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Abstrakt

VSechny organismy od jednohtgmych sinic po ¢lovéka vykazuji rytmy v chovani,
fyziologickych ukazatelich i v expresi genNejlépe prostudované jsou mezi nimi rytmy
cirkadianni, tedy s periodouiplizné 24 hodin. Usednim prvkentizeni cirkadiannich rytin
jsou suprachiasmaticka jadra hypotalamu. Neurdclytd jader udrZuji cirkadianni oscilace i
v neperiodickych podminkach. Na molekularni Urgeou cirkadianni rytmyizeny expresi
tzv. hodinovych gein Mechanismus oscilaci v jejich expresi je i transkripné-
transl&nimi zpitnovazebnymi smkami. Periferni tka# také rytmicky pepisuji hodinové
geny, coz tvéi zaklad jejich fyziologickych cirkadiannich rytm Jednotlivé bugné
oscilatory jsou uc¢i sok® navzajem i uc¢i vngSimu swe¥telnému rytmu synchronizovany
pomoci centralniho oscilatoru v suprachiasmatickjgehech. Cirkadianni oscilace Ize najit
také v cyklu buscné proliferace. Molekularni systém iiného cyklu je na vice mistech
propojen se systémem biologickych hodin. Cilem téaaldské prace je podat stmy
piehled &chto propojeni a uvést souvislost porutdsovéhoradu organismu se vznikem
nadorového bujeni a moznosti jeho terapie.

Abstract
All organisms, from unicellular cyanobacteria tontan, show rhythms in behavioural and

physiological markers as well as in gene expressionong them, the best known are the
circadian rhythms, i.e. rhythms with approximataly24-hour period. A pivotal element in
control of circadian rhythms is a pair of suprashiatic nuclei of the hypothalamus. Neurons
of these nuclei maintain circadian oscillationsrewmder non-periodical conditions. At the
molecular level, the circadian rhythms are congilby expression of so-called clock genes.
A mechanism generating the expression oscillatismscomposed of transcriptional-
translational feedback loops. Clock genes are ssprk rhythmically also in cells of
peripheral tissues forming thus a basis of phygickl circadian rhythms. The single cell
oscillators are synchronized with each other as$ agelith the external light/dark rhythm by
means of the central oscillator in suprachiasmaticlei. The circadian oscillations are
pronounced also in cell cycle and proliferation.eTimolecular system of cell cycle is
interconnected to the biological clock system byitipke links. The aim of this bachalor
thesis is to give a summary of these connectidntheorelationship between malfunctions in

the circadian system and tumorigenesis and of dissibilities of its therapy.



Seznam pouzitych zkratek

ATM ataxia telangiectasia mutated (mutace genisapuje tuto chorobu)

ATR ATM and Rad3 related

ATRIP ATR interacting protein

Bcl-xL B-cell lymphoma

bHLH motiv basic helix-loop-helix motif

Bmall brain and muscle ARNT-like 1

c-Myc burecny (cellular) homolog virového v-Myc (myelocytomais viral
oncogene)

Cdc25 cell-division cycle 25

CDK cyclin-dependent kinase

Cip/Kip Cdk interacting protein/kinase inhibitorygtein

CKlg casein kinased

Cry cryptochrome

dmSCN dorsomedialriiast suprachiasmatického jadra

Gadd4n growth arrest and DNA damage 45
Chk1, Chk2 checkpoint kinase

MDM2 murine double minute
Mytl myelin trancription factor 1
NPAS2 neuronal PAS domain protein 2

PAS doména podle protéinv nichZ byla objevena: PER, ARNT, SIM
Per period

pRB protein objeveny v retinoblastomu

Rev-Erly gen byl nalezen na antiserie®&zci kddujicim gen Erb/alfa/
RevRE Rev-Erb response element

Rora retinoic acid receptor-related orphan receptor

SCN suprachiasmatic nuclei

Tim homolog genu Timeless popsaného u drozofily

VISCN ventrolateralntéast suprachiasmatického jadra

Weel od wee = maly, killy s mutaci ve Weel byly mensi

Kli¢ova slova:

biologické hodiny, suprachiasmaticka jadra, hodengeny, bu&ny cyklus, kontrolni uzly,
rakovina, protoonkogeny, chronoterapie

Key words:
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1. Uvod: Biologické rytmy

Podminky pro Zivot organisimv biosfée se mini. Neékteré z nich se #mi a opakuji
periodicky a tomu se Zivé organismyigpusobily vyvinutim biologickych hodin. Ty jim
umoziuji pravidelré se ngnici zZivotni podminky fedjimat a pipravit se na & U Zivych
organisnii jsme tak schopni pozorovat acéiih mnohé fyziologické, metabolické a
behavioralni rytmy. Tyto rytmy roztujeme podle délky periody na

a) ultradianni, jejichz perioda je vyrazkratSi nez 24 hodin (n&glad ¢innost srdce,
plic, nervova aktivita);

b) cirkadianni, jejichz perioda jeiplizné 24 hodin (nafiklad cyklus spanku a bdi,
piijem potravy, pohybova aktivita, hladina hormionkrvi a exprese mnoha gién

c¢) infradianni, jejichz perioda je vyrazrdelSi nez 24 hodin (n#&glad estralni a

menstruani cyklus, hibernace, respektive estivace) (shrautimerova, 1995).

Ve své praci se budu zabyvat pouze rytmy cirkadi@ha uvedu jejich souvislost

scasovou regulaci cyklu baéného dleni.

2. Cirkadianni systém

2.1 Biologické hodiny
Biologické hodiny maji charakter vhitiho oscildtoru. To znamena, Ze jim

indukované rytmy jsou endogennihivpdu a etrvavaji i ve zcela neperiodickém piesti,
napiklad ve stalé ti V takovém prosedi pak osciluji podle své vl periodyr, ktera je
pouze piblizné 24 hodin. Podle toho, zda jekratSici delSi nez 24 hodin, pak organismus
vypuseny do stalé tmy zdna swij subjektivni den bdi stale ¢asrEji, nebo stale poazii
(shrnuto v Hastings, 1997). Viipdé se biologické hodiny synchronizuji s objektivnim
c¢asem pedevSim pomoci denniho&ha (Daan et Pittendrigh, 1976), dale také pohyliovo
aktivitou, teplotou okolniho prastdi, socialni interakci, fpmem potravy nebo

farmakologicky dinnymi latkami.

2.2 Suprachiasmaticka jadra
Biologické hodiny pozorujeme u vSech édocitlivych druhi organisnid, od

cyanobakterii po savce (shrnuto v Schibler, 20@5b)sav@ je vnitini oscilator, neboli
pacemaker, uloZzen v suprachiasmatickych jadrechNjS@ypotalamu. Pokud sé&v
organismus podrobime lézi SCNeptane tento vykazovat rytmycetrg pohyboveé aktivity

(Stepharet Zucker, 1972). Jedna se o parovy organ uloZzemydkt 11l. mozkové komory



nad optickym chiasma. Kazdé z obou jader obsahilizm¢ 10 000 neuroina clime je na
dorzomedialni (dmSCN) a ventrolateralni (vISC&8st. Charakteristikami obouasti je
produkce odlisSnych hormén pro dmSCN je to arginin-vazopresin, pro VISCN
vazointestinalni peptid. @kEasti shoda produkujiy-aminomaselnou kyselinu (Abrahamson
et Moore, 2001).

Experimenty ukéazaly, Ze kazdy jeden neuron SCN gmastatnym oscilatorem
s riznou periodow. Jednotny vystupni cirkadianni rytmus vznika azanavni neuronalni
sit (Welshet al, 1995). Hlavnim synchronizatorem SCN <j8fm prostedim je s¥tlo.
Fotorecepce denniho&la probih& na hikach sitnice. Jsou do ni zapojenyitky, ¢ipky a
gangliové biiky, které syntetizuji pigment melanopsin. Biologickodiny tak mohou byt
sdizovany i v gipac slepoty z dvodu nefuknich tyinek acipki, a to pomoci percepce
swtla gangliovymi biikami (Pandaet al, 2003).

Do SCN je informace o recepci&ha na sitnici vedena dma cestami. Ze sitnice
vede pimé nervové spojeni do SCNeg retinohypotalamicky trakt. Druha cesta vede ze
sitnice pes intergenikulatni listek vtalamu a odtud taktepimo do SCN
tzv. genikulohypotalamickym traktem.idti cesta fivadgjici informace do SCN je rovd
nepima a vede z raphe nuclei (shrnuto v MatrAllen, 2005). Pomoci této drahy je SCN
informovano o zrén¢ vrejSiho prostedi neswtelnymi signdly.

Vystupni drahy ze SCN vedou do ostatné@sti hypotalamu a do dalSich oblasti
mozku a michy. Cirkadianni rytmy ze SGidi také vylev melatoninu do krve v SiSince. Jeho
hladina v krvi vyrazi stoupad Bhem subjektivni noci a je naopak velmi nizk&dm
subjektivniho dne. Melatonin tedyrgnasi v &le informaci o vnitnim biologickémcase

(llinerovaet Vargcek, 1985).

2.3 Periferni oscilatory
Bylo zjisttno, zZe vniini oscilator neni uloZzen pouze v neuronech SCN/[rnyb

v bunkach mnohych perifernich tkani. Exprese hodinovgehi (viz nize) byla prokdzana
mimo SCN i v dalSicikastech mozku, v sitnici, srdci, jatrech, plicilgdvinach, kosternim
svalstvu a jinych perifernich tkanich. Kdyz bylyaytkare isolovanyin vitro, udrzely swj
rytmus je&k priblizné 3 cykly a poté se jeho amplituda jiz stal&itetnou. (shrnuto v Reppert
et Weaver, 2001) Ukazalo se, Ze na&ime Urovni [8Zi oscilace dale, ale jednotlivé igné
oscilatory se vzajen#rozesly a jejich rytmy na arovni tk&proto nebyly #etelné. Centralni
oscilator v SCN je tedy nutny pro vzajemnou synofraci perifernich oscilatér nikoliv pro

udrzeni jejich oscilaci (Yoo, 2004).



Periferni oscilatory nejsou ve stejné fazi jako tc@ni, byvaji o 3 az 9 hodin
opozdné. Na jejich synchronizaci se také vyznamno&rom podili n&gasovani gjmu
potravy. Jakym zjsobem je pedavana informace o viitim biologickéméase z centralniho
k perifernim oscilatarm, zatim neni znamo. Padrnse jedna o kombinaci signalu

neuronalniho i humoralniho. (shrnuto v Schilgeal, 2003)

3. Molekularni podstata biologickych hodin

3.1 Schéma
Jak jiz bylo zmigno dive, je tedy kazda nervovaiika suprachiasmatického jadra, a

také butky mnoha perifernich tkani, samostatnym oscilatofgolekularni podstata oscilaci
v téchto buikéach tkvi v produktech tzv. hodinovych gekadime k nim geny Clock, Bmal1,
Per, Cry, Rev-ery Rom a CKle. Oscilace vznikaji visledku nejmé& dvou transkripng-
transl&nich zgtnovazebnych snégk. Na pdéatku prvni z nich stoji proteiny CLOCK a
BMAL1, které zastavaji funkci pozitividasti smyky (viz piilozené schema nize). Tyto dva
proteiny spolu tvil heterodimery atsobi jako pozitivni transkrimi faktory geri Per a Cry,
jejichz mRNA dosahuje maximalni koncentrace v poi&wsubjektivniho dne (Gekaket al,
1998). Koncentrace samotnych profelPER a CRY je nejvy3si koncem subjektivniho dne.
Proteiny PER a CRY spolu také tvdeterodimer a interaguji s dimerem CLOCK:BMAL1,
¢imzZ pisobi jako negativni faktor své vlastni transkrip€encentrace dimeru PER:CRY je
za subjektivni noci nizk4. Ve druhé transknptransli&ni smyce dimer CLOCK:BMAL1
aktivuje grepis genu Rev-eth ktery zgtné negativié ovliviiuje grepis genu Bmall. (shrnuto
v Reppertet Weaver, 2001) Koncentrace BMALL je tedghbm subjektivniho dne nizka a
stoupa az za subjektivni noci, kdyeptavaji fisobit inhibitory PER:CRY a REV-ERB
Bmall je tedy vZzdy exprimovan v opeé fazi cyklu nez Per a Cry. BMALL1 ve vysoké
koncentraci oft vytvori heterodimery s molekulou CLOCKu a tim je sikgy uzavena.



| Nucleus

Schema molekularniho mechanismibiologickych hodin. Revzato z Guildinget Piggins, 2007.

3.2 Clock a Bmall
Oba proteiny CLOCK i BMAL1 obsahuji tzv. PAS doméktera jim umo#uje tvait

spol&ny heterodimer. Teprve po jeho zformovani vstugojijadra, kde se vaZzou k DNA a
reguluji transkripci dalSich génNa DNA se vSak vazou pomoci bLHL vazebného motivu
pouze k tzv. E-bo¥m, specialnim enhancerovym sekvencim (5'-CACGTG-3')

V buink&ch SCN nebyla zjiSha Zadné rytmicita v expresi genu Clock, je tedyGN
vytvaien konstanty nebo osciluje pouze sklab(Sumovaet al, 2003). V rkterych
perifernich tkanich vSak jeho rytmicka exprese &ama byla (Kennawaet al, 2003).
Protein CLOCK je schopen tiib heterodimery s BMAL1 i bez fosforylace, ale kerakci
s dalSimi proteiny je fosforylace nutna (Leteal, 2001). Bylo zji&no, Ze mySi s mutaci
v genu Clock nevykazuji rytmus v expresi ani jinyjlebdinovych getr (Jin et al, 1999).
Presto se vyskytly pochybnosti, zda neni vyznam géluek v cirkadidnnim systému séin
piecergny, nebd i Clock-mutantni mySi si zachovavaji rytmus v pbbayé aktivit
(Debruyne J. P. a spol., 2006). Ukazuje se vSakztizga funkce genu Clock trhe byt
kompenzovana jeho homologem NPAS2 (Bertoletcl, 2008).

Protein BMALL1 oproti CLOCKu vykazuje jasné cirdaaii oscilace s maximem za
subjektivni noci. Spola¢ s CLOCKem indukuji transkripci génPer, Cry, Rev-erb a



dalSich hodinami kontrolovanych dgemo navazani do oblasti jejich promatogimz se
zasadnim zjssobem podileji na tvoépozorovatelnych cirkadiannich rytniGekakiset al,
1998). Pokusy s Bmall-mutantnimi mySmi ukazalytergo gen je pro systém biologickych
hodin nepostradatelny, jelikoZ tyto myS&ieptaly ve stalé tinvykazovat jakykoliv rytmus
(Bungeret al, 2000).

3.3 PeraCry
Jak proteiny PER, tak proteiny CRY maji PAS dométikly nizZ mohou tviit homo-

a heterodimery. V heterodimeru pak vstupuji do gadmteraguji s heterodimerem
CLOCK:BMAL1 a negative tak ovliviiuji svou vlastni transkripci (shrnuto v Reppett
Weaver, 2001). Stefntak negativl zasahuji do transkripce dalSich hodinovych i hadfin
kontrolovanych gein Jejich exprese je vysok&Hhem subjektivniho dne a nizk&hem
subjektivni noci.

V sawim genomu byly nalezenyitPer geny, které jsou vzajesnhomologni: Perl,
Per2 a Per3. Perl a Per2 jsou povazovany za geaytné pro chod hodin, protoze jejich
mutace vede k vaznému naruSeni rytmu v pohybovi@itgktOproti tomu mutace v Per3
nevedla k zadnym vyznamnym nam v rytmici€ a neni tedy povazovan za esencialni pro
spravnou funkci biologickych hodin (Shearmetnal, 2000). Déle bylo zjigho, Ze Perl se
podili na synchronizaci hodin &elnym pulzem (Shigeyoskt al, 1997).

Jsou znamé dva sdvgeny Cry: Cryl a Cry2. Geny Cry jsou ortologem denu
Cryptochrome, ktery v rostlinach i v octomilce Zast funkci fotoreceptoru (shrnuto
v Cashmoreet al, 1999). Jejich roli v cirkadiannim systému vidimgom, Zze pomahaji
proteinim PER pi vstupu do jadra, podporuji jejich stabilitu casténé je chrani ped
ubikvitinylaci a degradaci v proteazomu. Delecewderi vede pi vypuSEni zvicat do stalé
tmy k okamzitému rozruSeni rytmu pohybové aktiviproto jsou povazovany za geny
nezbytné pro funkci biologickych hodin (Vitatereaial, 1999). Jestlize je deletovan pouze
gen Cryl, #astanou sice rytmy zachovany, ale zkrati se jejiehioga. Je-li deletovan gen

Cry2, perioda rytna se naopak prodlouzi (van der Hagstl, 1999).

3.4 CKle
Kasein kinaza je dilezitou kinazou cirkadidnniho systému serin/threomého typu.

Fosforyluje proteiny PER a tim reguluje rychlogicie akumulace v cytoplazén potazmo
délku periody cirkadiannich cykl Fosforylovany PER se rychleji ubikvitinyluje a fedy
rychleji odbouradvan v proteazomu (Vielhabetrr al, 2000). Pokud je CKI mutovana a

nefosforyluje PER dost vykosin vstupuje tento idve do jadra a celd denni perioda je
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zkracena (mutace) (Ralph et Menaker, 1988). Podobnmutace genu Per2 v mist
fosforylace kinazou vede k horSimu rozpoznavanigma kinazou a tize mit podobné
dusledky jako mutace genu samotné kinazy. Tato mutade rozpoznana jakofigina
syndromu pedsunuté faze spanku (Tat al, 2001). Samotna kasein kinaza nevykazuje
Zadnou cirkadianni rytmicitu. Na regulaci cirkadi#mo systému se rowhA &astni

homologni kasein kinazi ktera ma podobné funkce (Leeal, 2001).

3.5 Rev-erba a Rora
Gen Rev-erb i gen Row pati do skupiny tzv. sir@gich receptal (anglicky orphan

receptors), coz znamena, Zze jsou monomerickymirjeda receptory, které ke své funkci
transkrignich faktofi nepotebuji Zadny dalSi ligand. Oba gengspbi v regulani oblasti
promotoru zvané RevRE, které obsahuji sekvenci@GACA-3' (Hardinget Lazar, 1993).
RevRE sekvence se vyskytuji v promotoru genu Bmiahlioz transkripce je @ma geny
regulovana. ROR na ni fisobi pozitivé, Rev-erla negativié (Akashi et Takumi, 2005).
Samotny Rev-erdméa ve svém promotoru sekvenci E-box a jeho exgeesely aktivovana
dimerem CLOCK:BMALL1 a inhibovana proteiny PER a CR¥nZ se uzavira dalsi vedlejsi
negativni smyka cirkadianniho systému. Exprese proteinu REV-&R{kazuje vyznamné

cirkadianni oscilace s maximem za subjektivniho @m&ueneawset al, 2004).

4. Bun éény cyklus

4.1 Faze bun ééného cyklu
Ma-li se buika rozmnoZovat, zdvojnasobi obvykleipwbjem a naslednse rozdli

ve dw buiky dceinné. Tento proces nazyvame bémy cyklus a dlime jej doctyr fazi: G1,
S, G2 a M (ve zvlastnichiipadech jesti GO). K postupudmito fazemi je zapaebi exprese
mnoha gefh a fosforylace a degradace jejich proteinovych pktd kterou ftidi cyklin-
dependentni kinazy (CDK). Koncetrace CDK \ibe je neminna, jejich aktivita vSak zavisi
na @itomnosti cyklini, s nimiz tvdi komplexy. Koncentrace jednotlivych cykiirv buice
silné kolisa podle toho, jak lka prochazi buftnym cyklem a ktera faze pr&probiha.
Obecr, koncentrace daného cyklinu je p&sinu bureéného cyklu velmi nizka, v ditém
bodt vSak z&ne stoupat a jakmilerekrasi kritickou hranici, spusti v bice rychlé a nevratné
zmeny, které ji gesunou do néasledujici faze Baneho cyklu. Do celého procesu jsou také
vélergny tzv. kontrolni uzly, které jsou schopny postyklem pozastavit, dokud nejsou
dokorteny klicové ukony pedchéazejici faze (Hartwedt Weinert, 1989), ndiklad replikace
DNA, nebo pokud je DNA poskozena.
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Ve fazi G1 (pedsyntetické) hika roste a zvySuje pet svych organel. Také
vyhodnocuje vijSi podminky, a pokud jsoufignivé, podstoupi dalSi b&my cyklus.
V mnohobugéném organismu sefignivymi podminkami rozumi spiSe dostatek mitagan
rastovych faktoii. Pokud jich dostatek neni, nebo to vyZaduje difeigce btiky, nezapoji se
buika dale do butného cyklu a @stava v tzv. fazi GO. Tento kontrolni uzel se naeyv
restrikini bod. DalSi kontrolni uzel zablokuje vstup do &€, pokud vniti kontrolni
mechanismy signalizuji poSkozeni DNA.V pozdni f&l stoupa v reakci na mitogenni
podrety koncentrace cyklinu D (jednéd se o cykliny D1, B2D3), ktery vytvBi komplex
s kinhzami CDK4 a CDK®6. Jejich aktivitou dojde keyzeni exprese cyklinu E (E1 a E2),
ktery vytva@i komplex s CDK2. Tento komplex je pebny pro pechod btiky z faze G1 do
faze S.

Ve fazi S (syntetické) hika replikuje svoji DNA. Je to nejdezitejSi a nejnarongjsi
faze bugcného cyklu. Syntéza DNA jéizena komplexem CDK2 a cyklinu A (Al a A2),
ktery je gepisovan diky psobeni komplexu CDK2/cyklin E. Ve fazi S je takédudovan
kontrolni uzel, ktery zpomali replikaci, je-li DNposSkozena.

Faze G2 (postsynteticka) byva porme kratka a biika v ni jest dale roste. Cyklin A
ma stéle vysokou koncentraci, ale komplexiive® CDK1. Red vstupem do M faze lezi
kontrolni uzel, ktery zaduje, Ze do mitdzy vstoupi bka se zcela zreplikovanou a
nepoSkozenou DNA.

Béhem faze M (mitotické) se bhka rozeli (s vyjimkou pohlavnich) ve dvbuiky
dceainné s identickou genetickou informaci. Na konciatické metafaze se nachazi posledni
kontrolni uzel, ktery nenech&gjit mitdzu do anafaze, dokud nejsou vSechny chramgy
spravre pripevreny na dlici vieténko. Vstup do mitézyidi komplex CDK1/cyklin B (B1,
B2 a B3). Ped z&atkem anafaze je vSak cyklin B rozloZen. Nasledo§afek faze G1 se

vyznauje Utlumem aktivity CDK (shrnuto v Isragdsisraels, 2001).

4.2 Kontrola bun ééného cyklu

Bylo iz fe¢eno, Ze zakladnim prvkeffzeni bugéného cyklu jsou cyklin-dependentni
kinazy. CDK jsou serin/threoninové kinazy, kterékemavaji svoji funkci az v komplexu
s cyklinem. Jejich aktivita vSak neni regulovanaizs navazanimaenych cyklini, ale i
natasovanim proteolytické degradace cyklifosforylaci, ktera riize komplex aktivovat i
inhibovat, a pimou interakci s dalSimi proteinovymi regulatoryter mohoucinnost

komplexu efektiva inhibovat (shrnuto v Garrett, 2001).
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Z rozsahlé latkyrizeni bugcného cyklu vyjimdm v nésledujicim pouze Udaje raheni

k mému tématu.

4.2.1 Restrik €ni bod a p fechod z faze G1 do faze S

s

NejdilezitejSim mistem kontroly bustného cyklu je restrigni bod GO. V tomto bad
se rozhoduje, zdaibec butka dalSi dleni podstoupi, narozdil od dalSich kontrolnichipzl
kde uz se nwe phichod bugénym cyklem pouze pozdrzetiip. miZze byt zahajena
apoptdza. Biika pijima vrejSi podréty k ristu a dleni skrze membranové receptory, vede je
pomoci signalnich drah a informaci shrodiaje v podok stoupajici koncentrace cyklinu D
(shrnuto v Sherr, 1995). KdyZ jejich koncetradestoupi wtitou mez, biika zahdji dalsi
burgény cyklus. Cyklin Déasténé aktivuje CDK tim, Ze s ni vytwdokomplex. PIna aktivace
CDK je pak umoz#na jeji fosforylaci Cdk-aktivujici kindzou (HarperElledge, 1998).

Pro zahdjeni fi@stupu biiky z faze G1 do faze S je &tivy cyklin E. Jeho expresi
kontroluje transkripni faktor E2F. Ten jiZz je v hice gitomen, je ale inhibovan interakci
s proteiny rodiny RB, tj. pRb, p107 a p130 (Chglapet al, 1991). Aktivni komplexy
CDK4/cyklin D a CDK®6/cyklin D fosforyluji proteinyRB, které timto z@ni konformaci a
piestavaji inhibovat E2F (Hind= al, 1992). Uvolgny E2F indukuje transkripci cyklinu E a
dokonce i svou vlastni¢imz vznikd pozitivni zgtna vazba. Vznikajici komplexy
CDK2/cyklin E mohou také fosforylovat proteiny RBtian dale zptnovazebs posilovat
transkripci cyklinu E. E2F indukuje také transkrigosfatazy Cdc25A, ktera odstnaje
inhibi¢ni fosfaty z CDK2 a tim zvySuje jeji aktivitu. Komeg CDK2/cyklin E mize byt také
inhibovan proteinem p21 z rodiny inhibitorcyklin-dependetnich kinaz Cip/Kip. O tento
inhibitor mohou kompetovat komplexy CDK/cyklin Dtian napomahat zvySeni koncentrace
aktivnich CDK2/cyklin E (Lundbergt Weinberg, 1998).

V iniciaci burééného cyklu nize hrat také wezitou roli gen c-Myc. Bylo
pozorovano, Ze pokud je jeho koncentrace wicBuzvySenda, zvySuje se r@mexprese
cyklinu D1, D2 a E, dale fosfatazy Cdc25A a CDK4aopak se sniZzujetimnost proteinu
p27, ktery inhibuje CDK (Daksist al, 1994; Pérez-Rogeat al, 1997; Galaktionowet al.,
1996). Tim vSim je schopen c-Myc Znau nerou pispét k prekonéni restrigniho bodu.
Proto je c-Myciazen mezi protoonkogeny a mnoho drutarcinonti je spojeno s jeho

zvysenou expresi (shrnuto v Garte, 1993).

4.2.2 Kontrola vstupu do faze S p Fi poSkozeni DNA
Geneticka informace uloZzena v molekule DNA je putku Zivotre dilezitd. Dojde-li

Kk jejimu poSkozenitauz fyzikalnimi nebo chemickymi vlivy, musi tka prednostg vzniklé
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Skody napravit tive, nez by poSkozeni mohlo ohrozit jeji existenebo jeji rozmnoZeni.
PoSkozeni DNA rize zastavit chod bétného cyklu, dokud neni DNA &p reparovana.
PriliS rozsahlé Skody mohou vést az k apoptozekpfisraelset Israels, 1999)

Usttednim prvkem reakce na po3kozeni DNA je protein.pB&8 standartnich
okolnosti je p53 udrZzovantipnizkych nebo nedetekovatelnych koncentracichemmem
MDM2. MDM2 se vaze na p53. Jednak tak inhibuje jaltivitu a jednak jej transportuje
Z jadra a zajisti jeho ubikvitinylaci a proteolin degradaci (Momanet al, 1992; Honda
et al, 1997).

Pokud je v biice zjis€no poskozeni DNA, je aktivovana kindza ATM, tipgad
obouettzcového zlomu DNA (viz filozené schema nize), nebo komplex kinazy ATR a
proteinu ATRIP, v pipad jedndetézcového zlomu (Zoiet Elledge, 2003). Tyto kinazy
krom¢ fady dalSich substr@afosforyluji a tim aktivuji serin/threonin kinazuhk2, které dale
fosforyluje p53 (Ahnet al, 2000). Fosforylace #gobi, Ze MDM2 neni dale schopen vazat
p53, a p53 se tim vymyka jeho inhibici (Shiehal, 1997). Aktivovany p53 isobi jako
transkrigni faktor a indukuje mezi dalSimi i transkripci gep21, ktery inhibuje komplexy
CDKl/cyklin D (Ogryzkoet al, 1997). Za takovych okolnosti tedy proteiny Ristavaji
hypofosforylované a k postupu kignym cyklem neridze dojit.

VySe popsany mechanismus je schopenkbuudrzet v kontrolnim uzlu G1/S a je
piedchazen je8tdvema dji. Prvnim z nich je postupna degradace cyklinu Aygmi et
Bernards, 2000). To ma za nasledek rozpad kompeexXCDK4 a CDK6 a uvokni p21
z téchto komplex ve prospch inhibice CDK2. Druhym &gem je pak aktivace serin/threonin
kinazy Chk1l, ktera fosforyluje Cdc25A (Mailaret al, 2000). Fosforylovana fosfataza
Cdc25A podléha rychlé degradaci a rigm tak odstranit inhibni fosforyl na CDK2. Tim
dochazi k pozastavenigiméhu burgcného cyklu a tento stav pomaha udrZet aktivovany

protein p53.
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Schema kontrolnich uzti G1/S a G2/M § dvojietzcovém zlomu DNA. Revzato z Garrett, 2001.

4.2.3 Prechod z faze G2 do mitozy
Pro zahdjeni mitézy a vSechigiuSnych pestaveb jaderného obalu a cytoskeletu je

zapotebi aktivniho komplexu CDK1 a cyklinu B, ktery ydil ¢innost dalSich gen
Koncem faze G2 je jiz tento komplex vitme dostaténé akumulovan a nafosforylovan Cdk-
aktivujici kinazou, ale nese i inhdnii fosforyl, ktery mu brani v enzymatické aktévifTuto
inhibi¢ni fosforylaci zajiguji kindzy Mytl a Weel (Parket Piwnica-Worms, 1992; Liet
al., 1997). Obrat iniciuji kindzy PIk, které fosfauyjil a aktivuji kltovou fosfatazu Cdc25C.
Ta je schopna komplexu CDK1/cyklin B odejmout inbil fosfat (shrnuto v Garrett, 2001).
Posilujiciho efektu je dosazeno pozitivhinmgtrwvazebnym fisobenim CDK1/cyklin B na
dosud neaktivované Cdc25C. Jiz aktivovany CDKl/cyKB navic dokaze fosforylaci
inhibovat Weel. Jakmile se tedy aktivuje malé mhozisfataz Cdc25C, Ize pamé

rychle a naraz docilit apIné aktivace cyklin-depemidich kinaz a spusti mitozy.

4.2.4 Kontrola zahajeni mitézy p Fi poSkozeni DNA
Stejre jako je tomu v kontrolnim uzlu G1/S, jsou i v tamiiipadt pii poSkozeni

DNA aktivovany kindzy ATM a ATR-ATRIP (viz ilozené schema vySe). Tyto
zprostedkovavaji fosforylaci a aktivaci kinaz Chkl a Chid@atsuokaet al, 1998). Ob
fosforyluji Cdc25C, coZz umozni proteinu 14-3-3 magovat s takto fosforylovanou
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Cdc25C (Pengt al, 1997). To vede k transportu fosfatazy Cdc25@drg do cytoplazmy,
takZe v jadle neniize &inkovat.

Dale se na zastaveni gného cyklu podili i protein p53, ktery indukuje esg dvou
dalSich gef. Prvni, jiz vySe popsany protein p21 se vaze nagtex CDK1l/cyklin B a
inhibuje jeho aktivitu (Bunzt al, 1998). Druhy je protein 14-3s3 ktery se také vaze na
komplex CDK1/cyklin B a transportuje jej z jadetdamz mu také zamezuje v akti&Zi{Chanet
al., 1999). Je prokazano, z&i poSkozeni DNA je inhibovana i Plkl, jedna z kin@lk
aktivujicich Cdc25C (Smitst al. 2000).Tak je mozné zastavit progresi &nmym cyklem na
dostaténé dlouhou dobu, aby se poSkozena DNA stihla opravit.

5. Cirkadianni regulace bun ééného cyklu

5.1 Regulace pomoci hodinami kontrolovanych gen 1
Prvni zminka o cirkadiannim rytmu v bigném dleni pochazi z roku 1938 (Cooper

et Schiff, 1938). Dnes je jiz do znamo, Ze rychle se obnovujici tkdrykazuji pravidelné
cirkadianni rytmy v syntéze DNA &leni burgk (Smaalandet al, 1991; Buchiet al. 1991).
Stejre jako u jinych cirkadiannich fyziologickych rytimsou i tyto zapi¢inény rytmickou
expresi hodinami kontrolovanych gerGeny, které obsahuji ve svych promotorech sekvenc
E-boxi, jsou kontrolovany heterodimerem CLOCK:BMAL1 a ysexprimovany ve fazi
s geny Per. V antifazi k Per gen, to jest ve fazi s genem Bmall, jsou exprimovgagy,
které jsou aktivovany skrze RevRE sekvenci (Uestaal., 2002). Samy hodinami
kontrolované geny mohou byt transkip faktory a dale ovliitovat expresi mnoha dalSich
geni, ¢imz v disledki vytvareji pozorovatelné fyziologické rytmy. Cirkadiannytmy
v expresi byly znsteny u 2-10 % sasich geri (Akhtar et al, 2002; Storchet al, 2002;
Duffield et al 2002).

Mezi hodinami kontrolovanymi geny byly nalezenyeiny regulujici bu&ny cyklus.
Z nejdilezit¢jSich cirkadiana exprimovanych geinje mozno jmenovat cykliny E, A, B1 a
D1, dale protein p53, Mdm2, Weel, protoonkogen @Mgbo nadorovy supresor Gadd45
(Bjarnasonet al, 1999;, Bjarnasomt al, 2001; Pandat al, 2002; Akhtaret al, 2002).
V oblastech promotdr gemi c-Myc, Weel a cyklin D1 byly dokonce nalezeny BEapo
(shrnuto v Reddyet al, 2005). Cirkadianni systéem tedy zasahuje didodhu burgcného
cyklu piinejmensim na dvou mistech: v kontrolnim uzlu G4/S2/M.

Dukladre se pod#lo prozkoumat cirkadidnni regulaci exprese genteWelaponsky
tym vedeny Hitoshim Okamurou publikoval pokus, véer&m provedli ¢ast&nou
hepatektomii mySich jaten vivo (Matsuoet al, 2003). Jaterni biky pieSly z faze GO do G1
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a S a replikovaly svou DNA.Bstoze pokus provéli vicekrat v fizny cirkadidnnicas,
buiky vstoupily do mitdzy pokazdé ve stejny cirkadiatas. Bylo to zpsobeno tim, Ze jen
po omezenowast cirkadianni cyklu byla koncentrace proteinu WWEiBstatén¢é nizka, aby
piestal inhibovat prchod kontrolnim uzlem G2/M. Bylo objeveno, Ze préomoWeel
obsahuje sekvence E-hoa je pod gimou kontrolou heterodimeru CLOCK:BMAL1. Weel
je exprimovan ve fazi s Perl a v jaternicmlach vykazuje vyrazné cirkadianni rytmy
s vysokou amplitudou.

DalSi doklady o propojeni obou systéptinasi pokusy s mySmi, které maji mutovany
a tudiz nefunéni gen Per2. Zatimco v hikkdch nemutovanych mysi osciluje exprese genu c-
Myc cirkadiang s nizkou amplitudou, v Per2-mutantnich mysSich jprese c-Myc
signifikantre zvySena a rowk exprese gean které c-Myc reguluje, je vyznamrzmenéna
(Fu et al, 2002). Je také znamo, Ze exprese genu c-Myetgrddimerem CLOCK:BMAL1
skrze E-boxy ovliveind negativ, neba@ se ukézalo, Ze komplex CLOCK:BMAL1 je
schopen obou drilregulace, jak pozitivni, tak negativni (Kondratal, 2006).

Cirkadianni systém je zapojen diaeni bugéného cyklu v pipact poSkozeni DNA,
coz dos¥dcuje i dalSi pokus s Per2-mutantnimi mySmi. Pa'@ainemutované mysSi paprsky
gamma dochazi v jejich jatrech k indukci expreseidgeerl, Per2, Clock, Cryl a Bmall.
Avsak mé-li mys mutovany gen Per2, k indukci tétprese nedochazi (Fa al, 2002).

5.2 Interakce hodinovych protein G s regulatory bun é&éného cyklu
Také protein PERL1 je zapojen do signélnich drahrkbrich uzti burgéného cyklu.

Bylo zjisttno, Ze pi poSkozeni DNA ionizujicim Zé&nim interaguje PER1s proteiny ATM a
Chk2, které se zapojuji do kontroly iného cyklu (viz vySe). i# supresi PER1 pomoci
siRNA byla fosforylace Chk2 kindzou ATM z&r& snizena (Gergt al, 2006). Podobhje
do molekularniho aparatu btimého cyklu zapojen protein TIM (viZifpZené schema nize).
Gen Tim je povaZzovan za jeden z hodinovychugemtestoZze dosud neniigsré znamo,
jakym mechanismem v biologickych hodinaatspbi. Urity vyznam vSak festo ma, jelikoz
docasné vyazeni transkrigit tohoto genu v neuronech naruSilo neuronalni dltiai také
vyznamié zmenilo rytmy ostatnich hodinovych gér{Barneset al, 2003). DalSi studium je
vSak obtizné, protoZze mutace v genu Tim je lef@ni embryonalnim stadiu (Gottet al.,
2000), je vSak diky tomuigimé, Ze TIM hraje vyznamnou roli v biémych procesech
probihajicich Bhem ontogeneze. Také s timto hodinovym genem ougirkinazy regulujici
prachod bugénym cyklem, a sice komplex ATR-ATRIP a Chkl (videy. Kdyz byla bika

vystavena genotoxickému stresu, interakce se ay®ilyz byly transkripty genu Tim
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docasreé vyrazeny pomoci siRNA, fosforylace Chkl se vyraznizila a to i v odpadi na
poskozeni DNA (Unsal-Kagcmagt al, 2005). Mimo regulatdr burgéného cyklu TIM také
interaguje s proteinem TIPIN, ktery je schopen var&teré proteiny, které jsou s®asti
replikatni vidlicky. UvaZuje se proto, Zze by TIM mohl mit i regiié funkci @i replikaci
DNA (Gotteret al, 2007).

Z uvedenych udéajje patrné, Ze hodinové proteiny PER1 a TIM jsocemasobé
zapojeny do regulace b&mého cyklu, zejména do mechanismu odjlbwvna poskozeni
DNA. Uvazuje se o tom, Ze by v systémélynfunkce bul’ kofaktorti velkych enzymovych
komplexi, anebo adaptér které usnaiiliji pristup substratu pro kindzy ATM a ATR.

Aktivita mimo ramec systému biologickych hodin byla modelu drapatky zji&ta i
u kindzy CKE, kterd fosforylujecasti komplexu degradadékateninu. Tato fosforylace
komplex destabilizuje a tim padem inhibuje degrad&a&ateninu, ktery spolureguluje

buré¢nou proliferaci (Gaet al, 2002).

B2 == M Transition Schema interakci

Cell-cycle progression hodinovych proteit
{ s regulatory butného
cDC2 cyklu. Revzato z Hunet
Gyc!in _E” Sassone-Corsi, 2007.
T
WEE-1

DNA damage-induced
apoptosis
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5.3 Nadorové bujeni a chronoterapie
Molekularni systéntizeni bugéného cyklu je rozsahly a komplexni aparathkdy i

drobny zasah v podeébmutace mZe vést k zavaznym zmédm v jeho regulaci,
k nekontrolovatelné bwiné proliferaci a nakonec k nadorovému bujeni. Zdisla
souvislosti s biologickymi hodinami je vhodné pdbkli na nadorové bujeni jako genovou
deregulaci. Naipklad aktivace protoonkogenu c-Myc spolu s Bcl-x(IKxery potl&uje
apoptozu, jiz je dostajici k navozeni nadorového bujeni (Pelengetrial, 2002).

Bylo také pozorovano, Ze mysi, které maji mutagam Per2, magasgji hyperplazie
slinnych Zlaz a velmi zvySenou tvorbu lymfampo ozdeni paprsky gamma. Zpobeno je to
patrré deregulaci genu c-Myc, protoZe jeho nadorovy sgre53 ma vliivem mutace Per2
snizenou expresi (Fat al, 2002; Blythet al, 1995). Dale u homologického Perl bylo
objeveno, Ze jeho koncentrace v rakovinnychkaich je snizena. DalSi experimenty ukazaly,
Ze buky se zvySenou expresi Perl byly velmi citlivé pastni apoptdzy a naopak tky
s nizkou expresi Perl byly od&j§i vaci vyvolani apoptdzy ionizujicim zénim (Geryet al,
2006). Lze tedy usoudit, Ze deregulaceigearl a Per2 ma za nasledek narusérozeného
obranného systému tiky proti nekontrolovatelnémueteni.

Souvislost nadorového bujeni a biologickych hodie likadzat i na Urovni oscilatoru
v SCN. Pokud naijiklad byla zntena SCN elektrolytickou lézi mySim, kterym byl vopein
osteosarkom nebo pankreaticky adenokarcinom, rogilynadory dvakrat aZikrat rychleji
nez u mysi se zachovanymi SCN (Filipskial, 2002). Podobnych vysletibylo dosazeno i
nepravidelnym sdtelnym rezimem pokusnych zZat, ktery narusil jejich cirkadianni rytmy
(Li etXu, 1997; Filipskiet al, 2004).

Analogicka situace byla nalezena i u lidskych patdieVe studii provadéné na 104
pacientech s metastatickym karcinomem prsu bylavyw@vana prognéza vyvoje nadoru
s cirkadiannim rytmem kortisolu obsazenym ve slnddkazalo se, Ze pacienti s nizkym
rytmem nebo Upkabez cirkadiannich ryttnpodlehli karcinomu five (Sephtoret al, 2000).
DalSi sledovani byla provéda na lidech pracujicich v nepravidelnou denni dathlavré
v noci, edevSim pak u zdravotnich sester. | zde bylo dol@z&e lidé pracujici v roich
smEnach maji vyznanthzvysene riziko vzniku nadorového onemé&anprsu (Schernhammer
et al, 2001; Davist al, 2001; Hansen, 2001).

Bylo zjisttno, Ze i nddorové liky vykazuji cirkadianni rytmy v proliferaci, ktejgou
synchronni s hostitelem, alespty pomalu rostouci (Izquierdo, 1977). Paklé a rychle
rostouci nadory majtasto rytmus proliferace ultradianni, tedy rychlep@z 24 hodin

(Klevecz et Braly, 1991). Takového stavu vyuZiva chronoterapl&nnost cytotoxickych
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latek, kterymi se rakovina obvyklecié totiz silné zavisi na cirkadianni fazi b&ného cyklu
a neni tedy po cely den stejna. Jejme, Ze podavanichto léki v pribéhu celého dne
zbyte&n¢ zatZuje organismus pacienta. Chronoterapie usilujeal@zeni optimalni denni
doby, kdy podavany |ék nejlépe zasahne nadoroiikyba nejmén uskodi pacientovi. Uvadi
se, Ze chronoterapieude byt dvakrat az osmkratiangjSi nez standardni dba (shrnuto ve
Woodet Hrushesky, 1996).

6. Zaver

Ve své praci jsem popsal zakladni schéma fungowintkidianniho systému i
burg¢ného cyklu a uved! jserfadu gFiklada jejich vzdjemného propojeni. Vidime vSak, ze
tento vztah neni Uptnvzajemny. Zname mnohotipadi, kdy mutace hodinovych gén
ovlivni chod bug¢ného cyklu, dosud ale nezname zadnou mutaci v taphuoiEcnéeho cyklu,
kterd by se projevila na fungovani biologickych imodMnoho z &chto spolénych pojitek,
molekularnich interakci a signalnich drah dosistava neprobadano a fiste timto srrem
bude ubirat i budouci vyzkumagtava nafiklad otewenou otazkou, jakym mechanismem
buika rozliSuje mezi geny, které maji aktivovat ciriéachi traskrigni faktory, a geny, které
aktivuji transkrigni faktory bugc¢ného cyklu, pestoze ob skupiny reguluji transkripci skrze
identickou sekvenci E-bdx Tato okolnost spolu s dalSimi navozuje otazkulespgch
evolwnich propojeni. Vyznam tohoto spojeni se dostavapdpedi zvla& nyni, kdy
moderni civilizacecasto vyviji naclovéka tlak, ktery vede k naruSeni jeho wniho

cirkadianniho systému.
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