva¢ni funkci (Lee et al., 2008).

NAD" dependentni PARP-1 ADP ribosyltransferaza zprosttedkovava poly(ADP-
ribosyl)aci CLOCK. Tato modifikace se podili na sefizovani (entrainment) perifernich
oscilatord a je zavisla na pii{jmu potravy. Aktivita PARP-1 je v dob& pfijmu potravy
utlumena. Deficit v poly(ADP-ribosyl)aci vede ke zvySeni DNA-vazebné funkce dimeru
CLOCK-BMALI, coz vede k vétsi transkripéni aktivaci inhibitord tohoto dimeru (Asher et
al., 2010).

DDBI1-CUL4 ubiquitin ligaza v komplexu s CLOCK-BMAL1 modifikuje E-box
promotoru genu Per. Po nasednuti komplexu CLOCK-BMALL s ubiquitin ligdzou dochazi
k mono-ubiquitinaci histonu H2B, coZ vede k modifikaci chromatinu, kterd zamezuje vazbé
dalsich specifickych efektorovych proteini, které by ddle mohli chromatin modifikovat a
ovliviiovat transkripci Per. Usuzuje se, ze PER, ktery funguje jako inhibitor vlastni
transkripce, rozeznava jak dimer CLOCK-BMALI, tak i mono-ubiquitinovany H2B

v oblasti vlastniho promotoru (Tamayo et al., 2015).

13



ARF-BP1 a PAM E3 ubiquitin ligdzy se podileji na degradaci REV-ERBa. Pfitomnost obou
ligdz je nutnd v definovaném poméru pro ubiquitinaci tohoto nukledrniho receptoru.
Nepftitomnost téchto ligaz vede ke snizeni hladiny exprese Bmall, coz negativné ovlivituje

Cryl a Per2 (Yin et al., 2010).

5 Neuropsychiatrické choroby

Mezinarodni asociace neuropsychiatrickych chorob definuje tyto choroby jako
kognitivni onemocnéni (demence a predementni syndromy), nedementni kognitivni
onemocnéni, zachvatova onemocnéni, poruchy pohybu, traumatickd poranéni mozku,
sekundédrni psychiatrickd onemocnéni (psychozy, deprese, manie a uzkosti) a poruchy

pozornosti a spanku (shrnuto v Miyoshi and Morimura, 2010).

Neuropsychiatrickd onemocnéni muzeme v souvislosti s cirkadiannimi rytmy
rozdglit na ty, které jsou ¢i nejsou spojené s poruchou spanku. Spanek je jednim z hlavnich
procest, ktery je hodinovym mechanismem fizen. Na cyklu spanku a bdéni nemaji vliv

pouze hodiny, ale pfedev§im homeostaticka regulace (shrnuto v Huang et al., 2011).

U zdravych jedinci bez neuropsychiatrického onemocnéni pozorujeme tzv.
chronotypy. Chronotypem rozumime nastaveni faze cirkadidnnich rytmt béhem 24 hodin,
vedouci k preferenci v naasovani riznych ¢innosti, napt. doby uléhani ke spanku na urcitou
denni dobu (Roenneberg et al., 2003). Tyto projevy se u jednotlivcti lisi. Extrémni
chronotypy oznacujeme jako Casny chronotyp (ranni ptace), jehoz subjektivni noc zacina
brzy z vecera a kon¢i brzy rano, a pozdni chronotypy (no¢ni sova), jehoz subjektivni noc
zacina pozd¢ji vecer a spanek trva do pozdnich rannich ¢i odpolednich hodin (shrnuto v
Vitale et al., 2015). U jedincti s neuropsychiatrickymi poruchami pozorujeme Ccasté
abnormality v zacatku a konci subjektivni noci. U depresi (Roane and Taylor, 2008) a
uzkosti (Neckelmann et al., 2007) byl naruSeny spanek dokonce oznacen jako rizikovy faktor
vzniku téchto onemocnéni. Spanek ma také uzkou spojitost s dalsimi chorobami, napf.
s metabolickymi syndromy (Maury et al., 2010), obezitou (Froy, 2010), diabetem (Nagorny
and Lyssenko, 2012) nebo rakovinou (Savvidis and Koutsilieris, 2012) (shrnuto v Liu and
Chung, 2015).
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Definovat molekularni podstatu nékterych neuropsychiatrickych onemocnéni je
velmi obtizné. Propojeni téchto chorob s cirkadiannim systém neni vyjimkou. Souvislost
cirkadianniho systému s neuropsychiatrickymi poruchami byla prokazana u nékterych
mutaci v hodinovych genech, které se fenotypicky projevuji napiiklad uzkostmi, nebo stavy
manie (Roybal et al., 2007; Spencer et al., 2013). Ptikladem jsou mutace v genech centralni
smycky Perl a Per2, které se projevuji chovanim pfipominajicim tzkosti. Mutace pouze
v jednom z téchto genti toto chovani nevykazuje, coz naznacuje, ze mezi nimi dochazi k jisté
kompenzaci funkce. Jedna se hlavné o geny Perl a Per2 exprimované v oblasti nucleus
accumbens (Spencer et al., 2013). Oproti tomu mutace Clock jsou spojeny spise s bipolarni
poruchou. Jedinci s touto mutaci jsou hyperaktivni, objevuji se u nich stavy manie stiidajici

se s depresemi a jsou senzitivnéjsi k vlivu psychostimulantt (Roybal et al., 2007).

Jak bylo zminéno vyse (kapitola 2.2), nékteré hodinové geny pisobi jako transkripéni
faktory a ovliviiyji jiné geny mimo hodinovy mechanismus. Piikladem je Rev-erba, ktery
koéduje nuklearni receptor ovliviiujici produkci dopaminu, dilezité molekuly hrajici roli u
bipolarnich poruch. Delece v Rev-erbo ve ventrdlni Casti stfedniho mozku vedouci
k inaktivaci tohoto nuklearniho receptoru, zptsobila, ze tyrosin hydroxylaza, enzym, ktery
se podili na tvorbé dopaminu, neni inhibovan a produkce dopaminu je vys$si nez u jedinct
bez této mutace (Chung et al., 2014). Jedinci s touto mutaci jsou emocionalné nestabilni,
agresivni, hyperaktivni, projevuje se u nich rizikové chovani (tzv. ,higher risk-taking*
behaviour), coz oznacujeme jako projevy manie. REV-ERBa kompetuje o vazebné misto
s NURRI, coZ je dal$i nuklearni receptor, ktery produkci tyrosin hydroxyldzy naopak
aktivuje (shrnuto v Chung et al., 2014).

Predmétem zajmu se stavd 1 studium vlivu 1é¢iv, které se klécbe
neuropsychiatrickych onemocnéni pouZivaji, na cirkadidnni systém. Napiiklad
antidepresivum ketamin pasobi na dimer CLOCK-BMALI a inhibuje jeho transaktivaéni
funkci (Bellet et al., 2011) a to v zavislosti na pfitomnosti kindzy GSK3-f (Bellet et al.,
2011). Ukéazalo se vsak, ze tato jeho inhibicni schopnost je z&visla na davce. Bylo ji mozno

vyvolat jen s vyuzitim vysSich davek, nez se pouzivaji pii léCbe pacientt (Bellet et al., 2011).

V této praci bude dale pozornost vénovana nékolika vybranym ptikladim prokazané

souvislosti mezi cirkadiannim systémem s nékterymi typy onemocnéni autistického spektra.
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5.1 Onemocnéni autistického spektra (ASD)

Onemocnéni autistického spektra je charakterizovano poruchou komunikace,
opakujicim se stereotypnim chovanim a neobvyklymi reakcemi na smyslové podnéty. Toto
pro ASD typické chovani je nezdvislé na etniku, kultufe a socio-ekonomickém zarazeni. U
jedinct s timto onemocnénim se Casto toto chovani liSi nejen zavaznosti, ale mnohdy je
doprovazeno i dalim onemocnénim napt. ADHD. Casto se v literatufe uvadi, ze soubor
onemocnéni autistického spektra tvoii autismus, pervazivni vyvojové poruchy dale

nespecifikované a Aspergertiv syndrom (shrnuto v Lord et al., 2018).

Onemocnéni autistického spektra 1ze rozlisit na syndromatické a ne-syndromatické
(Benvenuto et al., 2009; Lintas and Persico, 2008). U ne-syndromatické formy se uvadi
autismus jako primdrni diagnoéza. Je zpusoben casto nezndmym genetickym,
enviromentalnim, ¢i multifaktoridlnim vlivem. Mnohdy je tato forma spojovana s geny,
které se podileji na vzniku ne-syndromatickych intelektualnich vad a epilepsii. Oproti tomu
syndromatickd forma je definovdna dobie geneticky definovatelnym syndromem, ktery
doprovazi pro autismus typické chovani. Jednad se o napf. o tuberdzni sklerézu, Rettiv
syndrom, syndrom fragilniho X chromozomu, a podobné. Oproti ne-syndromatické forme
pozorujeme rozdil ve vyskytu v populaci mezi pohlavimi (shrnuto v Ivanov et al., 2015).
Genetickou podstatu a projev autistického chovani u vybranych syndromu ukazuje tabulka

1.
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gen(y)/oblasti chromozomii

syndrom autistické chovani
spojeny s timto syndromem
) slaby o¢ni kontakt, socialni
syndrom fragilniho X
FMRI1 uzkost, stereotypni chovani,
chromozomu ‘
vada feci
tuberdzni skleroza TSC1, TSC2 problémy s ucenim a chovanim
stereotypni chovani, vada feci,
problémy se socidlnimi
Rettlv syndrom MECP2

interakcemi, ztrata o¢niho

kontaktu

Prader-Williho syndrom

Delece paternélni alely 15q11-
ql3

opakujici se chovani, problémy

s interakcemi se spolecnosti

Angelmantv syndrom

Delece/mutace maternalni

UBE3A

problémy s feci, stereotypni

chovani

Smith-Magenis syndrom

Delece 17p11.2

stereotypni chovani, ¢asto

sebeposkozovani

Tabulka 1: Vybrané syndromy spojované s onemocnénim autistického spektra, jejich

genetickd podstata a znaky autistického chovani (ptevzato z prace Ivanov et al., 2015).

5.2 Vztah cirkadianniho systému s ASD

Nejlépe pozorovatelnou souvislosti cirkadidnniho systému s ASD je porucha spanku.

Studie ukazuji, ze 40-80 % d¢cti s ASD (Richdale, 1999) trpi jistou mirou poruchy spanku,

oproti tomu pouze 25-40 % déti bez ASD ma obdobné problémy (Mindell and Meltzer,

2008). Cast&ji témito poruchami trpi déti s tzv. ,,low functioning® autismem, ten je definovan

niz§im intelektudlnim koeficientem, nez je primér populace. Tyto problémy pak prohlubuji

samotné symptomy ASD — Castéji se u téchto jedinct vyskytuji zachvaty vzteku a obecné je

jejich chovani agresivnéjsi. U ASD jedincii nachazime primarni spankové poruchy, které

jsou definovany mezindrodni klasifikaci spankovych chorob jako insomnie, parasomnie a

poruchy cirkadiannich rytmi urcujicich spanek a bdélost (shrnuto v Cohen et al., 2014).
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5.2.1 SHANKS3 ovliviuje transkripci hodinovych genti

SHANKZ3 se spole¢né s neuroliginy podili na tvorb¢ synaptické sité, funguje jako tzv.
,scaffold protein pii vazbé neuronti. Studie ukazuji, Ze delece v genech Nign3 a Nign4
kodujicich neuroliginy jsou Casto spojeny s autismem a Aspergerovym syndromem (Jamain
et al., 2003), ktery oznac¢ujeme jako leh¢i formu autistického onemocnéni. Jedinci s timto
syndromem maji obvykle oproti jinym typim autistického onemocnéni vétsi kognitivni

schopnosti (Durand et al., 2007).

Mutace chromozomu 22q13.3, na kterém se nachazi i gen kodujici SHANK3 vedou
k poruse fe¢i a problémy s komunikaci obecné. Tato mutace je spojovana s autistickym
onemocnénim (Soorya et al., 2013) a s Phelan-McDemid syndromem (PMS) (Phelan and
McDermid, 2012).

Studie ukazuji, ze 1 z 59 déti v USA (“Prevalence of Autism Spectrum Disorder
Among Children Aged 8 Years — Autism and Developmental Disabilities Monitoring
Network, 11 Sites, United States, 2014,” n.d.) je diagnostikovano s onemocnénim
autistického spektra a celkem 40-80 % takto diagnostikovanych jedinct trpi jistou poruchou
spanku. Toto zjisténi nasvédcuje spojitosti mezi cirkadiannim systémem a ASD. Ve vétSing
ptipadech se jedné hlavné€ o problémy s usnutim a opakovanym probouzenim béhem spanku.
Delece 22ql13.3 spojend pravé s autismem a PMS se kromé intelektudlni nestability,
problémy s komunikaci a motorikou, projevuje problémy s usindnim a udrzim spankové faze
Jiz od 5 roka zivota. Tyto problémy se mohou béhem Zivota zlepSovat, ale Casto se vyskytne
néjakd forma parasomnie, napiiklad namésicnost. Takovéto problémy Casto komplikuji

symptomy zpusobené samotnym ASD (Bro et al., 2017).

Delece exonu 21 Shank3 (Ingiosi et al., 2019) zplisobuje snizeni hladiny exprese
hodinovych gentl, konkrétné Per3, Hlf, Tef, Rev-erba a Dec?2, avsak na hladinu cirkadidnnich
rytmu fizenych SCN vliv nema. Usuzuje se tedy, Ze vliv je spiSe na trovni perifernich hodin

(Ingiosi et al., 2019).

Jsou zvazovany dva mechanismy, jakymi tato mutace ovliviiuje hladinu exprese
hodinovych gent. Prvni pifedpokladé vliv na Wnt signélni kaskéadu, kterd ovlivituje GSK3-
B, tj. enzym, ktery, jak bylo zminéno v kapitole 3.1.1., hraje dileZitou regulacni roli v expresi
hodinovych genti. SHANK3 ovliviiuje receptor Frizzled-2 (Harris et al., 2016) a jadernou
lokalizaci ligandu beta-catenin (Qin et al., 2018). AvSak ovlivnéni funkce GSK3-3 moduluje

v

periodu, coz u jedincii s mutaci Shank3 nebylo pozorovano. Pravdépodobné;si je proto druha
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moznost. SHANK3 je schopny vstupovat do jadra, interagovat s jadernymi
ribonukleoproteiny a komponenty komplexu RNA poly II a tim ovliviiovat transkripci.
Mutace tedy nejspiSe vede k deficitu na urovni této regulacni funkce, ktera nejspise

ovliviuje transkripci hodinovych genii (Ingiosi et al., 2019).

5.2.2 UBE3A mutace zplisobuje Angelmantiv syndrom

U jedinc s Angelmanovym syndromem je Castd kratka délka spanku a znacné
zpozdéni v dobé néstupu ospalosti. Obecné je Angelmantiv syndrom (Laan et al., 1999)
charakterizovan mentalnimi problémy, problémy s motorikou, epileptickymi zachvaty a
vyvojovym opozdénim. Angelmaniiv syndrom je zptisoben deleci 15q11-q13 matetského
chromozomu, pti¢emz otcovsky chromozom je umlcen (imprinting) (Pembrey et al., 1989).
Na tomto chromozomu se nachazi i gen pro UBE3A ubiquitin ligazu, kterd hraje roli pfi

degradaci BMALI (Sutcliffe et al., 1997).

Jak jiz bylo vySe zminéno (kapitola 3.1.1), UBE3A ligdza hraje roli v degradaci
BMALI1. Avsak i BMALI je schopny ovliviiovat UBE3A. Ube3a méa v oblasti promotoru
E-box, na ktery se vdize BMALI, a takto ovliviluje expresi tohoto genu. Nicméné exprese
genu nevykazuje obdobnou oscilaci jako u hodinovych geni, kter¢ BMALI1 také ovliviiuje
(Shi et al., 2015). Mutaci v genu pro UBE3A dochazi k prodlouzeni periody vlivem
neschopnosti vazat ubiquitin na BMALI a tim ho oznacit k degradaci (Gossan et al., 2014).
Delsi perioda se projevuje ve zpozdéni fdze hodin, coZ ¢asto vede ke vzniku syndromu
opozdéni faze spanku — delayed sleep phase syndrome (DSPS), ktery se projevuje pozdéjsim
usinanim a vstavani. Pozd¢jsi nastup spanku pozorujeme i u pacientl s Angelmanovym

syndromem (Shi et al., 2015).

5.2.3 Cloud IncRNA 116HG piisobi jako transkrip¢éni faktor na hodinové geny u Prader-

Williho syndromu

Jedinci s Prader-Williho syndromem (PWS) jsou obézni, projevuje se u nich
intelektualni nestabilita, abnormality ve spanku (konkrétné pozdéjsi usinani, krat$i doba
spanku a denni ospalost) a nékteti jedinci mohou trpét psych6zami a chovanim autistického
spektra. Jeho pfi¢inou je ztrata nekodujici RNA paterndlniho chromozomu 15q11-q13,
konkrétn¢ se jednd o deleci. Maternalni chromozom je umlceny (Ledbetter et al., 1981).
Lokus PWS genu se nachazi v klastru nekddujicich RNA oblasti HBII-85/SNORDI116.
SNORD116 region koduje C/D box malé jaderné RNA (snoRNAs) a dlouhy nekddujici usek
genu //6HG, ktery je sestfihovan (IncRNA 7//6HG). 116HG cloud je schopny vazby na
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RBBPS5 podjednotku MLL1 komplexu, ktery metylaci Lys4 histonu H3 aktivuje transkripci.
Ukézalo se, ze jednim z genil, které je 116HG takto schopny ovliviiovat je mTor. Hladina
mTOR proteinu byla vyssi v mySich s deletovanou oblasti //6HG. Vazba 116HG na RBBP5
totiz znemoziuje vazbu aktivaéniho komplexu na promotor (Powell et al., 2013). mTOR se
podili na regulaci metabolismu a je exprimovan v mozkové kiife v cirkadiannim rytmu. Tato
spojitost vedla k objevu vazby mezi 116HG a cirkadiannimi geny. V mysich s deletovanym
116HG byla hladina exprese Cryl, Clock a Per2 vyssi béhem svételné faze dne (Powell et
al., 2013).
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6 Zavér

Jak tato prace ukazuje, molekularni mechanismus fizeni cirkadidnnich rytmu je
komplexni siti propojujici regulacni mechanismy hodinovych genti a jejich
postranskripCnich a postranslacnich modifikaci. Ackoliv se tato prace zabyvala témito
mechanismy podrobnéji, nemohla obsdhnout vSechny spojitosti téchto mechanismi v celé
jejich komplexnosti. Zakladem hodinového mechanismu jsou proteiny gent Clock a Bmall
tvofici pozitivni cast hlavni zpétnovazebné transkripéné-translacni smycky. Aktivuji
transkripci gent Per a Cry, které jsou soucasti negativni casti této smycky a hodinami
kontrolovanych gent. Proteiny PER a CRY plisobenim na dimer CLOCK-BMAL1 inhibuji
jeho transaktiva¢ni funkeci, a tak i svoji transkripci. Obdobnou funkei jako Clock ma i jeho
homolog Npas2. Geny mimo hlavni smycku — Chrono, Tim, Rev-erb, Ror, Decl, Dec2, Nfil3
a Dbp se podileji na jeji regulaci. Chrono inhibuje transaktivaéni funkci dimeru CLOCK-
BMALI1. Tim destabilizuje svou vazbou dimer PER-CRY. Jaderné receptory REV-ERB a
ROR se podileji na regulaci Bmall. Kromé toho se podileji i na regulaci Cryl a Npas2. Decl
a Dec?2 funguji jako regulatory transkripce Perl. Dbp rodiny PAR bZip transkripcnich
faktorii ko-aktivuje transkripci Per, oproti tomu v opacné fazi exprimovany Nfi/3 funguje
jako inhibitor transkripce. Dal$i urovni regulace jsou postranskricpni modifikace. Zde hraji
roli miRNAs, které opozd’uji translaci Per mRNA a methylace RNA. Fosforylace, acetylace,
sumoylace, ubiquitinace a dalsi postransla¢ni modifikace hodinovych gent se podili na
jejich jaderné lokalizaci, degradaci a funkci. Fofosrylace PER a CRY je dulezita jak pro
jejich jadernou lokalizaci, tak degradaci. Acetylace dimeru CLOCK-BMALI podporuje

transaktivaéni funkci.

U jedinct s onemocnénim autistického spektra se v 40-80 % vyskytuji problémy se
spankem. Mutace v Shank3 a ztrata nekodujici RNA, hrajici roli pti vzniku ASD a syndromi
s ASD spjatych, ovlivituji expresi hodinovych gent, oproti tomu mutace jedné z komponent
hodinového systému, UBE3A ligdzy, zplisobuje Angelmantiv syndrom. ASD je téZko
geneticky definovatelné multigenetické onemocnéni u kterého by dalsi studie souvislosti

s cirkadiannim systémem mohli vést k blizSimu porozuméni genetické podstaty.
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