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Abstrakt 

 Cirkadiánní rytmy, které probíhají s periodou 24 hodin, jsou u savců řízeny hlavními 

hodinami uloženými v oblasti suprachiasmatických jader (SCN) a periferními oscilátory. 

Základním molekulárním mechanismem řízení cirkadiánních rytmů je zpětnovazebná 

transkripčně-translační smyčka hodinových genů Clock, Bmal1, Per a Cry. Dimer proteinů 

CLOCK-BMAL1 funguje jako aktivátor transkripce genů Per a Cry, které zpětně inhibují tento 

dimer, a tudíž i vlastní transkripci. Tato hlavní smyčka ovlivňuje další geny, které se podílejí 

na její vlastní regulaci. Funkce, jaderná lokalizace a stabilita hodinových genů je ovlivněna 

řadou postranskripčních a postranslačních modifikací. Jedním z procesů, které tato smyčka 

ovlivňuje, je spánek. Poruchy spánku jsou úzce spojeny s neuropsychiatrickými poruchami 

včetně onemocnění autistického spektra a s ním spojených syndromů, což nasvědčuje na 

souvislosti mezi poruchou regulace hodinových genů a těmito poruchami.  

 Klíčová slova: cirkadiánní hodiny, suprachiasmatická jádra, hodinové geny, 

transkripčně-translační zpětnovazebná smyčka, 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, Bmal1, Per and Cry. The 

CLOCK-BMAL1 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 Úvod 

 Hlavním molekulárním mechanismem řízení cirkadiánních rytmů je zpětnovazebná 

transkripčně-translační smyčka hodinových genů. Proteiny genů Clock (Gekakis, 1998) a 

Bmal1 se spojují v heterodimer, který po nasednutí na E-box v promotoru genů (Hogenesch 

et al., 1998) funguje jako aktivační transkripční faktor. V rámci hodinového mechanismu 

aktivuje transkripci genů tvořící negativní část hlavní smyčky Per a Cry. Kromě toho 

aktivuje transkripci i dalších genů s E-box v promotorech, tzv. hodinami kontrolovaných 

genů. PER a CRY proteiny vytvářejí komplex (Shearman, 2000), který je schopný inhibovat 

transaktivační funkci dimeru CLOCK-BMAL1 a inhibují tak vlastní transkripci. Součástí 

složitého mechanismu hodin jsou i geny Chrono, Tim, Rev-erb, Ror, Dec1, Dec2, Nfil3 a 

transkripční faktory rodiny PAR bZip, které se podílejí na regulaci hlavní smyčky (Engelen 

et al., 2013; Goriki et al., 2014; Guillaumond et al., 2005; Honma et al., 2002; Mitsui et al., 

2001; Yamaguchi et al., 2000). Důležitou roli zde hrají i postranskripční a postranslační 

modifikace hodinových genů. Fosforylace, acetylace, sumoylace a ubiquitinace jsou jedny 

z nejvýznamnějších postranslačních modifikacích, které se podílejí na určování stability 

proteinů, jaderné lokalizaci a funkci.  

 Poruchy spánku často doprovázejí mnoho neuropsychiatrických poruch včetně 

onemocnění autistického spektra a syndromů s ním spojených, což vede k hledání 

souvislostí mezi hodinovými geny a geny, které tato onemocnění způsobují. Mutace 

v Shank3, způsobující Phelan-McDemid syndrom, ovlivňuje hladinu exprese hodinových 

genů, což vede k problémům s usínáním a udržením spánku (Ingiosi et al., 2019). UBE3A 

ligáza hraje roli v regulaci hodinových genů a její mutace jsou spojovány s Angelmanovým 

syndromem (Shi et al., 2015). Ztráta nekódující RNA způsobující Prader-Williho syndrom 

ovlivňuje hladinu exprese hodinových genů (Powell et al., 2013).  

 Cílem práce je představit složitý a komplexní molekulární mechanismus řízení 

cirkadiánních rytmů a poukázat na souvislosti neuropsychiatrických chorob, konkrétně 

onemocnění autistického spektra, s hodinovými geny.  
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2 Cirkadiánní hodiny savců 

 Cirkadiánními rytmy rozumíme rytmy, které v těle organismů probíhají s periodou 

přibližně 24 hodin, např. spánek a uvolňování hormonů. Hlavním centrem těchto rytmů u 

savců jsou suprachiasmatická jádra hypotalamu (SCN) (Moore and Eichler, 1972; Stephan 

and Zucker, 1972). Zde dochází vlivem působení hodinových genů ke vzniku a regulaci 

těchto periodických signálů.  

 Periodický signál není generován jen hlavními hodinami v SCN, ale i periferními 

oscilátory (Balsalobre et al., 1998), které se nacházejí v různých orgánech např. v ledvinách 

a játrech. Tyto periferní oscilátory jsou schopny generovat signál autonomně, jsou však 

podřízeny synchronizaci ze SCN (Yamazaki, 2000; Yoo et al., 2004). Vyjma toho mohou 

mít i vlastní regulační dráhy, které je seřizují – např. příjem potravy, teplota, atd. (Balsalobre, 

2000; Buhr et al., 2010; Damiola et al., 2000; shrnuto v Dibner et al., 2010). 

Transplantačními pokusy bylo potvrzeno, že právě SCN jsou u savců centrem řízení těchto 

rytmů (Ralph et al., 1990). Chirurgickým odstraněním jader dochází ke ztrátě rytmicity, 

naopak po transplantaci funkčních jader dárce dochází u arytmického příjemce k obnově 

rytmu, a to s periodou, která odpovídala periodě dárce transplantátu. Autonomní podstata 

rytmicity SCN byla prokázána pokusy s Halaszovým nožem, kterým byl vyizolován malý 

ostrůvek hypotalamu obsahující SCN. Tento ostrov byl oddělen od zbývající částí mozku, a 

i přes to vykazoval rytmické signály (Inouye and Kawamura, 1979). 

 I když pacemaker funguje jako autonomní jednotka, pro potřeby fungování 

organismu v proměnném prostředí je třeba synchronizace s vnějšími vlivy, např. s cyklem 

světla a tmy, nebo dobou dostupnosti potravy. Takový proces označujeme anglickým 

termínem entrainment. Nejvýznamnějším synchronizačním vlivem hlavního pacemakeru je 

světelný signál. Tato synchronizace je zprostředkována působením světla na sítnici oka, kde 

působí na systém tyčinek a čípků a fotoreceptivní retinální gangliové buňky (ipRGCs), které 

obsahují fotosenzitivní pigment melanopsin (Berson, 2002; Hattar et al., 2002). Jejich axony 

se spojují v optický nerv a informaci, kterou tyto buňky přijmou, posílají 

retinohypotalamických traktem do SCN (shrnuto v Lowrey and Takahashi, 2011). 

Signalizace zde probíhá prostřednictvím působení neurotransmiterů PACAP, které stimulují 

produkci cAMP přes PACAP-R1 receptor a glutamát a jeho receptory spojené s Ca2+ / 

calmodulin signální dráhou (von Gall et al., 1998). Tato signalizace vede k aktivaci 

serin/threoninových kináz (konkrétně PKA – protein kinázy A), které jsou schopné 
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fosforylovat CREB protein na Ser133. Mutace (např. bodová výměna serinu za adenin) 

v tomto místě mohou vést k opoždění fáze hodin (Gonzalez and Montminy, 1989). CREB 

patří do rodiny leucinových zipů, který se po fosforylaci váže na palindromatickou oblast 5´ 

TGACGTCA 3´ CRE elementu (Deutsch et al., 1988). Tuto oblast nacházíme v promotoru 

genů Per1 a Per2. CRE dependentní transkripce probíhá během subjektivní noci, kdy světlo 

hodiny v SCN seřizuje (shrnuto v Habener, 1990). 

 U savců hraje v řízení cyklu spánku a bdění určitou úlohu hormon melatonin (shrnuto 

v Zisapel, 2007), který funguje jako signální molekula spánkového režimu, připravující 

organismus na usnutí prostřednictvím snížení tělesné teploty a zvýšením ospalosti (Lavie, 

1997; Wesensten et al., 2005). Syntéza melatoninu probíhá v epifýze (Lerner et al., 1958) 

z tryptophanu (Axelrod, 1974) a řízena je SCN (Klein and Moore, 1979; Roseboom et al., 

1996). Tryptophan je konvertován na 5-hydroxytryptophan tryptophan hydroxylázou, 

následně dekarboxylován na serotonin, arylalkylamine-N-acetyltransferázou přeměněn na 

N-acetylserotonin a hydroxyindole-O-methyl transferázou na melatonin. Hladina 

melatoninu je nejvyšší během tmavé části dne, naopak světlo syntézu inhibuje (Bartness and 

Goldman, 1989; Riemann et al., 2002). Narušení komplexního mechanismu řídícího 

cirkadiánní rytmy vede k narušení produkce melatoninu. Inhibice produkce melatoninu 

může souviset s poruchami spánku (shrnuto v Zisapel, 2000). 

2.1  Molekulární mechanismus hodin 

 Hlavním molekulárním mechanismem, kterým je periodický signál generován a 

regulován, je transkripčně-translační zpětnovazebná smyčka hodinových genů.  

Rozlišujeme tzv. core hodinové geny, které tvoří základ hodinového mechanismu. 

Tato smyčka je tvořena geny Clock, Bmal1 (známý také jako Mop3), Per (Per1, 2, 3) a Cry 

(Cry1, 2). Mechanismu vzniku rytmického signálu se však účastní kromě těchto genů řada 

dalších molekul, které se podílejí na regulaci hlavní smyčky a postranslačních modifikací. 

Schéma komplexní sítě fungování cirkadiánních hodin ukazuje obrázek 1. 

  



4 

 

Obrázek 1: Schéma fungování cirkadiánních hodin savců. Vnější signály (zelená dráha) 

aktivují transkripci vazbou na CRE element genů Per (žluté kolečko označuje PER protein). CLOCK 

(modré kolečko) a BMAL1 (zelené kolečko) proteiny se váží na E-box promotoru a aktivují tak 

transkripci Per, Cry (žluto-oranžové kolečko označuje protein CRY), Rev-erb (červené kolečko 

označuje protein REV-ERB), Dbp (světle modré kolečko označuje protein DBP) a hodinami 

kontrolovaných genů – (anglický termín clock controled genes (ccgs)). REV-ERB inhibují 

transkripci Nfil3 (oranžové kolečko označuje protein NFIL3), Bmal1, Cry1 a hodinami 

kontrolovaných genů (ccgs). ROR (fialové kolečko) aktivuje transkripci Nfil3, Bmal1, Cry1 a 

hodinami kontrolovaných genů (ccgs). NFIL3 společně s DBP ovlivňují transkripci Rev-erb, Ror, 

Per a hodinami kontrolovaných genů (ccgs). Komplex PER-CRY je fosofrylován CK1ε/δ, vstupuje 

do jádra, kde inhibuje transaktivační funkci CLOCK-BMAL1. Fosforylace PER CK1ε/δ vede k 

vazbě βTrCP, ubiquitinaci a degradaci. Fosforylovaný CRY kinázou AMPK je degradován po vazbě 

FBXL3 A FBXL21 (převzato z práce Cox and Takahashi, 2019). 
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2.1.1 Clock a Bmal1 

 Geny Clock (King et al., 1997) a Bmal1 tvoří pozitivní část hlavní regulační smyčky. 

Proteiny CLOCK a BMAL1 se spojují v heterodimer a fungují jako aktivační transkripční 

faktory genů kódující proteiny patřící k negativní části hlavní regulační smyčky – Per a Cry. 

Jedná se o tzv. bHLH-PAS proteiny, to znamená, že obsahují domény Per-Arnt-SIM (PAS) 

- PAS-A a PAS-B, díky kterým jsou schopny vytvářet dimery a basic helix-loop-helix 

(bHLH) DNA vazebnou doménu, kterou se váží na enhancerovou oblast E-boxu 5´ 

CACGTG 3´ jiných genů (Gekakis, 1998; Hogenesch et al., 1998). Tvorba dimeru a jaderná 

lokalizace je stimulována Ca2+ dependentní protein kinázou C (PKC) (Lee et al., 2010). 

 Dimer CLOCK-BMAL1 označujeme jako pioneer-like (Menet et al., 2014) 

transkripční faktor, je totiž schopný vázat se na nukleozom, aniž by byl nějakým způsobem 

rozvolněn. Až vazba dimeru vede k remodelaci chromatinu. Remodelace je zajištěna histon 

modifikujícími enzymy, které způsobují převážně acetylaci Lys9 a Lys27 a trimethylaci 

Lys4 histonu H3 (shrnuto v Trott and Menet, 2018). Enzymy společně s dalšími koaktivátory 

vytvářejí s CLOCK-BMAL1 velký transkripci aktivující komplex. Do tohoto komplexu 

patří i CBP histon acetyltransferáza (Lee et al., 2010), histon acetyl transferáza p300 

podílející se na acetylaci histonu H3 (Etchegaray et al., 2003), histon lysin demetyláza 

JARID1, která blokuje deacetylaci histon deacetylázou 1 (HDAC 1) (Ditacchio et al., 2011) 

a MLL1 metyltransferáza, která se podílí na trimetylaci Lys4 histonu H3 (Katada and 

Sassone-Corsi, 2010). Hosoda et al. (2009) dokázal ve své studii, že se CBP a p300 

v přítomnosti transkripčního aktivátoru pCAF vážou na CLOCK a aktivují transkripci, ale 

v přítomnosti nadměrně exprimované histon deacetylázy 3 (HDAC 3) fungují jako 

inhibitory funkce CLOCK-BMAL1 (Hosoda et al., 2009). Sám CLOCK má funkci histon 

acetyltransferázy, díky přítomnosti obdoby motivu A (acetyl koenzym vazebný motiv), který 

je typický pro histon acetyl transferázy, na C-terminálním konci bohatém na glutamin. Podílí 

se na acetylaci Lys9 a Lys14 histonu H3 (Doi et al., 2006). Modifikace histonů vedou 

k následnému rozvolnění nukleozomu, asociaci transkripčních koaktivátorů a RNA 

polymerázy II. 

 Aktivita dimeru CLOCK-BMAL1 v SCN je největší ve světelné fázi dne, kdy 

dochází i k největší transkripci core hodinových genů. Kromě hodinových genů hrajících 

roli v centrální smyčce, ovlivňuje tento dimer hodinami kontrolované geny (clock controlled 

genes (ccgs)) např. Dbp (z rodiny PAR bZip transkripčních faktorů) a gen pro neuropeptid 

vasopresin. Zde CLOCK-BMAL1 nehraje roli aktivátoru transkripce, ale pouze molekuly, 
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která svou vazbou umožňuje rozvolnění chromatinu, které vede k odhalení vazebných míst 

pro jiné transkripční aktivátory. Až ty jsou schopné zahájit transkripci těchto hodinami 

kontrolovaných genů. Tato regulace umožňuje zpoždění v produkci hodinami 

kontrolovaných genů, které mohou být transkribovány až v tmavé fázi dne (Trott and Menet, 

2018).  

2.1.2 Per a Cry 

 Geny Per a Cry tvoří negativní část zpětnovazebné transkripčně-translační smyčky 

hodin. Na E-box promotorů těchto genů nasedá dimer CLOCK-BMAL1 (Gekakis, 1998; 

Shearman, 2000) během světelné fáze dne a aktivuje tak jejich transkripci, což vyúsťuje 

k akumulaci proteinů PER a CRY v době večera (shrnuto v Takahashi, 2017). PER a CRY 

se spojují v dimer, který se váže na CLOCK-BMAL1, čímž inhibují vlastní transkripci. 

Navíc tvorba dimeru je nutná pro jeho jadernou lokalizaci (Kume et al., 1999). Vyjma tvorby 

dimeru PER-CRY, je PER schopný díky přítomnosti PAS domény vytvářet homodimery 

PER-PER (Shearman et al., 1997). 

 Na jakém principu funguje inhibice dimerem PER-CRY není přesně známo. PER 

komplex vázající se na CLOCK-BMAL1 sestává z nejméně 25 proteinů (Brown, 2005; 

Etchegaray et al., 2006; Kim et al., 2014; Padmanabhan et al., 2012). Významnou roli hraje 

CRY1. Poslední studie ukazují významné interakce právě mezi CRY1 a CLOCK-BMAL1 

dimerem (Michael et al., 2017; Rosensweig et al., 2018; Xu et al., 2015). CRY všech 

organismů sdílejí Photolyase homology region (PHL) na C-terminálním coiled-coil-like 

helixu, avšak funkcí se liší. Tato oblast savčího CRY1 interaguje s HI smyčkou CLOCK 

(Rosensweig et al., 2018), což vede nejspíše k přiblížení CRY1 k TAD (C-terminální 

transaktivační doména) BMAL1 (Xu et al., 2015), což vede ke vzniku ternárního komplexu, 

který nejspíše stabilizuje inhibiční schopnost CRY1 (Michael et al., 2017). Jedním z ko-

represorů komplexu PER je Mi-2-nucleosome remodeling and deacetylase transcriptional 

co-repressor complex (NuRD) (Kim et al., 2014). Tento komplex působí na pozitivní i 

negativní část zpětnovazebné smyčky. Podjednotky CHD4 (chromodomain-helicase-DNA-

binding 4) a MTA2 (metastasis-associated 1 family member 2) se váží na CLOCK-BMAL1 

a CHD4 podporuje transaktivační funkci dimeru. Tyto dvě podjednotky se v komplexu PER 

nenacházejí. Nacházíme zde podjednotky MBD2 (methyl-CpG-binding domain protein 2), 

GATAD2A (GATA zinc finger domain-containing protein 2A), histon deacetylázu 1 

(HDAC1) a RBAP48 (retinoblastoma-binding protein p48). Při vazbě komplexu PER na 

CLOCK-BMAL1 dochází ke spojení podjednotek, což vede k přepnutí funkce CHD4 
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z aktivační na inhibiční (shrnuto v Takahashi, 2017). Vazba komplexu PER vede 

k remodelaci chromatinu asociací např. se SIN3-HDAC deacetylázou (Duong et al., 2011) a 

HP1γ histon metyltransferázou (Duong and Weitz, 2014), což vede k deacetylaci Lys9 

histonu H3 a Lys5 histonu H4, dimetylaci a trimetylaci Lys9 histonu H3. Inhibice CLOCK-

BMAL1 dimeru je složitý proces pro který je nutná vazba komplexu PER s dalšími 

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

 Tvorba dimeru PER-CRY vede ke stabilizaci obou partnerů a umožňuje jadernou 

lokalizaci. Pouze fosforylovaný PER v komplexu s CRY je schopný vstupovat do jádra. 

CRY se vážou na C-terminální konec PER vzdáleného od vazebného místa pro kinázu CK1ε, 

což umožňuje vznik ternárního komplexu (Akashi et al., 2002). Tvorba komplexu umožní 

transport CRY do jádra a jeho fosforylaci (Eide et al., 2002). Fosforylace PER 

zprostředkovaná CK1, který není v komplexu s CRY, vede k jeho degradaci, obdobně jako 

fosforylace CRY AMPK kinázou (Lamia et al., 2009). 

2.1.3 Npas2 a Bmal2 

  Dalším důležitým článkem tvořícím komplexní oscilační signály jsou homologní 

geny. Npas2 je homologem genu Clock a dokáže vytvářet dimery s BMAL1. Jedná se o gen 

z rodiny bHLH-PAS. Funkce i regulace dimeru NPAS2-BMAL1 je obdobná jako u dimeru 

CLOCK-BMAL1. Funguje jako aktivátor transkripce Per a Cry a inhibován je dimerem 

PER-CRY (Reick, 2001).  

 Bmal2 je homologem genu Bmal1 a exprimován je v mozku plodu a v játrech 

dospělého jedince (Ikeda et al., 2000). Kratší forma Bmal2b (oproti Bmal2 neobsahuje PAS 

– B doménu) byla nalezena v SCN myši, ale neprokázala se u ní schopnost aktivovat 

transkripci Per tvorbou dimeru s CLOCK, naopak slabě inhibovala transaktivační funkci 

dimeru BMAL1-CLOCK. Ačkoliv se jedná o homolog, jeho role je nejspíše odlišná od role 

Bmal1 (Ikeda et al., 2000; Sasaki et al., 2009). 
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2.2  Další geny související s funkcí hodin  

 Jedná se o geny, které jsou rytmicky exprimované a podílejí se na regulaci hodin. 

2.2.1 Chrono 

 CHRONO (označovaný také jako GM129) má obdobnou funkci jako CRY2, inhibuje 

transaktivační funkci dimeru CLOCK-BMAL1 vazbou na BMAL1. Goriki et al. (2014) ve 

své práci ukazuje, že inhibice vlivem CHRONO a CRY2 má nejspíše rozdílný mechanismus 

a souvisí s histon deacetylázou 1 (HDAC 1). Při inhibici HDAC 1 k inhibici vlivem 

CHRONO nedochází, oproti tomu inhibiční schopnost CRY2 nebyla ovlivněna. Inhibice 

funkce CHRONO vede k prodloužení periody (Goriki et al., 2014).  

2.2.2 Tim 

 Timeles řadíme mezi geny, které se nepodílejí na centrální smyčce, ale jsou s ní 

propojeny. Savčí Tim odpovídá paralogu Drosophila melanogaster Tim2, který stejně jako 

savčí Tim není součástí core smyčky. TIM se váže svým N-terminálním koncem na C-

terminální coiled coil doménu CRY1. Do tohoto místa se váže i PER2, který má ovšem 

k místu větší afinitu než TIM, dochází zde ke kompetici. Vazba vede k inhibici vazebného 

místa pro PER2, což vede k destabilizaci komplexu PER-CRY v cytoplazmě a 

postranslačním modifikacím (Engelen et al., 2013). Mutace Tim jsou spojovány se 

syndromem předběhnutí spánkové fáze – familial advanced sleep phase syndrome (FASPS) 

(Kurien et al., 2019). Jedinci s tímto syndromem usínají velmi brzy a velmi brzy i vstávají, 

uvolňování melatoninu u nich totiž předbíhá o 3 až 4 hodiny oproti zdravým subjektům 

(Jones et al., 1999). Tim nacházíme i v periferních oscilátorech, hlavně v těch schopných 

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

2.2.3 Rev-erb a Ror 

 Jaderné receptory REV-ERB a ROR se váží na RORE oblasti genu Bmal1 a 

vzájemnou kompeticí ovlivňují jeho transkripci (Guillaumond et al., 2005). ROR se podílejí 

na aktivaci transkripce a rozlišujeme celkem tři členy této rodiny – Rora, Rorb a Ror.. Rora 

je exprimován v SCN a na aktivaci transkripce se podílí nejvíce z této rodiny receptorů. Rorb 

je také exprimován v SCN, nacházíme ho ale i v jiných částech hypothalamu, mozkové kůře 

a retině. Rorc je exprimován jen v játrech, nepodílí se tedy na regulaci hlavní smyčky v SCN 

a pravděpodobně má i odlišnou funkci oproti Rora a Rorb. REV-ERBα a REV-ERBβ svou 

vazbou na RORE inhibují transkripci, REV-ERBβ silněji než REV-ERBα (shrnuto v Liu et 

al., 2008). 
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 Nepřítomnost Rev-erbα a β vede ke ztrátě rytmicity Bmal1, oproti tomu ztráta RORs 

nevykazuje významnou ztrátu rytmicity. Vyřazením genů Rev-erb z funkce (knock-out) se 

ukázalo, že ačkoliv došlo ke ztrátě rytmicity exprese Bmal1, vliv na rytmicitu exprese Per a 

Cry, které BMAL1 ovlivňuje, nebyl pozorován (Liu et al., 2008). 

 RORE oblasti, na které se RORs a REV-ERBs váží nacházíme celkem dvě. RORE1 

(5´AAAGTAGGTTA3´) na kterou se preferenčně váží receptory rodiny ROR a RORE2 

(5´AAAGTAGGTCA3´). Na RORE2 se váží obě rodiny receptorů, vazba REV-ERBs je zde 

ale silnější než RORs (Guillaumond et al., 2005). Vazebná místa pro tyto nukleární receptory 

nacházíme i u Cry1. Tato vazebná místa jsou celkem tři a podílejí se na rozdílné transkripční 

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

 RORα a REV-ERBα hrají roli i v regulaci Npas2, homologu Clock. V oblasti 

promotoru Npas2 nacházíme dvě oblasti RORE, na které se tyto receptory váží. Regulace 

Npas2 a Bmal1 se však liší. ROREs v promotoru Bmal1 jsou od sebe odděleny 26bp 

dlouhým úsekem, což umožňuje vazbu REV-ERBs s korepresorem NCoR a histon 

deacetylázou 3 (HDAC 3) a následnou represi. RORE v promotoru Npas2 jsou od sebe 

odděleny 160bp dlouhým úsekem, což neumožňuje represi, která by byla zprostředkována 

obdobně jako u Bmal1. Zde se tedy usuzuje, že vazba REV-ERBs funguje na principu 

znemožnění vazby RORs (Crumbley et al., 2010). 

2.2.4 Dec1 a Dec2 

 Geny Dec1 a Dec2 fungují jako regulátory transkripce Per1 interakcí protein-protein 

s BMAL1, nebo kompeticí o vazebné místo na E-boxu promotoru Per1 s CLOCK-BMAL1 

(Honma et al., 2002). Jsou to transkripční faktory s basic helix-loop-helix doménou a oproti 

jiným zástupců z této rodiny (např. Hairy Drosophila melanogaster) neobsahují WRPW 

(Trp-Arg-Pro-Trp) doménu na C-konci, která umožňuje vazbu korepresorů. Regulační 

smyčka pomocí Dec funguje na bází inhibice transaktivace dimerem CLOCK-BMAL1 genu 

Per (Honma et al., 2002).  

 

 

 



10 

2.2.5 bZip transkripční faktory 

 Jak již bylo výše v kapitole 2.1.1. zmíněno, Dbp je jedním z hodinami 

kontrolovaných genů, který kóduje transkripční faktor DBP. Na E-box v promotoru genu se 

váže dimer CLOCK-BMAL1 a působí jako aktivátor transkripce, zároveň je schopný se na 

promotor vázat i CRY1, který vazbou zpožďuje aktivaci transkripce zprostředkovanou 

CLOCK-BMAL1 (Stratmann et al., 2010). DBP svou vazbou na D-box aktivuje transkripci 

Cry a zároveň je schopný koaktivovat transkripci Per1, ale to jen v momentě, kdy je jeho 

produkce pozitivně ovlivňována dimerem CLOCK-BMAL1. Suprese CLOCK-BMAL1 

během odpoledne vede k poklesu DBP, tudíž i k poklesu regulace transkripce Per 

(Yamaguchi et al., 2000). Jedná se o molekulu rodiny PAR bZip transkripčních faktorů, pro 

které je typická C-terminální basic DNA vazebná doména, dimerizační doména leucinového 

zipu a N-terminální doména bohatá na prolin a kyselé aminokyseliny (PAR) (Mueller et al., 

1990). K této rodině patří i transkripční faktory Hlf (Hunger et al., 1992) a Tef (Drolet et al., 

1991), které jsou stejně jako Dbp pozitivně ovlivňovány dimerem CLOCK-BMAL1. E4bp4 

(známý také jako Nfil3), který je podobný Dbp, ale neobsahuje PAR doménu, funguje 

opačně – jako inhibitor transkripce. E4BP4 se váže na stejné vazebné místo promotoru Per1 

jako DBP. Produkce E4B4 a DBP osciluje v opačné fázi (Mitsui et al., 2001). 

3  Postranskričpní modifikace 

 microRNAs (miRNAs) jsou nekódující úseky RNA, které se na základě 

komplementarity bází váží na 3´UTR oblast mRNA a inhibují tak translaci daného genu. 

Vazbou miRNA na mRNA se vytváří RISC komplex, RNA je rozštěpena a degradována. 

Usuzuje se, že vazba miRNA je důležitým regulačním krokem, který vysvětluje zpoždění 

translace Per oproti jeho transkripci. Při ztrátě této regulace dochází ke zkracování periody 

hodin, z důvodu akumulace Per v cytoplazmě. Konkrétně se jedná o miR-24, miR-29a a 

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

 Další důležitou postranskripční modifikací je metylace RNA, konkrétně 6adenosinu. 

Metylační místa nacházíme na mRNA genů Per1, 2 a 3, Dpb, Nr1d1 (Rev-erb) a Nr1d2 (Ror) 

a to blízko 3´ konce. Ztráta metylační funkce vede v periferních oscilátorech k prodloužení 

periody hodin (Fustin et al., 2013). 
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4  Postranslační modifikace 

 Nejvýznamnějšími postranslačními modifikacemi jsou fosforylace, acetylace, 

sumoylace a ubiquitinace. Tyto modifikace slouží hlavě jako regulační mechanismus chodu 

hodin. Ovlivňují periodu a fázi hodin a podílejí se na resetování hodin. 

4.1.1 Fosforylace  

CLOCK i BMAL1 jsou rytmicky, či v reakci na podnět, fosforylovány. Fosforylace vede ke 

změně stability, lokalizace i funkce. Fosforylace Ser17 a Thr21 BMAL1 GSK3-β kinázou 

slouží jako destabilizační signál a signál pro ubiquitinaci (Sahar et al., 2010). Ubiquitinace 

BMAL1 je zprostředkovaná UBE3A ubiquitin ligázou. Ztráta funkce UBE3A vede 

k prodloužení periody cirkadiánních rytmů (Gossan et al., 2014). Obdobně funguje i 

fosforylace Ser38, Ser42 a Ser427 přes CIPC protein, který svou vazbou na CIPC-vazebnou 

doménu CLOCK umožní vazbu kináz, obdobně jako PER u Drosophila melanogaster. 

Fosforylovaný CLOCK je určený k degradaci (Yoshitane et al., 2009). Fosforylace Ser90 

BMAL1 kinázou CK1α a fosforylace CLOCK protein kinázou C (PKC) slouží jako 

lokalizační signál do jádra. Tato fosforylace se podílí na resetování hodin (Shim et al., 2007; 

Tamaru et al., 2009). MAPK kináza fosforyluje Thr534 BMAL1, což vede k inhibici 

transaktivační funkce dimeru CLOCK-BMAL1. Fosforylace způsobuje konformační změnu 

na C-terminální aktivační doméně (Sanada et al., 2002). Fosforylace BMAL1 

prostřednictvím CK1ε vede ke zvýšení transaktivační funkce. Vazba je zde přímá, oproti 

PER a CRY, které tato kináza také fosforyluje, zde nevzniká ternární komplex (Eide et al., 

2002). 

 Fosforylace PER je jednou z nejdůležitějších postranslačních modifikací, která 

umožňuje vstup PER do jádra anebo jeho degradaci. Tzv. tau mutace (Ralph and Menaker, 

1988) u syrského křečka, která zkracuje periodu u heterozygota na 22 hodin a u homozygota 

na 20 hodin, vedla k objevu regulační funkce CK1ε. Gen kódující tuto kinázu se nachází na 

lokusu tau (Lowrey, 2000) a záměna Cys za Thr vede k „gain of function“ mutaci 

a hyperfosforylaci PER (Meng et al., 2008). Hyperfosforylovaný PER je rychle degradován 

už na počátku subjektivní noci, což vede ke zkrácení periody hodin. Pouze fosforylovaný 

PER v komplexu s CRY je schopný vstupovat do jádra. Na této fosforylaci se právě podílí 

CK1ε, která je zároveň schopna v komplexu CK1ε-PER-CRY fosforylovat CRY (Eide et 

al., 2002). Na fosforylaci se vyjma CK1ε podílí i homologní CK1δ (Camacho et al., 2001). 

Vanselow et al. (2006) detekoval celkem 21 míst, která jsou u PER fosforylována. Osud 
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proteinu závisí na tom, které místo bude fosforylováno. Konkrétně fosforylace Ser659 CK1ε 

vede k jaderné lokalizaci tohoto proteinu (Vanselow et al., 2006). Fosforylací Thr121, 

Ser122 a Ser126 CK1 proteinu PER, který není svázán s CRY, je umožněna vazba β-TRCP1 

a 2, které se vážou na motiv TSGCSS a jsou rozpoznávány SCF E3 ubiquitin ligázou. 

Ubiquitinová značka je pak rozeznávána proteozomálním aparátem a PER je degradován 

(Shirogane et al., 2005). Obdobným způsobem je degradován CRY. SCF E3 ubiquitin ligáza 

rozeznává FBXL3 a FBXL21, které jsou stejně jako β-TRCP1 a 2 členy rodiny F-box 

vazebných proteinů s repeticemi bohatými na leucin (Winston et al., 1999). Právě tyto 

repetice umožňují vazbu se substrátem. FBXL21, analog FBXL3, funguje jako částečný 

agonista, který svou vazbou znemožňuje rychlou degradaci, kterou způsobuje FBXL3. 

FBXL3 nacházíme zásadně v jádře, kdežto FBXL21 i v cytoplazmě (Yoo et al., 2013). 

Stejně jako PER je i CRY při procesu degradace fosforylován. Fosforylace AMPK kinázou 

na Ser71 a Ser280 zvyšuje schopnost vazby FBXL3, a naopak snižuje vazbu s PER (Lamia 

et al., 2009). FBXL se váže do FAD vazebné kapsy, mutace CRY2 A260T (záměna alaninu 

260 za threonin) vede k vyšší přístupnosti tohoto vazebného místa, a tudíž k rychlejší 

degradaci CRY. Tato mutace je spojována se syndrome FASPS (Hirano et al., 2016). U 

jedinců s FASP syndromem pozorujeme navíc záměnu Ser662 (Toh, 2001) nebo Ser659 

(Vanselow et al., 2006) za Gly ve vazebném místě pro CK1ε u PER a missense mutaci CK1δ, 

kdy dochází k záměně Thr44 za Ala, což vede ke snížené enzymatické aktivitě kinázy, 

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

 Fosforylace nukleárního receptoru REV-ERBα GSK3-β kinázou vede ke stabilitě 

tohoto receptoru (Yin, 2006). 

4.1.2 Acetylace a deacetylace 

 CLOCK je schopný acetylovat svého vazebného partnera BMAL1. Jedná se o 

acetylaci Lys537, pro kterou je nutná tvorba dimeru CLOCK-BMAL1. Je to esenciální 

modifikace, která umožňuje vazbu s CRY vedoucí k inhibici transaktivační funkce dimeru 

(Hirayama et al., 2007). 

 O-GlcNAc transferáza (OGT) acetyluje Ser662 a Ser671 PER2, které jsou zároveň 

cílem fosforylace. Má se za to, že zde acetylace funguje jako antagonista fosforylace. 

Inhibice acetylace vede ke zkrácení periody, a naopak inhibice deacetylace k prodloužení 

(Kaasik et al., 2013). OGT acetyluje i BMAL1 a CLOCK, což vede k inhibici ubiquitinace. 

Transaktivační schopnost je tedy acetylací OGT posílena (Li et al., 2013). 
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 SIRT1 NAD+ dependentní deacetyláza je schopná vazby na komplex CLOCK-

BMAL1-PER a deacetylovat PER (Asher et al., 2008). Acetylace u PER probíhá na stejných 

lysinových motivech jako ubiquitinace, acetylací je znemožněna vazba ubiquitinu a 

degradace PER. Při mutaci SIRT1 dochází k inhibici lysinových míst pro ubiquitinaci 

acetylací, což vede k nadměrné akumulaci PER (Asher et al., 2008). SIRT1 hraje roli také 

v deacetylaci Lys537 BMAL1, který je acetylován CLOCK. Navíc dokáže s dimerem 

CLOCK-BMAL1 vytvářet chromatin modifikující komplex (Nakahata et al., 2008). 

Samotný SIRT1 totiž není schopný vazby na DNA. Ovlivňuje takto např. Dbp. SIRT1 

deacetyláza deacetyluje MML1 metyltransferázu, která asociuje s komplexem 

transkripčních aktivátorů a CLOCK-BMAL1, což vede ke snížení enzymatické aktivity 

(Aguilar-Arnal et al., 2015).  

4.1.3 Další postranslační modifikace 

 BMAL1 je SUMO2/3 polysumoylován, což je signál pro ubiquitinaci. Sumoylace 

probíhá na Lys259 a umožňuje akumulaci BMAL1 v jádře. Ačkoliv vede sumoylace 

k ubiquitinaci a ta k degradaci, sumoylovaný BMAL1 v dimeru s CLOCK vykazuje 

posílenou transaktivační funkci (Lee et al., 2008). 

 NAD+ dependentní PARP-1 ADP ribosyltransferáza zprostředkovává poly(ADP-

ribosyl)aci CLOCK. Tato modifikace se podílí na seřizování (entrainment) periferních 

oscilátorů a je závislá na příjmu potravy. Aktivita PARP-1 je v době příjmu potravy 

utlumena. Deficit v poly(ADP-ribosyl)aci vede ke zvýšení DNA-vazebné funkce dimeru 

CLOCK-BMAL1, což vede k větší transkripční aktivaci inhibitorů tohoto dimeru (Asher et 

al., 2010). 

 DDB1-CUL4 ubiquitin ligáza v komplexu s CLOCK-BMAL1 modifikuje E-box 

promotoru genu Per. Po nasednutí komplexu CLOCK-BMAL1 s ubiquitin ligázou dochází 

k mono-ubiquitinaci histonu H2B, což vede k modifikaci chromatinu, která zamezuje vazbě 

dalších specifických efektorových proteinů, které by dále mohli chromatin modifikovat a 

ovlivňovat transkripci Per. Usuzuje se, že PER, který funguje jako inhibitor vlastní 

transkripce, rozeznává jak dimer CLOCK-BMAL1, tak i mono-ubiquitinovaný H2B 

v oblasti vlastního promotoru (Tamayo et al., 2015). 
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ARF-BP1 a PAM E3 ubiquitin ligázy se podílejí na degradaci REV-ERBα. Přítomnost obou 

ligáz je nutná v definovaném poměru pro ubiquitinaci tohoto nukleárního receptoru. 

Nepřítomnost těchto ligáz vede ke snížení hladiny exprese Bmal1, což negativně ovlivňuje 

Cry1 a Per2 (Yin et al., 2010).  

5 Neuropsychiatrické choroby  

 Mezinárodní asociace neuropsychiatrických chorob definuje tyto choroby jako 

kognitivní onemocnění (demence a predementní syndromy), nedementní kognitivní 

onemocnění, záchvatová onemocnění, poruchy pohybu, traumatická poranění mozku, 

sekundární psychiatrická onemocnění (psychózy, deprese, mánie a úzkosti) a poruchy 

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

 Neuropsychiatrická onemocnění můžeme v souvislosti s cirkadiánními rytmy 

rozdělit na ty, které jsou či nejsou spojené s poruchou spánku. Spánek je jedním z hlavních 

procesů, který je hodinovým mechanismem řízen. Na cyklu spánku a bdění nemají vliv 

pouze hodiny, ale především homeostatická regulace (shrnuto v Huang et al., 2011). 

 U zdravých jedinců bez neuropsychiatrického onemocnění pozorujeme tzv. 

chronotypy. Chronotypem rozumíme nastavení fáze cirkadiánních rytmů během 24 hodin, 

vedoucí k preferenci v načasování různých činností, např. doby uléhání ke spánku na určitou 

denní dobu (Roenneberg et al., 2003). Tyto projevy se u jednotlivců liší. Extrémní 

chronotypy označujeme jako časný chronotyp (ranní ptáče), jehož subjektivní noc začíná 

brzy z večera a končí brzy ráno, a pozdní chronotypy (noční sova), jehož subjektivní noc 

začíná později večer a spánek trvá do pozdních ranních či odpoledních hodin (shrnuto v 

Vitale et al., 2015). U jedinců s neuropsychiatrickými poruchami pozorujeme časté 

abnormality v začátku a konci subjektivní noci. U depresí (Roane and Taylor, 2008) a 

úzkostí (Neckelmann et al., 2007) byl narušený spánek dokonce označen jako rizikový faktor 

vzniku těchto onemocnění. Spánek má také úzkou spojitost s dalšími chorobami, např. 

s metabolickými 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 molekulární podstatu některých neuropsychiatrických onemocnění je 

velmi obtížné. Propojení těchto chorob s cirkadiánním systém není výjimkou. Souvislost 

cirkadiánního systému s neuropsychiatrickými poruchami byla prokázána u některých 

mutací v hodinových genech, které se fenotypicky projevují například úzkostmi, nebo stavy 

mánie (Roybal et al., 2007; Spencer et al., 2013). Příkladem jsou mutace v genech centrální 

smyčky Per1 a Per2, které se projevují chováním připomínajícím úzkosti. Mutace pouze 

v jednom z těchto genů toto chování nevykazuje, což naznačuje, že mezi nimi dochází k jisté 

kompenzaci funkce. Jedná se hlavně o geny Per1 a Per2 exprimované v oblasti nucleus 

accumbens (Spencer et al., 2013). Oproti tomu mutace Clock jsou spojeny spíše s bipolární 

poruchou. Jedinci s touto mutací jsou hyperaktivní, objevují se u nich stavy mánie střídající 

se s depresemi a jsou senzitivnější k vlivu psychostimulantů (Roybal et al., 2007).  

  Jak bylo zmíněno výše (kapitola 2.2), některé hodinové geny působí jako transkripční 

faktory a ovlivňují jiné geny mimo hodinový mechanismus. Příkladem je Rev-erbα, který 

kóduje nukleární receptor ovlivňující produkci dopaminu, důležité molekuly hrající roli u 

bipolárních poruch. Delece v Rev-erbα ve ventrální části středního mozku vedoucí 

k inaktivaci tohoto nukleárního receptoru, způsobila, že tyrosin hydroxyláza, enzym, který 

se podílí na tvorbě dopaminu, není inhibován a produkce dopaminu je vyšší než u jedinců 

bez této mutace (Chung et al., 2014). Jedinci s touto mutací jsou emocionálně nestabilní, 

agresivní, hyperaktivní, projevuje se u nich rizikové chování (tzv. „higher risk-taking“ 

behaviour), což označujeme jako projevy mánie. REV-ERBα kompetuje o vazebné místo 

s NURR1, což je další nukleární receptor, který produkci tyrosin hydroxylázy naopak 

aktivuje (shrnuto v Chung et al., 2014). 

 Předmětem zájmu se stává i studium vlivu léčiv, které se k léčbě 

neuropsychiatrických onemocnění používají, na cirkadiánní systém. Například 

antidepresivum ketamin působí na dimer CLOCK-BMAL1 a inhibuje jeho transaktivační 

funkci (Bellet et al., 2011) a to v závislosti na přítomnosti kinázy GSK3-β (Bellet et al., 

2011). Ukázalo se však, že tato jeho inhibiční schopnost je závislá na dávce. Bylo ji možno 

vyvolat jen s využitím vyšších dávek, než se používají při léčbě pacientů (Bellet et al., 2011).  

 V této práci bude dále pozornost věnována několika vybraným příkladům prokázané 

souvislosti mezi cirkadiánním systémem s některými typy onemocnění autistického spektra. 
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5.1 Onemocnění autistického spektra (ASD) 

 Onemocnění autistického spektra je charakterizováno poruchou komunikace, 

opakujícím se stereotypním chováním a neobvyklými reakcemi na smyslové podněty. Toto 

pro ASD typické chování je nezávislé na etniku, kultuře a socio-ekonomickém zařazení. U 

jedinců s tímto onemocněním se často toto chování liší nejen závažností, ale mnohdy je 

doprovázeno i dalším onemocněním např. ADHD. Často se v literatuře uvádí, že soubor 

onemocnění autistického spektra tvoří autismus, pervazivní vývojové poruchy dále 

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

 Onemocnění autistického spektra lze rozlišit na syndromatické a ne-syndromatické 

(Benvenuto et al., 2009; Lintas and Persico, 2008). U ne-syndromatické formy se uvádí 

autismus jako primární diagnóza. Je způsoben často neznámým genetickým, 

enviromentálním, či multifaktoriálním vlivem. Mnohdy je tato forma spojována s geny, 

které se podílejí na vzniku ne-syndromatických intelektuálních vad a epilepsii. Oproti tomu 

syndromatická forma je definována dobře geneticky definovatelným syndromem, který 

doprovází pro autismus typické chování. Jedná se o např. o tuberózní sklerózu, Rettův 

syndrom, syndrom fragilního X chromozomu, a podobně. Oproti ne-syndromatické formě 

pozorujeme rozdíl ve výskytu v populaci mezi pohlavími (shrnuto v Ivanov et al., 2015). 

Genetickou podstatu a projev autistického chování u vybraných syndromů ukazuje tabulka 

1. 
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Tabulka 1: Vybrané syndromy spojované s onemocněním autistického spektra, jejich 

genetická podstata a znaky autistického chování (převzato z práce Ivanov et al., 2015). 

5.2  Vztah cirkadiánního systému s ASD  

 Nejlépe pozorovatelnou souvislostí cirkadiánního systému s ASD je porucha spánku. 

Studie ukazují, že 40-80 % dětí s ASD (Richdale, 1999) trpí jistou mírou poruchy spánku, 

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

2008). Častěji těmito poruchami trpí děti s tzv. „low functioning“ autismem, ten je definován 

nižším intelektuálním koeficientem, než je průměr populace. Tyto problémy pak prohlubují 

samotné symptomy ASD – častěji se u těchto jedinců vyskytují záchvaty vzteku a obecně je 

jejich chování agresivnější. U ASD jedinců nacházíme primární spánkové poruchy, které 

jsou definovány mezinárodní klasifikací spánkových chorob jako insomnie, parasomnie a 

poruchy cirkadiánních rytmů určujících spánek a bdělost (shrnuto v Cohen et al., 2014). 

 

syndrom 
gen(y)/oblasti chromozomů 

spojeny s tímto syndromem 
autistické chování 

syndrom fragilního X 

chromozomu 
FMR1 

slabý oční kontakt, sociální 

úzkost, stereotypní chování, 

vada řeči 

tuberózní skleróza TSC1, TSC2 problémy s učením a chováním 

Rettův syndrom MECP2 

stereotypní chování, vada řeči, 

problémy se sociálními 

interakcemi, ztráta očního 

kontaktu 

Prader-Williho syndrom 
Delece paternální alely 15q11-

q13 

opakující se chování, problémy 

s interakcemi se společností 

Angelmanův syndrom 
Delece/mutace maternální 

UBE3A 

problémy s řečí, stereotypní 

chování 

Smith-Magenis syndrom Delece 17p11.2 
stereotypní chování, často 

sebepoškozování 
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5.2.1 SHANK3 ovlivňuje transkripci hodinových genů 

 SHANK3 se společně s neuroliginy podílí na tvorbě synaptické sítě, funguje jako tzv. 

„scaffold“ protein při vazbě neuronů. Studie ukazují, že delece v genech Nlgn3 a Nlgn4 

kódujících neuroliginy jsou často spojeny s autismem a Aspergerovým syndromem (Jamain 

et al., 2003), který označujeme jako lehčí formu autistického onemocnění. Jedinci s tímto 

syndromem mají obvykle oproti jiným typům autistického onemocnění větší kognitivní 

schopnosti (Durand et al., 2007).  

 Mutace chromozomu 22q13.3, na kterém se nachází i gen kódující SHANK3 vedou 

k poruše řeči a problémy s komunikací obecně. Tato mutace je spojována s autistickým 

onemocněním (Soorya et al., 2013) a s Phelan-McDemid syndromem (PMS) (Phelan and 

McDermid, 2012). 

 Studie ukazují, že 1 z 59 dětí 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 diagnostikováno s onemocněním 

autistického spektra a celkem 40-80 % takto diagnostikovaných jedinců trpí jistou poruchou 

spánku. Toto zjištění nasvědčuje spojitosti mezi cirkadiánním systémem a ASD. Ve většině 

případech se jedná hlavně o problémy s usnutím a opakovaným probouzením během spánku. 

Delece 22q13.3 spojená právě s autismem a PMS se kromě intelektuální nestability, 

problémy s komunikací a motorikou, projevuje problémy s usínáním a udržím spánkové fáze 

již od 5 roka života. Tyto problémy se mohou během života zlepšovat, ale často se vyskytne 

nějaká forma parasomnie, například náměsíčnost. Takovéto problémy často komplikují 

symptomy způsobené samotným ASD (Bro et al., 2017).  

 Delece exonu 21 Shank3 (Ingiosi et al., 2019) způsobuje snížení hladiny exprese 

hodinových genů, konkrétně Per3, Hlf, Tef, Rev-erbα a Dec2, avšak na hladinu cirkadiánních 

rytmů řízených SCN vliv nemá. Usuzuje se tedy, že vliv je spíše na úrovni periferních hodin 

(Ingiosi et al., 2019).  

 Jsou zvažovány dva mechanismy, jakými tato mutace ovlivňuje hladinu exprese 

hodinových genů. První předpokládá vliv na Wnt signální kaskádu, která ovlivňuje GSK3-

β, tj. enzym, který, jak bylo zmíněno v kapitole 3.1.1., hraje důležitou regulační roli v expresi 

hodinových genů. SHANK3 ovlivňuje receptor Frizzled-2 (Harris et al., 2016) a jadernou 

lokalizaci ligandu beta-catenin (Qin et al., 2018). Avšak ovlivnění funkce GSK3-β moduluje 

periodu, což u jedinců s mutací Shank3 nebylo pozorováno. Pravděpodobnější je proto druhá 
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možnost. SHANK3 je schopný vstupovat do jádra, interagovat s jadernými 

ribonukleoproteiny a komponenty komplexu RNA poly II a tím ovlivňovat transkripci. 

Mutace tedy nejspíše vede k deficitu na úrovni této regulační funkce, která nejspíše 

ovlivňuje transkripci hodinových genů (Ingiosi et al., 2019). 

5.2.2 UBE3A mutace způsobuje Angelmanův syndrom  

 U jedinců s Angelmanovým syndromem je častá krátká délka spánku a značné 

zpoždění v době nástupu ospalosti. Obecně je Angelmanův syndrom (Laan et al., 1999) 

charakterizován mentálními problémy, problémy s motorikou, epileptickými záchvaty a 

vývojovým opožděním. Angelmanův syndrom je způsoben delecí 15q11-q13 mateřského 

chromozomu, přičemž otcovský chromozom je umlčen (imprinting) (Pembrey et al., 1989). 

Na tomto chromozomu se nachází i gen pro UBE3A ubiquitin ligázu, která hraje roli při 

degradaci BMAL1 (Sutcliffe et al., 1997). 

 Jak již bylo výše zmíněno (kapitola 3.1.1), UBE3A ligáza hraje roli v degradaci 

BMAL1. Avšak i BMAL1 je schopný ovlivňovat UBE3A. Ube3a má v oblasti promotoru 

E-box, na který se váže BMAL1, a takto ovlivňuje expresi tohoto genu. Nicméně exprese 

genu nevykazuje obdobnou oscilaci jako u hodinových genů, které BMAL1 také ovlivňuje 

(Shi et al., 2015). Mutací v genu pro UBE3A dochází k prodloužení periody vlivem 

neschopnosti vázat ubiquitin na BMAL1 a tím ho označit k degradaci (Gossan et al., 2014). 

Delší perioda se projevuje ve zpoždění fáze hodin, což často vede ke vzniku syndromu 

opoždění fáze spánku – delayed sleep phase syndrome (DSPS), který se projevuje pozdějším 

usínáním a vstávání. Pozdější nástup spánku pozorujeme i u pacientů s Angelmanovým 

syndromem (Shi et al., 2015). 

5.2.3 Cloud lncRNA 116HG působí jako transkripční faktor na hodinové geny u Prader-

Williho syndromu 

 Jedinci s Prader-Williho syndromem (PWS) jsou obézní, projevuje se u nich 

intelektuální nestabilita, abnormality ve spánku (konkrétně pozdější usínání, kratší doba 

spánku a denní ospalost) a někteří jedinci mohou trpět psychózami a chováním autistického 

spektra. Jeho příčinou je ztráta nekódující RNA paternálního chromozomu 15q11-q13, 

konkrétně se jedná o deleci. Maternální chromozom je umlčený (Ledbetter et al., 1981). 

Lokus PWS genu se nachází v klastru nekódujících RNA oblastí HBII-85/SNORD116. 

SNORD116 region kóduje C/D box malé jaderné RNA (snoRNAs) a dlouhý nekódující úsek 

genu 116HG, který je sestřihován (lncRNA 116HG). 116HG cloud je schopný vazby na 
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RBBP5 podjednotku MLL1 komplexu, který metylací Lys4 histonu H3 aktivuje transkripci. 

Ukázalo se, že jedním z genů, které je 116HG takto schopný ovlivňovat je mTor. Hladina 

mTOR proteinu byla vyšší v myších s deletovanou oblastí 116HG. Vazba 116HG na RBBP5 

totiž znemožňuje vazbu aktivačního komplexu na promotor (Powell et al., 2013). mTOR se 

podílí na regulaci metabolismu a je exprimován v mozkové kůře v cirkadiánním rytmu. Tato 

spojitost vedla k objevu vazby mezi 116HG a cirkadiánními geny. V myších s deletovaným 

116HG byla hladina exprese Cry1, Clock a Per2 vyšší během světelné fáze dne (Powell et 

al., 2013). 
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6 Závěr 

 Jak tato práce ukazuje, molekulární mechanismus řízení cirkadiánních rytmů je 

komplexní sítí propojující regulační mechanismy hodinových genů a jejich 

postranskripčních a postranslačních modifikací. Ačkoliv se tato práce zabývala těmito 

mechanismy podrobněji, nemohla obsáhnout všechny spojitosti těchto mechanismů v celé 

jejich komplexnosti. Základem hodinového mechanismu jsou proteiny genů Clock a Bmal1 

tvořící pozitivní část hlavní zpětnovazebné transkripčně-translační smyčky. Aktivují 

transkripci genů Per a Cry, které jsou součástí negativní části této smyčky a hodinami 

kontrolovaných genů. Proteiny PER a CRY působením na dimer CLOCK-BMAL1 inhibují 

jeho transaktivační funkci, a tak i svojí transkripci. Obdobnou funkci jako Clock má i jeho 

homolog Npas2. Geny mimo hlavní smyčku – Chrono, Tim, Rev-erb, Ror, Dec1, Dec2, Nfil3 

a Dbp se podílejí na její regulaci. Chrono inhibuje transaktivační funkci dimeru CLOCK-

BMAL1. Tim destabilizuje svou vazbou dimer PER-CRY. Jaderné receptory REV-ERB a 

ROR se podílejí na regulaci Bmal1. Kromě toho se podílejí i na regulaci Cry1 a Npas2. Dec1 

a Dec2 fungují jako regulátory transkripce Per1. Dbp rodiny PAR bZip transkripčních 

faktorů ko-aktivuje transkripci Per, oproti tomu v opačné fázi exprimovaný Nfil3 funguje 

jako inhibitor transkripce. Další úrovní regulace jsou postranskričpní modifikace. Zde hrají 

roli miRNAs, které opožďují translaci Per mRNA a methylace RNA. Fosforylace, acetylace, 

sumoylace, ubiquitinace a další postranslační modifikace hodinových genů se podílí na 

jejich jaderné lokalizaci, degradaci a funkci. Fofosrylace PER a CRY je důležitá jak pro 

jejich jadernou lokalizaci, tak degradaci. Acetylace dimeru CLOCK-BMAL1 podporuje 

transaktivační funkci.  

 U jedinců s onemocněním autistického spektra se v 40-80 % vyskytují problémy se 

spánkem. Mutace v Shank3 a ztráta nekódující RNA, hrající roli při vzniku ASD a syndromů 

s ASD spjatých, ovlivňují expresi hodinových genů, oproti tomu mutace jedné z komponent 

hodinového systému, UBE3A ligázy, způsobuje Angelmanův syndrom. ASD je těžko 

geneticky definovatelné multigenetické onemocnění u kterého by další studie souvislostí 

s cirkadiánním systémem mohli vést k bližšímu porozumění genetické podstaty. 
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