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Abstrakt:

Cirkadianni systém se u organismil vyvinul jako adaptace na periodické zmény prostiedi. Jeho
ulohou je zajistit pravidelnou synchronizaci mezi solarnim cyklem a vnitini periodou
organismu, a generovat signaly, kterymi jsou synchronizovany behavioralni a fyziologické
procesy v téle se solarnim cyklem. Cely mechanismus probihé na trovni bunky, kde dochézi
k pravidelnym oscilacim transkripéné transla¢nich smycek hodinovych gent béhem 24 hodin,
¢imz je zajistén pravidelny rytmus organismu. Cirkadidnni systém vSak u lidi nemusi
generovat stejn¢ dlouhou periodu a mtize se liSit v mife synchronizace s vnéjSim cyklem.
V dtsledku toho dochazi ke vzniku tzv. individualnich ¢asovych preferenci. Tyto odlisné
preference se oznacuji jako chronotypy, které se déli do péti kategorii: extrémné vecerni,
mirné vecerni, nevyhranény, mirné¢ ranni a extrémné ranni typ. Za jednu z moznych pficin
téchto odliSnosti jsou povazovany polymorfismy hodinovych gend. Asociace vybranych
polymorfisml hodinovych genil s extrémnimi chronotypy je pfedmétem této diplomové prace.
Od dobrovolniki s extrémnimi chronotypy jsme ziskali vzorek slin pro izolaci DNA.
Vyuzitim molekularnich metod PCR, restrikéni Stépeni a sekvenace jsme provedli
genotypizaci vybranych polymorfismii hodinovych gentt Bmall, Clock, Per2 a Per3.
Statistické a korelacni analyzy ukazaly, ze u polymorfismu genu Clock (T3111C) asociuje
alela C s rannim chronotypem. NasSe vysledky také naznacuji, Ze kombinace haplotypl
s polymorfismem genu Clock je ovlivnéna zjiSténou asociaci alely C a ranniho chronotypu.
S rannim chronotypem také asociuje kombinace genotypt ,,(AG + AA)/(55 + 45)* haplotypu
Bmall/Per3. NaSe prace vyznamné rozSifuje poznatky jinych laboratoii a potvrzuje
pfedpoklad, Ze cirkadianni fenotyp clov€ka neni dan jednoduchou zménou v proteinoveé
struktufe danou jednim polymorfismem, ale je nejspiSe formovan specifickym vzorcem

provazanych polymorfismi hodinovych geni.

Kli¢ova slova: cirkadianni systém, chronotypy, polymorfismus, hodinové geny



Abstract:

The circadian system has evolved in organisms as an adaptation to periodic changes in the
environment. Its task is to ensure regular entrainment between the solar cycle and the internal
period of the organism, and to generate signals that synchronize behavioral and physiological
processes in the body with the solar cycle. The whole mechanism takes place at the cell level,
where there are regular oscillations of the transcriptional translation loops of the clock genes
occur within 24 hours, thus ensuring a regular rhythm of the organism. However, the
circadian system may not generate the same length of period in humans and may differ in the
degree of entrainment with the external cycle. Base on that there are developed so-called
individual time preferences. These different preferences are referred to as chronotypes, which
fall into five categories: extremely evening, moderate evening, intermediate, moderate
morning, and extremely morning type. Clock gene polymorphisms are considered to be one of
the possible causes of these differences. The association of selected clock gene
polymorphisms with extreme chronotypes is the subject of this diploma thesis. We obtained a
saliva sample for DNA isolation from volunteers with extreme chronotypes. Using molecular
methods of PCR, restriction digest and sequencing, we genotyped selected polymorphisms of
the clock genes Bmall, Clock, Per2 and Per3. Statistical and correlation analyzes showed that
in the Clock (T3111C) polymorphism, the C allele associates with the morning chronotype.
Our results also suggest that the combination of haplotypes with the Clock gene
polymorphism is affected by the observed association between the C allele and the morning
chronotype. The combination "(AG + AA) / (55 + 45)" of the Bmall/Per3 haplotype also
associates with the morning chronotype. Our work significantly expands the knowledge of
other laboratories and confirms the assumption that the circadian phenotype of humans is not
given by a simple change in protein structure given by a single polymorphism, but is most

likely formed by a specific pattern of linked clock gene polymorphisms.

Keywords: circadian system, chronotypes, polymorphism, clock genes
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1. SEZNAM ZKRATEK

4R = 4x opakujici se (z angl. 4-repeat)

5R = 5x opakujici se (z angl. 5-repeat)

A = adenin

AMPK = AMP-aktivovana protein kinaza

B-TrCP = B-transducin repeat containing protein

bHLH = basic helix-loop-helix

Bmall = Brain and Muscle ARNT-Like 1

C = cytosin

CCG = hodinami kontrolované geny (z ang. clock control genes)
CK1 €/6 = kasein kinaza 1 €/6

Clock = Circadian Locomotor Output Cycles Kaput

Cry 1/2 = Cryptochrome 1/2

dmSCN = dorsomedialni suprachiasmatick4 jadra

DSPS = syndrom opozdéné faze spanku (z angl. delayed-sleep-phase syndrome)
E-box = Enhancer box

FBXL3 = F-box like E3 ligaza

FBXL21 = F-box like E21 ligaza

G = guanin

GABA = kyselina y-aminomaselna

MCTQ = Munich Chronotype Questionnaire

MEQ = Morningness Eveningness Questionnaire

Nr2d1 = Nuclear Receptor Subfamily 2 Group D Member 1
PCR = polymerazova fetézova reakce (z angl. Polymerase chain reaction)

Per 1/2/3 = Period 1/2/3



Rora = Retinoic acid receptor-related orphan receptor o

RTH = retinohypothalamicky trakt

SNP = jednonukleotidovy polymorfismus (z angl. single nucleotide polymorphism)

SCN = suprachiasmatické jadra

T = thymin

UTR = nepiekladana oblast (z angl. untranslated region)

VIP = vazointestialni peptid

VISCN = ventrolatelarni suprachiasmatick4 jadra

VNTR = variabilni pocet tandemovych repetic (z angl. ,,Variable Number of Tandem Repeat

polymorphism*)



2. UVOD

Cirkadianni systém je endogenni mechanismus, ktery se u organismu vyvinul jako
adaptace na variabilitu vné&jSiho prostfedi, zejména na stiidani svétla a tmy. Zajistuje
pravidelnou synchronizaci fazi mezi vnéjsi periodou prostiedi a vnitini ¢asovou periodou
organismu. Podstata cirkadidnniho systému je tvofena zejména na molekularni Grovni, a to
interakci transkripéné translacnich zpétnovazebnych smycek hodinovych genti, vyskytujicich
se téméf ve vSech tkanich a organech. Hodinové geny jsou zodpovédné za expresi tzv.
hodinami kontrolovanych genti (CCG z angl. clock control genes), které reguluji tkanové
funkce bud’ v bunikdch samotnych, nebo generuji signal Sifeny ven z buiky. Centralni
strukturou cirkadianniho systému jsou suprachiasmatickd hypothalamicka jadra (SCN), odkud
je generovan sefizovaci signal nesouci informaci o denni dobé.

Mezi lidmi existuji vyrazné rozdily v tzv. diurnalnich preferencich, coz jsou
preference vhodné doby pro rizné aktivity dle pfirozeného vnitiniho nastaveni. Rozdily
v tomto vnitinim nastaveni jsou zodpoveédné za vznik riznych cirkadidnnich fenotypti neboli
chronotypt. Chronotypy se rozdéluji do péti kategorii definovanych na zaklad¢ subjektivnich
dotaznikii sestavenych Hornem a Ostbergem (,,Morningness Eveningness Questionnaire® =
MEQ) a Roennenbergem (,,Munich Chronotype Questionnaire* = MCTQ).

Vyznamnou skupinou v populaci jsou extrémni chronotypy, at’ uZ ranni ¢i vecerni.
Uosob s extrémnim chronotypem se ptedpoklada, Ze jejich diurndlni preference mayji
pfi¢innou souvislost s tzv. polymorfismy hodinovych gent. Jejich presny vliv na vznik
chronotyptl vSak stdle neni zcela objasnén.

V této diplomové praci jsme se pokusili genotypizovat vybrané polymorfismy
v hodinovych genech Bmall, Clock, Per2 a Per3 u osob s extrémnim chronotypem (ur¢enym
dotaznikem MEQ) v ¢eské populaci. Se ziskanymi daty jsme provedli statistickou analyzu

a polymorfismy jsme analyzovali jako provazané haplotypy.



3. LITERALNI PREHLED

3.1. Cirkadianni systém

Fakt, ze se planeta Zemé pravideln¢ otaci kolem své osy, je znam jiz od 17. stoleti.
Tento jev piinasi cyklické zmény prostiedi, kterym se musely pfizptusobit vSechny organismy
na Zemi. Jako evolu¢ni adaptace na tuto skutecnost se u nich vyvinul mechanismus méfici
Cas, reagujici na pravidelné¢ zmény v prostiedi béhem 24 hodin. Tyto hodiny maji svou vlastni
vnitini periodu, kterd je pravidelné synchronizovana s vnéjSimi periodickymi déji. Mezi
takové d¢je fadime zejména stiidani svétla a tmy béhem dne a noci, ddle dostupnost potravy
¢i pohybovou aktivitu. Perioda cyklu generovana timto mechanismem trva piiblizn¢ den,
proto dostal nazev cirkadianni systém ze slov ,,Circa dies* = ,,ptiblizn¢ den* (Morris et al.,
2012). V neménném prostiedi bez vné&jSich inputii bézi u clovéka aktivita cirkadianniho
systému voln¢ s vnitini periodou fau, ktera je cca 24,5 hodin (Burgess a Eastman, 2008; Sack
et al.,, 1992). Svétlo ma vsSak silny synchronizac¢ni G¢inek, proto je u clovéka tato perioda
sefizena na 24 hodin (Wright et al., 2001).

Struktura, ktera je centrem cirkadianniho systému, se nazyva SCN. Tato jadra jsou
lokalizovdna v misté kiiZzeni optického chiasmatu ve ventrdlnim hypothalamu (Stephan
a Zucker, 1972; Moore a Lenn, 1972). SCN maji funkci "pacemakeru". Generuji vnitini
rytmus a srovnavaji jeho periodu a fazi s casem vnéjsiho prostiedi. O vné&jsi period€ jsou SCN
pravideln€ informovéna skrze retinohypothalamicky trakt (RTH) vedouci z retiny oka do SCN
(Johnson et al., 1988; Moore a Lenn, 1972). Integrované informace pak SCN piedava do
organismu a udava jeho tempo (Stephan a Zucker, 1972). Tyto vnitini hodiny sefizuji
pravidelny rytmus spanku a bdéni, zmény teploty (Tsuchiya et al., 2003), imunitni systém
(Keller et al., 2009), metabolické procesy (Panda et al., 2002), ¢i produkci hormona (Moore
a Eichler, 1972).

SCN posilaji vystupni synchronizaéni signal do perifernich struktur (obr. 1), které maji
svoje vlastni bunééné cirkadidnni oscilatory. Tyto oscilatory generuji svlj vnitini Casovy
signal, regulujici napiiklad metabolismus, €1 imunitni procesy. Mezi tyto struktury patii
naptiklad: jatra, plice (Stokkan et al., 2001), buiiky bukalnich sliznic (Novéakova et al., 2013),
srdce (Storch et al., 2002), mozkové struktury (Green a Gillette, 1982), svaly (Yamazaki
etal,, 2000) a dalsi. SCN tedy timto mechanismem synchronizuje vSechny fyziologické

procesy se solarnim cyklem. Poruchy synchronizace tohoto endogenniho osciladtoru vedou



k porucham spanku, psychiatrickym onemocnénim, obezité, diabetu nebo dokonce k rakoviné

(Wang et al., 2011).
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Obrazek 1: Znazornéni projekce centralniho oscilatoru (SCN) k perifernim oscilatorum (srdce, jatra, okolni

mozkoveé struktury a dalsi struktury). Centralni hodiny prijimaji informaci o denni dobé prostiednictvim RTH
(Cerna Sipka z retiny do SCN). Kromé svételné informace mohou byt periferni organy serizovany pravidelnym
prijmem potravy, zménami v télesné teploté ¢i pohybové aktivité (ptevzato a upraveno z Kondratova a

Kondratov, 2012).

3.2. Molekularni hodiny cirkadianniho systému

Hlavni podstatou cirkadidnniho systému je synchronizovana provédzanost hlavnich
a vedlejSich autoregula¢nich transkripéné-translacnich zpé&tnovazebnych smycek (obr. 2).
Diky jejich propojeni a nacasovani je zajiSténa pravidelna oscilace v expresi tzv. hodinovych
gent a jejich proteind, které jsou zodpoveédné za generovani rytmického signalu.

Hlavni smycka je zahdjena expresi genti Brain and Muscle ARNT-Like 1 (Bmall)
a Circadian Locomotor Output Cycles Kaput (Clock) v jadte. Po translaci v cytoplazmé tvoii
jejich proteiny heterodimerni komplex BMAL1:CLOCK, jejich interakce je zprostiedkovana
pomoci PAS domény. Heterodimer se nasledné vraci do jadra, kde ma roli transkripéniho
faktoru. Pomoci domény bHLH (basic helix-loop-helix) se vaZe v promotorové oblasti na tzv.
Enhancer box (E-box) genl Period (Perl/2/3) a Cryptochrome (Cryl/2), ¢imz je zahajena
jejich transkripce (Gekakis et al., 1998; Kume et al., 1999).



Po jejich translaci se k proteinu PER vaze v cytoplazmé kasein kinaza 1 €/6 (CK1 €/9),
ktera ho fosforyluje, a spole¢né s proteinem CRY se tento komplex translokuje do jadra, kde
ma represivni funkci. Inhibi¢n€ piisobi na heterodimer BMALI1:CLOCK, ¢imz potlacuji
1 svou vlastni expresi (Akashi et al., 2002; Takano et al., 2000).

Tato primérni smycka je ovliviiovana smyckou sekundarni, ktera je zahajena
nasednutim heterodimeru BMALI:CLOCK na E-box geni Rev-erba a ,Retinoic acid
receptor-related orphan receptor a (Roro)“, tim je spusSténa jejich transkripce. Po jejich
translaci jsou proteiny REV-ERBa a RORa piesunuty do jadra, REV-ERBa zde piisobi jako
represor (Preitner et al., 2002), RORa jako aktivator transkripce genu Bmall. Tyto
transkripéni faktory kompetuji o navazani na RORE sekvenci v promotoru (Akashi a Takumi,
2005; Sato et al., 2004). Této kompetice se Ucastni i protein nové objeveného genu Chrono,
ktery ptisobi jako represor (Annayev et al., 2014; Anafi et al., 2014; Goriki et al., 2014).

Molekularni mechanismus generovani cirkadiannich oscilaci probihd v kazdé jaderné
buiice. Signal indukovany smyckami v bunéénych pacemakerech je Siten diky CCG. Tyto
geny nesou sekvenci kodujici E-box nebo RORE ve svém promotoru. Tim je zajiStovana
jejich pravidelnd transkripce po nasednuti heterodimeru BMAL1:CLOCK (Jin et al., 1999;
Welsh et al., 1995; Miyamoto a Sancar, 1999).

Perioda téchto oscilaci trva pfiblizné¢ 24 hodin a je udrzovana a pravideln¢ sefizovana
diky posttranslacnim modifikacim, mezi které patii zeyména histonové acetylace, fosforylace
a s tim spojend ubiquitinace.

Rytmické histonové acetylace zplsobuji chromatinové remodelace a napomahaji tak
k intenzivnéjsi transkripcni aktivité. Dochazi k nim na histonech H3 a H4 v promotorech
hodinovych genti Perl/2 a Cry, pomoci histonacetylaz (Etchegaray et al., 2003).

Protein CLOCK vykazuje svou vlastni histon-acetyl transferazovou aktivitu. Diky
acetylaci histonli se uvolni pevna vazba v DNA, kterd se tak stdva ptistupnéjsi pro vazbu
transkripniho faktoru BMAL1:CLOCK do promotorové oblasti (Doi et al., 2006).

CK1 ¢/6 fosforyluje PER na CKI1 vazebné doméné, ¢imZ je umozZnéna jeho
translokace do jadra, a na domén¢, kam se po fosforylaci vaze ubiquitin ligdza B-TrCP
(B-transducin repeat containing protein), ktera zprostfedkovava proteazomalni degradaci PER
v cytoplazmé. To vede ke sniZeni inhibi¢ni aktivity PER:CRY v jadfe (Shirogane et al., 2005;
Reischl et al., 2007; Ohsaki et al., 2008). Aktivita CK1 €/0 zajiStuje pravidelnou oscilaci
molekulérnich hodin a je zodpovédna za jejich zrychleni ¢i zpozd’'ovani (Meng et al., 2008).
Mutace v genu pro CK1 ¢ je zodpovédnd za zkraceni cirkadianni periody (Lowrey et al.,

2000).



Protein CRY je v jadie i v cytoplasmé fosforylovan AMP-aktivovanou protein kindzou
(AMPK) (Lamia et al., 2009). Fosforylovany protein CRY je urcen k ubiquitinaci F-box like
E3 ligazou (FBXL3) a nésledné degradaci. Ubiquitinace mtize byt potla¢ena homologni F-box
like E21 ligdzou (FBXL21), kterd protein CRY v jadfe stabilizuje. V cytoplazmé se ale chova
FBXL21 odlisné a jejim ptsobenim je CRY oznacen k ubiquitinaci a degradaci v proteazomu
(Siepka et al., 2007; Hirano et al., 2013; Busino et al., 2007).

Délka téchto endogennich oscila¢nich cykli se mize u jednotlivct lisit, proto se

v lidské populaci vyskytuji ranni a vecerni chronotypy, jak bude popséano v kapitole 3.4.
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Obrazek 2: Schéma zndzornuje interakce pozitivnich a negativnich zpetnovazebnych transkripcné — translacnich
smycek u savci. Proteiny BMALI a CLOCK tvori heterodimer, ktery v jadre piisobi jako transkripcni faktor
zahajujici transkripci genii Per a Cry, jejichz proteiny tvori komplex spolecné s CK1 €/0, ktery se translokuje do
jadra. Jeho ulohou je inhibice heterodimeru BMALI:CLOCK, c¢imz je potlacena exprese genii Per a Cry.
Heterodimer BMAL1:CLOCK zahajuje transkripci také u genit Roro. a Rev-erba. Jejich do jadra translokované
proteiny maji ulohu aktivatoru a represoru. Komplex BMALI:CLOCK aktivuje a PER:CRY potlacuje
transkripce tzv. hodinami rizenych genii (CCG), které oviiviiuji rytmické biologické procesy v buiikach celého

organismu (ptevzato a upraveno z Ko a Takahashi, 2006).



3.3. Struktura a drahy suprachiasmatickych jader

Suprachiasmaticka jadra jsou bilateralni parovy organ, ktery je ulozen v misté kiizeni
zrakovych nervii ve ventralnim hypothalamu. SCN jsou tvofena dvéma ¢éastmi:
ventrolateralni = ,,core” (VISCN) a dorsomedialni = ,,shell” (dmSCN) (Ibata et al. 1999).
U lidi obsahuji SCN kolem padesati tisic neurontt zodpovédnych za generovani autonomniho
endogenniho signalu (Morris et al., 2012).

Vzijemna synchronizace obou c¢asti SCN je udrzovana diky neurotransmiteru
vazointestidlnimu peptidu (VIP), ktery je produkovan ve vISCN a je periodicky vylévan do
celého SCN (Welsh et al., 1995). Dale je v ¢asti vISCN produkovan gastrin-releasing peptid
a v ¢asti dmSCN se tvofi arginin vazopresin (van den Pol a Tsujimoto, 1985; van den Pol
a Gorces, 1986). Ve vSech neuronech SCN je syntetizovan inhibi¢ni neurotransmiter kyselina
y-aminomaselnd (GABA) (Abrahamson, 2001; Moore a Speh, 1993).

Do SCN jsou vedeny jednak informace z okolnich oblasti mozku, a jednak drahy ze
sitnice oka zodpovédné za synchronizaci SCN s vné&j§im prostfedim. Do dmSCN vedou
inputy z hypothalamu, limbického systému a z paraventrikularnich talamickych jader (Moga
a Moore, 1997).

Fotosenzitivni gangliové bunky retiny obsahujici fotopigment melanopsin vnimaji
intenzitu difizniho osvétleni (Gooley et al. 2001). Transdukovana svételna informace je
vedena pifimou monosynaptickou glutamatergni drahou, RHT, z oka do vISCN (Moore
a Lenn, 1972; Shirakawa a Moore, 1994).

Druhou drédhou vedouci svételnou informaci je nepiima draha, ktera projikuje z oka do
intergenikulatnich listkh v thalamu. Ty vySlou transdukovany svételny signal pomoci
neurotransmiteru neuropeptid Y pies genikulohypothalamicky trakt do SCN (Moga a Moore,
1997; Harrington et al., 1985).

Tteti draha, ktera projikuje do vISCN, informuje o nesvételnych synchroniza¢nich
podnétech, které jsou transdukovany ve sttednim mozku. Do vISCN se tato informace dostava
serotonergni drahou z raphealnich jader (Moore et al., 1978; Azmitia a Segal, 1978).

Projekce do SCN je zpracovana ve vISCN a ptedana do dmSCN. Z dmSCN vystupuji
eferentni drdhy do dalSich struktur, jakymi jsou napfiiklad: periaquaduktalni Sed,
subparaventrikularni zoéna, medialni preoptickd area, dorzomedialni hypothalamickd jadra,
paraventrikularni hypothalamick4 a thalamicka jadra a dalsi. Signal je také humoralné veden

az k perifernim oscilatorim, které jsou timto zptisobem pravidelné informovéany a zaroven



synchronizovany signdlem generovanym v SCN (Moga a Moore, 1997; Gooley a Saper,

2005).
3.4. Lidské chronotypy a polymorfismy hodinovych geni

Clovék mé svou aktivni fazi ve dne a klidovou v noci. Pfesto je nadasovani hodin
vysoce individudln¢ variabilni a mezi jednotlivci jsou rizné casové preference doby
probouzeni a uléhani ke spanku. Tyto rozdily charakterizuji cirkadidnni fenotyp neboli
chronotyp jedince. Vlastni chronotyp koreluje s délkou vnitini individualni periody fau, ktera
je ovlivnéna nékolika faktory (Brown et al., 2008). Mezi né¢ se tadi veék ¢i pohlavi
(Lehnkering a Siegmund, 2007), vyznamnym faktorem jsou vSak polymorfismy hodinovych
genl. Pravé jejich rozdily mohou stat za vznikem odlisnych chronotypii (Katzenberg et al.,

1998).
3.4.1. Chronotypy a jejich méreni

Zakladni de¢leni chronotypt je na ranni, nevyhranény a vecerni. Od pocatka studia
rozdilnych casovych preferenci, které charakterizuji jednotlivé chronotypy, je zavedeno
meéteni tzv. cirkadiannich markeri — ménici se télesné teploty a piijmu potravy u rannich
a vecernich typti (Ostberg, 1973). Dalsim markerem, kterého se pro studium chronotypi
vyuziva, je méfeni rytmt v hladinach hormonti melatoninu a kortizolu, kdy hladina kortizolu
je vysokd v subjektivnim dni, melatoninu v subjektivni noci. Pro métfeni chronotypt Ize
vyuzit 1 aktigrafu nebo fadné vedeni subjektivniho spankového deniku.

Vyznamnym piinosem pro studium chronotypli bylo sestaveni standardizovanych
dotaznikii zaloZenych na subjektivnim hodnoceni spankovych a dennich navyki, a to jak
béhem pracovnich, tak volnych dni. Star§im a €astéji pouzivanéj$im je Hornliv a Ostenbergliv
MEQ. Subjekt zde hodnoti své spankové navyky a subjektivni odhad Casu ke svému
nejlepSimu  fyzickému 1 psychickému vykonu, dotaznik tedy zahrnuje 1 otdzky na
preferovanou dobu riiznych aktivit v idealnich podminkich (Horne a Ostberg, 1976). Jinym
typem dotazniku je Roennebergiiv MCTQ. Dotaznik analyzuje pouze redlné po¢indni subjektu

v pribéhu volného a pracovniho dne (Roenneberg et al., 2003).
3.4.2. RozloZeni a charakteristika chronotypi

Na ziklad¢ vysledného skére ve vySe zminénych dotaznicich se chronotypy

kategorizuji do péti skupin: extrémné ranni typ, mirné ranni typ, nevyhranény typ, mirné



vecerni typ a extrémné vecerni typ. Ranni chronotyp je oznaCovén jako ,,skifivan®, vecerni
jako ,,sova®.
Zastoupeni jednotlivych chronotypi v populaci odpovida Gaussové kiivce (obr. 3).

Z kiivky je patrné, Ze v populaci je nejrozsifenéjsi nevyhranény typ.

Percentil

6.00%

4.00% -

2.00%

0.00% -

MEQ

Obrazek 3: Gaussova kiivka popisujici distribuci jednotlivych chronotypit u ceské populace. Na ose x jsou

hodnoty MEQ skore, osa y vyjadiuje percentil ucastnikii studie (pfevzato a upraveno Farkova et al., 2020).

Rozdil mezi jednotlivymi chronotypy je v délce jejich endogenni periody
a v synchronizaci vnitini individualni periody s vnéj$imi stimuly. Tyto aspekty podmifiuji
rozdilné chovani chronotypti béhem dne (neboli tzv. diurnalni preferenci = preference vhodné
doby pro ruzné aktivity dle pfirozeného vnitiniho nastaveni). Nejvyraznéjsi behavioralni
rozdily jsou pozorovany mezi extrémnimi chronotypy, jejichz zastoupeni v populaci neni tolik
vyrazné, nicméngé tito lidé se Casto dostavaji do stietu s Casovym nastavenim spolecnosti.

U lidi s rannimi preferencemi je start subjektivniho dne v brzkych rannich hodinéch,
a s tim se poji 1 brzké uléhani ke spanku. Naopak je tomu u lidi s vecernim chronotypem, ktefi
byvaji vzhiru do pozdnich vefernich hodin a preferuji probouzeni az v pozdé€jSich
dopolednich hodinach. V pracovnich dnech jsou tak ¢asto osoby s vecernimi preferencemi
spankoveé deprivované a dospavaji tuto deprivaci ve volnych dnech. Jedinci s rannim
chronotypem tento rozdil pocituji spiSe obracené; jejich doba spanku byva posunuta ve
volnych dnech, kdy se ptizplisobuji spoleCenskym aktivitam, ale rano se probouzi dle jejich
standardniho rezimu, nebot” dostavaji hodinami fizeny signdl vedouci k probuzeni

(Roenneberg et al., 2003).
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Problémem takového rezimu Casto byva tzv. socidlni jet lag, ktery vyjadiuje rozdilnou
dobou mezi ulehani ke spanku v pracovnich a volnych dnech (Wittmann et al., 2006).
Nepravidelny spankovy rezim a s tim spojeny Casty socidlni jet lag napoméha rozvoji fadé
civilizanich chorob, jakymi jsou napiiklad diabetes, ateroskler6za, kardiovaskularni

onemocnéni atd. (Wong et al., 2015).

3.4.3. Exprese hodinovych genii béhem 24 hodin a rozdil u chronotypi

Zpétnovazebné transkripcné translacni molekuldrni smycky hodinovych gent maji
standardn¢ nasledujici nacasovéni: V  rannich hodinach indukuje heterodimer
BMALI1:CLOCK transkripci gent Perl/2/3 a Cryl/2, jejichZ transkripty se presouvaji
do cytoplazmy, kde béhem dne dochazi k translaci proteini PER a CRY a v pozdéjsi ¢asti dne
ik jejich akumulaci. Vecer vytvari naakumulované proteiny komplex spolecné s CK1, ktery
se translokuje do jadra. Béhem noci pisobi tento komplex jako represor na heterodimer
BMALI1:CLOCK, pfterusi jejich nasedani na promotor genli Per a Cry a zpUsobi tak vlastni
potlaceni transkripce a tedy 1 produkce proteini PER a CRY. S blizicim se rdnem postupné
dochazi k degradaci piisobiciho komplexu a rano tak mtize opét dojit k zahajeni transkripce
Per a Cry (Smith a Sassone-Corsi, 2020; pribeh smycky popisuje obr. 2).

U extrémnich chronotypi lze pozorovat rozdil v ¢asovani téchto oscilaci. U rannich
typl dochazi k fazovému predbéhnuti, u vecernich k fdzovému zpozdéni. Ve studii Novakova
et al. (2013) sestavili autofi profil exprese hodinovych gent Perl, Per2 a Rev-erbo béhem
24 hodin u obou chronotypti. Z grafi na obr. 4A je patrné, Ze u ranniho chronotypu nastava
akrofaze rytmu exprese hodinovych genti diive nez u vecerniho typu, coz vypovida o jeho
fazovém predbehnuti.

Ferrante et al. (2015) méfili u chronotypt hladinu exprese dalSich hodinovych genii
Per3 a Nr2dl (kodujici REV-ERB) v casech: 8:00; 16:00 a 0:00. Signifikantni rozdil se
ukazal zejména ve vecerni hladiné obou transkript. U rannich typti zaznamenali mezi 16:00
a 0:00 vzrist exprese mRNA u obou gend, jak je demonstrovano na obr. 4B. Naopak no¢ni

typy mély hladinu mRNA v tomto ¢ase prakticky nezménénou (obr. 4B).
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Obrazek 4A: Profily exprese hodinovych genii Perl, Per2, Rev-erba behem 24 hodin u ranniho a vecerniho
chronotypu (pfevzato a upraveno z Novakova et al. 2013). 4B: Zdznamy exprese hodinovych genit Per3 (modie)
a Nr2dl (kodujici REV-ERBp) (Cervené) v casech 8:00, 16:00 a 0:00 (nahore ranni chronotyp ,,skrivani*, dole
vecerni chronotyp ,,nocni sovy”) (ptevzato a upraveno Ferrante et al. 2015). Grafy zndzornuji fazové

predbéhnuti u ranniho chronotypu a fazové zpozdeni u vecerniho.

3.4.4. Polymorfismy hodinovych genii u extrémnich chronotypi

Genetickym polymorfismem se rozumi, ze gen se vyskytuje ve dvou nebo vice
variantdch (= alelach). Pfitomnost téchto genetickych variant podmifniuje genotypovou
variabilitu populace. Polymorfismy jsou pfitomny bud jako tzv. jedno-nukleotidové
polymorfismy (SNP, z angl. single nucleotide polymorphism), nebo jako rtzn¢ dlouhé
tandemové repetice = tzv. polymorfismus v potu tandemovych repetic (VNTR, z angl.
»Variable Number of Tandem Repeat polymorphism®). Kazdy polymorfismus ma sviyj
identifikator, je to tzv. ,,rs* ¢islo. Jiz n€kolik studii se zabyvalo spojitosti vzniku extrémnich
chronotyptl s polymorfismem v hodinovych genech. Vyzkumné tymy se domnivaji, zZe prave
genové polymorfismy stoji za rtznorodosti individualniho rytmu a determinuji tak vyskyt
extrémnich chronotypli v populaci (Katzenberg et al., 1998; Carpen et al., 2005; Archer et al.,
2003; Pedrazzoli et al., 2010).

SNP se rozptylené¢ vyskytuji po celém genomu, frekventovanéji se vSak nachazi

v nekddujicich oblastech DNA. Nejcastéji k nim dochazi substitucemi (dale mohou vznikat
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delecemi, ¢i inzercemi) néjakého nukleotidu za jiny. V kédujicich oblastech se substitucemi
vzniklé SNP dé€li na dva typy: nesynonymni, které mohou, a synonymni, které nemusi vést
k zdméné aminokyseliny pfi translaci mRNA a ovlivnit tak strukturu a funkci proteinu.
Nesynonymni SNP se dale dé€li na ,,missense® a ,,nonsense (pfevzato z internetového zdroje:
»single nucleotide polymorphism / SNP | Learn Science at Scitable* 8.7.2021). Synonymni
nebo také tzv. ,tichy* polymorfismus, ktery je spojovan s odliSnostmi v diurndlnich
preferencich mezi lidmi, se nachazi naptiklad v genu Perl T2434C (Carpen et al., 2006).
Mezi SNP v nekddujicich oblastech, u kterych se predpoklada jejich vliv na individuélni
diurnalni preference, a které byly vybrany do této diplomové prace, patii naptiklad T3111C
v genu Clock (Katzenberg et al., 1998) a C111G v genu Per2 (Carpen et al., 2005). Dale byl
vybran SNP A-1420G v genu Bmall, ktery se vyskytuje v promotorové oblasti (Pedrazzoli et
al., 2010).

Polymorfismii v poctu tandemovych repetic (nebo také repetitivnich sekvenci
nukleotidil) je né€kolik typt. Maji riznou délku a nukleotidové zastoupeni (pievzato
z internetového zdroje ,,microsatellite / VNTR | Learn Science at Scitable®, 8.7.2021).
S diurnalnimi preferencemi je spojovan VNTR polymorfismus v hodinovém genu Per3

(Ebisawa et al., 2001), ktery je rovnéz pfedmétem této prace.

3.44.1. Polymorfismus v genu Per3

V genu Per3 se vyskytuje VNTR polymorfismus (rs57875989), tvofen bud’ ¢tyimi
nebo péti tandemovymi repeticemi (obr. 5). Tento opakujici se motiv je v PER3 proteinech
mistem, kde pravidelné dochdzi k fosforylaci CK1e. Mira této fosforylace ovliviiuje stabilitu
proteint a jejich translokaci do jadra (Archer et al., 2003). Védci Archer et al. (2003) dale
uvedli, Ze alela s péti opakovanimi (,,5R*, z angl. 5-repeat) pfislusi spiSe rannimu chronotypu,

a naopak alela se ¢tyfmi opakovéanimi (,,4R*, z angl. 4-repeat) je spojovana s ve€ernim typem.

4/
hPER3
/1,_,1_30/_:_,-/_/973-1&53 1210
1 2 3 4 =]
- . - - - - LR ] . = -
5R SPATTGALSTGSPPRENE STGSPPMENP SHPTASALSTGSPPMENF SHP LSMELPPSRTE
4R SPATTGALSTCSEPRENE ALSTGSPPMENP -—------=-—--———--— SHPTASTLSMGLPPSRTF SHPTA

Obrazek 5: Schéma lidského proteinu PER3. Domény PAS (A/B) zprostiedkovavaji vazbu s dalsimi molekulami
PER. ,,5x opakujici se” (,,5R" z angl. 5-repeat) a ,,4x opakujici se” (,,4R" z angl. 4-repeat) zndazornuji region
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s vyskytem repetitivnich aminokyselinovych sekvenci. Cernymi teckami jsou oznaceny fosforylacni mista pro

CK1 (fosforyluje protein na serinovych a treoninovych zbytcich) (ptevzato z Archer et al., 2003).

Ciarleglio et al., (2008) analyzovali frekvenci alel nejbéznéjSich polymorfismu
hodinovych genli mezi riznymi etniky. Dosli k zavéru, ze alela ,,4R* je mezi nimi zastoupena
vice: a to kolem 50-70 %, alela ,,5R* 34-41 %.

Vyzkumny tym Viola et al. (2007) zkoumal spojitost tohoto polymorfismu s kvalitou
a strukturou spanku. Do studie zafadili pouze homozygoty a nasli signifikantni rozdily mezi
homozygoty u tzv. ,pomalovinného* spanku, spankové latence a dalSich markert
homeostatické slozky spankové regulace. Povedlo se jim tedy potvrdit, ze polymorfismus
u genu Per3 je mozné korelovat s odliSnostmi mezi vySe zminénymi genotypy (a tedy
i chronotypy).

V dalsi préci tito autofi cilili na jiné markery, které by zdlraznily rozdily mezi
genotypy (Viola et al., 2008). Ve spanku dochédzi ke zménam v autonomni regulaci srdce, kdy
je aktivita sympatiku, regulovana skrze nervus vagus, nejnizsi béhem NREM spanku, naopak
béhem REM je nejvyssi. Autofi sledovali efekt spankové deprivace na aktivitu sympatiku
ovliviyjici srdecni frekvenci a rozdily mezi genotypy ,44“ a ,,55“. Zjistili, ze u osob
s genotypem ,,55% se béhem ,,zotavujiciho* spanku po spankové deprivaci snizila amplituda
modulace sympatovagalni rovnovahy, coz znamena, Ze se u téchto osob snizila aktivita
sympatiku, zodpovédného za autonomni regulaci srdce, béhem spankovych cykli. Dochazi
pfi nich ke zméndm v aktivité¢ sympatiku béhem NREM a REM. Pomér této aktivity

sympatiku béhem spanku se oznacuje pojmem sympatovagalni rovnovaha.
3.44.2. Jedno-nukleotidové polymorfismy (SNP)

Polymorfismus v genu Clock

V roce 1998 prednesl vyzkumny tym Katzenberg et al. hypotézu, ze nukleotidovy
polymorfismus v genu Clock miize korelovat s ranni ¢i ve€erni ¢asovou preferenci. Na pozici
3111 se vykytuje thymin (T), ktery miZe byt substituovan cytosinem (C) (T3111C;
rs1801260), nachazi se v 3‘-UTR (neptekladané oblasti, z angl. untranslated region). Védci
naznacili asociaci vecerniho typu s alelou 37/7C (Katzenberg et al., 1998), nicmén¢ studiim
z roku 2002 se replikace popsané studie nezdatila (Robilliard et al., 2002; Iwase et al., 2002).
Nezdaftilo se to ani studii s brazilskou populaci z roku 2007 (Pedrazzoli et al., 2007). Avsak

Mishima et al. (2005) asociaci alely 3/71C s veCernim typem prokazali v japonské populaci.
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Ciarleglio et al. (2008) analyzovali frekvenci distribuce obou alel mezi riznymi etniky

a prokazali, ze alela 37117 se mezi nimi vyskytuje frekventovangji, a to ze 74 az 90%.
Polymorfismus v genu Per?2

SNP spojovany s diurndlnimi preferencemi v genu Per2 se nachazi na pozici 111. Na
této pozici muze byt C nahrazen guaninem (G) (C111G; rs2304672). Tento polymorfismus se
nachazi v 5°-UTR (Carpen et al., 2005). Ve studii Carpen et al. (2005) identifikovali dalsi
ctyti SNP, které vSak byly tzv. ,missense” mutace (tj. mutace, jejimz dasledkem je zména
struktury polypeptidového vlakna urcitého proteinu). Pouze u SNP C111G byla prokazana
jeho asociace s diurnalnimi preferencemi, konkrétné alely ///G s rannim chronotypem. Hida

et al. (2014) vSak zadnou asociaci SNP C111G s diurnalnimi preferencemi neprokézali.
Polymorfismus v genu Bmall

V genu Bmall je diurnédlni preference ovliviiujici SNP lokalizovan v promotoroveé
oblasti na pozici 1420. Vyskytuje se zde bud’ A nebo G (A-1420G; rs4757138) (Pedrazzoli et
al., 2010).

3.4.4.3. Vzijemna provazanost jednotlivych polymorfismi

Ackoliv existuje n¢kolik domnének o tom, ktery polymorfismus v konkrétnim genu
zodpovida za konkrétni chronotyp, a n¢kolik studii se pokusilo prokazat asociaci specifickych
genotypll s extrémnimi chronotypy, pfesto se zdd, Ze chronotypy determinuje piedev§im
jakysi vzorec n€kolika polymorfismi.

V pomérné nedavné studii Pedrazzoli et al. (2010) se pokusili autofi o sestaveni
nékolika haplotypil mezi vySe popsanymi polymorfismy v genech Clock, Per2, Per3 a Bmall
a analyzovali frekvenci jejich vyskytu mezi extrémnimi chronotypy. V jejich souboru se
vyskytovalo celkem 31 kombinaci Etyt genotyptli ze vSech 81 matematicky moZznych. Srovnali
cetnost téchto kombinaci jak u extrémné rannich chronotypi, tak extrémné vecernich
chronotypti.

S rannim chronotypem se statisticky signifikantn€ pojila pouze kombinace
»1T/CC/45/GG* (Clock/Per2/Per3/Bmall), zatimco s vecernim chronotypem kombinace
»1TT/CC/45/AG* (Clock/Per2/Per3/Bmall). Je zajimavé, ze se tyto kombinace mezi
extrémnimi chronotypy lisily pouze v genotypech GG vs. AG u SNP genu Bmall. Autofi se

tedy domnivaji, ze tento SNP genu Bmall (A-1420G) muze hrat ve formovani chronotypu
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vyznamnéjsi roli nez polymorfismy jinych hodinovych gent. Tyto vysledky tedy naznacuji,
ze je dulezité polymorfismy genti zkoumat jako provdzané haplotypy a pokusit se stanovit,

které kombinace genotypil podminuji dany chronotyp.
4. CILE PRACE

Cilem této diplomové prace je asociace extrémniho cirkadianniho fenotypu
s polymorfismy hodinovych gentl a jejich provazanymi haplotypy, a vyvozeni hypotézy, které
alely hodinovych geni mohou v ¢eské populaci pfispivat ke vzniku ranniho ¢i vecerniho
chronotypu.

Fenotyp dobrovolnych tcastnikl je stanoven standardizovanym dotaznikem MEQ na
adrese chronotyp.cz a genotypizace jejich polymorfismi je stanovena ze vzorku DNA

ziskanych ze slin.

5. POUZITE METODY A VYBAVENI

5.1. Validovany dotaznik, respondenti a odbér vzorki slin

Soubor dat pro tuto diplomovou praci jsme ziskali diky dotazniku na webové adrese
chronotyp.cz'. Dotaznik zahrnuje stanoveni MEQ skére (Horne a Ostberg, 1976; Farkova et
al., 2020). Pouzili jsme data nashromazdéna za obdobi fijen 2019 - fijen 2020. Do dalsi ¢asti
této studie jsme hledali respondenty, ktefi spliiovali nasledujici podminky: vyborny zdravotni
stav, v€kova kategorie 20-40 a hodnota MEQ skore odpovidajici extrémnim ve€ernim, rannim
a extrémim blizkym chronotypiim.

MEQ skoére rozdé€luje participanty do péti skupin: extrémné ranni typ (70-86 bodu),
mirné ranni typ (59-69 bodi), nevyhranény typ (42-58 bodt), mirné vecerni typ (31-41 bodi)
a extrémné vecerni typ (16-30 bod®). Studie byla schvalena Etickou komisi Pfirodovédecké
fakulty Univerzity Karlovy (¢isla: 202/16; 2017/12).

Validovany dotaznik vyplnilo 1134 osob, z toho bylo 118 extrémné rannich, 204
mirn€ rannich, 594 nevyhranénych, 176 mirn¢€ vecernich a 42 extrémné vecernich. S ucasti ve

studii souhlasilo 64 respondentti: 21 s veCernim (z toho 15 extrémnich a 6 blizko extrémiim)

' O jeho validovany pieklad se zaslouzila Ing. Mgr. Eva Farkov4, PhDr. ve spolupraci s PhDr. Denisou
Mankovou, Ph.D.; PhDr. Janou Koptivovou, Ph.D.; MUDr. Jitkou Buskovou, Ph.D.; Mgr. Katefinou Cervenou a
Mgr. Dominikou Pacesovou
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a 43 s rannim chronotypem (z toho 26 extrémnich a 17 blizko extrémtm). VSichni zi¢astnéni
splitovali vySe uvedené podminky.

Utastnici byli seznameni s informacemi o studii a podepsali informovany souhlas
(ptiloha 1). Vzorek slin se odebiral do specidlnich a fadné oznacenych zkumavek firmy
Isohelix s objemem 10 ml. Kazda osoba poskytla 1-1,5 ml slin k 1 ml stabilizacniho pufru
uchovavajici sliny pii pokojové teploté. Sliny tak nebylo nutné skladovat v lednici ¢i

mrazaku.
5.2.1zolace DNA

Roztok slin obsahoval buiiky bukdlni sliznice, ze kterych jsme izolovali DNA.
Existuje nékolik izola¢nich metod, vZzdy zahrnujici fazi lytickou, promyvaci a eluacni. V této

praci jsme pouzili izolaéni kit Isohelix GeneFix™ Saliva DNA Mini Kit: GSS-50/GSS-5.
Laboratorni postup:

Postup prace jsme zachovali podle ptilozeného protokolu k izolaénimu kitu.
K promichanému roztoku slin a pufru jsme napipetovali 20 pl proteinkindazy K a inkubovali
ve vodni 1azni pti 60 °C Sedesat minut. Po inkubaci jsme do zkumavek pfidali 2 ml ethanolu,
promichali a do oznacenych filtratnich zkumavek (tzv. ,,kolonek*) napipetovali 700 pl
roztoku. Filtra¢ni zkumavky jsme centrifugovali 13 400 rpm / 1 minutu a nasledné odstranili
profiltrovanou ¢ast z tzv. ,,sbérnych* zkumavek. Tento krok jsme n¢kolikrat zopakovali.

Dalsim krokem bylo promyvani. Do kolonek jsme napipetovali 750 pl promyvaciho
pufru (WB z angl. Wash buffer). Nasledovala centrifugace (opét 13 400 rpm / 1 minutu), po
které jsme odstranili obsah ze ,sbérnych® zkumavek. Tento krok jsme jest¢ jednou
zopakovali. Pro odstranéni vSech zbytkdl ethanolu jsme ,kolonky“ umistili do Ccistych
sbérnych zkumavek a stocili je 3 minuty pii 13 400 rpm.

,Kolonky* jsme umistili do 1,5 ml zkumavek a ptidali 100 pl/vzorek elua¢niho pufru
(EB z angl. Elution buffer) pfedehiatého na 70°C. Zkumavky jsme nechali 3 minuty odstat
anasledné je sto€ili 1 minutu (pfi 13 400 rpm) pro eluaci DNA. Izolovanou DNA jsme
skladovali pfi +4°C. Pfed naslednym pouzitim jsme zméfili jeji koncentraci na

spektrofotometru.
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5.3. Vybér polymorfismi

Vybér zkoumanych hodinovych gent byl inspirovéan studii Pedrazzoli et al. (2010),
ktefi kromé¢ jiz studovanych polymorfismii v genech Clock, Per3 a Per2 zatadili i dalSiho
klicového hrace molekularni smycky — gen Bmall.

V téchto hodinovych genech bylo identifikovano nckolik polymorfismt. Nas vybeér
byl zaméfen u genu Per3 na polymorfismus rs57875989, coz je VNTR se ctyfmi ¢i péti
opakovanimi a v literatuie je poukézano na jeho korelaci s diurnalni preferenci (Archer et al.,
2003). U genu Per2 byl zvolen polymorfismus rs2304672. Carpen et al. (2005) popisuje, ze
z analyzovanych SNP v genu Per? je pouze tento polymorfismus spojen s odliSnymi
diurnalnimi preferencemi (jak je uvedeno v kapitole 3.4.4.2.). Majoritni alelou je u n& C
aminoritni G (C > G). U genu Bmall jsme se zaméfili na polymorfismus rs4757138
v promotorové oblasti (A > G) (Pedrazzoli et al., 2010), a u genu Clock na rs1801260 (T > C)
(Katzenberg et al., 1998).

5.4. Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce (PCR, z angl. Polymerase Chain Reaction) je
molekularni metoda umoziujici exponencialni amplifikaci specifickych tsekti nukleovych
kyselin enzymem DNA polymerazou. Cely proces je zahdjen denaturaci, kdy dochazi
k rozpleteni dvouretézcové DNA. Ziskana jednotetézcova vlakna pak slouzi jako templat. Je
dillezité zvolit spravnou denaturacni teplotu, aby nedoSlo k degradaci pouzitych reagencii.
Proto se voli teplota kolem 90-98 °C po dobu 10-60 sekund.

V nésledujici fazi dojde k vyraznému snizeni teploty, na tzv. anelacni teplotu
vrozmezi 55-70 °C. Toto ochlazeni zajiStuje nasedani primerd (jez jsou kratké useky
oligonukleotidi) na 5’ konce komplementdrnich vlaken (oznafovanych jako Forward
a Reverse) (sekvence primer vypsané v tabulce 1). Anelacni teplota (tab. 1) musi byt cca
0 5 °C nizsi, nez je jejich teplota tani.

V tuto chvili nastava polymeracni reakce, kdy dochazi k syntéze komplementarniho
fettzce DNA. DNA dependentni DNA polymerdza nasedd na primery a pfipojuje
k jednofetézcovym vlaknim volné nukleotidy na zdkladé komplementarity dusikatych bazi.
DNA polymeraza musi byt termostabilni, aby nedochdzelo k jeji degradaci. Nejbéznéji je
pouzivana Taq polymeraza, izolovand z bakterie Thermus aquaticus vyskytujici se

v termalnich pramenech.
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Gen sekvence primeru anelacni teplota

F TCCAGCAGTTTCATGAGATGC 56,5°C
R GAGGTCATTTCATAGCTGAGC

(prevzato z Katzenberg et al. 1998)
Bmall
F GGCAGAGACAAAGGAGCAAT 56,5°C
R CAGCGTCTTCTTTTTCG

(ptevzato z Pedrazzoli et al. 2010)
Per?2
F GGCAAAACCCTGTCTCTACCAA 62,5°C
R AGCTCCTTCCCACTGTCGTCA

(ptevzato z Carpen et al. 2005)
Per3
F CAAAATTTTATGACACTACCAGAATGGCTGAC 62,5°C
R AACCTTGTACTTCCACATCAGTGCCTGG

(ptevzato z Ebisawa et al. 2001)

Tabulka 1: Sekvence primerii forward (F) a reverse (R) vSech studovanych genii. Vpravo uvedena jejich

anelacni teplota, podle které se upravuje teplotni profil v protokolu.
Laboratorni postup:

Do 0,2 ml oznacenych mikrozkumavek jsme pfipravili reakéni smés o celkovém
objemu 15 pl. Zvortexované reagencie jsme napipetovali v tomto potadi: 10,5 pul dH>O (dle
koncentrace DNA); 1,5 pl Taq pufr Fermentas s KCI; 0,9 ul MgClz (role kofaktoru); 0,2 pl
volnych deoxyribonukleotidi (ANTP); 0,3 ul Forward primer; 0,3 pl Reverse primer; 1-2 pl
templatové DNA (dle jeji koncentrace) a na zavér 0,3 pl Taq polymeraza Fermentas SU (stale
skladovana na ledu).

VSechny zkumavky jsme poté umistili do thermocycleru (Professional Thermocycler
(spole¢nost Biometra, An Analytic Jena Company), ve kterém probéhla reakce s teplotnim
profilem: 96 °C dvé minuty (denaturacni ¢ast); 35 cykli amplifikacni faze, ktera ma tii kroky:
a) 94 °C tricet sekund; b) v ptipad¢ gent Clock/Bmall 56,5 °C, v ptipad¢ Per2/Per3 62,5 °C
tiicet sekund; c¢) 72 °C tficet sekund. Nésleduje findlni extenze pii 72 °C tfi minuty, zavérem

probiha ochlazovani na 4 °C. Zdarnou amplifikaci jsme ovéfili vyuzitim elektroforézy.
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5.5. Elektroforéza

Principem této metody je separovani fragmentii DNA podle velikosti v agar6zovém
gelu v ramci nabitého elektrického pole. DNA je schopna prostupovat gelem skrze pory

a putuje od zaporného polu ke kladnému.
Laboratorni postup:

Smichanim 450 ml destilované vody s 50 ml 5x koncentrovaného roztoku TBE
(obsahuje tris-(hydroxymethyl)-aminomethan, kyselinu boritou a kyselinu
etylendiamintetraoctovou) ndm vznikl 0,5x koncentrovany roztok TBE pufru, ktery mé alohu
zakladniho média ptipravy gelu. V 50 ml TBE pufru jsme rozpustili 1 g agarézy a 1,25 ul
barviva GelRed Nucleid Acid Stain, které ma funkci detekéniho ¢inidla DNA — dochazi
k jeho interkalaci mezi pary bazi. Smés jsme povafili 2,5 minuty v mikrovinné troubé.
Vzniklou homogenni smés jsme nalili do elekroforézové formy a umistili hiebinek
k vytvoteni jamek. Gel tuhl 30-45 minut.

Ze ztuhlého gelu jsme vytahli hiebinek, umistili formu do elektroforézové vany a gel
prevrstvili elektrolytem. Na parafilmu jsme smichali nanaSeci pufr 6X TriTrack DNA
Loading Dye o objemu 2,5 ul s 0,75 pl velikostniho markeru GeneRuler 100 bp DNA Ladder.
Cely obsah jsme resuspendovali a napipetovali do prvni jamky.

Do zbyvajicich jamek jsme napipetovali roztok nanaSeciho pufru s 5 pl vzniklého
amplifikatu. Elektroforéza béZela pii 140 V po dobu 45 min. Vyslednou reakci jsme
vyhodnotili a vyfotili pod UV lampou pomoci snimaciho systému Gel Doc, jeZ umoZiiuje
zobrazeni vysledku v programu ImagelLab. Po amplifikaci genu Per3, bylo mozné na gelu
stanovit jeho délkovy polymorfismus. Elektroforéza byla téZ vyuZita pro vyhodnoceni

vysledkd produkti restrikéniho Stépeni (viz dale).

5.6. Urceni délky sekvence genu Per3

K vyhodnoceni VNTR polymorfismu jsme pouzili amplifikaéni PCR a nasledné
gelovou elektroforézu (1 hod, 110 V), kterd umoznila separovat fragmenty o rizné délce.
Vysledek byl digitalizovan snimacim systémem Gel Doc za pouziti programu ImageLab.
Fragmenty s péti opakovanimi je dlouhy 635 bp, fragment se ¢tyfmi opakovanimi 581 bp
(obr. 6).
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Ladder
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Obrazek 6: Zdaznam elektroforézy se vzorky ¢. 1 (635 bp: genotyp ,,55%), ¢. 2 (635 + 581 bp — heterozygot),
¢ 3 (581 bp: genotyp ,,44%), ¢. 5 (635 + 581 bp), ¢. 7 (581 bp).

5.7. Restrikéni Stépeni a urceni sekvence genu Clock

SNP v genu Clock jsme detekovali vyuZitim metody restrikéni Stépeni. Inspiraci byly
studie: Desan et al. (2000) a Bailer et al. (2005). Restrikéni $tépenti je cilené Sté€peni vlakna na
konkrétni nukleotidové pozici. VyuZivd se k tomu restrikéni enzym. Ten se vadZe na
specifickou sekvenci parti bazi v DNA, v jejiz blizkosti se nachazi tzv. restrikéni misto, kde
enzym $tépi molekulu DNA.

Pouzili jsme restrikéni enzym Bsp12861 (ziskan z Bacillus sphaericus), ktery v 221 bp

5. . GDGCHC...3

dlouhém amplikonu genu Clock rozpoznava restrikéni misto®: 3~ - CHCGDG...5 kde diky

své hydrolytické aktivité §tépi fosfodiesterovou vazbu mezi nukleotidy. VyuZiti této metody
nam umoznuje ur€it, zda se na pozici 3111 vyskytuje nukleotid T ¢i C. Je-li na této pozici
ptitomen nukleotid C, probih4 restrik¢ni Stépeni a v reakci vznikaji vlakna o délkach 125 a 96

bp, je-1i ptitomen nukleotid T, St€peni neprobiha.

2 oznageno trojuhelnicky
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Laboratorni postup:

Do oznadenych mikrozkumavek o objemu 0,2 ml jsme napipetovali reagencie do
celkového objemu 10 pl v tomto poradi: 3,8 ul dH>O, 1 pl CutSmart pufru (New England
BioLabs), 5 ul produktu PCR (byl amplifikovan fragment o délce 221 bp) a 0,2 pl enzymu
Bsp12861 (New England BioLabs — ktery byl specialn¢ vytvoren tak, aby Stépeni probehlo jiz
za 515 minut).

Pouzitim tohoto enzymu bylo teplotni schéma nasledujici: po dobu patnécti minut
probihalo restrikéni Stépeni pii 37 °C, po ném nésledovala dvacet minut inaktivace enzymu
pii 65 °C a cela reakce se ochladila na 4 °C. Elektroforézou se fragmenty rozd¢lily dle jejich

velikosti a pouzitim vizualiza¢ni techniky jsme odecetli délku vldken (obr. 7).
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Obrazek 7: Zaznam restrikéniho Stépeni vzorkii ¢. 5 (fragment 221 bp — jednd se o genotyp TT) ¢. 7, 10, 16
(fragmenty 221 + 126 + 96 bp — jedna se o genotyp TC).

5.8. Sekvenac¢ni metody pro urceni sekvenci u genti Per2 a Bmall

Principem této metody je zjiSténi sekvence bazi v konkrétnim useku DNA. Tuto
metodu jsme vyuzili pro stanoveni polymorfismi gentt Per2 a Bmall. Sekvenacni
(Sangerova) metoda vyuziva asymetrické PCR, kdy do reakce vstupuje pouze jeden primer.

Smés navic obsahuje dideoxyribonukleotidy (ddNTP: ddATP, ddCTP, ddGTP nebo ddTTP),
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které obsahuje sekvenacni kit. ddANTP se nahodné zaclenuji do fetézce (vzdy na odpovidajici

pozici — ddGTP se vzdy zacleni na pozici G apod.).
Laboratorni postup

V laboratofi jsme provadéli pouze pfipravu na sekvenaci. Samotna sekvenacni analyza
byla provedena na sekvenatoru MiSeq Illumina v Biocevu v laboratofi sekvenace DNA.

Po amplifikacni PCR jsme provedli asymetrickou PCR. Reakéni smés jsme
napipetovali do fadné znacenych 0,2 ml mikrozkumavek do celkového objemu 10 pl v tomto
potadi: 3,5 ul H2O, 2 ul sekvenacniho pufru (5x), 1 pl primeru (Forward nebo Reverse),
2,5 pl amplifikédtu PCR (u Per2 o délce 528 bp; u Bmall o délce 406 bp), 1 pl sekvenaéniho
kit BigDye Terminator v3.1. Reakce probéhla za nasledujiciho teplotniho profilu: tfi minuty
96 °C, nasledovalo 35 cyklu: a) deset sekund 96 °C, b) pét sekund 50 °C, ¢) tfi minuty 60 °C.

Po probéhnuti reakce jsme k sekvenaéni smési ptidali 28 ul 96 % ethanolu, inkubovali
15 minut pifi pokojové teploté. Nasledovala centrifugace (13 000 rpm / 20 minut, poté jsme
odebrali supernatant. K peleté jsme ptidali 50 ul 70 % ethanolu a vzorek centrifugovali 10
minut pii 13000 rpm a opét odebrali supernatant. Vzorek jsme nechali inkubovat
v termobloku pti 40 °C po dobu 10 minut, ¢i do Uplného vysuSeni pelety. Takto pfipravené
zkumavky jsme uloZili do -20 °C a ptedali k servisnimu zpracovani.

Obdrzené vysledky jsme vyhodnotili v programu Chromas. Odecet sekvence jsme pro
kontrolu provedli z vlaken Forward i Reverse. U genu Bmall jsme hledali polymorfismus

A-1420G a u genu Per2 C111G (obr. 8).

Obrazek 8: Vyhodnoceni v programu Chromas — gen Per2. Zluty oval oznacuje nukleotidovou pozici, na které

hledame bud’ C, nebo G. V tomto pripadé (vzorek ¢. 27; Forward) se jedna o genotyp CC
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5.9. Statistické metody

Statistické zpracovani jsme provedli v programu GraphPad. Na urovni jednotlivych
polymorfismt jsme testovali, zda existuje vztah mezi danym genotypem a chronotypem.
V dalsi analyze jsme se zaméfili na ,,efekt jedné z alel”, coz znamenad, Ze jsme analyzu stavéli
na predpokladu, Zze jedna z alel je dominantni a druha recesivni. Vytvofili jsme dva vzorce
(vzorec 1, vzorec 2), diky kterym jsme mohli testovat, zda néktera z alel odpovida rannimu

nebo vecernimu chronotypu.

Vzorec 1: Predpokladdme, Ze je dominantni alela ,,A%, proto jsme sloucili genotyp AA + AB.

Chronotyp (AA + AB) BB

Ranni ‘

Vecerni ‘

Vzorec 2: Pfedpoklddame, Ze je dominantni alela ,,B*, proto jsme sloucili genotyp AB + BB.

Chronotyp AA (AB + BB)

Ranni ‘

Vecerni ‘

Pro analyzu vS8ech kombinaci jsme pouzili test Chi kvadrat, ktery analyzuje, zda mezi
dvéma kategoridlnimi proménnymi existuje prokazatelny vztah. Vychéazi z dat uspofadanych
do kontingencni tabulky, kde jeden znak je v naSem pfipad¢ fenotyp, tedy chronotyp, a druhy
znak je genotyp. Vyuzili jsme testu nezavislosti, ktery se pouzZiva k posouzeni, zda existuje
zavislosti mezi posuzovanymi znaky. Vypocet vychazi z predpokladu, Ze plati nulova
hypotéza, ktera tika, Ze mezi dvéma sledovanymi znaky neexistuje Zadna zavislost. Na
zéklad¢ chi-kvadrat rozlozeni se vypocita pravdépodobnost (p) chyby prvniho druhu, ktera,
je-li mensi nez 0,05, indikuje statistickou vyznamnost testovaného ptedpokladu, a nulova
hypotéza se tak zamitd. Udava, Ze pravdépodobnost, ze by pozorované zavislosti vznikly
pouze ndhodou, je mensi nez 5 %.

Po analyze jednotlivych polymorfismii jsme se zaméfili na provazanost mezi
polymorfismy na tUrovni dvojic. Nejprve jsme analyzovali vSechny moZzné kombinace
polymorfismii a jejich korelaci s rannim ¢i vecernim chronotypem. A stejné¢ jako
u jednotlivych polymorfismi jsme i u studovanych haplotypti zapojili do naSich analyz ,,efekt

dominantni alely*.
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6. VYSLEDKY

6.1. Stanoveni chronotypii a distribuce participanti

Komplexni dotaznik na adrese chronotyp.cz zahrnuje validovany a do ¢eského jazyka
pielozeny dotaznik MEQ sestavenym Hornem a Ostbergem (Farkova et al., 2020). Oslovili
jsme vhodné respondenty, kteti spadali do v€kové kategorie 20-40 let (ptiloha 2). Rozlozeni
Cetnosti participant dle jejich MEQ skére odpovida kiivce na obrazku 9. Validovany
dotaznik vyplnilo 1134 osob, z toho bylo 42 extrémné¢ vecernich, 176 mirné vecernich,

594 nevyhranénych, 204 mirné rannich a 118 extrémn¢ rannich.
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Obrazek 9: Krivka rozlozeni chronotypu respondentii, kteri vyplnili dotaznik na adrese www.chronotyp.cz
(n = 1134). Modre je znacena skupina extrémnée vecernich chronotypii (MEQ 16-30), Cervené mirné vecerni
chronotypy (MEQ 31-41), zeleneé nevyhranény typ (MEQ 42-58), fialové mirné ranni typy (MEQ 59-69),
oranzové extrémné ranni typy (MEQ 70-86).

O vzorek slin byli pozadani respondenti s MEQ 16-33 a 67-86, abychom ziskali

vzorky od extrémnich a extrémim blizkych chronotypi. S ucasti souhlasilo 21 osob
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s veCernim chronotypem (z toho 15 extrémnich a 6 blizko extrémtm, obr. 10A) a 43 osob

s rannim chronotypem (z toho 26 extrémnich a 17 blizko extrémtim, obr. 10B).
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Obrazek 10: Pocet a MEQ skore zucastnénych respondentii — vecerniho chronotypu (A) a ranniho
chronotypu (B). Modra cast je skupina extrémnich typii, cervené jsou oznaceny osoby s MEQ blizko extrémiim.

Ve studii nebyl nikdo s MEQ pod 20 a nad 83.

6.2. Vyhodnoceni zastoupeni jednotlivych polymorfismi ve skupinach rannich

a veCernich typu.

V prvni ¢asti prace jsme analyzovali jednotlivé polymorfismy hodinovych genl

a asociovali je s chronotypy nasSich tcastnikd.
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6.2.1. SNP T3111C genu Clock

Vybrany polymorfismus v genu Clock na pozici 3111 jsme detekovali pomoci
restrikéniho Stépeni, diky kterému jsme mohli uréit, zda se jednd o genotyp TT/CC/TC
(tabulka 2). Z naSich dat vyplyva, ze nejméné je zastoupen genotyp CC, ktery byl nalezen
pouze u dvou jedincti s rannim chronotypem. Z pomérného zastoupeni forem TT a TC je
zjevné, ze zatimco forma TC prevazuje nad TT u ranniho chronotypu, TT pievazuje nad TC

u vecerniho chronotypu.

Clock 1T C ccC celkem
ranni ERE 26 2 43
vecerni ‘ 14 7 0 21
celkem | 29 33 2 64

Tabulka 2: V tabulce je uveden pocet subjektii s genotypy TT/TC/CC a jejich rozdéleni na ranni ¢i vecerni
chronotyp.

Jelikoz jsou skupiny v absolutnich ¢islech nevyvazené, zvolili jsme pro grafické
vyobrazeni frakéni analyzu (obr. 11), kterd vyjadiuje relativni zastoupeni jednotlivych

genotypt v obou skupinach.
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Obrazek 11: Grafické znazornéni vyjadiujici pomér genotypit u ranniho a u vecerniho chronotypu. U ranniho

typu je TT zastoupeno z 34 %, TC z 60,4 % a CC z 4,6 %. U vecerniho je TT z 67 % a TC z 33 %.

Pomoci statistické metody Chi kvadrat jsme testovali, zda existuje vztah mezi danym
genotypem a chronotypem. Pokud by tento vztah byl oznaen za statisticky signifikantni,
muizeme konstatovat asociaci konkrétniho genotypu s konkrétnim chronotypem. Analyza dat

vSak neodhalila Zadny signifikantni vztah mezi jednotlivymi genotypy a chronotypem.
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V tabulce 2 je uveden pocet vSech odhalenych genotypti, ale z biologického hlediska
dava smysl testovat genotypy jako ,efekt jedné alely”. Budeme-li tedy u heterozygot
uvazovat dominanci jedné z alel, mizeme genotypy sloucit jako (TT+TC) vs. CC (dominance

alely T — tabulka 3A) nebo (CC+TC) vs. TT (dominance alely C — tabulka 3B).

A) Clock TT+TC cc celkem B) Clock TT TC+CC celkem

ranni 41 2 43 ranni 15 28 43
vecerni 21 0 21 vecerni 14 7 21
celkem 62 2 64 celkem 29 35 64

Tabulka 3: A) Pocet subjektii s dominanci alely T: TT + TC vs. CC. Z ditvodu malého poctu CC nemiizeme
ocekavat signifikantni vysledek, jelikoz hledame relevantni rozdily. B) Pocet subjektii s dominanci alely C: TT
vs. TC + CC. Tucné je vyznacena statisticky signifikantni asociace varianty ,,TC + CC* s rannim chronotypem

(p = 0,0165), prokazana testem Chi kvadrat.

Analyza naSich dat metodou Chi kvadratu prokazala signifikantni asociaci varianty
»1C + CC* s rannim chronotypem (p = 0,0165) (tabulka 3B), z ¢ehoz vyplyva, ze alela C
u genu Clock asociuje s rannim chronotypem. Grafické zobrazeni relativniho zastoupeni
genotypl mezi chronotypy je na obr. 12, a to jak pro dominantni alelu T (obr. 12A), tak pro
dominantni alelu C (obr. 12B).

A Clock T3111C B Clock T3111C
dominance T dominance C
21.0 21.0
g- ' = CC *ff ' =3 TC+CC
5 mm TT+TC  § mm T
o f=1)
i< I=
A 3
3 0.5 > 0.5
8 e
S g
I= I
= 2
= 0.0 < 0.0
= ranni vecéerni = ranni vecerni
chronotyp chronotyp

Obrazek 12: Grafické zobrazeni vyjadiujici pomér genotypit u ranniho a u vecerniho chronotypu.
A) Dominance alely T: (TT + TC) vs. CC. U ranniho typu: (TT + TC) z 95 % a CC z 5 %. U vecerniho typu je
(TC + TT) ze 100 %. B) Dominance alely C: TT vs. (TC + CC). U ranniho typu: TT z 35 % a (TC + CC) z 65 %.
U vecerniho typu je TT z 67 % a (TC + CC) z 33 %. Z tohoto rozvrstveni je patrnd asociace ,,TC + CC*

s rannim chronotypem.
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Jelikoz jsme ve studii méli respondenty, ktefi nespadaji do kategorie extrémnich
chronotypt, ale jejich MEQ je blizko extrémum (31-33 + 67-69), rozd¢lili jsme tyto kategorie
a statisticky vyhodnotili asociaci jednotlivych genotypi s chronotypem. Toto rozdé¢leni
kategorii nebylo u zZadného z polymorfismi hodinovych genii signifikantni, ani kdyz jsme
provedli obdobné slouceni genotypt (dle predpokladané dominantni alely), jako je uvedeno

vyse (tabulka 3, obr. 12). Ptiklad rozd¢leni respondentti uvadi tabulka 4.

Clock 1T 7C ccC
extra ranni ‘ 9 16 1
blizko rannim | 6 10 1
blizko vecernim | 4 2 0
extra vecerni | 10 5 0

Tabulka 4: Rozdéleni respondentii na 4 kategorie: extra ranni (MEQ 70-86), blizko extrémné rannim

(MEQ 67-69), blizko extrémné vecernim (MEQ 31-33), extrémné vecerni (30-16).

6.2.2. VNTR polymorfismus genu Per3

V genu Per3 se vyskytuje VNTR se Ctyfmi ¢i péti opakovanimi, které lze detekovat
provedenim PCR a naslednou elektroforézou, jez umoziiuje separaci rizné dlouhych
fragmentll. Na zaklad¢ toho postupu jsme detekovali genotypy respondentl: ,,44“ (VNTR
polymorfismus se ¢tyfmi repeticemi), ,,55“ (VNTR polymorfismus s péti repeticemi) a ,,45%
(tabulka 5), neodhalili jsme vSak Zadny signifikantni vztah mezi jednotlivymi genotypy
a chronotypy. Relativni zastoupeni genotypli mezi chronotypy je graficky zndzornéno

na obr. 13.

Per3 44 45 55 celkem
ranni ‘ 13 25 5 43
vecerni | 10 8 3 21
celkem | 23 33 8 64

Tabulka 5: V tabulce je uveden pocet subjektii s genotypy 44/55/45 a jejich rozdéleni na ranni ci vecerni
chronotyp.
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Obrazek 13: Grafické vyjadreni relativniho zastoupeni genotypii u ranniho a vecerniho chronotypu. U ranniho
typu je ,,44“ zastoupeno ze 30 %, ,,45“ z58 % a ,,55 z 12 %. U vecerniho typu je ,, 44" zastoupeno z 48 %,
457238 % a, 55"z 14 %.

Pro dals$i analyzu jsme sloucili genotypy jako ,,44 vs. 45 + 55 (dominance alely ,,5R*
— tabulka 6A) a ,44 + 45 vs. 55* (dominance alely ,4R*“ — tabulka 6B). Vyobrazeni

relativniho zastoupeni slou¢enych genotypti mezi chronotypy vyjadiuje obrazek 14A a 14B.

A) Per3 55+45 44 celkem B) Per3 55 45+44  celkem

ranni | 30 13 43 ranni | 5 38 43
vecerni 11 10 21 vecerni 3 18 21
‘ celkem 41 23 64 celkem 8 56 64

Tabulka 6: A) Pocet subjektit s dominanci alely ,,5R“: 55 + 45 vs. 44. Testem Chi kvadrat nebyl zZadny
signifikantni vysledek prokazan. B) Pocet subjektii s dominanci alely ,,4R": 55 vs. 45 + 44. Testem Chi kvadrat
nebyl zadny signifikantni vysledek prokazan.
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Obrazek 14: Grafické zobrazeni vyjadiujici pomeér genotypu u ranniho a u vecerniho chronotypu.
A) Dominance alely ,,5R (5-repeat)“: ,,55 + 45 vs. 44°. U ranniho typu: (55+45) z 70 % a ,,44* z 30 %.
U vecerniho typu je genotyp (55 + 45) z 52 % a ,,44“ z 48 %. B) Dominance alely ,,4R (4-repeat)“: ,,55 vs.
45 + 44 U ranniho typu: ,,55“ z 12 % a (45 + 44) z 88 %. U vecerniho typu je ,,55“ z 14 % a (45 + 44)
z 86 %.

Obrazek 14A naznaCuje mirny trend v asociaci alely ,,5R* s rannim typem, Chi

kvadrat testem jsme vSak zddnou vyznamnou vazbu mezi obéma faktory neprokazali

(p=0,1735).
6.2.3. SNP C111G genu Per2

Ocekavali jsme, ze u genu Per2 odhalime pomoci sekvenace tfi typy genotypi: CC,
CG a GG. Zadného jedince s hledanym polymorfismem ,,GG* jsme nedetekovali. Analyza
testem Chi kvadrat neodhalila Zadnou signifikantni asociaci mezi genotypy a chronotypy

(tabulka 7). Grafické vyobrazeni je uvedeno na obr. 15.
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Per2 cC CcG celkem

ranni ‘ 39 4 43
vecerni | 17 4 21
celkem | 56 8 64

Tabulka 7: V tabulce je uveden pocet subjektii s genotypy CC a CG a jejich rozdéleni na ranni ¢i vecerni

chronotyp. Zadna signifikantni asociace nebyla prokdzdina.
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Obrazek 15: Grafické vyjadreni relativniho zastoupeni genotypii u ranniho a vecerniho chronotypu. U ranniho

typu je CC zastoupeno z 91 % a CG z 9 %. U vecerniho je CC zastoupeno z 81 % a CG z 19 %.

Pro dal$i analyzu jsme Zadné genotypy neslucovali, jelikoZ zde neni zastoupeni vSech

ocekavanych genotypti.
6.2.4. SNP A-1420G genu Bmall
Pro detekovani SNP A-1420G genu Bmall jsme zvolili opét sekvenacni metodu, ktera

odhalila genotypy GG/AG/AA (tabulka 8). Relativni zastoupeni genotypli mezi extrémnimi

chronotypy je graficky zndzornéno na obr. 16.
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Bmall GG AG AA celkem

ranni ‘ 26 12 5 43
vecerni | 15 4 2 21
celkem | 41 16 7 64

Tabulka 8: V tabulce je uveden pocet subjektii s genotypy GG/AG/AA a jejich rozdeéleni na ranni ¢i vecerni
chronotyp.
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bez dominance

2 1.0
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Obrazek 16: Grafické vyjadreni relativniho zastoupeni genotypii u ranniho a vecerniho chronotypu. U ranniho

typu je genotyp GG zastoupen z 60 %, genotyp AGz 28 % a AAz 12 %.

Podobn¢ jako u piredchozich geni, statisticka analyza nepotvrdila zddnou asociaci

mezi jednotlivymi genotypy a chronotypem.

Dale jsme sloucili genotypy a testovali metodou Chi kvadrat asociaci dominantni alely
s chronotypy (dominance alely G: tabulka 9A, obr. 17A; dominance alely A: tabulka 9B,
obr. 17B).
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A) Bmall GG+AG AA celkem B) Bmall GG AG+AA celkem

- ranni 38 5 43 ranni | 26 17 43
vecerni | 20 1 21 vecerni | 15 6 21
 celkem | 58 6 64 celkem | 41 23 64

Tabulka 9: A) Pocet subjektii s dominanci alely G: GG + AG vs. AA. Chi kvadrat test neprokdzal Zadny
signifikantni vysledek. B) Pocet subjektii s dominanci alely A: GG vs. AG + AA. Opét nic signifikantniho

neprokadzano.
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Obrazek 17: Grafické vyjadieni vyjadrujici pomer genotypii u ranniho a u vecerniho chronotypu.
A) Dominance alely G: ,,GG + AG vs. AA“. U ranniho typu: (GG + AG) z 88 % a ,,AA“ ze 12 %. U vecerniho
typu je genotyp (GG + AG) z 95 % a ,,AA* z 5 %. B) Dominance alely A: ,,GG vs. AG + AA*. U ranniho typu:
,GG“z60%a(AG + AA) ze 40 %. U vecerniho typu je ,,GG"“ ze 71 % a (AG + AA) z 29 %.

V zadné z variant pfedpokladané dominance jedné z alel (tabulka 9A a 9B) jsme

zadnou signifikantni asociaci u SNP A-1420G genu Bmall neprokazali.

6.3. Analyza vztahu mezi provazanymi polymorfismy na urovni dvojic

s rannim ¢i ve€ernim chronotypem

Signifikantni asociaci mezi jednotlivymi polymorfismy a chronotypem jsme potvrdili
pouze u SNP T3111C v genu Clock. V nasledné analyze jsme testovali provazanost mezi
polymorfismy na Urovni dvojic a snazili se potvrdit asociaci chronotypu s nékterou ze

zjiSténych genotypovych kombinaci.
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6.3.1. Kombinace Clock — Bmall

Tabulka 10 zahrnuje kombinace vSech analyzovanych genotypti bez dominance
nekteré alely. Provedli jsme statistickou analyzu vyuzitim Chi kvadrat testu, vysledek vsak
nebyl signifikantni a ukazuje, ze z4dnd kombinace genotypu geni Clock/Bmall neasociuje
srannim ¢i veCernim chronotypem. Grafické vyjadfeni relativniho zastoupeni kombinaci

genotypt je na obr. 18.

Clock/Bmall TT/GG TT/AG TT/AA TC/GG TC/GA TC/AA CcC/GG

Ranni | 9 5 1 15 7 4 2
vecerni | 9 5 0 6 0 1 0

Tabulka 10: Tabulka vyjadiuje mozné kombinace genotypii genii Clock/Bmall u rannich a vecernich

chronotypii, které jsme nalezli. Neodhalili jsme zZadné respondenty s kombinaci CC/AG a CC/AA.

ClockiBmali
bez dominance

1.[]—_

CCIGG
TC/AA
TC/AG
TCIGG
TT/AA
TTAG
TTIGG
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0.0-

relativni zastoupeni genotypl

ranni vecerni

chronotyp

Obrazek 18: Grafické zndzornéni relativniho zastoupeni vsech detekovanych kombinaci genotypii
(Clock/Bmall) u ranniho a vecerniho chronotypu. U ranniho jsou genotypy zastoupeny: CC/GG z 5 %, TC/AA
29 %, TC/AG z 16 %, TC/GG z 35 %, TT/AA z 2 %, TT/AG z 12 % a TT/GG z 21 %. U vecerniho: TC/AA z 5 %,
TC/GGz 28 %, TT/AGz 24 % a TT/GG z 43 %.

Z vysledka, které jsou popsany v ptredchozi kapitole, vyplyva, ze u SNP T3111C
v genu Clock existuje signifikantni asociace dominantni alely C (GG vs. TC + CC) s rannim
chronotypem. V dalsi analyze kombinovanych dvojic jsme proto pracovali s touto dominanci.
U genu Bmall se sice zadny signifikantni vysledek neprokéazal, nicméné pii pohledu na

relativni rozloZeni alel zgrafi 12 a 13 se zdd vhodné&j$i pracovat s dominanci alely A
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(GG vs. AG + AA). Proto jsme pracovali s kombinacemi, které zahrnovaly u genu Clock
dominanci alely C a u genu Bmall dominanci alely A (tabulka 11 a obr. 19). Test Chi kvadrat
neprokazal signifikantni asociaci v rozlozeni genotypli mezi chronotypy. Vypocitana
pravdépodobnost (p) je v tomto ptipade rovna 0,0737 a miizeme tedy konstatovat, ze se blizi
k pravdépodobnosti 0,05, coz je prahovd hodnota pro indikaci statistické vyznamnosti

testovaného predpokladu. Grafické vyjadieni je na obr. 19.

Clock/Bmall TT/GG TT/(AG+AA) (TC+CC)/GG (TC+CC)/(AG+AA)
ranni ‘ 9 6 17 11
vecerni ‘ 9 5 6 1

Tabulka 11: V tabulce jsou uvedené kombinace s uvazovanou dominanci alel u obou genii, tzn. skupina
respondentii s genotypem TT u genu Clock a gentotypem GG u genu Bmall, ddle skupina respondentii

s genotypem TT a zdaroven genotypem AA nebo AG (uvazujeme efekt dominance alely A) a dalsi.

ClockiBmal1
s dominanci alel C (Clock) a A (Bmal{)

2 1.0-

2] =3 (TC+CC)/(AG+AA)
§, mEm (TC+CC)GG
= =3 TT/(AGHAA)
S ]

g—u_a_: mm TT/GG

@

[1+]

[}

I=

=

2 0.0

| .

ranni veéerni

chronotyp

Obrazek 19: Grafické vyjadreni relativniho zastoupeni kombinaci vsech genotyput s dominanci alely C u genu
Clock a alely A u genu Bmall mezi chronotypy. U ranniho typu jsou genotypy: (TC + CC) / (AG + AA) z 26 %,
(TC+ CC)/GGz39 %, IT/ (AG + AA) z 14 %, TT/GG z 21 %. U vecerniho: (TC + CC) / (AG + AA4) z 5 %,
(TC+CC)/GGz28 %, TT/ (AG + AA) z 24 %, TT/GG z 43 %.
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Ackoliv jsme v komplexni analyze neprokézali zadny signifikantni vztah, pokusili
jsme se o analyzu dle efektu jednotlivych alel — tj. sestavili jsme 4 varianty, které vzdy
porovnavali dvé skupiny, u kterych byl shodny genotyp u jednoho z hodinovych gent
(tabulka 12A/B/C/D). Grafické vyjadieni relativniho zastoupeni genotypli u extrémnich
chronotypti je vyobrazeno na obr. 20A/B/C/D.

A Clock/Bmall TT/GG TT/(AG+AA) celkem
ranni 9 6 15
vecerni 9 5 14
celkem 18 11 29

B Clock/Bmall | (TC+CC)/GG (TC+CC)/(AG+AA) celkem

ranni 17 11 28
vecerni 6 1 7
celkem 23 12 35
C Clock/Bmall 1T/GG (TC+CC)/GG celkem
ranni 9 17 26
vecerni 9 6 15
celkem 18 23 41

D Clock/Bmall | TT/(AG+AA) (TC+CC)/(AG+AA) celkem

ranni 6 11 17
vecerni 5 1 6
celkem 11 12 23

Tabulka 12: V tabulce je uveden pocet subjektii u analyzovanych genotypii, kde jsme porovnavali kombinace
genotypti SNP u genit Clock vs. Bmall: A) ,,TT/GG vs. TT / (AG + A4) “ B) ,(TC + CC) / GG vs. (TC + CC) /
(AG + A4) " C) ,TT/GG vs. (TC + CC) / GG*“ D) ,,TT / (AG + AA) vs. (TC + CC) / (AG + AA) “. Chi kvadrat
testem prokdzano signifikantni rozdil v rozlozeni genotypii mezi chronotypy. Korelace ranniho typu s variantou

W (TC+CC)/(AG+AA) “ je vyznacena tucne.
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Obrazek 20. Grafické zndazornéni relativniho zastoupeni genotypii genit Clock/Bmal. Sestavili jsme 4
kombinace, kde jsou vzdy porovnavany dvé varianty, u kterych je vzdy shodny genotyp u jednoho z hodinovych
genii: A) ,TT/ (AG + AA) vs. TT/GG*“ B) ,(TC + CC) / (AG + AA) vs. (TC + CC) / GG*“ C) ,(TC + CC) / GG
vs. TT/GG*“ D) ,, TT/(AG+AA) “ vs. ,,(TC+CC) / (AG+AA) “.

Z grafli na obr. 20A a 20C by se mohlo zdat, ze kombinace genotypu TT genu Clock
a genotypu GG genu Bmall, mohou piisluset veCernimu chronotypu, signifikantné se pomoci
Chi kvadrat testu prokazala asociace s chronotypem pouze u kombinace posledni
(tabulka 12D, obr. 20D). Analyzovali jsme zde kombinaci ,,(TC + CC) / (AG + AA)“ vs.
H(TC+ CC) / GG*. Provedenim Chi kvadrat testu jsme prokazali signifikantni asociaci
a ukazali, ze kombinace ,,(TC + CC) / (AG + AA)“ asociuje s rannim typem (p = 0,0428), coz
pravdépodobné souvisi s predchozim zjisténim, ze alela C v genu Clock odpovida spise

rannimu chronotypu.
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6.3.2. Kombinace Clock — Per2

Ve dvojici geni Clock/Per2 jsme opét sestavili mozné kombinace. Jak jiz bylo
uvedeno v kapitole 6.2.3, nebyl nalezen zadny subjekt s genotypem GG genu Per?.
V tabulce 13 jsou uvedeny vSechny testované kombinace. Chi kvadrat test prokazal
signifikantni rozlozeni genotypli mezi chronotypy (p = 0,0042). Na zaklad¢ rozlozeni hodnot
odpovida varianta ,,TC/CC* (Clock/Per2) rannimu typu. Relativni zastoupeni vSech

kombinaci genotypti mezi chronotypy je graficky zndzornéno na obr. 21.

Clock/Per2  TT/CC TT/CG TC/CC TC/CG cc/ce
ranni | 13 2 24 2 2
vecerni ‘ 14 0 3 4 0

Tabulka 13: Tabulka vyjadiuje viechny mozné kombinace genotypii genii Clock/Per2 u rannich a vecernich
chronotypii, které jsme nalezli. Z analyzy vyplyva, ze varianta ,, TC/CC"* signifikantné prevazuje u ranniho typu

(p = 0,0042) — vyznaceno tucne.
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Obrazek 21: Grafické znazornéni relativniho zastoupeni vSech detekovanych kombinaci genotypui (Clock/Per2)
u ranniho a vecerniho chronotypu. U ranniho jsou genotypy zastoupeny: CC/GG z 5 %, TC/AA z 9 %, TC/AG
z16 %, TC/GG z 35 %, TT/AA z 2 %, TT/AG z 12 % a TT/GG z 21 %. U vecerniho: TC/A4 z 5 %, TC/GG z 28
%, TT/AG z 24 % a TT/GG z 43 %.

Dale jsme testovali kombinace, kde jsme uvazovali dominanci pouze u genu Clock:

TT vs. TC + CC. U genu Per2 jsme pracovali s genotypy ,,CC a CG*. Test Chi kvadrat zde
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oznacil rozdil v rozlozeni genotypti mezi chronotypy (p = 0,0017). Na zaklad¢ toho
predpokladdme, ze varianta ,,(TC+CC)/CC* odpovidad rannimu typu, a zZe se opet projevuje

asociace dominantni alely C u genu Clock s rannim chronotypem (tabulka 14 a obr. 22).

Clock/Per2 TT/CC TT/CG (TC+CO)/CC (TC+CC)/CG
ranni 13 2 26 2
vecerni 14 0 3 4

Tabulka 14: V tabulce je uvedeny pocet rannich a vecernich subjektii s danou variantou genotypu. Tucné je

vyznacena signifikantni asociace varianty ,,(TC+CC)/CC* genii Clock/Per2 s rannim chronotypem.
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Obrazek 22: Grafické vyjadreni relativniho zastoupeni kombinaci vsech genotyput s dominanci alely C u genu
Clock mezi chronotypy. U ranniho chronotypu jsou genotypy zastoupeny: (TC + CC) / CG z 5 %, (TC + CC) /
CCz 60 %, TT/CG z 5 %, TT/CC z 30 %. U vecerniho: (TC + CC) /CG z 19 %, (TC + CC) / CC z 14 %, TT/CC
z67 %.

Stejné jako u predchozi dvojice gent, jsme sestavili jsme 4 kombinace po dvou
variantach genotypt (Clock/Per2), kde byl vzdy u obou variant jeden genotyp jednoho z gent
shodny (tabulka 15).
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A | Clock/Bmall TT/CG TT/CC celkem

ranni 2 13 15
vecerni 0 14 14
celkem 2 27 29

B | Clock/Bmall (TC+CC)/CG (TCHCO)/CC celkem

ranni 2 26 28
vecerni 4 3 7
celkem 6 29 35

C | Clock/Bmall (TC+Ccoy/cc T7/CC celkem

ranni 26 13 39
vecerni 3 14 17
celkem 29 27 56

D | Clock/Bmall (TC+CC)/CG T7/CG celkem

ranni 2 2 4
vecerni 4 0 4
celkem 6 2 8

Tabulka 15: V tabulce je uveden pocet subjektii u analyzovanych genotypii, kde jsme porovnavali kombinace
genotypti SNP u genii Clock vs. Per2: A) ,,TT/CG vs. TT/CC* B) ,(TC + CC) / CG vs. (TC + CC) / CC* Chi
kvadrat testem prokdazan signifikantni rozdil v rozlozeni genotypii mezi chronotypy. Korelace ranniho typu
s variantou ,,(TC+CC) / CC* je vyznacena tucné (p = 0,0017). C) (TC + CC) / CC vs. TT/CC* Chi kvadrat
testem prokdzan signifikantni rozdil v rozlozeni genotypii mezi chronotypy. Korelace ranniho typu s variantou

(TC+CC) / CC* je vyznacena tucné (p = 0,0007). D) ,(TC + CC) / CG vs. TT/CG*

Vsechny varianty (tabulka 15 A/B/C/D) jsme otestovali metodou Chi kvadrat, ktery
signifikantné oznacil rozlozeni genotypl mezi chronotypy ve dvou pifipadech: tabulka 15B
(p= 0,0017) a 15C (p = 0,0007). U obou z nich lze fict, Ze varianta ,,(TC + CC) / CC*
asociuje s rannim typem. Mezi nasimi subjekty jsme vSak determinovali pouze 8 respondentti
(z toho 4 ranni a 4 vecerni) s genotypem CG, jak je uvedeno v tabulce 7 (kapitola 6.2.3)
a zadného s genotypem GG.

Grafické vyjadfeni relativniho rozloZeni genotypli mezi chronotypy je zndzornéno na

obr. 23A/B/C/D.
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Obrazek 23: Grafické znazornéni relativniho zastoupeni genotypii genii Clock/Per2. Sestavili jsme 4 kombinace,
kde jsou vidy porovnavany dvé varianty, u kterych je vzdy shodny genotyp u jednoho z hodinovych genii:
A) ,,TT/CG vs. TT/CC* B) ,(TC + CC) / CG vs. (TC + CC) / CC* C) (TC + CC) / CC vs. TT/CC*
D), (TC+ CC)/CG*“vs. ,,TT/CG*.

6.3.3. Kombinace Clock — Per3

Kombinace genotypti gent Clock/Per3 bez ptedpoklddané dominance nékteré z alel
jsou uvedeny tabulce 16. Relativni zastoupeni kombinaci genotypli mezi chronotypy je
graficky vyjadfeno na obr. 24. Test Chi kvadrat neprokazal Zadny signifikantni rozdil

v rozlozeni genotypli mezi chronotypy.
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Clock/Per3 TT/55  TT/45 TT/44 TC/5S5 TC/45  TCM44  CC/44
ranni 3 8 4 2 17 7 2
vecerni ‘ 3 4 7 0 4 3 0

Tabulka 16: V tabulce je uvedeny pocet respondentii s danou kombinaci genotypii gemi Clock/Per3. Zddna

signifikantni korelace nebyla prokdzana.

Clock/Per3
bez dominance

07 = CCl44
TC/44
TC/45
TC/55
TT/44
TT/45

TT/55

relativni zastoupeni genotyp(

ranni vecerni

chronotyp

Obrazek 24: Grafické znazornéni relativniho zastoupeni vSech detekovanych kombinaci genotypii (Clock/Per3)
u ranniho a vecerniho chronotypu. U ranniho jsou genotypy zastoupeny: CC/44 z 5 %, TC/44 z 16 %, TC/45
2395 %, TC/55z 5 %, TT/44 z 9 %, TT/45 z 18,5 % a TT/55 z 7 %. U vecerniho: TC/44 z 14 %, TC/45 z 19 %,
TT/44 z 34 %, TT/452 19 % a TT/55 z 14 %.

Podobné¢ jako v ptedchozich ptipadech jsme se do analyzy zahrnuly vliv dominantnich
alel u obou genti. V piipad¢ genu Clock jsme v analyzach pracovali s dominantni alelou C:
»IT vs. (TC + CC)*“. U genu Per3 sice nebyla prokazana zadna signifikantni asociace, ale
z obrazku 14 (kapitola 6.2.2) je patrné, Ze je vhodné analyzovat data, kde bude dominantni

alela ,,5R*: ,,(55 + 45) vs. 44%.
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V tabulce 17 je uvedeny pocet respondentii vSech kombinaci genotypti se zahrnutymi
dominancemi. Chi kvadrat testem jsme prokazali signifikantni rozdil v rozlozeni téchto
kombinaci genotypli mezi chronotypy (p = 0,0491). Na zaklad¢ rozlozeni genotypli mezi
chronotypy, mizeme konstatovat, Ze kombinace ,,(TC + CC) / (55 + 45)“ odpovida rannimu

typu. Grafické rozdéleni genotypl mezi chronotypy je uvedeno na obr. 25.

Clock/Per3  TT/44  TT/(55+45) (TC+CC)/44 (TC+CC)/(55+45)
ranni 4 11 9 19
vecerni ‘ 7 7 3 4

Tabulka 17: V tabulce je uvedeny pocet rannich a vecernich subjektii s danou variantou genotypu. Tucné je

vyznacena signifikantni asociace varianty ,,(TC+CC) / (55 + 45) “ genii Clock/Per3 s rannim chronotypem.

Clock/Per3
s dominanci alely C (Clock) a alely 5-repeat (Per3)

—
=
|

=3 (TC+CC)/(55+45)
=3 (TC+CC)/44

= TTI(55+45)

mm TT/44

=
n
| IR B I T N N I A N A A

relativni zastoupeni genotypu
=]
(=

ranni vecerni

chronotyp

Obrazek 25: Grafické vyjadreni relativniho zastoupeni kombinaci vSech genotypui s dominanci alely C u genu
Clock a alely ,,5R " u genu Per3 mezi chronotypy. U ranniho chronotypu jsou zastoupeny genotypy: (TC + CC) /
(55 +45) ze 44 %, (TC + CC) / 44 z 21 %, TT / (55 + 45) z 26 %, TT/44 z 9 %. U vecerniho: (TC + CC) /
(55 +45)z19 %, (TC + CC) /44 ze 14 %, TT/ (55 +45) 233 % a TT/44 z 33 %.
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Opct jsme sestavili jsme 4 kombinace po dvou variantach genotypt (Clock/Per3), kde
byl vzdy u obou variant jeden genotyp jednoho z genti shodny (tabulka 18, obr. 26). Testem

Chi kvadrat jsme vSak neprokdzali zadny signifikantni rozdil v rozlozeni genotypii mezi

chronotypy.
A Clock/Per3 TT/44 TT/(55+45) celkem
ranni 4 11 15
vecerni 7 7 14
celkem 11 18 29

B Clock/Per3 | (TC+CC)/44 (TC+CC)/(55+45) celkem

ranni 9 19 28
vecerni 3 4 7
celkem 12 23 35
C Clock/Per3 TT/44 (TC+CC)/44 celkem
ranni 4 9 13
vecerni 7 3 10
celkem 11 12 23

D Clock/Per3 | TT/(55+45) (TC+CC)/(55+45) celkem

ranni 11 19 30
vecerni 7 4 11
celkem 18 23 41

Tabulka S: V tabulce je uveden pocet subjektii u analyzovanych genotypu, kde jsme porovnavali kombinace
genotypti SNP u genut Clock vs. Per3: A) ,,TT/44 vs. TT / (55 + 45)“ B) ,,(TC + CC) / 44 vs. (TC + CC) /
(55+45)" C), TT/44 vs. (TC + CC) /44 D) ,,TT/ (55 + 45) vs. (TC + CC) / (55 + 45) . Zadny signifikantni

vztah nebyl prokdazan.
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Obrazek 26: Grafické zndazornéni relativniho zastoupeni genotypii genit Clock/Per3. Sestavili jsme 4 kombinace,
kde jsou vidy porovnavany dvé varianty, u kterych je vzdy shodny genotyp u jednoho z hodinovych genii:
A),TT/ (55 +45) vs. TT /44" B) ,(TC + CC) / (55 + 45) vs. (TC + CC) /44“ C) ,(TC + CC) /44 vs. TT / 44
D), (TC+ CC) /(55 +45)“vs. ,,TT/ (55 +45) .

6.3.4. Kombinace Per3 — Bmall

U dvojice Per3/Bmall jsme u jednotlivych kombinaci genotypii (bez uvazované
dominance) Zadnou signifikantni asociaci neprokazali (tabulka 19), grafické vyjadieni

rozdé€leni genotypt mezi chronotypy je na obr. 27.
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Per3/Bmall  55/GG  55/AG  45/GG  45/AG  45/AA 44/GG  44/AG  44/4AA4

ranni 5 0 12 8 5 9 4 0
vecerni | 2 1 7 1 0 6 3 1

Tabulka 19: V tabulce je uvedeny pocet respondentii s danou kombinaci genotypii genii Per3/Bmall. Zddnd

signifikantni korelace nebyla prokdzana.

Per3/Bmal1
bez dominance

—
=

44/AA
44/AG
44/GG
45/AA
45/AG
45/GG
55/AG
99/GG

=
n
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=]
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chronotyp

Obrazek 27: Grafické znazornéni relativniho zastoupeni vSech detekovanych kombinaci genotypii (Per3/Bmall)
u ranniho a vecerniho chronotypu. U ranniho jsou genotypy zastoupeny: 44/AG z 9 %, 44/GG z 21 %, 45/AA
z11,5 %, 45/AG z 19 %, 45/GG z 28 % a 55/GG z 11,5 %. U vecerniho: 44/AA z 5 %, 44/AG z 14 %, 44/GG
z28,5 %, 45/AG z 5 %, 45/GG z 33 %, 55/AG z 5 % a 55/GG z 9,5 %.

I u této kombinace jsme se do analyzy zahrnuli vliv dominantnich alel u obou gent.
V piipadé€ genu Per3 jsme v analyzach pracovali s dominantni alelou ,,5R*: ,,(55 + 45) vs. 44

a v ptipad¢€ genu Bmall jsme pracovali s dominantni alelou A: ,,GG vs. (AG + AA)“.

V tabulce 20 je uvedeny pocet respondentll vSech kombinaci genotypli se zahrnutymi
dominancemi. Chi kvadrat testem jsme prokazali signifikantni rozdil v rozloZeni téchto
kombinaci genotyplti mezi chronotypy (p = 0,0255). Na zaklad€ rozloZeni genotypl mezi
chronotypy, mizeme konstatovat, ze kombinace ,,(55 + 45) / (AG + AA)“ asociuje s rannim
typem. Grafické rozdéleni genotypt (s dominantnimi alelami) mezi chronotypy je uvedeno na

obr. 28.
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Per3/Bmall  44/GG  44/(AG+AA) (55+45)/GG  (55+45)/(AG+AA)
ranni 9 4 17 25
vecerni 6 4 9 2

Tabulka 20: V tabulce je uvedeny pocet rannich a vecernich subjektii s danou variantou genotypu. Korelace

ranniho typu s variantou ,,(55+45) / (AG+AA) “ je vyznacena tucné.

Per3iBmal1
s dominanci alely 5 (Per3) a alely A (Bmal1)

1.0
] =3 (59+43)/(AG+AA)

=3 (55+45)/GG
B3 44/(AG+AA)
m 44/GG

relativni zastoupeni genotypu

ranni vecerni

chronotyp

Obrazek 28: Grafické vyjadreni relativniho zastoupeni kombinaci vsech genotypii s dominanci alely ,,5R“
ugenu Per3 a alely A u genu Bmall mezi chronotypy. U ranniho chronotypu jsou zastoupeny genotypy:
(55 +45)/ (AG + AA) z 46 %, (55 + 45) / GG z 31 %, 44 / (AG + AA) ze 7 %, 44/GG z 16 %. U vecerniho:
(55 +45)/(AG + AA) 2 9,5 %, (55 +45) / GG z 43 %, 44/ (AG + AA) z 19 %, 44/GG z 28,5 %.

Dale jsme zase sestavili 4 kombinace po dvou variantach genotypt genti Per3/Bmall,

kde byl vzdy u obou variant jeden genotyp jednoho z genti shodny (tabulka 21).
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A Per3/Bmall 44/GG 44/(AG+AA) celkem

ranni 9 4 13
vecerni 6 4 10
celkem 15 8 23

B | Per3/Bmall | (55+45)/GG  (55+45)/(AG+AA) celkem

ranni 17 25 42
vecerni 9 2 11
celkem 26 27 53
C Per3/Bmall 44/GG (55+45)/GG celkem
ranni 9 17 26
vecerni 6 9 15
celkem 15 26 41

D Per3/Bmall | 44/(AG+AA) (55+45)/(AG+AA) celkem

ranni 4 25 29
vecerni 4 2 6
celkem 8 27 35

Tabulka 21: V tabulce je uveden pocet subjektii u analyzovanych genotypii, kde jsme porovndvali kombinace
genotypti SNP u genii Per3 vs. Bmall: A) ,,44/GG vs. 44 / (AG + AA)“ B) ,,(55 + 45) / GG vs. (55 +45) /
(AG + AA)“ Chi kvadrat testem prokdzan signifikantni rozdil v rozlozeni genotyput mezi chronotypy. Korelace
ranntho typu s variantou ,,(55 + 45) / (AG + AA) “ je vyznacena tucné (p = 0,0146). C) ,,44/GG vs. (55 + 45) /
GG”“ D) ,,44 / (AG + AA) vs. (55 + 45) / (AG + AA)“. Chi kvadrat testem prokdazan signifikantni rozdil
v rozlozeni genotypit mezi chronotypy. Korelace ranniho typu s variantou ,,(55 + 45) / (AG + AA) “ je vyznacena

tucné (p = 0,0050).

Vsechny varianty (tabulka 21 A/B/C/D) jsme otestovali metodou Chi kvadrat, ktery
signifikantné oznacil rozlozeni genotypl mezi chronotypy ve dvou piipadech: tabulka 21B
(p=10,0146) a 21D (p = 0,0050). U obou z nich lze fict, Ze varianta ,,(55 + 45) / (AG + AA)*
asociuje s rannim typem. U jednotlivych polymorfismii genti Bmall a Per3 nebyla prokdzéana
zadna signifikantni asociace s chronotypy, pii1 pfitomnosti obou alel vSak ano. Mizeme tedy
konstatovat, Ze asociace alely ,,5R*“ u VNTR polymorfismu genu Per3 s rannim chronotypem,
je podminéna piitomnosti alely A u SNP A-1420G v genu Bmall. Grafické vyjadieni

relativniho rozloZeni genotypt mezi chronotypy je znazornéno na obr. 29 A/B/C/D.
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Obrazek 29: Grafické zmdzornéni relativniho zastoupeni genotypu genii Per3/Bmall. Sestavili jsme 4
kombinace, kde jsou vzdy porovnavany dvé varianty, u kterych je vzdy shodny genotyp u jednoho z hodinovych
genii: A) .44/ (AG + AA) vs. 44/GG* B) ,,(55 + 45) / (AG + AA) vs. (55 + 45) / GG C) ,,(55 + 45) / GG vs.
44/GG“ D) ,, (55 +45)/ (AG + AA) vs. 44/ (AG + AA) “.

6.3.5. Kombinace Per2 — Bmall

Per2/Bmall je dvojice genl, pro kterou jsme neprokazali Zadny signifikantni
vysledek. Nejprve jsme opét Chi kvadrat testem zjistovali, zda nalezneme signifikantni rozdil
v rozlozeni kombinaci genotyptli, bez dominance, mezi extrémnimi chronotypy (tabulka 22).

Grafické vyjadteni je na obr. 30.
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Per2/Bmall CC/GG CC/AG CC/AA  CG/GG  CG/AG  CG/AA
ranni 23 11 5 3 1 0
vecerni ‘ 12 5 0 3 0 1

Tabulka 22: V tabulce je uvedeny pocet respondentii s danou kombinaci genotypii genii Per2/Bmall. Zdadnd

signifikantni korelace nebyla prokdzana.

Per2/Bmal1
bez dominance

o

o 1.0

%'- . =3 CG/AA
5 f mm CG/AG
= ] B CG/GG
S ]

%— 0.5- =3 CC/AA
o . = CC/AG
Iy ]

N : mm CC/GG
5]

< 0.0-

| .

ranni vecerni

chronotyp

Obrazek 30: Grafické znazornéni relativniho zastoupeni vSech detekovanych kombinaci genotypii (Per2/Bmall)
u ranniho a vecerniho chronotypu. U ranniho jsou genotypy zastoupeny: CG/AG z 2 %, CG/GG ze 7 %, CC/AA
z12 %, CC/AG z 25,5 % a CC/GG z 53,5 %. U vecerniho: CG/AA z 5 %, CG/GG z 14 %, CC/AG z 24 %
a CC/GGz 57 %.

Do nasledné analyzy jsme zahrnuli vliv dominantni alely A u genu Bmall: ,,GG vs.
(AG + AA)“. V pfipad¢ genu Per2 jsme v analyzach pracovali s genotypy ,,CC a CG*.
V tabulce 23 je uvedeny pocet respondentl vSech kombinaci genotypli se zahrnutou
dominanci. Chi kvadrat neprokazal Zadny signifikantni rozdil v rozloZeni téchto kombinaci
genotypli mezi chronotypy. Grafické vyjadieni rozloZzeni kombinaci genotypli gent

Per2/Bmall je na obr. 31.
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Per2/Bmall CC/GG  CC/AG+AA) CG/GG CG/(AG+AA)
ranni ‘ 23 16 3 1
vecerni 12 5 3 1

Tabulka 23: V tabulce je uvedeny pocet rannich a vecernich subjektii s danou variantou genotypu. Zddnd

signifikantni asociace nebyla prokazana.

Per2/(Bmalt
s dominanci alely A u genu Bmal1
2 1.0
] =3 CG/(AGHAA)
= CGIGG
=3 CC/(AGH+AA)
mm CC/GG

0.5

0.0-

relativni zastoupeni genotyp

ranni vecerni

chronotyp

Obrazek 31: Grafické vyjadreni relativniho zastoupeni kombinact vSech genotypii (Per2/Bmall) s dominanci
alely A u genu Bmall mezi chronotypy. U ranniho chronotypu jsou zastoupeny genotypy: CG / (AG + AA) z 2 %,
CG/GGze 7 %, CC/(AG + AA) z 37 %, CC/GG z 54 %. U vecerniho: CG / (AG + AA) z 5 %, CG/GG z 14 %,
CC/(AG + AA) z 24 %, CC/GG z 57 %.

Opét jsme sestavili 4 kombinace po dvou variantdch genotypt (Per2/Bmall), kde byl
vZdy u obou variant jeden genotyp u jednoho z genii shodny. Testem Chi kvadrat jsme vSak

neprokazali Zadny signifikantni rozdil v rozloZeni genotypli mezi chronotypy.
6.3.6. Kombinace Per2 — Per3

Posledni testovanou dvojici byly geny Per2/Per3. Ani u této dvojice jsme neprokézali
zadny signifikantni rozdil v rozlozeni genotypli, bez dominantni alely, mezi chronotypy

(tabulka 24). Grafické vyobrazeni je na obr. 32.
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Per2/Per3 CC/55 CCH5  CC/44  CG/55 CG/45 CG/44
ranni 4 23 12 1 2 1
vecerni ‘ 3 6 8 0 2 2

Tabulka 6: V tabulce je uvedeny pocet respondentii s danou kombinaci genotypii gemi Per2/Per3. Zadna

signifikantni korelace nebyla prokadzana.

Per2/Per3
bez dominance

e

' B2 BE= B CGi44
2 ]

5; . % B CG45
] CGI55
S

%‘u_a—: = CC/44
5o Ea CCl45
[y ]

= Em CC/55
=

Z ]

< 0.0

| .

ranni vecerni

chronotyp

Obrazek 32: Grafické znazornéni relativniho zastoupeni vSech detekovanych kombinaci genotypui (Per2/Per3)
u ranniho a vecerniho chronotypu. U ranniho jsou genotypy zastoupeny: CG/44 z 2 %, CG/45 z 5 %, CG/55
z2 %, CC/44 z 28 %, CC/45 z 54 % a CC/55 z 9 %. U vecerniho: CG/44 z 9,5 %, CG/45 z 9,5 %, CC/44 z 38 %,
CC/45229 % a CC/55z 14 %.

Do nésledné analyzy jsme zahrnuli vliv dominantni alely ,,5R* genu Per3: ,,(55 + 45)
vs. 44“. V piipadé¢ genu Per2 jsme v analyzich pracovali s genotypy ,,CC a CG*.
V tabulce 25 je uvedeny pocet respondentii vSech kombinaci genotypli se zahrnutou
dominanci. Chi kvadrat testem jsme neprokézali Zadny signifikantni rozdil v rozloZeni téchto
kombinaci genotypii mezi chronotypy. Grafické rozlozeni kombinaci genotypid gent

Per2/Per3 je na obr. 33.
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Per2/Per3  CC/44  CC/(55+45) CG/44  CG/(55+45)
ranni | 12 27 1 3
vecerni | 8 9 2 2

Tabulka 25: V tabulce je uvedeny pocet rannich a vecernich subjektii s danou variantou genotypu. Zddnd

signifikantni asociace nebyla prokazana.

Per2/Per3
s dominanci alely "4R" u genu Per3
2 1.0
] = CG/(95+45)
= CGi44
=3 CC/(55+45)
mm CC/44

relativni zastoupeni genotyp

ranni vecerni

chronotyp

Obrazek 33: Grafické vyjadreni relativniho zastoupeni kombinaci vSech genotypii (Per2/Per3) s dominanci
alely ,,5R* u genu Per3 mezi chronotypy. U ranniho chronotypu jsou zastoupeny genotypy: CG / (55 + 45)
ze 7%, CG/44 z 2 %, CC / (55 + 45) z 63 %, CC/44 z 28 %. U vecerniho: CG / (55 + 45) z 9,5 %, CG/44
295%, CC/(55+45)z43 %, CC/44z 38 %.

Opét jsme sestavili 4 kombinace po dvou variantach genotypl (Per2/Per3), kde byl
vzdy u obou variant jeden genotyp u jednoho z gent shodny. Testem Chi kvadrat jsme vSak

neprokazali Zadny signifikantni rozdil v rozlozZeni genotypli mezi chronotypy.
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7. DISKUSE

Cilem této prace bylo genotypizovat polymorfismy u jedincii s extrémnim a extrémim
blizkym chronotypem z DNA ziskané ze vzorkd slin. Z diivodu statistické vypovédni hodnoty
by zajisté bylo vhodné ziskat vice respondenttl, a to zejména extrémné vecerniho chronotypu.
Nicméné i1 pres relativné nizky pocet respondentii jsme sestavili analyzy, diky kterym jsme
mohli definovat asociace mezi chronotypy a urcitou variantou genotypi u vSech
polymorfismd.

Pouzitim dotazniku MEQ (Horne a Ostberg, 1976) byla ziskdna data na sestaveni
kiivky popisujici rozlozeni MEQ skore vSech probandi. Z grafu 1 je patrné, Ze nejvyraznéjsi
skupinou je nevyhranény typ, podobné jako ve vSech ptedchozich studiich monitorujicich
ceskou (Farkova et al., 2020) 1 dalsi populace (Lehnkering a Siegmund 2007; Roenneberg et
al., 2003). V nasi studii jsme vSak odhalili vyssi pocet subjektti ve skupiné extrémné rannich
nez ve skupiné extrémné vec€ernich. Tento fakt se neshoduje se studii Lehnkering a Siegmund
(2007), kde dotaznik odhalil vétsi pocet participantli s extrémné vecernim chronotypem
v némecké populaci. Je otazkou, zda naSe studie zaujala vice lidi s rannimi preferencemi
(naptiklad i z divodu vysSiho zdjmu o spankovou hygienu, pravidelny rezim a kvalitni
spanek, ktery zucastnéni jedinci €asto zminovali), nebo zda v ¢eské populaci prevazuji ranni
chronotypy. V recentni studii ¢eské populace (Farkova et al., 2020) neni z grafu vyobrazujici
distribuci MEQ skore uplné jednoznacné, ktera ze skupin na opacnych koncich kiivky ma
vys$§i pocet extrému, jelikoz zde neni tadné oznaen piechod mezi extrémné
rannimi/vecernimi a mirné rannimi/vecernimi chronotypy a jejich pocet neni uveden ani v jiné
casti studie. Nicméné je zde uvedeno, ze se studie zcastnilo celkem 508 vecernich
respondentt a 831 rannich (z celkového n = 3446). V této diplomové praci bylo celkem 218
veCernich a 322 rannich participantli (z celkového n = 1134). Pomérem obou vyhranénych
typt se tedy obé studie podobayji.

Vzorky slin pro analyzy polymorfismii jsme ziskali celkem od 64 oslovenych
subjekti. Nejdiive jsme hodnotili asociaci jednotlivych polymorfismii s vyhranénym
chronotypem. Pii detekci SNP (T3111C) v genu Clock jsme v nasem souboru dat odhalili
pouze dva participanty s genotypem CC, coz jsou piiblizné 3 % vSech ucastnikii. S obdobné
nizkym pomérem se setkal 1 vyzkumny tym Katzenberg et al. (1998). V jejich studii objevili
pouze 28 osob s genotypem CC ze 410 ucastnikii. NaSe i ptedchozi prace shodné¢ ukazaly, ze

v populaci je obecné nejvice zastoupena alela T (Ciarleglio et al., 2008).
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Pro nasledné analyzy naSich dat jsme formulovali pfedpoklad, ze jedna z alel bude
dominantni a druha recesivni, a proto jsme heterozygoty prifadili nejprve k jednomu, poté
k druhému homozygotnimu genotypu. Na zaklad¢ toho jsme hledali asociaci dominantni alely
s extrémnimi chronotypy. Pfi uvazované dominanci alely C (TT vs. (TC + CC)) u genu Clock
jsme prokézali asociaci alely 3///C s rannim typem (tab. 4, graf 6). Na§ zavér se ale
neshoduje s evropskou studii Katzenberg et al. (1998), kde autofi naznacili asociaci alely
3111C s veCernim chronotypem. Sbirana data v jejich studii vSak byla zalozena nejen na
extrémnich, ale 1 na nevyhranéném a mirné rannich/vecernich chronotypech. Na zaklad¢
distribu¢niho grafu, ktery studie predklada, lze usuzovat na mensi pocet subjekti s MEQ
16-30, ktery odpovida extrémné vecernimu chronotypu, nez je v nasi studii. Vysledné
korelacni analyzy tak mohou byt jiné. Ve studiich Chang et al. (2011) a Pedrazzoli et al.
(2007) dokonce dosli autofi k zavéru, Ze SNP v genu Clock neni asociovany s odliSnymi
diurndlnimi preferencemi. Diky rozporuplnym datim tedy korelace tohoto polymorfismu
s vyhranénym chronotypem zlstdva nejasna. Autofi prace Katzenberg et al. (1998) vsak
uvadeji, ze tento polymorfismus v 3°-UTR oblasti ovliviiuje stabilitu mRNA a mize tak mit
znacny efekt na vyslednou koncentraci proteinu CLOCK v cytoplazmé. To mize ovliviiovat
cirkadianni periodu a napomahat k formovani extrémniho chronotypu. Je vSak také mozné, ze
tento SNP v genu Clock je spiSe markerem pro rozsahlejsi polymorfické zmény v genu Clock
nebo jeho regulacnich elementech (Katzenberg et al. 1998).

V souvislosti s VNTR polymorfismem genu Per3 byla ve studii Archer et al. (2003)
popsana spojitost genotypu ,,55“ s extrémné rannim chronotypem a genotypu ,44%
s chronotypem extrémné veCernim. My jsme vSak v nasi analyze Zadnou signifikantni korelaci
neprokazali, nebot’ genotypu ,,55% bylo vyrazné¢ mén¢ v obou skupinach. Z obr. 14A (kapitola
6.2.2) lze pozorovat mirny trend asociace genotypt ,,45+55 s rannim chronotypem, nicméné
testem Chi kvadrat nebyl prokazan zadny signifikantni rozdil v rozloZeni genotypi mezi
chronotypy.

Studie Carpen et al. (2005) ukézala, Zze alela ///G u SNP v genu Per2 asociuje
s rannim chronotypem. Tento ndlez jsme nedokazali potvrdit, jelikoZz mezi nasimi participanty
jsme neodhalili nikoho s genotypem GG. To je vSak v souladu s jinymi studiemi, které
ukazuji, ze u tohoto SNP se genotyp ,,GG* vyskytuje v populaci velmi ziidka (Lee et al.,
2011; Hida et al., 2014). Autoii studie Carpen et al. (2005) sestavili model, ze kterého je
patrné, Ze substituce nukleotidi C a G na pozici 111 vede ke zméné struktury RNA.

Transkripty kodované alelou G mohou byt efektivnéji translatované, coz povede k rychlejsi
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akumulaci PER2 proteint a tim tedy ke zkraceni periody, jak je typické pro ranni chronotypy.
Bohuzel zadny signifikantni rozdil v mife translace nebyl autory prokazan.

Polymorfismus v genu Bmall (A-1420G) byl vybran na zaklad¢ studie Pedrazzoli
et al. (2010), ackoliv na urovni jednotlivych polymorfismi, stejn¢ jako nase, ani tato studie
neprokazala provazanost SNP v genu Bmall s zadnym z chronotypt.

Prestoze jsme se pokusili u jednotlivych polymorfismti prokézat jasnou korelaci alel
s konkrétnim chronotypem, signifikantné jsme prokazali pouze asociaci ranniho chronotypu
aalely 3/111C u genu Clock. V nasledné analyze jsme proto testovali, podobn¢ jako v jinych
studiich, polymorfismy jako provazané haplotypy (Pedrazzoli et al. 2010).

Pokusili jsme se tedy sestavit mozné kombinace mezi vSemi detekovanymi
polymorfismy hodinovych genti a zkoumali jsme provazanost téchto variant genotypt
s extrémnimi chronotypy. Nejprve jsme u vSech kombinaci dvojic polymorfismii analyzovali
genotypy za predpokladu, Ze ani jedna z alel neni dominantni. Mezi vSemi dvojicemi
polymorfismi byla prokdzana jedind asociace, a to u kombinace SNP gent Clock/Per2,
varianty genotypu ,,TC/CC* s rannim chronotypem.

V druhém kroku jsme do analyzy zahrnuli ptfedpoklad, ze jedna z alel bude
dominantni, druhd recesivni. Vzhledem k ptfedchozim vysledkim a signifikantni asociaci
alely C s rannim typem, jsme u genu Clock pracovali s dominantni alelou C: (TC + CC) vs.
TT. U genu Bmall jsme pracovali s dominantni alelou A: (AG + AA) vs. GG, u genu Per3
s dominantni alelou ,,5R*: (55 + 45) vs. 44.

Ve dvojici Clock/Bmall jsme pii kombinaci variant s dominantnimi alelami nenasli
zaddnou signifikanci (tabulka 8). Proto jsme vytvofili 4 kombinace, kde byly vzdy dvé
varianty, ve kterych byl vzdy u jednoho genu stejny genotyp (tabulka 9 A/B/C/D). Pomoci
Chi kvadrat testu jsme ve dvojici Clock/Bmall zjistili signifikantni vysledek v kombinaci:
H(TC+CC)/ (AG + AA)*“ vs. ,,TT / (AG + AA)*, kde kombinace ,,(TC + CC) / (AG + AA)*
odpovidala rannimu typu. Vysledek byl do ur€ité miry podminén piedchozim zjiSténim:
asociaci ranniho chronotypu s alelou C genu Clock.

Vzhledem k tomu, ze jsme nedetekovali Zddného respondenta s genotypem GG genu
Per2, jsme pti analyze u dvojice Clock/Per2, pracovali jen s dominanci alely C u genu Clock.
Z testovani vyplynulo n¢kolik signifikantnich vysledkt, které byly spojené s efektem alely C
u genu Clock a jeji asociaci s rannim typem. Z vysledki tedy vyplyva, Ze kombinace
genotypt ,,(TC + CC) / CC* (Clock/Per2) signifikantné¢ odpovida rannimu typu. Jedna-li se
o kombinaci ,,(TC + CC) / CG", za4dn4 signifikance neni prokazéna. Bylo by nejspiSe vhodné

nalézt vice osob s genotypem CG a GG, coz by pomohlo ovétit ziskané vysledky.
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V protikladu k nasemu zavéru je vystup italské studie Choub et al. (2011), ktera analyzovala
SNP genti Clock a Per2. Autofi se pokusili i o analyzu této dvojice a jejich asociaci
s chronotypy. Zadné signifikantni vazby viak neprokizali ani u jednotlivjch SNP, ani
u dvojice Clock/Per2, proto se domnivaji, Ze SPN genti Clock a Per2 nekoreluji s Zadnou
diurnalni preferenci. Studie vSak nezohlediiovala rozdéleni chronotypii do péti kategorii jako
v nasem piipad¢, rozdélila je pouze na ranni, nevyhranény a vecerni.

V dalsi dvojici Clock/Per3 jsme prokazali signifikantni vysledek pouze v asociaci
varianty ,,(TC + CC) / (55 + 45)* s rannim chronotypem (tabulka 17). Musime konstatovat, ze
tato korelace je zfejmé také podminéna asociaci alely C genu Clock s rannim chronotypem.
Dale jsme predpokladali, ze alela ,,5SR“ genu Per3 tuto asociaci s rannim typem ziejmée
umocnuje, jelikoz tym Archer et al. (2003) asociaci alely ,,5SR* s rannim typem prokazal.
V dalSich urovnich nasi analyzy (tabulka 18 A/B/C/D) jsme vSak tuto asociaci nepotvrdili.

Posledni z dvojic, u které jsme prokézali signifikantni asociace, je Per3/Bmall. U této
dvojice jsme prokazali signifikantni asociaci varianty ,,(55 + 45) / (AG + AA)“ s rannim
typem. Coz jsme ovéfili 1 dal$i analyzou kombinaci: ,,44 / (AG + AA)“ vs. ,,(55 + 45) /
(AG+AA)“ a,,(55+ 45) / (AG + AA)* vs. (55 + 45) / GG*, v obou ptipadech jsme
prokazali asociaci variace ,,(55 + 45) / (AG + AA)“ s rannim typem. Védci Archer et al.
(2003) prokazali asociaci alely ,,5SR* u VNTR polymorfismu genu Per3 s rannim typem.
V nasi praci jsme dospéli k zavéru, Ze ptitomnost alely ,,SR*“ v genu Per3 je podminéna
pfitomnosti alely A v genu Bmall.

U dvojice Bmall/Per2 a jsme neprokazali Zadny signifikantni vztah. Stejné tak
u dvojice Per2/Per3, ackoliv z grafu 33 je patrné, ze variace ,,(55 + 45) / CC* ma trend
k rannimu chronotypu, nicméné tento vysledek Chi kvadrat test nepotvrdil.

NasSe analyzy prokazaly asociaci n¢kolika genotypl s chronotypem, avSak ve vSech
piipadech s rannim chronotypem. NemulZeme vSak automaticky konstatovat, Ze druha varianta
asociuje s vecernim chronotypem. V rozlozeni genotypli u osob veCernim chronotypem
nebyla prokazédna 7adna signifikantni asociace s konkrétnim genotypem. Je mozné, Ze
pfi¢inou je nestejny pocet osob s vefernim a rannim chronotypem nebo velmi nizky pocet
osob s vecernim chronotypem, kteti byli ochotni uc€astnit se této studie.

Hlavnim rozdilem mezi chronotypy je odlisna délka periody cirkadidnniho cyklu.
U ranniho chronotypu je perioda zkracena, tj. dochazi ke zrychleni zpétnovazebnych interakci
hodinovych genl, u vecerniho typu je perioda prodlouzend, tj. dochazi ke zpomalovani
molekularni hodinové smycky (Roenneberg et al., 2003). Hleddni polymorfismi

asociovanych s chronotypem je v podstat¢ hledani molekuldrni pfi¢iny odlisné rychlosti
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vzajemnych interakci mezi hodinovymi geny a jejich proteiny. Hypotézu o vlivu
polymorfismi na molekularni mechanismu formuluji autofi prace Archer et al. (2003), kteti
ukazuji, ze u VNTR polymorfismu genu Per3, je v ,,5R* alele 5 tandemovych repetic, a tedy
zvyseni poctu fosforylacnich mist pro CKle. Vyssi mira fosforylace, a tim tedy 1 vyssi
ubiquitinace ligdzou B-TrCP, vede ke zkraceni cirkadianni periody a tedy zrychlenim
molekularni smycky, jak je pro ranni chronotypy typické (Shirogane et al., 2005). Védci
prokazali asociaci alely ,,5R* s rannim typem, kterou nase vysledky nerozporuji, ackoliv se
domnivame, ze tato asociace souvisi 1 s provazanim s dal§imi polymorfismy. Otazkou
zustava, jestli gen Per3 hraje v molekularni smycce ¢loveéka roli univerzalniho represoru
podobn¢ jako Per2 nebo Perl, nebo jestli je jeho funkce tkanové specificka (Sabino et al.,
2016). Ackoliv existuje n¢kolik studii, které se zabyvaji asociaci polymorfismt (nejen VNTR)
v genu Per3 s chronotypy, mechanismus, kterym jsou diurndlni preference pfesné regulovany,
zUstava nejasny (Parsons et al., 2014).

Nase prace ukazala nékolik signifikantnich asociaci mezi kombinacemi polymorfismi,
zejména T3111C genu Clock s rannim chronotypem. Je otazka, do jaké miry jsou nase zavéry
podminéné tim, ze samotna alela C u SNP T3111C genu Clock asociuje s rannim typem, a do
jaké miry jsou tyto kombinace signifikantni i z diivodu provazanosti mezi polymorfismy.
Napitiklad ve VNTR polymorfismu genu Per3 nebyla prokdzana signifikantni asociace mezi
alelou ,,5R* s rannim typem, ani v SNP genu Bmall nebyla prokazana signifikantni asociace
alely A s rannim typem. KdyZ jsme vSak analyzovali kombinace polymorfismii gent
Per3/Bmall, prokéazali jsme, Ze s rannim chronotypem asociuje kombinace dominantni alely
»OR* a dominantni alely A. Toto je ptfiklad, ktery naznacuje, Ze pro studium determinace
chronotypti jsou kombinace specifickych polymorfismli vyznamngj$imi markery nez
jednotlivé SNP. V tomto se nase prace shoduje se zavéry jinych studii (Pedrazzoli et al.,
2010). Autofi této prace navrhli hypotézu, Ze nesynonymni polymorfismy, vedouci ke
zmeénam v proteinové struktufe, mohou zménit rychlost dimerizace proteintl, a tim zpusobit
drobné zmény v cirkadidnni regulaci, které se projevi jako odliSnosti mezi cirkadidnnimi
fenotypy. Zmény v promotorové nebo regulacni oblasti tak mohou ovlivnit tempo genové
exprese, coz mize vést ke zménam fadzového vztahu mezi komponenty molekuldrnich
smycek. Detailn¢jSi mechanismus, kterym by specifické kombinace polymorfismil
ovliviiovali chronotypy, vSak zatim zstdva nepopsan.

V hodinovych genech Ize studovat dalsi SNP asociované s chronotypy, které nebyly
testovany v nasi studii, naptiklad v genech Clock (rs1268271), ¢i Bmall (rs11824092
ars1481892) (Dmitrzak-Weglarz et al., 2016). V genu Per2 byl dokonce nalezen
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nesynonymni polymorfismus (rs934945), kde na pozici 3853 dochazi k substituci nukleotidu
G za nukleotid A, coz zpUsobi pfi translaci zaménu aminokyseliny glycinu za glutamin. Védci
prokazali asociaci alely G s rannim typem a navrhli hypotézu, zZe to mize snizit aktivitu
proteinu PER2, coZ by mohlo byt spojené s rannim chronotypem (Lee et al., 2011). V genu
Per3 byly analyzovany polymorfismy: rs228697, kde byla prokazana asociace alely C
s rannim a alely G s veCernim typem (Hida et al., 2014), a rs10462020, u kterého genotyp GG

odpovidé rannimu chronotypu (Parsons et al., 2014).
8. ZAVER

V této diplomové praci jsme analyzovali polymorfismy vybranych hodinovych genti
a jejich asociaci s extrémnimi chronotypy. U vSech polymorfismi jsme pracovali se dvéma
alelami, u nichz jsme ptedpokladali, ze jedna znich je dominantni a jedna recesivni.
U jednotlivych polymorfismil jsme prokazali asociativni vztah pouze u SNP (T3111C) genu
Clock. Z naSich analyz jsme dospéli k zavéru, Ze alela 3/71C genu Clock asociuje s rannim
chronotypem.

Nasledné jsme se zaméfili na kombinace polymorfismtii hodinovych gent a jejich
asociace s cirkadiannim fenotypem. Signifikantni asociaci s chronotypem jsme nalezli ve
¢tyfech kombinacich, tj. ,,Clock/Per3; Clock/Per2; Clock/Bmall a Bmall/Per3®.
U kombinace Bmall/Per3 jsme zjistili, Ze dominantni alela ,,5R* genu Per3 v kombinaci
s dominantni alelou A genu Bmall asociuje s rannim typem. U vSech kombinaci zahrnujicich
gen Clock asociovaly dvojice zahrnujici jeho dominantni alelu C s rannim typem, jak bylo
prokéazano jiz u jednotlivych polymorfismid. V kombinaci s genem Per2 byla asociace
signifikantni pouze pii jeho genotypu ,,CC*, nicméné ten se v naSem souboru vyskytoval
v 87,5 %. V kombinaci s genem Bmall byla asociace alely C genu Clock spojena
s dominantni alelou A a v kombinaci s genem Per3 byla spojena s alelou ,,5R*.

Jak vyplyva z téchto vysledkl, ale naptiklad i z prace Pedrazzoli et al. (2010),
polymorfismy je vhodné analyzovat jako provazané haplotypy, které¢ poskytuji komplexné;jsi
pohled na moZné pficiny vzniku riznych dynamickych vlastnosti molekularniho hodinového
mechanismu, coZz je povazovano za jeden z hlavnich divodi formovani odlisnych

cirkadiannich fenotypt.
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10. PRILOHY

Priloha 1: Informace o studii a informovany souhlas

INFORMACE PRO UCASTNIKA STUDIE

NAZEV STUDIE: ,,Asociace vybranych polymorfismi hodinovych genii s fenotypem

vyhranéného chronotypu*

VYZKUMNY TYM: doc. RNDr. Zdetika Bendova Ph.D., Be. Lucie Tureckova, Mgr. Roman
Solc, Ph.D., Mgr. Katetina Cervena

Vazena pani, vdzeny pane,

dovolujeme si Vam nabidnout ucast ve studii ,,Asociace vybranych polymorfismi
hodinovych genii s fenotypem vyhranéného chronotypu®“. Predtim, nez se rozhodnete
studie zucastnit, si, prosim, pozorné prectéte ndsledujici informace. Obsahuji prehled
pouzitych metod, postup, jakym studie probihd a k cemu mohou jeji vysledky poslouzit.
V pripadé jakychkoli nejasnosti nas nevahejte kontaktovat, vse Vam ochotné vysvétlime.

O ¢em studie je a jaké jsou naSe hlavni cile?

V nas$i studii si klademe otazku, zda lze vyhranény chronotyp, (osoba s vyrazné ranni nebo
vyrazng vecerni aktivitou), asociovat s polymorfismy (variantami) tzv. hodinovych gent,
které jsou soucasti regulacniho mechanismu biologickych hodin, a vybranych hodinami
kontrolovanych gend, které s timto regulacnim mechanismem tzce souvisi.

Jak bude studie probihat?

Budete-li mit zdjem o Ucast ve studii, vyplnite dotaznik tykajici se chronotypu (na adrese
chronotyp.cz), kde uved’te Vasi e-mailovou adresu. V ptipadé, ze Vas dotaznik zatadi do
skupiny rannich nebo vecernich chronotypi, budete pozadéani o vzorek slin.

Odbér vzorku slin pro genetickou analyzu: Za timto ucCelem budete pozadan/a o naplivani
I ml slin do specidlni zkumavky, které budou anonymizované. Naplivani zminéného vzorku
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zabere maximalné 5-10 minut. 30 minut pied odbérem byste si nemé¢l/a Cistit zuby, jist, pit,
koufit a zvykat zZvykacku. Vzorek slin je odebiran za ucelem izolace Vasi DNA urcené pro
analyzu variant neboli polymorfismt tzv. hodinovych gend (tedy gent zodpovidajicich za
opakovatelnost procesi v naSem téle). Analyzovany budou polymorfismy hodinovych geni
Clock, Bmall, Per2 a Per3. Vzorek Vasi DNA bude uchovan po dobu trvani studie pro
potiebu provedeni opakovanych ¢i naslednych analyz souvisejicich s polymorfismy tzv.
hodinovych gent, pficemz veskeré ukony provadéné se vzorkem a téz zptisob jeho uskladnéni
budou podléhat obvyklym standardiim zaruCujicim odpovidajici stupen anonymizace dat
a znemoznujici jakékoli zneuziti. Pokud k tomu svolite, V4§ anonymizovany vzorek bude
uchovavan i po ukonceni studie pro pripadné dalsi vyzkumné analyzy, které vSak budou vzdy
provedeny az s Vasim aktualnim informovanym souhlasem. Pokud s uchovanim Vaseho
anonymizované¢ho vzorku i po skonceni studie nesouhlasite, bude Vas§ vzorek ihned po
ukonceni této studie zlikvidovan.

Vystupy studie:

Po skonceni a vyhodnoceni pokusu, budete-1i si to ptat, mizete obdrzet vysledky VaSeho
testovani, které Vam zasSleme na Vami uvedenou e-mailovou adresu. Dostanete informace
o tom, jakych variant analyzovanych hodinovych genu jste nositeli. Tato data Vam mohou
poskytnout zajimavé podnéty tykajici se vaseho chronotypu.

Odstoupeni od studie:
Vase Ucast v této studii je zcela dobrovolna a mate pravo od ni kdykoli odstoupit.
Bezpecnost, duvérnost udaji a VaSe prava:

V ptipade, ze se studie zucastnite, budou veskeré informace o Véas povazovany za diverné.
Data ziskand béhem studie budou uzita vyhradn€ pro vyzkumné ucely. Cela studie bude
anonymizovand. Pokud budou vysledky studie jakoukoliv formou publikovany, bude to
provedeno tak, aby nebylo mozné ur€it informace o jednotlivych ucastnicich studie, tedy ani
o Vas. Studie byla schvalena Etickou komisi Ptirodovédecké fakulty UK (Pfedseda Etické
komise Prof. RNDr. Jaroslav Flegr, CSc., telefon: (+420) 221951821, e-malil:
flegr@cesnet.cz).

Mate-li jakékoliv dotazy ohledné samotné studie, obrat'te se na:
Doc. RNDr. Zdeniku Bendovou, Ph.D., email: zdenka.bendova@natur.cuni.cz

Mgr. Romana Solce, Ph.D., email: roman.solc@natur.cuni.cz

73


mailto:flegr@cesnet.cz

INFORMOVANY SOUHLAS

s ucCasti na vyzkumné studii ,,Asociace vybranych polymorfismi hodinovych geni s
fenotypem vyhranéného chronotypu®.

1. Byl/a jsem seznamen/a s Informaci pro ucastnika o studii ,,Asociace vybranych
polymorfismit  hodinovych genii s fenotypem vyhranéného chronotypu®.
Porozumél/a jsem tidajim v ném obsaZenym. VSechny mé dotazy a pripominky
byly zodpovézeny k mé spokojenosti.

2. Souhlasim s ucasti v této studii a podstoupim procedury, které jsou soucasti
studie, a vyzkumnikim poskytnu nezbytné informace.

3. Souhlasim s odbérem vzorku slin za ucelem izolace DNA, jejim vyuZitim ke
genotypizaci polymorfismi vybranych hodinovych genii a jejim uchovanim po
dobu nezbytné nutnou pro tcely tohoto vyzkumného projektu.

4. O Souhlasim s tim, aby byl anonymizovany vzorek mé DNA uchovavan i po ukonceni
této studie pro ucely dal§iho védeckého vyzkumu. Piipadné dalsi analyzy budou vSak
vzdy provedeny az s mym aktualnim informovanym souhlasem. Jsem si védom/a, Ze
svij souhlas mohu kdykoli odvolat a miij vzorek bude zlikvidovan.

5. O Nesouhlasim s uchovavanim anonymizovaného vzorku mé DNA i po ukonceni této
studie pro ucely dalsiho védeckého vyzkumu a pozaduji, aby byl vzorek ihned po
ukoncenti této studie zlikvidovan.

6. Jsem si védom/a, Ze sviij souhlas s ucasti ve studii mohu kdykoliv bez udani
diivodu stahnout a Ze testovani podstupuji dobrovolné a mohu svoji uéast kdykoli
v priitbéhu testovani ukondit, a to i bez udani divodu.

Jméno a pfijmeni G¢astnika studie Datum, podpis ucastnika

doc. RNDr. Zdenka Bendova, Ph.D.

Jméno a pfijmeni vyzkumnika Datum, podpis vyzkumnika
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Priloha 2: Naborovy letacek

Jste sova ¢i1 skrivan? Je to
vepsano do Vasi DNA?

Pomozte nam
to zjistit a zapojte se do nasi studie!

KOHO HLEDAME: COPRO TO <@

UDELAT:

e Vyplnit dotaznik na adrese
"chronotyp.cz" (cca 45

e Osoby ve veku 20-40 let
¢ Nepracujici na smeny

¢ S dobrym zdravotnim
minut)

staverm ¢ . _ _
4& e Uvedte V4s e-mail na konci

1 -— . P dotazniku

e Dle vasich ¢asovych
preferenci se osobné sejit za
kg : ti¢elem odbéru DNA

CO TiM ZISKATE PRO BLIZSI INFORMACE SE

NEVAHEJTE NA NAS
¢ Informace o Vagem OBRATIT!
chronotypu na Vami Bc. Lucie Tureckovd

LI‘JEdEI‘l‘f e-mail e-mail: lucie tureckova(@natur.cuni.cz

o [nformaci o Vasi DNA ve doc. RNDr. Zdenka Bendovd, Ph.D.
. . e e-mail: zdenka.bendova@natur.cuni.cz
S-I'_'IDJ 1itosn s Vasim )
Katedra fyziclogie
Ch]:';] 10 t}ipem Univerzita Karlova
Prirodovedecka fakulta
Vimi&na 7, 128 43 Praha 2
W natur.cuni.cz
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