Univerzita Karlova

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Biologie

Studijni obor: Antropologie a genetika Clovéka

Bc. Klara Vernerova

Diplomova prace

Vliv polymorfismii vybranych genii na chronotyp
¢lovéka

The influence of polymorphisms of selected genes on human chronotype

Vedouci: RNDr. Roman Solc, Ph.D.
Konzultant: doc. RNDr. Zdenka Bendova, Ph.D.
Praha 2021



ProhlasSeni

Prohlasuji, Ze jsem zavéreCnou praci zpracovala samostatné a ze jsem uvedla vSechny
pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatné ¢ast nebyla piedlozena

k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze dne



Podékovani

Rada bych podékovala svému skoliteli RNDr. Romanu Solcovi, Ph.D., za v§echen
vynaloZeny Cas a usili, které¢ vénoval mé diplomové praci, i pies vSechny dalsi obtize
spojené s pandemii koronaviru. Dale chci pod€kovat celé své rodiné za vSechnu fyzickou i

psychickou podporu, zejména pak Krystofovi za ptijceni svého pocitace.



Abstrakt

Cirkadianni rytmus oznacuje periodicky opakujici se zmény v téle organismu, které zahrnuji
vSemozné biologické mechanismy, ku prikladu zmény v hormonalni sekreci, zmény

v teploté téla ¢i cyklus spanku a bdéni. Jedna se o sebeudrzujici se systém, ktery se
pravidelné opakuje priblizn€ kazdych 24 hodin. Ackoli je organismus schopny zachovat si
tento rytmicky se opakujici mechanismus i pfes absenci vnéjSich signalt, je cirkadianni
rytmus uzpusoben k tomu, aby se synchronizoval s vnéj$im svétem a umoznil tak organismu
efektivné odpovidat na vnéjsi podminky a signaly. Stejné tak je tomu i u ¢lovéka, nicméné
nastaveni téchto ,,vnitinich hodin® neni u kazdého jedince stejné. Chronotypem oznacujeme
individualni nacasovani fyziologickych, biochemickych a psychologickych proménnych,
které izce souvisi pravé s cyklem spanku a bdéni. Preference spanku a bdéni spolecné

s upfednostiiovanou dobou aktivity odrazi nastaveni chronotypu ¢lovéka. Chronotyp je az

z poloviny podminén genetickymi faktory, nicméné dodnes nejsou kompletn¢ zname
mechanismy ¢i lokusy, které by k danému fenotypu ptispivaly. Tato prace si klade za cil
navrhnout kandidatni polymorfismy nachézejici se v hodinovych ale i jinych genech
zapojenych i v dal$ich bunéénych procesech a otestovat jejich asociaci s chronotypem
¢loveka. Na zaklad¢ dotazniki MEQ byly dobrovolnikiim s extrémni variantou chronotypu
odebrany sliny a z nich byla vyizolovana DNA. Pomoci klasickych genetickych metod
(PCR, RFLP, Sangerovo sekvenovani) byla provedena genotypizace téchto vzorkit DNA
sledujici devét polymorfisml nachéazejicich se v genech BMALI, PERI, PER3, SIRTI a
PGC-1a. Statistickou analyzou byla vyhodnocena jednak signifikance samotnych
polymorfismd, jednak 1 signifikance jednotlivych part polymorfismt. Vysledky ukézaly
zejména to, Ze minoritni alela A varianty rs3736265 asociuje s veCernim chronotypem
¢lovéka. Dany polymorfismus se nachdzi v PGC-1a genu, ktery je zndmy piedevs§im svou
ulohou v metabolickych dé&jich buiiky, ovSem ktery se také zapojuje do chodu
molekularnich hodin buiiky. Vysledky této prace poukazuji na komplexitu cirkadianniho
rytmu na molekuldrni irovni a skute¢nost, ze hledani genetickych pticin chronotypu by
mélo byt rozsifeno i1 o geny, které nejsou principidln€ fazeny mezi tzv. ,,hodinové geny*, ale

jejichz produkty se na chodu bunéénych hodin také vyznamné podile;ji.
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metabolické geny, PER1, PER2, PER3, PGC-10, SIRT1



Abstract

Circadian rhythm refers to wide scale of biological mechanisms which change periodically,
for example changes in hormonal secretion, changes in body temperature and the sleep
cycle. It is a self-sustaining system which repeats roughly every 24hours. Circadian rhythm
is designed to response and synchronize with external environment to effectively react to
external changes. Yet, it is able to maintain its rhythm despite the absence of any outer
signals. This applies to humans as well, although the timing of ,,the inner clock® is not the
same for every individual and can vary a lot. Chronotype describes an individual setting of
physiological, biochemical and psychological variables, which closely depend on the sleep
cycle. The timing of the sleep cycle along with the preferred time of activity reflects the
chronotype of the individual. The genetic effect account for about one-half of the
chronotype, yet to now days the mechanisms or precise locuses are still unclear. The aim of
this diploma thesis is to select relevant polymorphisms of clock genes and other relevant
genes and test their association with chronotype. Based on the results obtained from MEQ
questionnaire, we received saliva samples from participants with extreme chronotypes. We
isolated and sequenced this DNA samples using classical genetic methods (PCR, RFLP).
The samples were tested for nine polymorphisms located in the following genes: BMALI,
PERI, PER3, SIRTI and PGC-1a. Afterwards, we statistically analysed each polymorphism
individually and then we analysed the effect of polymorphisms pairing with one another.
The results indicate that allele A in variant rs3736265 associates with evening chronotype.
This polymorphism is located in PGC-/a gene which is mostly known for its crucial role in
several metabolic pathways, but it is also involved in regulation of molecular clocks. In
conclusion results of this diploma thesis points out the complexity of the circadian rhythm
on molecular level and supports the approach which extends the focus on non-clock genes

involved in molecular clocks.

Key words: BMALI, circadian rythm, CLOCK, chronotype, clock genes, metabolic genes,
PER1, PER2, PER3, PGC-1a, SIRTI
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1. Uvod

Pod pojmem cirkadianni rytmus se skryvaji periodicky se opakujici zmény, které
ovliviiuji celou fadu biologickych mechanismii. Mezi ty nejvice patrné patii prechod mezi
stavem spanku a bdéni, hormondlni sekrece, zmény v télesné teploté a ptijem potravy. Ty
mén¢ ziejmé zahrnuji i pravidelnou oscilaci hladin proteint a dalSich latek, ¢i rytmickou
transkripci a translaci gent. Cirkadianni rytmus se pravideln¢ opakuje ptiblizné kazdych 24
hodin, coz dalo vzniknout i jeho pojmenovani, které pochazejici z latinského circa =

,;okolo* a dies = ,,den*.

Tyto ,,vnitini hodiny* jsou nezbytnou soucésti téméi kazdého zivého organismu a
zd4 se, ze uz i rané formy Zivota, postradajici vnitini prostorové rozdéleni, méli uréitou
formu cirkadiannich hodin, které jim umoznovaly odd¢lit jednotlivé biochemické reakce
(napt. fotosyntézu a fixaci dusiku) do riznych casovych useki (Mazzoccoli et al., 2012).
Ackoli se jedna o sebeudrzujici se systém, ktery je schopen fungovat i pies absenci
exogennich signalil, je zdroven pfizplisoben k tomu, aby na zdklad€ vné&jSich faktori a zmén
v prostiedi synchronizoval pochody s ménicim se okolnim svétem. U savci je cirkadianni
regulace fizena centralnim oscilatorem, kterym jsou suprachiasmaticka jadra anteriorniho
hypotalamu (SCN). Toto cirkadianni centrum je anatomicky propojené s ¢etnymi oblastmi
centralni nervové soustavy, které jsou mimo jiné zapojené naptiklad i do fizeni apetitu a
regulace vydeje energie (Kalsbeek et al., 2006). Suprachiasmatickd jadra jsou vlastné
specializované neurony, které ptijimaji signaly ze sitnice oka a na zéklad¢ toho se pak
»sefizuji® podle zmén stavu svétla a tmy. Tento centralni oscildtor ma také za ukol slad’ovat
1 tzv. periferni hodiny v téle, které se nachazeji v jednotlivych orgdnovych soustavach (napf.
v gastrointestinalni soustave €1 v srdci) a které piijimaji 1 dalsi signaly z téla (Luo & Aston-
Jones, 2009). Synchronizace perifernich hodin je dtlezita ke spravnému navazovani
jednotlivych dé&ja v téle. Celkova sladénost vnitinich hodin je tedy dilezita jednak pro
plynuly chod jednotlivych procest, ale zaroveil i pomaha télu efektivné odpovidat na zmény
v okoli. Je také znamo, Ze dlouhodoba desynchronizace vnitinich hodin s prostfedim ¢i
stylem Zivota, muze vést k vaznéjsSim zdravotnim problémtim jako jsou mj. spankoveé
poruchy, kardiovaskularni problémy a metabolicky syndrom (Copinschi et al., 2000).

Naopak porozuméni a poznani vlastnich biologickych hodin miiZe byt vyuzito i v takovych



oborech jako je farmakologie, kde se stupniuje zdjem o to vyuZzit nacasovani vnitinich hodin

k co nejefektivnéjsimu podavani medikamentt (Jacob et al., 2020).

Paklize ma témet kazda organova soustava své vlastni periferni hodiny, tak stejné
tak ma i kazdé bunika své vnitini molekularni hodiny. Ty se sklddaji pfevazné z proteind, jez
jsou periodicky exprimovany tzv. hodinovymi geny. Jedna se o geny, jejichz pravidelné
transkribované produkty spolu navzajem interaguji a pomoci negativnich kontrolnich
smycek kontroluji bud'to svoji vlastni produkci, anebo expresi ostatnich genti. Mutace
v hodinovych genech se mohou projevovat abnormalnim cirkadidlnim rytmem, ktery u
zivocichll nejvyraznéji zasahuje do rezimu spanku a bdéni. Velmi podobné fenotypové
projevy se objevuji i u ¢loveéka. Kromé produkt hodinovych geni, které vytvaii astfedni
smycky molekularnich bunéénych hodin, se do procesu zapojuji i produkty dalSich gend,
které regulacni smycky propojuji s ostatnimi déji v buiice. Tyto geny se pro zjednoduseni a
odliseni mohou nazvat ,,geny metabolickymi®, jelikoz jejich produkty jsou mj. soucasti
mnohych metabolickych procesii v buiice (napt. v glukoneogenezi, B-oxidaci mastnych
kyselin a mitochondridlni biogenezi). Tyto geny tedy mohou fungovat jako spojnice
propojujici hodiny s prostfedim butiky a synchronizujici je s nim. Zarovein jim umoziuje
odpovidat na zmény v buiice a patfiéné signaly. Zustava ovSem predmétem vyzkumu, do
jaké miry ovliviiuji molekularni hodiny metabolické drahy buiiky a naopak, jak zdsadni vliv

ma metabolismus buniky na spravny chod hodin.

Cirkadianni hodiny se sice opakuji ptiblizné kazdych 24 hodin, nicméné jejich
nacasovani je u lidi velmi variabilni a u kazdého mohou ,.tikat* trochu jinym tempem.
Chronotypem oznacujeme individualni nacasovani fyziologickych, biochemickych a
psychologickych proménnych, které uzce souvisi s cyklem spanku a bdéni. Pravé preference
doby spanku a bdéni odrazi variantu chronotypu ¢lovéka. Tento fenotyp miize byt vyjadien
jako kontinualni $kala, na jejichz dvou koncich se nachazi dvé extrémni varianty chronotypu
(Ashbrook et al., 2020). Jednd se o tzv. extrémni ranni a veCerni chronotyp, které jsou nékdy
také v lidové, ale 1 v odborné, literatufe oznacovany jako skiivan a sova. Mezi témito
vyhranénymi typy se na Skale chronotypu nachéazi nejpocetnéji zastoupena skupina, ktera je
oznacovana jako nevyhranény typ. Jedinci s nevyhranénym typem se nachazi nékde
uprostied Skaly, anebo se mirnéji priklangji k jedné ¢i druhé strané. Jak jiz nazvy
chronotypll napovidaji, hlavnim rozdilem mezi jednotlivymi skupinami je nacasovani

optimalni fyzické i1 duSevni pohody a vykonnosti. Zatimco skiivani tohoto maxima dosahuji



jiz v brzkém dopoledni, sovy se jej dockaji az pozdé odpoledne potazmo vecer. Chronotyp
ma v populaci normalni distribuci, a to v kazd¢ vekové kategorii (Fischer et al., 2017).
N¢kolik studii pracujicich s dvojcaty a rodinami urcilo heritabilitu chronotypu pfiblizné 50
% (Barclay et al., 2010; Koskenvuo et al., 2007). Z toho je patrné, Ze varianty gend,
pravdépodobné zejména téch participujicich se ptimo v udrzovani cirkadianniho rytmu,
mohou do zna¢né miry determinovat chronotyp jedince. Zaroven je zde ale ponechén i
znaény prostor pro vliv prostiedi. Clovék se ¢asto musi pfizptisobit svému pracovnimu ale i
socidlnimu rozvrhu a znac¢ny vliv mohou mit i dalsi faktory, jako je stfidani svétla a tmy,

casova pasma atd.

1.1 Hodinové geny

Zajem o molekularni a genetickou podstatu cirkadianniho rytmu vedl k tomu, zZe jiz
v 70. letech byl nastinén mozny molekularni mechanismus vnitfnich hodin, a to 1 diky
objevu genu per u Drosophila melanogaster (Konopka & Benzer, 1971). K dal§imu
vyznamnému pokroku doslo v 90. letech, kdy byl identifikovan u mysi gen Clock, ktery se
zahy ukézal byt jednim z klicovych komponent v molekularnich hodinach i u ¢lovéka
(King et al., 1997; King & Takahashi, 2000). Jak jiZ bylo zminéno, diky molekuldm, které
utvaii jadro cirkadiannich hodin, existuji tyto hodiny v kazdé butice téla a tedy ne jen
v supraschiasmatickych jadrech centralniho oscilatoru SCN (Kalmbach et al., 2017). Tyto
hodiny jsou pohanény autonomné na zékladé transkripcné-translacni negativni smycky,
kterou tvofi n€kolik stéZejnich gend, které maji mezi zivocichy vysokou miry
zakonzervovanosti (Lowrey & Takahashi, 2004). U savct se na zédkladni negativni smycce
podili ptedevsim geny CLOCK a jeho paralog NPAS?2, déle to jsou geny BMALI, PERIODI
(PERI), PER2, PER3, CRYPTOCHROME I (CRYI1) a CRY2. Béhem dne dochazi
k transkripci gentt BMALI a CLOCK, jejichz produkty spolu heterodimerizuji diky zékladni
helix-loop-helix PAS doméné¢ a dale spolu aktivuji transkripci dalSich hodinovych gent,
véetné PER a CRY. Jejich proteiny spolu v cytoplasmé také heterodimerizuji a translokaci se
vraci zpét do jadra, kde nasledné interaguji s komplexem BMAL1:CLOCK, ¢imz jej
inhibuji a soucasné tak zastavuji i svou vlastni transkripci (obr. 1). Béhem noci je tento
inhibujici komplex PER-CRY degradovan, coz umoziuje komplexu BMAL1:CLOCK

reaktivovat svou ¢innost a zacit tak novy cyklus transkripce (Takahashi et al., 2008). Je



tieba si uvédomit, Ze vlastni smycka je mnohem komplexnéjsi a zahrnuje daleko vice genti a
jejich proteint, které se podileji na jeji regulaci cykll a dalsich proteinovych interaket,
fosforylaci, degradaci apod. Déle je dulezité poznamenat, ze mechanismus buné¢ného
cirkadianniho rytmu neni izolovany a miize byt zna¢n¢ ovlivnén a regulovan dalSimi
bunéénymi procesy a molekulami. Témto piipadiim bude pak dale vénovana samostatna

podkapitola.

CLOCK

'g x cilové geny
v
=g Aan l

Tkanové specificka rytmicka
regulace biologickych funkci

Obrazek 1.: Zakladni negativni smycka hodinovych genii. Upraveno podle - Beytebiere
et al., (2019).

K pochopeni funkce danych gent v molekularnim cirkadiannim cyklu znaéné
pomohly i1 vyzkumy pracujici s mutanty v danych genech. Napiiklad objeveni prvnich tf
mutantit Drosophila melanogaster, které vykazovaly bud’to prodlouZeny, zkraceny, ¢i zcela
arytmicky cirkadianni cyklus, poukézalo na to, Ze alternace v pouze jediném genu, mize
vést k zasadnimu vykolejeni biologickych hodin (Konopka & Benzer, 1971). Nasledovaly
studie, které zkoumaly mutace v hodinovych genech i u savct. I u nich byly zaznamenany
podobné vyrazné alternace v cirkadidannim rytmu (Bunger et al., 2000; King & Takahashi,
2000; Vitaterna et al., 1994; Zheng et al., 1999). Dalsim logickym krokem byla snaha
vyhledat podobné mutace danych genti i u lidi a sledovat jejich dopady na chod
biologickych hodin. Tyto mutace by se mohly vyskytovat u jedinct trpicich poruchou,
jejimz symptomem je zdvazné naruseni cirkadidnniho rytmu. Takovy symptom je typicky

naptiklad pro syndrom odkladané spankové faze (z anglického delayed sleep phase



syndrome, DSPS) a syndrom piedCasné spankové faze (z anglického advanced sleep phase
syndrome, ASPS). DSPS i ASPS se vyznacuji predevsim posunutim individualniho
nacasovani usindni a vstavani az o tfi hodiny, coz ma za nasledek predcasné ¢i ptilis pozdni
vstavani a usinani, nez by bylo zadouci. Syndrom sdm o sob€ nemusi nutn¢ narusovat
kvalitu spanku, nicméné v piipad¢ vynuceného neadekvatniho denniho rezimu (nejcastéji
zpiisobeného pracovnimi sménami ¢i za¢atkem Skoly) miize vést k znacné spankové
deprivaci a miize mit negativni dopad na zdravotni stav. Jedinci s t€émito syndromy se
pochopitelné budou nachézet pravé v extrémnich variantach chronotypu, ackoli neni jasné,
z jak velké casti tvoti danou fenotypovou skupinu (Ashbrook et al., 2020). Zaroven Sance
zachytit ¢lovéka majiciho jeden z danych syndromii neni velka, protoze v ptipadé ASPS je
zvlasté u mladych lidi dany navyk vstavat brzy, bran spise jako vyhoda nezli porucha.
Genetickd podminénost ASPS se shoduje také s objevem tzv. FASPS (familial advanced
sleep syndrome), kdy se ASPS vyskytuje u vicero ¢leni jedné rodiny (Curtis et al., 2019).
Ackoli prevalence danych syndromt zapfticinujicich brzké vstavani nebyla dlouho znama,
nyni se odhaduje, Ze prevalence ASPS je ptiblizné 0,33 % a FASPS 0,21 % (Curtis et al.,
2019). Jednotna data pro vyskyt DSPS zatim nebyla shromdzdéna, nicméné bylo zjiSténo, ze
u mladych adolescenti (ve véku 16 az 18 let) se vyskyt tohoto syndromu odhaduje az na 3,3
% s vyrazné Cast&jSim vyskytem u divek (Sivertsen et al., 2013). Vzhledem k nizkému
vyskytu téchto syndromt v populaci a jejich nedostate¢nému zachyceni, je studii
zkoumajicich genotyp téchto jedincii poskrovnu. Nicméné tém nekolika malo studiim, které
se tomuto tématu vénovalo, se podafilo zachytit moZnou souvislost s polymorfismy genti
PER3 a PER?2. Jednalo se bud’ o polymorfismus majici za nasledek zdménu aminokyseliny
serinu za glycin v proteinu PER2 (Toh et al., 2001), anebo o strukturni a délkovy
polymorfismus genu PER3 (Archer et al., 2003; Ebisawa et al., 2001). Nejednalo se tedy o
mutace, které by mély za nasledek Gplné vytazeni genu nebo vyraznou alteraci jeho
produktu. Zda se tedy, Ze k signifikantnimu posunu cirkadianniho rytmu u lidi dochazi

v disledku polymorfismu hodinovych geni, ale nikoli v diisledku jejich Gplného vytazeni.
Za sirokou Skalou chronotypu a jeho extrémnich variant tedy miiZe stat variabilni
polymorfismus danych genti a jejich kombinace, spiSe neZli uplna ¢i vyrazna ztrata néjakého

z klicovych gend.



1.1.1. BMALI

Gen BMALI (aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator like) je znam i pod
dalSimi zkratkami, zejména ARNTL a MPO3. Jeho esencialni tloha v molekularnich
hodinach je zndma uz delsi dobu (Bunger et al., 2000), nicméné neni mnoho studii, které by
se zabyvaly jeho polymorfismem souvisejicim s moznym vlivem na chronotyp ¢loveka.

Nizky zajem o toto téma mulize pramenit i z jeho vysoké konzervativnosti napfic¢ obratlovci.

Jedna z prvnich studii, ktera doklada jeho funkci v cirkadianni smycce a zaroven ho
kandidovala na heterodimeriza¢niho partnera proteinu CLOCK, vyuZila geneticky
upravenych Bmall —/— mysi (Bunger et al., 2000). Vysledkem bylo zaznamenani
signifikantni arytmicity v expresi cilovych geni transkripéniho faktoru, ale také vyrazné
snizend behavioralni aktivita, jak béhem denniho, tak i no¢niho cyklu. Podobny ptistup
zvolila i jedna z recentnich studii (Ray et al., 2020), ktera ale danou mutaci sledovala pouze
u bunéénych kultur koznich fibroblastti a v jaternich bunikach mutantnich mysi. Z jejich
vysledkl vyplyva piekvapivé zjisténi, a to Ze navzdory chybéjicimu Gstfednimu genu,

v bunkéch nadale pokracovala pravidelna oscilace transkriptomu, proteomu a
fosfoproteomu 1 pfes tfidenni absenci jakéhokoli vnéjsiho signélu (napt. svétla). V zavéru
autoti tedy usuzuji, Ze buniky jsou schopné samostatné cirkadidnni oscilace, a to 1 ptes ztratu
BMALI genu. Nutno dodat, Ze tato studie se setkala i s nesouhlasnymi reakcemi
poukazujicich na nékolik vyraznych neptesnosti a chybnych tisudkli v analyze dat, podle
kterych naptiklad oscilace u mutantnich bunék neni tak signifikantni, jak by podle zavéru

puvodni studie méla byt (Abruzzi et al., 2021).

1.1.2. CLOCK

Produktem genu CLOCK (clock circadian regulator) je stejnojmenny protein, ktery
se podili na Gstfedni negativni smycce molekularnich hodin. Protein se vyznacuje zadkladnim
helix-loop-helix motivem, diky kterému vytvati heterodimer s proteinem BMALI. Oba se
dale vazou na E-box v promotorové oblasti celé fady cilovych genii, ¢imzZ spousti jejich
transkripci. Zpétné je jeho produkce inhibovana produkty téchto cilovych genii (konkrétné
PER a CRY). Mimo to ma ale CLOCK 1 dalsi dtlezitou ulohu, a to jako acetyltransferaza.

Pomoci imunoprecipitacnich pokusi bylo zjisténo, ze CLOCK je enzym s



histonacetylransferazovou aktivitou a tim padem je schopny ptidavat acetylovou skupinu
predevsim k histonim 3 a 4, pfi¢emz lysinové zbytky Lys-14 a Lys-9 na H3 jsou jeho
primarni mista aktivity (Curtis et al., 2004). Byl dolozen i dikaz vlivu
histonacetyltransferazové aktivity enzymu CLOCK na rytmicitu cirkadianniho chodu
bunky. Navdzani komplexu CLOCK:BMALI na E-box hodinovych genil a souc¢asna
acetylce lysinovych zbytkii patrné vyvolava chromatinovou remodelaci a ptispiva tak k
naboru dalSich HAT koaktivatorta (Curtis et al., 2004). V dalSich sériich pokusti bylo
zjisténo, ze CLOCK modifikuje i proteiny nehistonové povahy a jednim z jeho
nehistonovych cild je patrné i jeho heterodimerizacni partner BMAL1 (Grimaldi et al.,
2007; Hirayama et al., 2007). Ptidani acetylové skupiny na K537 proteinu BMALI
vyvolava konformacni zménu domény, jejimz vysledkem je vytvofeni vhodnéjsiho

vazebného mista pro protein CRY, jenZz je soucasti hlavni regulacni smycky.

Schopnost enzymu CLOCK modifikovat jak histony, tak i proteiny nehistonové
povahy, mu zajistuje dvoji regulacni funkci. Jeho enzymaticka podstata ma regulacni vliv
na negativni zpétnou smycku, jiz je sam soucasti. Pfidanim acetylové skupiny k lysinu
proteinu BMALI patrné dochazi k usnadnénému ptipojeni inhibitoru CRY ke komplexu,
coz vede k represi transkripce zprosttedkované timto komplexem (Hirayama et al., 2007).
Zaroven ale jeho histonacetyltransferazova aktivita podporuje transkripci cilovych genti

(diky chromatinové remodelaci) a to vede k pozitivni stimulaci smycky.

Ve spojitosti s timto klicovym genem a jeho rtiznorodou enzymatickou aktivitou
byla snaha prozkoumat dopad jeho polymorfismil na chod buné¢énych hodin. V soucasné
dobé byla nalezena spojitost pouze mezi alelou 3111C a fenotypem extrémni ranni varianty
(Katzenberg et al., 1998; Mishima et al., 2005). Nékterym studiim se dany vysledek
podatilo zreplikovat, ale nékteré podobnou shodu nenasli, a tak neni ani vliv tohoto

polymorfismu jednoznaény (Pedrazzoli et al., 2010).

1.1.3 PER

Produkty gentt PERI, PER2 a PER3 (celym ndzvem period circadian regulator 1,2
and 3) jsou exprimovany cirkadianné a jak jiz bylo zminéno, jsou také soucasti tstredni

smycky, kde inhibuji aktivitu komplexu CLOCK:BMALI1. Tyto geny a jejich produkty



nalezi do rodiny vazebnych proteint, ktera se vyznacuje PAS doménou (PER-ARNT-SIM),
coz jim umoziuje proteinovou dimerizaci s dal$Simi proteiny PER a CRY (Archer et al.,
2018). Pomoci elektronové mikroskopie bylo na mysich jaternich bunikach dolozeno, ze
vSechny tii proteiny PER a dva proteiny CRY vytvari v cytoplasmé multiglobulérni
komplex, ktery je pravdépodobné stabilizovan isoformou delta kindzy CK1 (Casein Kinase-
1) a je zpétné transportovan do jadra (Aryal et al., 2017). Pokusy zkoumajici dopad absence
jednotlivych genli na rytmicitu cirkadianniho systému odhalily, ze geny PER I, PER2 jsou
nezbytné pro zachovani soudrzného cirkadianniho systému, zatimco zbyvajici gen PER3 jej
pouze posunuje. Tato skutecnost se patrné tyka piredevsim perifernich tkani, zatimco sit’
interagujicich neurond v centralnim oscilatoru mize jednotlivé genové deficity

kompenzovat a tim i zachovat ptivodni béh hodin ( Liu et al., 2007).

Zatimco polymorfismy PER2 a PER3 byly CastéjSimi pfedméty vyzkumu
v souvislosti s dennim rezimem, varianty genu PERI byly Cast&ji zkoumany z hlediska
moznych asociaci s riznymi typy rakoviny. Teprve az v roce 2006 byla objevena ticha
mutace T2434C (rs2735611) v exonu 18 genu PER], ktera byla asociovéna s extrémnim
rannim fenotypem (Carpen et al., 2006). Ackoli je tato mutace synonymni a neméni tak
aminokyselinovy fetézec, mohla by mit vliv na translanci mRNA, coz by mohlo vést

k danému posunu rezimu.

Alely genu PER?2 byly zkoumané ve spojitosti s FASPS, kde mutace vedouci k
substituci serinu za glycin (S662G) byla nalezena u vétSiny ¢lend rodiny majici FASPS
(Toh et al., 2001). K této zdméné aminokyselin dochdzi v CK1 vazebné doméné, coz by

mohlo vést k alternaci funkce daného proteinu.

Ze zminénych tfi genli rodiny PER je PER3 ten nejvice polymorfni (von Schantz,
2008). Jak uz bylo zminéno vyse, u tohoto genu byl sledovan polymorfismus v exonu 18,
kde se nachazi tandemova repetice opakujici se bud'to ¢tyfikrat, anebo pétkrat. Tento VNTR
(variable number tandem repeat) motiv se patrné nachazi v mistech, kde CK1 fosforyluje
produkt genu PER3 a ovliviiuje tim zfejme 1 jeho stabilitu a schopnost translokace do jadra
(Archer et al., 2003). Soucasné byla kratsi alela siln€ asociovana s extrémni ranni variantou,
zatimco ta del$i s veCernim typem. V dalsi studii (Ebisawa et al., 2001) byla nalezena
strukturni varianta genu (haplotyp 4), ktera signifikantn¢ koreluje s DSPS. Autofi se
domyvaji, ze substituce glycinu za valin (G647V) by mohla byt jednou z pficin této

asociace, nebot’ valin je v této pozici u vétSiny obratlovct silné konzervovan. Dale k této



zméné dochazi v zOné, kterd je velmi podobnd oblastem na proteinech PER1 a PER2, kde
dochazi k fosforylaci kinazou CK1, coz by opét mohlo vést k zméndm vhodnych podminek

pii fosforylaci proteinu kinazou CK1.

1.2. Metabolické geny

Biologické hodiny jsou nastavené tak, aby dokazaly fidit rytmicky se opakujici
télesné procesy 1 v pripadech, kdy se organismus nemuze orientovat podle vnéjsich signala.
Tim zajist'uji potiebnou chronologickou posloupnost jednotlivych télesnych procesii a
udrzeni potfebného rezimu. Tato situace je ale v bézném zivot¢ spise ojedinéla a jedinec,
jako tieba Clovék, je bézné vystavovan externim podnétiim, které mohou cirkadianni rytmus
vyznamné ovlivnit a diky kterym se zase on muze synchronizovat s vn¢jSimi podminkami.
Tyto vné&jsi signdly ptichazejici z prostiedi a majici vliv na rytmicitu biologickych hodin, se
n¢kdy oznacuji také jako ,, zeitgeber “ (z némciny by doslovny pieklad mohl znit jako
,udavac casu ). Mezi nejvyznamnéjsi zeitgeber (ZT) patii pochopitelné svétlo, které
podléha ¢tytfiadvacetihodinové rotaci Zemé a jez dopadé na sitnici oka, odkud vedou
nervove signdly az do SCN anteriorniho hypothalamu (Roenneberg et al., 2007). Centralni
hodiny se tedy orientuji zeyména svétlem, potazmo tmou, ovSem existuje celd fada dalSich
ZT, které zasahuji jak centrélni, tak i periferni hodiny (napt. pohybova aktivita, okolni

teplota, pfijem potravy apod.).

Ani molekularni hodiny na tirovni bunky nezistavaji izolované od zbylého déni
v burice. Naopak jsou provazané s ostatnimi déji pomoci riiznych drah. Ostatné samotné
hlavni komponenty bunéénych hodin CLOCK a BMALI spousti mj. transkripci celé fady
dalSich gent, které se mohou castnit daného béhu hodin, ale které také mohou zastat celou
fadu dalSich funkci zcela mimo Ustedni cirkadianni smycku. Zpétn€ zase mohou 1 ostatni
molekuly a proteiny majici funkci primarné mimo hodiny ur¢itym zpiisobem zasahnout do
chodu mechanismu, at’ uz spusténim ¢i inhibici transkripce gent, posttransla¢nich
modifikaci ur¢itého proteinu ¢i zménou jeho aktivity (Mazzoccoli et al., 2012). M4 se za to,
ze az 20 % gent vykazuje Ctytiadvacetihodinovou rytmickou expresi v metabolicky
aktivnich tkanich a zaroven, ze velka ¢ast produktii t€chto genii se ucastni metabolickych

procest (Mazzoccoli et al., 2012). Mezi tyto tzv. metabolické geny, které se podileji nejen
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na chodu molekuldrnich hodin, ale funguji i v metabolismu bunky, patii i geny SIRT! a

PGC-1a.

1.2.1. PGC-la

Gen PGC-1a (peroxisome proliferator-activated receptor-y coactivator-1a.) je také
oznacovan zkratkami LEM6 a PPARGC1 a kéduje transkripcni koaktivator, jenz reguluje
geny zahrnuté v energetickém metabolismu buiiky. Spojeni s proteinem PPARy mu
umoziuje interagovat s dalSimi transkripénimi faktory. Déale ma také dilezitou tlohu
napiiklad v mitochondridlni biogenezi, B-oxidaci mastnych kyselin a v hepatické
glukoneogenesi. Jednim ze zésadnich rozdila, ktery odlisuje ¢leny skupiny PGC-1 od
dalsich koaktivatord, je zavislost jejich exprese na nutritivnim a fyziologickém stavu bunky.
Ku-ptikladu hladina mRNA PGC-1a je vyznamné zvySena v hepatocytech pii hladovéni,
zatimco v kosternich svalech je takové zvySeni navozeno fyzickou aktivitou (Baar et al.,

2002).

Vyznam genu PGC-1a je patrny nejen v cetnych procesech energetického
metabolismu buiiky, ale i v samotném mechanismu cirkadianniho rytmu. Jeho citlivost na
meénici se fyziologické prostiedi bunky ho také kvalifikuje na dal$iho prostfednika
propojujiciho metabolismus buiiky s jejimi vnitinimi hodinami. Jedna z prvnich studii
zkoumajici jeho tlohu v biologickych hodinach zjistila, Ze PGC-1a pravdépodobné
pozitivné reguluje transkripci genu BMALI (Liu et al., 2007). Cirkadianni mechanismus mé
vicevrstvy sytém majici podptrné kontrolni smycky, které poméhaji s regulaci tstfedni
negativni smycky. Jedna z nich zahrnuje i nuklearni receptory RORa a REV-ERB. Prvni
z nich je pozitivni transkrip¢ni regulator vazici se na promotor genu BMAL I, druhy naopak
navazuje RORE (ROR-specific response elements) na promotor dané¢ho genu, ¢imz
zabranuje navazani pozitivniho transkripéniho regulatoru a negativné tak ovliviiuje
transkripci genu BMAL1 (Fontaine & Staels, 2007). Pravé s RORa fyzicky interaguje PGC-
la prostfednictvim LXXLL (motiv rozeznavajici nuklearni receptory, kde L znaci
aminokyselinu leucin a X reprezentuje libovolnou aminokyselinu) a pravdépodobné tak
navadi k promotoru genu BMALI histonové acetyltransferazy (napt. p300 a GCNS, ale
nikoli CLOCK) ¢imz navozuje remodelaci chromatinu a méni jej tak z represivni formace
do aktivni (Liu et al., 2007). Obdobné vysledky byly pozorované i v pokusech s dal§imi

tkanémi, coz vede k domnénce, Ze tato funkce PGC-1a je zachovavana napfic¢ riiznymi typy
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bun¢k. Ve stejné studii autoii sledovali také projev chybéjiciho genu in vivo u mysi a

z vysledkil vyplyva, ze denni rytmus, lokomotoricka aktivita, télesna teplota a bazalni
metabolicky vydej se signifikantné lisi. Jak uz navic bylo zminéno v ptedchozi ¢asti, PGC-
la interaguje s n¢kolika chromatin-remodelujicimi komplexy, véetné SIRT1. Jejich
spole¢na interakce byla pozorovéana v bunkach SCN a vedla k pozitivni stimulaci
transkripce genu BMALI (Obr.2.). Také zde byla u PGC-1a -/- myS$i pozorovana nizsi
hladina BMALT v SCN. Jelikoz je exprese PGC-1o vysoce responsivni vic¢i nutritivnim
signalim, vyse popsané nalezy dopliuji mechanismus skrz ktery mohou byt energeticky
metabolismus a cirkadidnni hodiny buiiky pfimo spojeny uz na urovni transkripce (Liu et

al., 2007).

Vzhledem k tomu, Ze zapojeni PGC-1a v metabolickych drahédch bylo pozorovano
jako prvni, vétSina praci sledujicich dopady néjakého polymorfismu daného genu se
zameétovala praveé na metabolické vlastnosti. Naptiklad jeho varianta rs3736265 G>A byla
oznacena jako protektivni alela pfi vyvoji diabetes mellitus typu 2 (Zhu et al., 2017).
Nicméné zadna studie se zatim nezabyvala spojenim mezi variantami dané¢ho genu a

determinaci chronotypu.

1.2.2. SIRT1

Gen SIRT1 (Sirtuin 1) koduje stejnojmenny protein SIRT1 pattici do sirtuinové
rodiny. SIRT1 je NAD+ dependentni deacetyldza, jez odstraiiuje acetylovou skupinu z
histonil (nejcastéji z H3) (Dot et al., 2006), ale i z fady nehistonovych proteinii. Diky této
sve Siroké skale substratii se v buiice zucastiiuje nékolika fyziologickych a metabolickych
procesti mj. glukoneogeneze, B-oxidace mastnych kyselin a cholesterového toku. M4 také
podil na uml€¢ovani transkripce, genomové stabilit€ a dlouhovekosti buiiky (Dali-Youcef et
al., 2007). Aktivita SIRT1 je zavisla na pfitomnosti koenzymu NAD+. U savctl pfevazuje
biosynteticka draha, ktera konvertuje nikotinamid (vitamin B3) a 5'-fosforibosyl-1-
pyrofosfat na nikotinamid mononukleotid (NMN), a to za ucasti enzymu nikotinamid
fosforibosyltransferazy (NAMPT) (Imai, 2009). Hladina enzymu NAMPT vykazuje
vyraznou denni oscilaci v hepatocytech mysi, coZ indikuje, Ze hodinovy mechanismus
buniky je zapotiebi ke kontrolované expresi enzymu NAMPT a zaroven, ze aktivita SIRT1

také podléha rytmické oscilaci (Ramsey, et al, 2014).
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Na zakladé nékolika studii (Asher et al., 2008; Nakahata et al., 2008; Ramsey, et al.,
2010) byl ilustrovan molekularni mechanismus, ktery propojuje chod vnitinich hodin s
metabolismem organismu. Jednim z jeho hlavnich komponent by mél byt pravé enzym
SIRTI1. Ten maze zasahnout do chodu buné¢nych hodin hned né€kolika zptisoby. Ve studiich
pracujicich s my$imi hepatocyty a bunéénymi kulturami, SIRT1 svou deacetylazovou
aktivitou navodil zménu konformace proteinu PER2, coz vedlo k ubiqutinizaci a nasledné
degradaci proteinu PER2 v proteazomu (Asher et al., 2008). Autofi z toho vyvozuji, ze
SIRT1 by v tomto pripad¢ mél ptsobit jako pozitivni regulator ustfedni smycky a dalSich
komponent bunééného cirkadianniho rytmu. Tim, Ze ptispiva k destabilizaci jednoho
z inhibitorti, nepfimo podporuje transkripci cilovych gend. Jiné studie ovSem ze svych
imunoprecipitacnich experimentii vyvodila, ze SIRT1 neinteraguje s PER2 nybrz
s enzymem CLOCK (Nakahata et al., 2008). Ze svych pozorovani souc¢asné navrhli model,
ve kterém SIRT1 funguje jako ,,molekularni reostat* proteinu CLOCK, protoze diky své
deacetylazové aktivité miize modulovat nac¢asovani a miru acetylace BMALI, ktery je
acetylovan pravé svym partnerem CLOCK. Pfidanim acetylové skupiny na K537 BMALI
zvySuje ucinnost represoru CRY umlcujici komplex CLOCK:BMAL1 (Hirayama et al.,
2007). Nakahata a jeho tym ale zaroven zjistili, Ze deacetylace BMALI1 by mohla vést i ke
ztraté stability, a proto by SIRT1 mohl nakonec mit i negativni regulac¢ni vliv na BMALI.
Diky tomu, Ze deacetyldzova aktivita SIRT1 se vztahuje i na histonové proteiny, bylo
zjisténo, Ze tento enzym hraje i kritickou roli v udrzovani a navozovani rytmické
kontrolované miry acetylace u histonll a tim padem pfispiva i k cirkadianni chromatinové
remodelaci. V promotorovych oblastech genti tim nicméné i pasobi jako negativni regulator,
nebot’ svou deacetyldzovou aktivitou usnadiiuje navazani inhibitori na dané oblasti.
Dtlezita je i skutecnost, Ze gen NAMPT, jenz koduje enzym nezbytny pro biosyntézu NAD+
(a bez kterého nemuze byt SIRT1aktivni) je 1 jednim z cilovych genli komplexu

CLOCK:BMALI (Ramsey et al., 2009).

Oba tyto mechanismy popisujici zapojeni SIRT1 v cirkadidnnim rytmu byly
pozorované v perifernich tkani mysi, pfedevSim v hepatocytech. V. SCN byla nicméné
pospana dalsi drédha, ktera navrhuje dodate¢nou regulaci transkripce genu BMALI (Chang &
Guarente, 2013). SIRT1 se podle ni kooperativné vaze s PGC-1a na promotor genu BMAL1
a tim pozitivné reguluje jeho transkripci. Nepiimo tak podporuje i transkripci dal$ich
cilovych genti komplexu CLOCK:BMALI, vcetn¢ enzymu NAMPT, ktery syntetizuje
kofaktor NAD+ nezbytny pro aktivitu SIRT1, ktera se zd4 byti nezbytna pro dosaZeni
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adekvatni hladiny proteinu PGC-1a (obr.2). VySe uvedené studie dokladaji komplexitu
jednotlivych vzajemnych interakci mezi proteiny, zaroven ale také podavaji presvédcivy
dikaz o tom, ze chod bunécnych hodin je Gizce provdzan s metabolismem bunky a ze jim
muze byt vyrazné ovlivnén. Jako dodate¢ny argument lze uvést studii, kterd sledovala
naruseni rytmicity n¢kolika cirkadiannich geni v n€kolika tkanich v dasledku diety

s vysokym obsahem tuku, u kterych po podani aktivatoru SIRT1 Resveratrolu doslo nejen

ke snizeni t€lesného tuku, ale také k obnoveni rytmicity kliCovych hodinovych genii (Sun et
al., 2015).

SIRT1 v periférii
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Obrdazek 2.: Role SIRTI v cirkadiannim mechanismu v periférii i v SCN. Upraveno podle -
Xu et al., (2018).

Z vyse popsanych molekularnich drah je patrné, Ze SIRT1 reprezentuje jednu
z vyznamnych spojnic propojujici bunééné hodiny s metabolismem buiiky. Do jaké miry
metabolické drahy determinuji chod hodin, a naopak, je stale predmétem diskuse.

Jednoznaény vliv SIRT1 na chronotyp a rytmicitu cirkadianniho mechanismu doklada;ji



vySe zminéné studie, které pracovaly pfevazné s mutantnimi mySmi, které gen pro dany
protein bud’'to nemély, mély jej upraveny k ptilisné expresi, anebo jim byl dany protein
zablokovan (Asher et al., 2008; Chang & Guarente, 2013; Nakahata et al., 2008). Ve vSech
piipadech doslo k posunuti ¢i arytmicité cirkadianniho rytmu sledovaném jak na aktivité
my$i, tak 1 v oscilaci hladin ¢i aktivité zapojenych proteinti. Nicméné¢ studii, které by
zkoumaly vliv polymorfismu genu S/RTI na chronotyp ¢loveka je velmi mélo. Jedna

z prvnich pozorovala kombinace genotypiit SNP gentt CLOCK (rs1801260) a SIRTI
(rs1467568) ve spojeni s chronotypem daného ¢loveka, ale 1 jeho potencialni resistenci viuci
ztrat€¢ hmotnosti béhem probihajici diety (Garaulet et al., 2012). Vysledky ukazaly, ze
genotyp majici homozygotni minoritni alely v obou genech je asociovan s extrémnim
vecernim chronotypem a soucasné, ze kazda minoritni alela ma aditivni efekt na ztratu

hmotnosti.
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3. Cil prace

Cilem této diplomové prace je pfispét k objasnéni genetické determinace chronotypu
cloveka prostrednictvim analyzy vztahu vybranymi polymorfismy urcitych gent a

chronotypem.

Nejprve budou vybrany relevantni polymorfismy jak pfimo hodinovych gent
tvoticich ustfedni mechanismus cirkadidnniho rytmu, tak i metabolickych gent
asociovanych s regulacnimi mechanismy cirkadianniho rytmu. Tyto polymorfismy budou
dale sledovany pii genotypizaci jiz existujiciho souboru, skladajiciho se z 57 jedinct, jejichz
chronotyp byl standardizovanym dotaznikem vyhodnocen bud’to jako extrémni ranni
varianta (,,skiivan®), anebo jako extrémni veCerni varianta (,,sova‘“). Nasledn¢ budou
statistickou analyzou vyhodnocené vztahy mezi danymi polymorfismy a chronotypem
jedince. Diky této analyze bude snaha zjistit, zda existuje statisticky vyznamny vztah mezi
genotypem vybranych polymorfismi a chronotypem a soucasné, zda existuje i n¢jaka

kombinace polymorfnich variant (haplotypy) ptispivajici k danému chronotypu.
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4. Material a metody

Cely projekt se odehral jednak ve spolupraci s katedrou fyziologie Pfirodovédecké
fakulty Univerzity Karlovy, kde byly odebirany sliny dobrovolnikii k izolaci DNA a
shromazd’'ovéna jejich fyziologicka data, a dale za ucasti Narodniho tstavu dusevniho
zdravi (NUDZ), ktery poskytl sva data z online standardizovaného dotazniku na uréeni
chronotypu (MEQ — morning evening questionnire). K sestaveni souboru byly vyuzity
dotazniky vyplnéné za obdobi od fijna 2019 do fijna 2020. Na zaklad€ vysledného skore
byli osloveni participanti, kteti v dotazniku doséhli bud’to skére 59-86 (chronotyp ,,skiivan)
anebo 1641 (chronotyp ,,sova‘®). Z oslovenych dobrovolnikli celkem 57 z nich souhlasilo
s odebranim slin ke genotypizaci. Soubor obsahoval 27 muzii a 30 Zen ve véku 20 az 40 let,
pficemz 19 mélo extrémni vecerni chronotyp a 38 extrémni ranni chronotyp. VSichni
zucastnéni byli seznameni s potfebnymi informacemi a poskytli svlij souhlas podepsanim

informovaného souhlasu.

Z obdrzenych vzorkd slin byla nejdiive izolovana DNA, ktera byla nasledné
amplifikovana pomoci metody PCR a tspésnost PCR byla ovétena pomoci elektroforézy.
Vysledny produkt byl dale genotypizovan bud’to za vyuziti pfimé sekvenace (Sangerovo

sekvenovani) anebo pomoci metody RFLP.

4.1 Izolace DNA

Izolace DNA ze vzorku slin probéhla v zazemi laboratofe molekularni antropologie a
byla provedena Mgr. Lucii Tureckovou (v rdmci feSeni jeji diplomové prace) a Adélou
Serclovou (v ramci feseni SOC). K praci byl vyuzit izolaéni kit Isohelix GeneFixTM Saliva
DNA Mini Kit: GSS-50/GSS-5 a ptislusny protokol. 1zolace probihala podle ptiloZeného

protokolu a obsahovala zavedené kroky
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4.2 Vybér polymorfisml a navrh primert

Na zakladé soucasné dostupného vyzkumu v oblasti dané problematiky jsme se
rozhodli zkoumat polymorfismy nésledujicich hodinovych a metabolickych genti: BMALI,
PERI, PER3, SIRTI a PGC-1a. Pro vyhodnocovani a statistickou analyzu jsme pouzili i
data, které ve své diplomové praci obdrzela kolegyn¢ Mgr. Lucie Tureckova, ktera
zkoumala hodinové geny BMALI, CLOCK, PER2 a PER3 (Tureckova, 2021). Relevantnost

uvedenych genti ve zminéné problematice byla probrana v tvodu této prace.

Vzhledem k omezenému mnozstvi zdroju, které by se zabyvaly souvislosti mezi
polymorfismem téchto genti a chronotypem, jsme se rozhodli zkoumat i polymorfismy,
které nejsou v odborné literatute v této souvislosti dosud uvadény. Na zéklad¢€ toho jsme si
stanovily nekolik kritérii, ktera nas vedla k vybéru relevantnich polymorfismt. Dané SNP
by mélo vést k missense anebo samesense substituci bud’to v kdédujicich anebo v 5’UTR a
3’UTR oblastech (oblasti 5S’UTR a 3’UTR jsou ¢asti nachazejici se na mRNA, které nejsou
translatované do proteinu (z anglického untranslated region), avsak mohou mit fadu
regulacnich funkci anebo mohou mit vliv i na stabilitu mRNA). Zaroven by tyto
jednonukleotidové substituce mély mit dv€ anebo vice variant. U danych polymorfismi by
méla byt znama MAF (minor allele frequency), ktera podpoti pravdépodobnost vyskytu
dané alely v nasem souboru. K ovéteni stanovenych podminek a hledani vhodnych
polymorfismd, které by splilovaly dand kritéria, jsme vyuZili internetové platformy
Ensembl! a NCBI?. Dale bylo potieba navrhnout pro nalezené polymorfismy primery, které
by byly pouzity pro PCR. Primery byly navrhnuty pomoci platformy BLAST? na strankach
NCBI. Bylo potieba mj. zkontrolovat, zda reverse (R) i forward (F) primer maji
optimalizovanou anelacni teplotu a zda v cilové sekvenci nenasedaji i v jiné ¢asti. Na
zakladé vySe popsaného postupu byly vybrany néasledujici polymorfismy ke genotypizaci

(viz Tabulka 1).

Lhttps://www.ensembl.org/index.html
2 https://www.ncbi.nlm.nih.gov
3 https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Tabulka 1: Souhrn vybranych genii, jejich polymorfismii, MAF a sekvenci primerii.

Oznaceni ,,F* je pro primy primer a ,,R“ pro zpétny primer. Oznaceni C1-C9 je pracovni

kod pro polymorfismy.
Gen Polymorfismus Sekvence primeru Alely MAF
Co6
F - TCCACTGTCTTTCAGCAGGT
rs11824092 T 044
(intronova R - CTGGACGATTTTCACAGCCG
varianta)
BMALI
C7
rs1481892 F - TGGTATTTACCTCCTGGCACC 040
(intr.onové R - CACTGCATGTAATCACGGGG &G ’
varianta)
9
PERI 12735611 F — TGTGGAAGAGCTGTCGAGT 0.43
(samesense R - CGTTGGCAGAGAGGTGACCA 70 ’
v kodujici
sekvenci)
C8
PER3 rs2640909 F - CAGGCAACAATGGCAGTGAGA 0.1
(missense R - GTTGTCCTGATCCACTACCTGA 1 C ’
v kodujici
sekvenci)
C4
F - ACAGGAATTGTTCCACCAGCA
rs2394445 A>T 0,09
(substituce R — CCGAGTGCTCTCCCCACATA
v 3’UTR oblasti)
SIRTI
C5
F — ACACAGGTTGTAGTCAGGGTG
rs1467568 A>G 0,32
(intronova R - GCTTCTCTAAAGTACACAGGCTT
varianta)
C1
F - ATGGGGAGGGGTATAGGGTT
PGC-la rs3736265 G> A 0,11

(missense R - GAGAGAGCACATCACTCCCAG
v kédujici oblasti)
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C2
58192678 F - GTGCCAGAATTGCAGTGGTC 0.7

(missense R - GCAAGCAAGCAGGTCTCTCC T
v kodujici oblasti)

¢3 F - ACAGTTGTTGATTCCTAGTCCCT
rs2946385 G>T 0,68
(missense R - TCCTGGTGATTAAAGTGCCAGA

v kédujici oblasti)

4.3 Metoda PCR

PCR (polymerase chain reaction) je béZna metoda, ktera se vyuziva pro mnohocetné
namnozeni cilového tseku DNA. Diky tomu je mozné ziskat az miliardy kopii daného
amplikonu, jez je vyuzity v dalSich krocich genotypizace. Klasickd PCR zac¢ina denaturaci
Sroubovice DNA, ktera se odehrava pti vysokeé teploté (kolem 95°C). V téchto podminkach
se vlakna molekuly rozvolni, a to umozni primertim nasednout na komplementarni tisek
sekvence a ohranicit tim cilovou sekvenci (anelacni teplota se pohybuje vétSinou v rozmezi
50-65°C). Nasledn¢ dojde k samotné syntéze nového tiseku DNA, ktery je komplementarni
k ptivodni matrici, coz se opét odehrava za zvysené teploty. Tyto tfi faze se nékolikrat za po
sobé& opakuji a diky tomu exponencialné nartista i mnozstvi amplikonu. Vzorky na PCR

jsme ptipravili podle nésledujiciho standardizovaného protokolu:

Reakéni smés o celkovém objemu 15ul

Destilovand HyO........ooooiiiiiiiii 10 pl (korigovano podle koncentrace DNA)
10x pufr (FirePol)..........ccoooiii i, 1,5 pl

MgClL (25mM)....eiiiiiii e 0,9 ul

dNTP (deoxyribonukleotidy, 10mM)................. 0,2 ul

polymeraza Taq (FirePol, SU)......................... 0,3 ul

primer F....oooo 0,3 pl

primer R.. ... 0,3 ul
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templatova DNA. ..., 1,5 pul (korigovano podle koncentrace
DNA)

Templatova DNA byla napipetovana do 0,2 ml oznacenych mikrozkumavek, které
byly oznacené fixou. Dale byl pfipraven mastermix, ktery byl vytvofen smichanim
jednotlivych reagencii jejichz mnozstvi bylo upraveno vzhledem k poctu predptipravenych
mikrozkumavek. Jesté, nez byla pfidana polymeraza Taq, byl mastermix zvortexovan, aby
se jednotlivé slozky dobte promichaly a polymeraza nebyla poskozena. Po pfidani
polymerazy jsme k jednotlivym vzorkiim DNA dopipetovali 13,5 pl mastermixu. Nasledné
byly mikrozkumavky umistény do thermocycleru (Professional Thermocycler Biometra, An
Analytic Jena Company) a byl spustén patiicny program. Kazdy cyklus probéhl celkem 35x
a na konci byla ponechana teplota 4°C, aby byly zkumavky ve vhodné teplot¢, nez se
vyndaji a ulozi do mrazaku. Teplotni profily pro kazdy par primeri byly do thermocycleru

zadané podle tabulky 2.

Tabulka 2.: Prehled teplotnich profilii pro jednotlivé polymorfismy. Kazdy cyklus (od fdze

denaturace po fazi extenze) byl zopakovan 35krat.

Kaéd Uvodni Anelaéni Kone¢na
Denaturace Extenze Konec

polymorfismu denaturace faze extenze

C1 57°C/40 s

C2 57°C/40 s

C3 56 °C/40 s

C4 56 °C/40 s

C5 95°C/3min  95°C/20s  55,5°C/40s 72°C/2min 72°C/5min 4 °C/ neuréito

Cé 57°C/40 s

C7 62 °C/40 s

C8 57°C/40 s

Cc9 58 °C/40 s

35x
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4.4. Elektroforéza

Elektroforéza (ELFO) je metoda hojné vyuzivana k rozd¢leni a detekovani molekul.
Princip je zaloZen na separaci molekul nesoucich naboj v elektricky nabitém poli. Molekula
DNA je diky fosfatovym skupindm nositelem negativniho elektrického naboje a pohybuje se
tedy ke kladné nabité elektrod¢ — anod€. Vzorky DNA jsou umisténé do gelu, ktery vytvari
polymerni sit’ s pory, kterymi se molekuly pohybuji smérem k anodé. Cim je molekula vétsi,

tim je ji pohyb pomalejsi.

V nasi praci jsme elektroforetickou metodu vyuzili jednak k detekci tispésné
probéhlé PCR, k ovéfeni vysledné délky amplikont a déle k vyhodnoceni §té€pné reakce za

pouziti restrikénich endonukleaz (RFLP).

Ptipravu ELFO jsme provedli dle nasledujiciho protokolu:

1. Pro ptipravu gelu jsme si do kadinky odmeéfili 2 g suSené agardzy (2% koncentrace)

a zalili ji 100 ml ptipraveného TBE pufru o 0,5% koncentraci.

2. Kadinku s roztokem jsme zamichali a v mikrovinné troubé¢ jej zahtéli asi na 2,5

minuty, pfi¢emz jsme se ujistili, Ze roztok za tu dobu prosel varem (tvorba pény).

3. Zahtatou smeés jsme vyndali a opét promichali. Poté jsme ptidali 2,5 pl

interkala¢niho barviva GelRed Nucleid Acid Stain a zamichali.

4. Obsah kadinky jsme pielili do predptipravené elektroforézové formy a ithned umistili
2 hiebinky, které dohromady vytvoftily 24 jamek. Smés jsme nechali ztuhnout

(ptiblizné 30 min).

5. Ze ztuhlého gelu jsme vynali hfebinky a do vanicky s gelem jsme nalili elektrolyt

(opét TBE pufr) tak, aby kompletné prekryval gel.

6. Na kus parafilmu jsme napipetovali dvacet dva kapek (o objemu 2,7 ul) nanaseci
barvicky (TriTrack DNA Loading Dye) a kaZzdou kapku jsme promichali s 5 pl
produktu PCR. Jendotlivé kapky jsme poté napipetovali do jednotlivych 22 jamek.

7. Do zbylych 2 jamek (prvni v fad€) jsme napipetovali 1,2 pl velikostniho standardu
(GeneRuler 100bp DNA Ladder).

8. Poté jsme elektroforézu spustili s napétim 140 V po dobu 45 minut.
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9. Nasledn¢ jsme gel z vanic¢ky vyndali, umistili jej do pfistroje Gel Doc a vyhodnotili

snimek na pocitaci pomoci softwareu ImageLab.

10. Paklize byly pfitomny vSechny bandy o spravné délce, byla to znamka Gspésné
probéhlé PCR a bylo mozné ptejit k dalsimu kroku sekvenace. Pokud né&jaky band
chybél, bylo potieba dany vzorek DNA znovu pfipravit na opravnou PCR.

4.5 Metoda RFLP

Po namnoZeni jednotlivych cilovych usekiit DNA pomoci metody PCR a ovéteni, ze
tato faze prob&hla spravné a dala vzniknout o¢ekavané dlouhym amplikontim, vedl dalsi
krok k detekci jednotlivych polymorfismt. Pro polymorfismy, kde jsme byli schopni nalézt
adekvatni restrik¢éni endonukledzu, jsme k analyze vyuzili metodu RFLP (restriction
fragment length polymorphism). Tato zavedend metoda vyuziva prave restrikénich enzymd,
diky kterym ve vzorku mohou vzniknout restrikéni fragmenty DNA, kter¢ se li§i svou
délkou a mohou tak byt detekovany pomoci elektroforézy. Bylo tieba nalézt takovou
restrikéni endonukledzu, jejiz restrikéni misto by se prekryvalo se sekvenci genu o nékolika
parech bazi, kde se nachéazel jednonukleotidovy polymorfismus. PakliZze endonukledza §tépi
pouze v ptipadé€, kdy se v sekvenci vyskytuje minoritni alela a vzorek DNA by byl od
homozygota s danou alelou, pak by se ve snimku z gelové elektroforézy objevily dva
prouzky (dohromady dévajici délku pivodni namnozené DNA). Pokud by vzorek pochéazel
od heterozygota, projevilo by se to tfemi prouzky — dvéma pochéazejicimi z rozSt€pené
molekuly a jednim del8§im z nerozstépené DNA. Pokud se ve snimku ukaZe pouze jeden
delsi prouzek, pak nedoslo ke Stépeni a vzorek tedy pochazi od homozygota s majoritni
alelou. Obdobna situace nastava i v ptipadé¢, kdy enzym §tépi pouze majoritni variantu.

K naSemu vyzkumu jsme si zvolili nasledujici restrikéni endonukledzy (Tabulka 3).
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Tabulka 3: Seznam pouzitych endorestrikcnich restriktdaz u danych polymorfismii.

Stépi v piipadé
Kéd polymorfismu Endonukleaza Pufr
nukleotidu

2 Agel C 10x NEBuffer 1.1
Bsrl T 10x NEBuffer 3.1
C3 Apal G rCutSmart Buffer
Co Hphl T CutSmart Buffer
C8 Ncol T 10x NEBuffer 3.1
10x Buffer Tango

C9 Haelll G )

(with BSA)

Vzorky ke §tépeni byly pfipraveny na zdklad€ nasledujiciho protokolu:

Reakeéni smés o celkovém obejmu 10 ul

Destilovand HyO.......ooiiiii 3,8 ul
Pufr (pro kazdy enzym individudlni).....................col 1l
Endonukledza..............coooiiii 0,3 ul
Produkt PCR ... Sul

Nova mikrozkumavka byla oznacena pomoci fixy a bylo do ni napipetovano 5 pl
produktu PCR. Poté byl namichan mastermix a mnozstvi jednotlivych reagencii bylo
vypocitano z vychoziho mnoZstvi. Po zvortexovani mastermixu bylo do jednotlivych
mikrozkumavek napipetovano 5 pl reakéni smési. Nasledné byly mikrozkumavky umistény
do thermocycleru, kde prob&hla reakce podle stanoveného teplotniho profilu. Jednotlivé
teplotni profily jsou uvedeny v tabulce 4. Po ukoncené reakci byly vzorky se $tépnym

produktem vyiaty a nasledn€ bylo provedeno vyhodnoceni pomoci elektroforézy (obrazek
3).
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Tabulka 4: Prehled jednotlivych teplotnich podminek pro dané restrikcni enzymy.

Kaéd polymorfismu

C2

C3

Ceé

C8

Cc9

Endonukleaza Teplotni podminky
37 °C/60 min, 80 °C/ 80 min,
Agel
4 °C/pauza
65 °C/15 min, 80 °C/20 min,
Bsrl
4 °C/pauza
37 °C/15 min, 65 °C/20 min,
Apal
4 °C/pauza
37 °C/15 min, 65 °C/20 min,
Hphl
4 °C/pauza
37 °C/15 min, 80 °C/20 min,
Ncol
4 °C/pauza
37 °C/60 min a 80 °C/ 80 min,
Haelll

4 °C/pauza

Obrazek 3: Priklad vystupu metody RFLP. Na obrazku je vidét vysledek stépné reakce

zkoumayici polymorfismus C3. Kromé vzorkii 3. a 15. byla u kazdého vzorku rozstépena

jedna alela ale druha nikoli a tim padem pochazi vzorky od heterozygotut G/T. U vzorkii 3. a

15. nedoslo ke stépeni Zadné alely, a proto nalezi homozygotum T/T.
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4.6. Sangerovo sekvenovani

U nékterych polymorfismt nebyla k dispozici vhodna restrikéni endonukledza, a
proto byl u nich zvolen jiny zplisob genotypizace nezli u predeslych variant. Pfimé
sekvenovani (neboli Sangerovo sekvenovani) detekuje jednotlivé baze v cilovém useku
DNA a diky tomu Ize zjistit, jaky nukleotid se v dané pozici nachazi. Princip metody je
zalozen na vyuziti dideoxyribonukleotidtrifosfatu (ddNTP), které jsou specidlné
fluorescen¢né oznacené a po jejichz inkorporaci do DNA se zastavi syntéza nové DNA.
Zkoumany vzorek je rozdélen do ¢tyt sekvenacnich reakci, pficemz vSechny obsahuji
vSechny ¢tyfi volné nukleotidové baze (dAATP, dGTP,dCTP, dTTp) ale kazdéa pouze jeden
typ ddNTP. Diky vznikajicim signaliim sekvenator zaznamenava ukonceni jednotlivych
reakci a posklada tak zkoumanou sekvenci dohromady. Piiprava vzorki probihala ve
fakultni laboratofi, ovSem vzorky byly k samotné sekvenaci zaslany do Biocevu, kde byly

zpracované v sekvenatoru MiSeq Illumina.

Jakmile byla ovéfena uspéSnost PCR reakce diky elektroforéze, bylo potifeba nejprve
provést asymetrickou PCR. Jeji princip je obdobny jako u klasické PCR, ov§em musi se
ptipravit 2 reak¢éni smési, pfiCemZ jedna obsahuje pouze primer F a druhd zase jen primer R.
Takto z ptivodniho amplifikatu vzniknou dva nové, pricemz jeden bude obsahovat pouze

kopie DNA tzv. vedouciho vlakna (5¢ — 3°) a druhy jen kopie vldkna opozdéného (3‘— 5°).

Piiprava vzorkl na asymetrickou PCR probihala dle nasledujiciho protokolu:

1. Pfipravili jsme si 2 sady mikrozkumavek o objemu 0,2 ml. Jednu sadu jsme si
oznacili jako ,,F* (obsahujici pouze forward primer) a druhou jako ,,R* (obsahujici
pouze riverse primer). Poté jsme do vSech zkumavek napipetovali 2,5 pl amplifikatu

z puvodni PCR reakce.

2. Piipravili jsme 2 mastermixy (opét F a R), které vychéazely z ptivodni reakéni smési

skladajici se z:

Destilovand HaO..........oooiiiiiiiiiiiin. 3,5u
Sekvenacni pufr (5X)......ccovvvviiiiiiiiiiiina. 2 ul
Primer FneboR.................o. 1yl
Sekvenacni kit BigDye Terminator v3.1........... Il
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3.

5.

Obé& zkumavky s mixy jsme zvortexovali a nasledné rozpipetovali pfislusnou smés

do zkumavek ptislusné sady po objemu 7,5 pl.

Mikrozkumavky jsme poté umistily do thermocycleru a teplotni profil nastavili na

nasledujici hodnoty:

96 °C/3 min

T
96 °C/10 s
50°C/5s —— 35 cykla

60 °C/3 min

—_—

Po skonceni reakce jsme vzorky vynali a ptipravili k precisténi.

Aby bylo sekvenovani Gspésné a vysledek Citelny, je potieba zbavit DNA veskerych

primési, rozpoustédel, volnych dNTP, soli apod. Proto bylo potieba vzorky pied odeslanim

do instituce Biocev piecistit.

Vzorky jsme predistili podle nasledujiciho protokolu:

1.

K 10 pl sekvenacéni smési v mikrozkumavkach jsme ptidali 28 pl 96% EtOH a

inkubovali jsme je pii pokojové teploté po dobu 15 minut.

Poté jsme vzorky postupné umistili do centrifugy a nechali je zde 20 minut

centrifugovat pii 13 000 rpm. Po skonceni jsme ze zkumavek odebrali supernatant.

. K peleté jsme napipetovali 50 pl 70% EtOH a mikrozkumavky nechali centrifugovat

pii 13 000/10 min. Opét jsme po skonceni odstiikli supernatant.

Oteviené mikrozkumavky s peletou jsme vlozili do otevieného thermocycleru a

nechali je inkubovat pii 40 °C po dobu 15 minut, ¢i do uplného vysuseni.

Nakonec jsme vyplnili privodku, popsali ptislusné mikrozkumavky a odeslali je do

Biocevu.
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Obrazek 3.: Priklad vystupnich dat ze sekvenace. Na obrazcich A, B a C je vidét sekvence
zachycujici polymorfismus C7 (oznacen cervenou Sipkou). Obrazek A reprezentuje vzorek
od homozygota C/C. Obrazek B patii heterozygotovi C/G. Sekvence na obrazku C zachytila
homozygota G/G.

4.7. Statistické vyhodnoceni dat

Po shromazdéni dat z jednotlivych metod genotypizace jsme pfistoupili k samotné
analyze. K statistickému vyhodnocovani jsme vyuzili software GraphPad Prism 8. Nejprve
jsme zjistovali statisticky vyznam jednotlivych polymorfismi. U kazdého polymorfismu
byly vytvorené dvé kontingencni tabulky, které pojmuli jednotlivé alely jako dominantni
(napft. prvni tabulka reprezentovala situaci, kdy by dominantni alelou u C1 bylo G, zatimco
druha by jako dominantni alelu méla alelu A). Analyza byla provedena za pomoci Fisherova

exaktniho testu.

Poté jsme piistoupili k vyhodnoceni signifikance jednotlivych part polymorfism.
Kazdy polymorfismus byl zkombinovan s kazdym a u jednotlivych dvojic byly vytvorené

kontingencni tabulky se vS§emi moZnymi kombinacemi jednotlivych alel (celkem tedy Ctyti
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tabulky). Opét byl proveden Fishertiv exaktni test, popiipad¢, kdyz to forma tabulek

vyzadovala, jsme pouzili chi-kvadrat test.

Po zjisténi velikosti efektu jednotlivé alely ¢i jejich kombinace jsme v piipadé

signifikantniho vysledku spocitali parametr RR (relative risk).
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5. Vysledky

Béhem vyzkumu jsme provedli genotypizaci vSech vzorkti DNA, které byly
v souboru dostupné. Nicméné ne u vSech vzorki se ndm podafilo obdrzet vysledek, anebo
nebyl dostatecné kvalitni, aby z n€ho mohla byt pfesné ur¢ena sekvence ¢i pocet prouzkii na
faktory. Jednak u n¢kterych vzorkti mohlo ¢asem dojit ke snizeni kvality izolované DNA a
po amplifikaci jejich kontrola na elektroforéze vychazela opakované¢ negativné. Jednak byl
ten samy soubor vyuzivan i v jiném diplomovém projektu a u né¢kterych vzorkt jiz nezbylo
dostate¢né mnozstvi DNA pro kvalitni genotypizaci. Navzdory témto komplikacim jsme
vSak z vétSiny vzorkl dokdzali ziskat kvalitni data, ktera mohla byt vyuzita pro naslednou
analyzu. Piehled veskerych genotypt jednotlivych polymorfismil nélezici konkrétnich
vzorkl shrnuje tabulka 5 a 6. Tyto tabulky obsahuji i data ziskané Mgr. Lucii TureCkovou
v jejim diplomovém projektu (Tureckova, 2021), pro ktery vyuzivala tentyz soubor vzorki.
Ptedmétem jejiho vyzkumu byly polymorfismy nachazejici se pouze v hodinovych genech,
které byly jiz diive asociované s nékterym z chronotyptl. Jedna se o varianty gent BMALI
(rs4757138, nesouci kod L2), CLOCK (rs1801260, kod L1), PER2 (rs2304672, kod L3) a
gen PER3 (rs57875989, kéd L4). Z jejiho vyzkumu byly také vyuzity poznatky o tom, ze
rozliSovani extrémnich variant chronotypu na ,,mirné ranni* a ,,extrémné ranni®, resp.
,,mirn¢ vecernim* a ,,extrémné vecernim‘ chronotypem, nema pii dané velikosti souboru
statisticky relevantni vyznam. Z tohoto divodu jsme k tomuto rozliSovani taktéz

nepfiistoupili a rozliSovali pouze mezi rannim a vecernim chronotypem.
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Tabulka 5: Hruba data zachycujici vSech 9 zkoumanych genotypii u jednotlivych vzorkii

nalezici dobrovolnikiim s vecernim chronotypem. Sloupce oznacené L1-L4 obsahuji

vysledky obdrzené z vyzkumu Mgr. Tureckove sledujici ten samy soubor. Symbol ,,x*“ znact

vzorky, kde vzorek nebylo mozné genotypizovat.

Vecerni chronotyp

Kéd vzorku Ponlavi 3o 1 5 3 c4 5 C6 €7 C8 9 L1 L2 L3 L4
1 M 28 G/G C/C G/IT T/A GIA C/IC x TIC A/A T/T GIG C/C 5/5
5 F 31 G/G ¢/T G/T T/A GIG C/T C/G C/IC A/A T/T A/G CIC 4/5
15 F 27 G/G T/T T/T T/A G/A C/T C/C T/T A/A T/T G/G C/C 4/5
16 M 32 G/G C/T G/T T/A G/A C/IC C/C T/T A/G T/C GI/G C/C 4/5
20 M 25 G/G x x x x X X X x TIT GG CIC 44
22 F 28 G/G C/IT G/T T/T G/G C/IT C/G T/C A/A T/T A/G C/C 4/4
37 F 31 G/G ¢T /T T/T GIG C/C C/G T/IC A/G T/T G/G CIC 5/5
39 M 23 G/A C/IC G/T T/A A/A C/IT C/C T/C AIG T/C GIG C/G 4/4
41 F 27 G/A CIT G/T T/A G/A C/IT C/G T/C A/G T/T A/G C/C 5/5
44 F 28 x C/T G/IT T/A AJ/A C/IC C/G T/T A/A T/C A/A C/G 4/4
45 F 2l G/G C/T G/T T/A G/G C/T C/C T/T A/G T/C GI/G C/G 4/5
47 M 30 G/G C/C G/T T/T G/A C/C C/IC T/T A/G T/C GIG C/C 4/5
48 M 22 G/A C/C G/T T/T G/G C/C C/C T/C A/A T/T G/G C/C 4/4
49 M 27 GG x x x  x x x x x TT GIG CIC 45
S0 F 33 x TT /T x G/G C/T C/G CIC A/A T/T A/G C/C 4/4
52 F 31 G/G ¢/T /T T/T x C/C C/IC CIC A/A T/C GIG C/G 4/5
56 F 29 G/G C/C G/T T/T G/A C/C C/G TIC A/A T/T A/G C/C 4/4
57 F 30 G/A C/C G/T T/A G/A C/T C/C T/IC G/G T/C GI/G C/C 4/4
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Tabulka 6: Hruba data zachycujici vsech 9 zkoumanych genotypu u jednotlivych vzorkii naleZict

dobrovolnikiim s rannim chronotypem. Sloupce oznacené L1-L4 obsahuji vysledky obdrzené

z vyzkumu Mgr. Tureckové sledujici ten samy soubor. Symbol ,,x “ znaci vzorky, kde vzorek nebylo

mozné genotypizovat.

Ranni chronotyp

Kéd  Pohlavi ls\;[(:)::g Cl C2 C3 C4 C5 C6 C7 €C8 (C9 L1 12 L3 14
2 M 72  G/G C/C G/T T/A G/A C/T C/IC C/C A/A T/IC G/G C/G 4/5
3 M 76 G/G C/T T/T T/A G/A C/IC x C/IC A/A T/T A/G C/C 4/4
4 M 70 X X X X X X X X x T/T A/G C/C: 4/5
6 M 67 X X X X X X X X x T/IC A/G C/C: 4/4
7 M 27 G/IG x X X X X X X x T/IC A/G C/C: 4/4
8 F 70 G/G C/T G/T T/A GG C/C x C/C A/A T/IC G/G C/C 4/5
9 M 75 G/G . C/T GT T/A G/A C/IC x C/C A/A T/IC G/G C/C 4/5
10 F 68 G/G C/C G/T T/T GG C/T C/IC C/IC A/A T/IC G/G C/C . 4/4

11 F 67 G/G C/T G/T T/A G/A C/T C/IC T/T A/G T/IC G/G C/C 4/5
12 F 67 X X X X X X X X x T/C G/G C/C 4/4
13 F 67 X X X X X X X X x  T/C G/G: C/C 4/5
14 M 68 G/G C/C G/T T/A G/A C/C C/IC T/IC A/A T/T G/G C/C 4/4
17 F 67 G/G C/T G/T T/A G/A C/T C/G T/C A/A T/IC A/G C/C 4/5
18 M 73 G/G C/C G/T T/T G/A C/C C/IC T/IC A/A T/IC G/G C/G 4/4
19 F 74 G/G C/T G/T T/T G/A C/C C/IC T/C A/G T/C G/G C/C 5/5
21 F 70 1 G/G: x X X X X X X x T/T G/G C/C 4/5
23 F 69 GG CT x TIT GG CT x T/IC A/A T/IC A/G C/IC. 4/4
24 M 69 G/G C/C G/T T/A G/G T/T G/G T/C A/A T/IC A/A C/C 4/5
25 M 68 G/G C/T G/T T/A G/A C/T C/IC T/C A/A T/T A/G C/C 4/5
26 M 72 G/G C/C G/T TT G/A C/T C/IC T/C A/A T/IC G/G C/C 4/5
27 M 69 G/G C/T G/T T/A GG T/T C/IC T/C A/G T/IC G/G C/C 4/5
28 M 73 X X X X X X X X x  T/T A/A C/C 4/5
29 F 74 G/G C/T T/T TT GA CT x C/C A/A T/T G/G C/G 5/5
30 M 73 G/G x X X X X X X x T/T G/G:C/C . 4/5
31 F 71 G/G C/C G/T T/A G/G C/T C/G T/T A/A T/T A/G C/G 4/5
32 M 69 GG x X X X X X XX x TIT G/G C/C 4/4
33 M 72 GG CT x TA x CT x CIC x TIC AA C/C 4/5
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34 F 75 G/G C/T G/T T/A A/A C/C C/C T/C A/A T/C G/G C/C 5/5
35 M 74 G/IG: x X X X X X X x T/T G/G C/C: 4/4
36 M 69 G/G C/C G/T T/A GA T/T x TIT A/A T/T A/G C/C 4/5
38 F 71 G/IG: x X X X X X X x T/IC A/G C/C: 4/5
40 F 67 G/IG x X X X X x C/IC x TIT G/IG C/IC 4/5
42 F 74 G/G C/T GT T/A x C/T G/G T/IC A/A T/C A/A C/C 4/5
43 F 72 G/A C/T T/T T/A G/A T/T C/G T/C A/A T/C A/G C/C 4/5
46 M 68 G/G C/C G/T T/T G/A C/T C/IC T/T A/G T/IC G/G C/C 4/5
51 M 74 Xx C/IC G/T TT G/G C/T C/G T/C A/G T/C A/A C/IC 4/5
53 F 82 G/G C/C G/T T/T G/G C/IC C/C T/C A/A T/C G/G C/C 4/5
54 F 69 G/G C/C G/T T/T GG C/T C/IC T/IC A/A C/IC G/G C/C. 4/4
55 F 74 G/G C/C G/T T/T G/G C/IC C/IC T/IC A/A T/IC G/G C/C. 4/4

5.1 Analyza jednotlivych polymorfismu

Prvnim krokem pfi analyze dat byla snaha zjistit, zda n¢ktery ze zkoumanych
polymorfismt asociuje s jednou ¢i druhou extrémni variantou chronotypu sdm o sobg€. Na
zakladé toho jsme nejprve vypsali vSechny mozné genotypy jednotlivych genovych variant
a spocitali jsme, kolik ucastnikti danou variantu nese (Tabulka 7). U polymorfismt C1, C3 a
C4 nebyly zachyceny vSechny genotypové varianty. Divodem mitize byt pfili$ nizka
frekvence vyskytu minoritni alely v populaci, a proto jeji homozygotni varianta nebyla
v nasSem souboru zachycena (napt. genotyp A/A u C1 a C4). Piekvapivé ale nebyla nalezena

ani homozygotni varianta majoritni alely G u polymorfismu C3.

DalS8im krokem bylo roziazeni jednotlivych vzorkl od Gcastnikli do dvou skupin
oznacenych jako ,,ranni chronotyp* a ,,vecerni chronotyp* (rozfazeni prob&hlo na zakladé
jejich MEQ skore). Poté jsme spocitali, kolik jedincl se s danym genotypem v jedné a druhé
skupin€ nachazi. Dale jsme vytvoftili tabulku s moznymi genotypy a testovali jsme ,,efekt
jedné alely*. Uvazovali jsme tedy o jedné alele, jakozto o dominantni (napf. alela G) a o
druhé, jako o recesivni (napft. alela A). Tim padem jsme mohli sloucit pocet homozygotl a
heterozygotii s danou dominantni alelou (GG + GA) a porovnali jsme jej s poctem
homozygotl nesouci recesivni alelu (AA). Poté jsme dominanci alel prohodili a opét

porovnali pocty. Statisticky signifikantni rozdil mezi danymi skupinami jsme
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vyhodnocovali pomoci Fisherova exaktniho testu a z n€j plynouci p-hodnota ndm urcila

statistickou vyznamnost vztahu danych alel k jednotlivym chronotypim. Vysledek testu a p-
hodnotu u vSech polymorfismu zachycuje tabulka 6. Hladina signifikance byla nastavena na
a = 0,05. Z tabulky je patrné, Ze statisticky signifikantni se jevi pouze polymorfismus C1 (p

=0,0331), kde minoritni alela A asociuje s ve€ernim chronotypem. U zbylych

polymorfisma nebyl nalezen statisticky signifikantni vztah pfi hladin€ vyznamnosti 5 %.

Pro dalsi vyhodnoceni jsme snizili hladinu vyznamnosti na oo = 0,1 a sledovali, zdali

nenalezneme dalsi signifikantni vztahy. U polymorfismu C8 (p = 0,0683) byla nalezena

asociace minoritni alely C s rannim chronotypem. Ackoli tento vysledek pii dané hladiné

signifikance neni tak prikazny, i ptesto stoji za zminéni a mohl by byt dale zkouméan 1

v dalsich studiich, zabyvajici se podobnym tématem.

Tabulka 7: Shrnuti vysledku obdrzenych z Fisherova exaktniho testu zkoumajici

signifikantnost vztahu mezi jednotlivymi alelami a chronotypem. *... signifikance na hladiné

a = 0,05,(%)... signifikance na hladiné o. = 0,1.

Polymorfismus | Genotyp | Celkem Ranni Vecerni Zavér
jedincii | chronotyp | chronotyp (p-hodnota)
G/G 44 32 12 * Asociace alely A s ve¢ernim
Cl G/A 1 4 chronotypem
AIA 0 0 0 (0.0331)
CC 19 13 6
o) CT 2 14 3 Signifikantni vztah nenalezen
TT 2
G/G 0 0
C3 G/T 36 9 14 Signifikantni vztah nenalezen
T/T 5 3 2
T/T 17 11 6
c4 T/A 25 16 9 Signifikantni vztah nenalezen
A/A 0 0
G/G 16 5
cs G/A 1 14 7 Signifikantni vztah nenalezen
A/A 3 1 2
C/C 17 9 8
c6 C/T 9 14 3 Signifikantni vztah nenalezen
T/T 4 4 0
C7 Cc/C 22 14 8 Signifikantni vztah nenalezen
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Relativni zastoupeni jedincu

C/G 11 7
G/G 2 0
c/C 11 3
(*) Asociace alely C s rannim
C cT 24 16 8 chronotypem(0,0683)
T/T 9 3 6
A/A 30 21 9
9 AG 11 6 Signifikantni vztah nenalezen
G/G 1 0 1
C1 bez dominance Dominance alely A Dominance alely G
1.0+ ; . _
O AA E 1.07 m GG E 10 = AA
= GA s o AA + GIA 3 B G/G+GIA
= GG S €
s £y
0.5 k] 0.5 ] 0.5
0.0- é 0.0-] £ 00

ranni veéerni

Chronotyp

ranni vecerni

Chronotyp

ranni vecerni

Chronotyp

Obrazek 4: Grafické vyobrazeni frakcni analyzy polymorfismu C1. Vzhledem k tomu, Ze obé

skupiny jsou, co se absolutniho poctu jedincii tyce, nevyvazené, vyjadruji tyto grafy relativni

zastoupeni danych genotypul ve skupinach. Prostiedni graf (,, Dominance alely A*) tak

vyobrazuje asociaci alely A s vecernim chronotypem.

5.2 Analyza dvojic polymorfismi

Dalsim krokem statistické analyzy bylo vytvoreni dvojic zkoumanych polymorfismd.

Kazdy polymorfismus byl zkoumén v kombinaci se vSemi ostatnimi. Jak vyplyva

z vysledkil predchozi diplomové prace pracujici se stejnym souborem (Tureckova, 2021) pfi

dané velikosti souboru je ze statistického hlediska vhodné zkoumat pouze dopad kombinaci

jednotlivych part polymorfismt, ale nikoli jiz dopad kombinaci jednotlivych utvofenych

trojic, ¢tvetic apod. Z tohoto diivodu jsme se tedy zaméftili pouze na dvojice zkoumanych

polymorfismt a jejich haplotypy.
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Pro danou analyzu jsme opét vytvofili tabulku zachycujici vSechny mozné kombinace
genotypt pfi sparovani dvou polymorfismt. Dale jsme spocitali pocet jedincti nesoucich
dany haplotyp. K analyze bylo mozné vyuzit pouze vzorky, u kterych se podaftilo ziskat
vysledky genotypizace u obou polymorfismu (viz. Tab. 5). Nasledné jsme vytvofili
kombinace jednotlivych genotypti, ptedpokladajici dominanci a recesivitu alel u obou
polymorfismt (napt. dominance alely G u C1 a alely C u C2, dominance alely AuCl a
alely C u C2, dominance alely G u C1 a alely T u C2, dominance alely A u C1 aalely Tu
C2). V zavéru jsme tedy ziskali ¢tyfi kombinace zachycujici mozné poskladani dominanci
jednotlivych alel u kazdé dvojice polymorfismii. Kazda z téchto ¢tyt kombinaci byla
vyhodnocena pomoci Fisherova exaktniho testu anebo za pouziti chi-kvadrat testu. V obou
ptipadech byla hladina vyznamnosti nejprve nastavena na o = 0,05. Kombinaci jednotlivych

polymorfismt a zavér shrnujici vysledky testi véch ¢tyt kombinaci zobrazuje tabulka 8.

Z tabulky 8 je patrné, ze analyza signifikance vztahu mezi dvéma polymorfismy
zachytila celkem devét kombinaci haplotypi, které se zdaji byt signifikantni. Po dvou
kombinacich dominance alel bylo nalezeno u pard C1_C2 a C1_C9 a zbylych pét se
vyskytlo u pard C1_C3,C1 _C4,C1 _C6,C1 _C7 a Cl_C8. Zbylé kombinace dvojic
polymorfismi nevykazuji zadny haplotyp, jenz by mél signifikantni dopad na determinaci
chronotypu. Ackoli prvotni analyza nasla celkem devét signifikantnich spojeni dvou
polymorfismt, pfi bedlivéjsim prizkumu téchto dat je patrné, ze vSechny signifikantni
hodnoty se nachézi pouze u téch dvojic, kde jeden z polymorfismu je C1. U tohoto
polymorfismu jako u jediného byla jiZ potvrzena asociace alely A s vecernim chronotypem.
Skoro vSechny vySe zminéné kombinace haplotypti také obsahuji dominantni alelu Au Cl a
vétsina také asociuje s ve€ernim chronotypem. Lze tedy usuzovat, ze vySe zminéné dvojice

polymorfisml nepoukazuji na vyznamnost danych haplotypt, ale opét na signifikanci

samotné alely A u polymorfismu CI.

Obdobné jako pfi analyze jednotlivych polymorfismi jsme 1 v této Casti
vyhodnocovani snizili hladinu vyznamnosti na a = 0,1 a sledovali, zda se pfi této hlading
nevyskytnou nové signifikantné vyznamné haplotypy. V zavislosti na dané hladin¢ se op¢t
vyskytly dalsi tfi kombinace dominance alel u part s polymorfismem C1 majicim jako
dominantni alelu alelu A (viz tabulka 7, dvojice polymorfismiit C1_C3, C1_C6 a C1_C8).
Vsechny také asociuji s vecernim chronotypem. Nové se pak jako signifikantné vyznamné

jevily tii kombinace zahrnujici polymorfismus C9 (v kombinaci s C2 a C6). Dv€ kombinace
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se nachazi v paru C2_C9. Genotyp CC+CT_GG+GA pii dominanci alel C_G asociuje

s vecernim chronotypem (p =0,0749) a genotyp CC_AA+AG asociuje s rannim
chronotypem pii dominanci alel T A (p =0,0607). V dvojici C6 C9 pak genotyp
CC+CT_GG+GA pii dominanci alel C_G asociuje s vecernim chronotypem (p = 0,0874).
Pfi bliz§im pohledu na data se zd4, ze hlavni vliv by zde mohla mit alela G u polymorfismu
C9. Vyse zminéné vysledky nicméné stale plynou ze snizené hladiny vyznamnosti a jejich
prukaznost tedy neni dostatecné validni. Nicmén¢ by opét mohly naznacovat urcity trend,
ktery stoji za zminény a mozna by byl i vhodny k dikladnéjSimu prozkoumani (podrobné&;ji

v kapitole Diskuse).

Tabulka 8: Shrnuti vysledkii analyzy signifikance vztahu mezi jednotlivymi dvojicemi
polymorfismii. *... signifikance na hladiné a. = 0,05,(%)... signifikance na hladiné a. = 0,1.

Zobrzuje takeé celkovy pocet jedincui nesouci dany haplotyp a dale jejich rozdéleni mezi dva

chronotypy.
Dvojice Celkem Ranni Vecerni .
. | Genot N -
polymorfisml cnoup jedincti | chronotyp | chronotyp Zaver (p-hodnota)
GG CC 15 12 3
GG CT 18 13 5 * Pfi dominanci alel A_C asociuje
GGIT| 1 0 L | ¢ vebermim ehronotypem (00272,
GA CC 3 0 3 Ziejmé se jednd o vliv alely A (C1)
Cl C2 GA CT 2 | 1
a GA TT 0 0 0 * P¥i dominanci alel A_T asociuje
= genotyp AA+GA_TT+CT
AA_CC 0 0 0 s veCernim chronotypem (0,0470),
AA CT 0 0 0 zfejmé se jedna o vliv alely A (C1)
AA TT 0 0 0
GG GG 0 0 0
GG GT 30 21 9 * P dominanci alel A_G asociuje
GG TT 3 2 1 genotyp /}?A+GA7GG+GT
= s ve¢ernim chronotypem (0,0250),
GA_GG 4 0 4 ziejmé se jedna o vliv alely A (C1)
Cl C3 GA GT 1 | 0
- G A_TT 0 0 0 (*) Pti dominanci alel A_T
= asociuje genotyp AA+GA_TT+GT
AA GG 0 0 0 s ve€ernim chronotypem (0,0519),
AA GT 0 0 0 ziejme se jedna o vliv alely A (C1)
AA TT 0 0 0
GG TT 15 10 5
GG_TA 20 15 S * Pti dominanci alel A_T asociuje
Cl C4 GG AA 0 0 0 vgenortyp AA+GA_TT+TA
— GA TT 1 0 1 s vecernim chrronot}{pem (0,0426),
GA TA 4 1 3 ziejme se jedna o vliv alely A (C1)
GA_AA 0 0 0
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AA_TT 0 0 0
AA_TA 0 0 0
AA AA 0 0 0
GG_GG 13 9 4
GG GA| 18 13 5
GG AA 1 1 0
C 1_ C5 gi:gi :1% (1) ; Signifikantni vztah nenalezen
GA_AA 1 0 1
AA GG 0 0 0
AA GA 0 0 0
AA_AA 0 0 0
GG CC 15 9 6
GG CT 17 13 4 * Pfi dominanci alel A_C asociuje
GG_TT 3 3 0 genotyp }?A{;’YA—CC(BCO%@
s ve¢ernim chronotypem (0, ,
GA_CC 0 0 1 ziejmé se jedna o vliv alely A (C1)
Cl Coé GA CT 3 0 3
- (*) Pii dominanci alel A_ T
GA_TT 1 1 0 asociuje genotyp AA+GA TT+CT
AA CC 0 0 0 s vecernim chronotypem (0,0811),
AA CT 0 0 0 ziejmé se jedna o vliv alely A (C1)
AA_TT 0 0 0
GG CC 18 13 5
GG CG 7 3 4 * Pfi dominanci alel A_C asociuje
— genotyp AA+GA_CC+CG
GG_GG 2 2 0 s vecernim chronotypem (0,0120),
GA CC 3 0 3 zfejmé se jedna o vliv alely A (C1)
Cl C7 GA CG 2 1 1
GA GG 0 0 0
A A_CC 0 0 0 * Pfi dominanci alel A_C asociuje
= genotyp GG_GG s rannim
AA CG 0 0 0 chronotypem (0,0335)
AA GG 0 0 0
GG _CC 10 8 2
GG CT 18 14 4 * Pti dominanci alel A_C asociuje
GG TT 8 4 4 genotyp AA+GA_CC+CT
= s veCernim chronotypem (0,0226),
GA _CC 0 0 0 Ziejmé se jedné o viiv alely A (C1)
Cl C8 GA CT 5 1 4
- (*) Pi dominanci alel A_C
GA _TT 0 0 0 asociuje genotyp AA+GA CC+CT
AA_CC 0 0 0 s vecernim chronotypem (0,0811),
AA CT 0 0 0 ziejmé se jedna o vliv alely A (C1)
AA TT 0 0 0
GG_GG 0 0 0 * Pti dominanci alel A_G asociuje
GG GA 8 4 4 genotyp AA+GA_GG+GA
s vecernim chronotypem (0,0186),
GG_AA 26 20 6 ziejmé jde o vliv alel A (C1)i1 G
o e GA GG 1 0 1 (C9)
- GA_GA 2 0 2
— * Pti dominanci alel G_G asociuje
GA_AA 2 1 1 genotyp GG+GA_GG+GA
AA GG 0 0 0 s vegernim chronotypem (0,0331),
AA:GA 0 0 0 ziejme se jedna o vliv alely G (C9)
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(*) Pii dominanci alel C_G
genotyp CC+CT_GG+GA asociuje
s veCernim chronotypem (0,0749),
ziejmée se jednd o vliv alely G (C9)

(*) Pti dominanci alel T_A
genotyp CC_AA+AG asociuje
s rannim chronotypem (0,0607)
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TA GG 2 2 0
AA CC 0 0 0
AA CG 0 0 0
AA GG 0 0 0
TT _CC 3 2 1
TT CT 12 8 4
TT TT 3 1 2
TA CC 6 5 1
C4 C8 TA CT 12 8 4 Signifikantni vztah nenalezen
TA TT 7 3 4
AA _CC 0 0 0
AA CT 0 0 0
AA TT 0 0 0
TT AA 12 8 4
TT AG 5 3 2
TT GG 0 0 0
TA AA 18 13 5
C4 C9 TA AG 6 2 4 Signifikantni vztah nenalezen
TA GG 1 0 1
AA AA 0 0 0
AA AG 0 0 0
AA GG 0 0 0
GG _CC 5 3 2
GG CT 9 5 4
GG TT 1 1 0
GA _CC 10 6 4
C5 C6 GA CT 10 7 3 Signifikantni vztah nenalezen
GA TT 2 2 0
AA CC 2 1 1
AA CT 1 0 1
AA TT 0 0 0
GG CC 7 5 2
GG _CG 6 2 4
GG GG 1 1 0
GA_CC 12 8 4
C5 C7 GA CG 4 2 2 Signifikantni vztah nenalezen
GA_GG 0 0 0
AA CC 2 1 1
AA CG 1 0 1
AA GG 0 0 0
GG CC 4 2 2
GG CT 10 7 3
GG TT 2 1 1
C5 C8 GA CC 4 4 0 Signifikantni vztah nenalezen
GA CT 11 7 4
GA TT 6 3 3
AA CC 0 0 0
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AA CT 1 1 0
AA TT 1 0 1
GG _AA 11 7 4
GG _AG 4 2 2
GG_GG 0 0 0
GA_AA 16 13 3
C5 C9 GA AG 6 3 3 Signifikantni vztah nenalezen
GA_GG 1 0 1
AA AA 2 1 1
AA AG 1 0 1
AA GG 0 0 0
CC CC 10 6 4
CC CG 3 0 3
CC GG 0 0 0
CT CC 11 7 4
C6 C7 CT CG 7 3 4 Signifikantni vztah nenalezen
CT GG 1 1 0
TT CC 1 1 0
TT CG 1 1 0
TT GG 1 1 0
CC CC 4 3 1
CC CT 10 6 4
CC TT 3 0 3
CT CC 6 4 2
Co6 _C8 CT CT 11 7 4 Signifikantni vztah nenalezen
CT TT 5 3 2
TT CC 0 0 0
TT CT 3 3 0
TT TT 1 0 0
CC _AA 12 7 5
CC _AG 4 1 3
CC GG 0 0 0
CT AA 14 10 4 (*) P¥i dominanci C_G genotyp
C6.Co |CTAG| 6 3 3| s vecernim chronotypem (00874
CT GG 1 0 1 ziejmé se jedna o vliv alely G (C9)
TT AA 3 3 0
TT AG 1 1 0
TT GG 0 0 0
CC CC 3 2 1
CC CT 13 10 3
CC TT 6 2 4
CG _CC 2 0 2
C7 _C8 CG CT 7 3 4 Signifikantni vztah nenalezen
CG TT 2 1 1
GG _CC 0 0 0
GG CT 2 2 0
GG TT 0 0 0
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Dal$im krokem v analyze dvojic byla snaha sparovat ndmi zkoumané polymorfismy
s polymorfismy, kterymi se zabyvala kolegyn¢ Tureckova (2021) ve své diplomové praci.
Pro danou analyzu jsem se rozhodli sparovat dvojice polymorfismii, které se bud’to nachazi
ve stejném genu, anebo spolu produkty danych gent pfimo interaguji. V prvni ¢asti jsme
tedy kombinovali polymorfismy L1 (gen CLOCK) a L2 (gen BMALI) spolu s variantami C6
a C7 (obé varianty se nachazi v genu BMALI). Déle jsme spolu kombinovali polymorfisus
L3 (gen PER?2) a délkovy polymorfismus L4 genu PER3 spolecné s C8 (gen PER3) a C9
(gen PERI). Vysledky analyzy signifikance vySe popsanych dvojic polymorfismi shrnuje
tabulka 9.

Signifikantni vztah byl pfi hladin€ vyznamnosti a = 0,05 nalezen pouze u paru
variant C6_L1, kde dominance alel C a C asociuje s rannim chronotypem (p = 0,0428). U
zbylych dvojic nebyl signifikantni vztah nalezen. Pfi posunu hladiny vyznamnosti na o =
0,1 jsme zaznamenali dvé dalsi dvojice, jejichz haplotyp byl za danych podminek
vyhodnocen jako signifikantni. Dominantni alely C u C7 a C u L1 asociuji s rannim
chronotypem (p = 0,0613) a stejné tak i kombinace dominanntnich alel Gu C7 a Cu L1 (p-

hodnota = 0,0531). Nicméné v té€chto tfech ptipadech nejspisSe doslo k ovlivnéni vysledkt
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alelou C polymorfismu L1, ktera byla v diplomovém projektu Tureckové (2021) asociovana

s rannim chronotypem. Podrobnéji je tento problém popsan v kapitole Diskuse.

Tabulka 9: Shrnuti vysledkii analyzy signifikance vztahu mezi zvolenymi nami zkoumanymi

polymorfismy a poylmorfismy pochdzejici z diplomového projektu Tureckova, 2021. *...

signifikance na hladiné a. = 0,05, (%)... signifikance na hladiné a = 0,1. Zobrzuje také

celkovy pocet jedincut nesouci dany haplotyp a ddle jejich rozdéleni mezi dva chronotypy.

Dvojice Genotyp Celkem Ranni Vecerni Zaver
polymorfismi jedinct chronotyp | chronotyp (p-hodnota)
CC TT 6 2 4
CC TC 11 7 4
CC_CC 0 0 0 * P¥i dominanci alel C_C
CT TT 8 3 5 genotyp CC+CT_CC+CT
C6 L1 CT TC 13 10 3 asociuje s rannim chronotypem
CT CC 1 1 0 (0,0428) ziejmé se jedna o vliv
TT_TT 1 1 0 alely C (L1)
TT TC 2 2 0
TT CC 0 0 0
CC TT 4 2 2 (*) Pii dominanci alel C_C
CCiTC 17 11 6 genotyp CC+CG_CC+CT
= asociuje s rannim chronotypem
CC _CC 1 1 0 (0,0613) ziejmé se jedna o vliv
CG TT 7 1 6 alely C (L1)
7 L1 T 4 3 1 (*) Pti dominanci alel G C
C CG TC
- CG CC 0 0 0 genotyp CC_CC+CT asociuje
— s rannim chronotypem
GG TT 0 0 0 (0,0530) ziejmé se jednd o vliv
GG TC 2 2 0 alely C (L1)
GG CC 0 0 0
CC GG 14 8 6
CC GA 2 1 1
CC AA 1 0 1
C6 12 g% gi 181 471 j Signifikantni vztah nenalezen
; CT_AA 3 3 0
TT GG 1 1 0
TT GA 2 2 0
TT AA 1 0 0
CC GG 21 13 8
CC GA 1 1 0
7 L2 gg—éé (1) 8 (1) Signifikantni vztah nenalezen
- CG_GA 8 3 5
CG AA 2 1 1
GG GG 0 0 0
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5.3 Vypocet relativniho rizika

Ve snaze kvantifikovat, jaky dopad ma samotna alela ¢i genotyp na determinaci
chronotypu, jsme se rozhodli vypocitat relativni riziko (z anglického,, relative risk) pro
vybran¢ alely. Relativni riziko (RR) je biostatisticky vypocet srovnéavajici pravdépodobnost

vyskytu sledovaného jevu ve dvou raznych skupinéch, a to relativnim zptisobem. Déava tedy
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do poméru pravdépodobnost vyskytu sledovaného jevu v experimentalni skupiné (P1)
s pravdépodobnosti vyskytu daného jevu v kontrolni skupiné (P0). Vysledné ¢islo pak
udava, o kolik je pravdépodobnéjsi vyskyt sledovaného jevu v experimentélni skupiné nezli

ve skupiné€ kontrolni. Vypocet RR se fidi nasledujicim vztahem:

_a
po _b_
b+d

P1 ptedstavuje experimentalni skupinu a PO skupinu kontrolni. Vyskyt v
experimentalni skuping€ se rovna poctu vyskytt sledované udalosti v experimentalni skupiné
(a) délen¢ho celkovym souctem udalosti v dané skupiné (a + ¢). Vyskyt v kontrolni skupiné
je vyjadren jako podil poctu sledovaného jevu v kontrolni skupiné (b) a celkového souctu
v té samé skupiné (b + d). V ramci analyzy naSich dat pfedstavuji chronotypy sledovany jev
a alely ¢i genotyp reprezentuji dvé liSici se skupiny . Na zaklad¢ vySe uvedeného vztahu
jsme vypocitali RR pro alelu A u polymorfismu C1, pro alelu C u polymorfismu C8 a pro
genotyp GG_GG u sparovanych polymorfismi C1 a C7. Dale jsme vy¢islili i relativni riziko
pro alelu C u L1 na zékladé dat pochazejicich z diplomové prace Tureckové (2021).

Vysledky vypocta jsou nasledujici:

Ptitomnost alely A (tj. genotypy AA + AG) v polymorfismu C1 zvySuje 2,98x

pravdépodobnost vecerniho chronotypu oproti genotypu GG.

Ptitomnost alely C (tj. genotypy CC + CT) v polymorfismu C8 zvySuje 2,06x

pravdépodobnost ranniho chronotypu oproti genotypu TT.

Ptitomnost kombinace GG_GG u dvojice polymorfismi C1_C7 zvysuje 1,76x

pravdépodobnost ranniho chronotypu oproti jinym genotyptm.

Ptitomnost alely C (tj. genotypy CC + CT) u polymorfismu L1 zvySuje 1,17x

pravdépodobnost ranniho chronotypu oproti genotypu TT.
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6. Diskuse

Tato prace si kladla za cil ptispét k objasnéni genetické determinace chronotypu u
cloveka. Ackoli je jiz delsi dobu znamo, Ze se heritabilita chronotypu pohybuje okolo 50 %,
stale jesté nejsou pospany piesné lokusy ¢i mechanismy, které by tento fenotyp ovliviiovaly.
Chronotyp u ¢lovéka odrazi celkové nastaveni jeho cirkadidnniho rytmu. Plynulé fungovéni
tohoto rytmu stoji mj. na pravidelné expresi jiz zminénych hodinovych gend, jejichz
produkty utvari vnitini molekularni hodiny kazd¢é bunky v téle. Z tohoto a dalSich divodi
zminénych v ivodni kapitole, se zd4a logické hledat misto ovliviiujici chronotyp prave
v téchto genech. Ovsem jak jiz bylo zminéno diive, cirkadianni hodiny ani zdaleka nejsou
izolovany od dalSich d&jii v burice, a naopak jsou s nimi pevn¢ provazany skrze mnoho
dalsich bunéénych komponent. Mezi takové komponenty patii 1 produkty tzv.
metabolickych gend, jejichz konkrétni fungovani v molekularnich hodinach bylo popsano
jiz v uvodu. Tato diplomova prace se tedy zaméfila na hledani vhodnych hodinovych ale i
metabolickych gent a jejich polymorfismii, které¢ doposud nebyly zkoumané ve vztahu
k chronotypu ¢loveéka a mohly by byt asociovany s jednou z extrémnich variant chronotypu

¢loveéka.

Diky spolupraci s NUDZ jsme mohli oslovit lidi, jejichz chronotyp byl na zakladé
vyplnéného MEQ dotazniku vyhodnocen bud’ jako extrémni ranni chronotyp, anebo
extrémni vecerni chronotyp. K darovani vzorkt slin se ale pfihlasilo vyrazné vice lidi
s extrémnim rannim chronotypem, coz bohuzel vedlo k vyrazné ptevaze vzorkit DNA
pochazejici od téchto dobrovolnikli neZli od lidi s extrémné vecernim chronotypem. I pfes
tuto nevyvazenost dvou stéZejnich skupin jsme ale byli schopni vysledna data vyhodnotit a

nalézt signifikantni vystupy.

Po provedené genotypizaci jsme nejprve analyzovali dopad polymorfismi jednotlivych
gend na chronotyp. Za pouziti Fisherova exaktniho testu jsme porovnavali vyskyt
jednotlivych genotyptli u jednotlivych variant a zaroven jsme vyhodnocovali tzv. ,.efekt
jedné alely*. Abychom mohli hledat signifikantni rozdil mezi danymi alelami, museli jsme
predpokladat, Ze jedna z nich bude dominantni vii¢i té¢ druhé a bude mit tedy i rozdilny efekt
na chronotyp nezli alela recesivni. Jelikoz nelze pfedpokladat, ktera z danych alel by méla
byt dominantni ¢i recesivni, otestovali jsme ob€ mozné kombinace. Statistickd analyza nasla

signifikantni efekt pouze u jednoho z polymorfismti, a to u polymorfismu rs3736265 (C1),
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ktery se nachazi v metabolickém genu PGC-/a. Podle tohoto testu, minoritni alela A
asociuje s ve¢ernim chronotypem (p-hodnota = 0,0331). U zbylych polymorfisma nebyl

nalezen signifikantni vztah pfi hladin¢ vyznamnosti o = 0,05.

Gen PGC-1a se fadi mezi geny metabolické a je to transkripcni koaktivator.
V metabolismu buiiky hraje vyznamnou roli, jelikoz zasadn¢ ptispiva k mitochondrialni
biogenezi, ale GiCastni se také B-oxidace mastnych kyselin a hepatické glukoneogenesi. Déle
se pak pfimo Ucastni jedné z postrannich kontrolnich smycek cirkadiannich hodin, kde
patrné ptispiva k pozitivni regulaci genu BMALI (Liu et al., 2007). Tato pozitivni regulace
se odehrava pfi interakci s nukledrnim receptorem RORa, diky které pravdépodobné
dochézi k usnadnénému navazani acetyltransferdz v promotorové oblasti genu BMALI.
PGC-1a ptimo interaguje s dal§im produktem metabolického genu SIRT7 a v SCN tak
patrné také ptispivaji k pozitivni regulaci genu BMALI. Do soucasné chvile nebyl nicméné

zadny polymorfismu genu PGC-1a asociovan s extrémni variantou chronotypu.

Varianta rs3736265 patii mezi tzv. missense mutace, pii kterych dochézi k zdméné
aminokyseliny v poylpetidovém fetézci. Konkrétné v tomto ptipade, vyskyt alely A
zda tato varianta muze zdsadné ovlivnit funkci ¢i fyzikélni vlastnosti vysledného proteinu.
Misto mutace se nenachdzi v oblasti, kterd koduje LXXLL motiv. Pomoci toho protein
PGC-1a interaguje s nuklearnim receptorem RORa, se kterym pak pozitivné reguluji
transkripci klicového komponentu BMAL1. Sledovana zaména se netyka ani oblasti, kde se
pfipojuje jeden z dalSich hlavnich interak¢nich partner nuklearni receptor PPARG. Oblast
proteinu, ve které dochazi k zaméné aminokyselin, byla nicméné pospana jako dulezita pro
interakci s proteinem RNF4 (Wei et al., 2012). RNF4 je dalsi nuklearni receptor a specificka
E3 ubikvitin ligdza, ktera se podle dané studie vaze na C-termindlni konec proteinu PGC-1a
a oznacuje jej tak k degradaci. Uvedeny vyzkum byl nicméné proveden na hnédych
tukovych buiikéch a sledoval hladiny jednotlivych proteinii a jejich vzdjemné interakce,
které se ovSem netykaly interakci spojenych s molekularnimi hodinami bunky. Z uvedené¢ho
tedy nelze jasn€ usoudit, zda zména threoninu za methionin v polypetidové sekvenci
konformaci proteinu, ktera by vedla k jinym fyzikalnim vlastnostem proteinu ¢i by jinym
zpusobem ovlivnila jeho interakce s ostatnimi komponenty bunééného cyklu. Paklize by

dané mutace ptipivala ke zméné¢ oblasti interagujci s RNF4, mohlo by to teoreticky vést 1
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k zménam v ubiquitinaci proteinu a tim padem i k zméndm v jeho degradovatelnosti.
Pozménéna hladina proteinu PGC-1a by pak mohla mit vliv i na chod buné¢énych hodin.
Ovsem tato teorie by vyzadovala dalsi vyzkum a pocitacovou modelaci, ktery by dokazala
odhadnout vysledné zmény ve fyzickych vlastnostech proteinu. Nicméné vypocet
relativniho rizika (RR = 2,98) ze ziskanych dat jasné udava, ze ptitomnost alely A (a tedy
genotyp AG ¢i AA) znamend az témér trikrat vyssi pravdépodobnost vecerniho chronotypu
nezli ranniho. Spolecné s ohledem na skutecnost, ze minoritni alela A mé pomérné¢ nizkou
frekvenci vyskytu (MAF = 0,11) by dany vysledek mohl znamenat zajimavou piilezitost pro
zkoumani propojeni mezi hodinovym mechanismem buiiky a jeho komponenty, které se ale
ucastni i v dal$ich vyznamnych procesech burnky (napt. metabolismu). Dany polymorfismus
byl zatim oznacen jako protektivni pfi rozvoji onemocnéni diabetus mellitus typu 2 (Zhu et

al., 2017) ovSem v souvislosti s chronotypem ¢lovéka nebyl doposud zkouman.

DalSim krokem v analyze dat bylo snizeni hladiny vyznamnosti na o = 0,1 a hledani
novych signifikantnich vysledki. Ackoli vysledky pii dané hlading nelze povazovat za
dostate¢né prikazné a statisticky silné, Ize je nicméné pouzit jako ukazatel pro dal§i mozny
vyzkum ¢i oblast z4jmu. Za danych podminek se jako signifikantni ukézal vztah minoritni
alely C s rannim chronotypem u polymorfismu rs2640909 (C8), ktery se nachazi v genu
PER3 (p-hodnota = 0,0683). Frekvence dané alely je celosvétoveé pomérné nizka (MAF =
0,19) nicméné v Evropé¢ je vice rozsifena (0,29). Jedna se opét o missense mutaci, kterd ma
za nasledek zménu aminokyseliny v kodujici sekvenci. V tomto ptipad¢ alela C tentokrat
je regulovan komplexem BMAL1:CLOCK a spole¢né s dalSimi produkty gentit PER a CRY
zpétné inhibuje tento komplex a je tak soucasti hlavni regula¢ni smycky molekularnich
hodin, ktera kontroluje jeho vlastni produkci. Ackoli se 1 tato varianta nachazi v koduyjici
casti DNA, nelze s ur€itosti fict, zda ma signifikantni dopad na néjakou z vlastnosti proteinu
PER. Nenachazi se totiZ ani v jedné z PAS domén ¢i v oblasti, ktera se zasluhuje o navazani
na CRY protein. Také doména, ktera je zodpovédna za navazani CD1 fosforujici kindzy (a v
niz se nachazi délkovy polymorfismus asociovany s extrémnimi chronotypy), nezahrnuje
zminénou variantu. Mozna predikce dopadu dané varianty na fungovani proteinu, potazmo
jeho dréhy, je tedy té¢Zko odhadnutelna. Ovsem relativni riziko udava, ze pritomnost
minoritni alely C zvySuje pravdépodobnost ranniho chronotypu celkem dvakrat. Z rodiny
genl PER je navic gen PER3 ten nejvice polymorfni a jiZz dfive byly n¢které jeho varianty

asociovany s rannim ¢i ve¢ernim chronotypem (viz. Podkapitola 1.1.3.). Hledani haplotypu,
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ktery by byl asociovan s rannim chronotypem se tedy v tomto piipadé zda jako nad¢jny

pfistup.

V druhé casti statistického vyhodnocovani jsme se vénovali hledani kombinace dvou
polymorfismd, jejichz genotyp by asocioval s jednim z chronotyptl. Postupné jsme sparovali
kazdy polymorfismus s kazdym a obdobné¢ jako v ptipad¢ jednoho polymorfismu, jsme i zde
piedpokladali dominantni a recesivni vztah jednotlivych alel. K analyze jsme vyuzili
Fishertiv exkatni test ¢i chi-kvadrat test a hladinu vyznamnosti jsme nastavili na a = 0,05.
Pti této hlading signifikance jsme nalezli celkem 9 pari polymorfismt, u kterych byl
prokézan signifikantni vztah. Nicméné v§echny tyto kombinace zahrnuji polymorfismus
1$3736265 (C1), jehoz alela A vysla sama o sobé¢ jako signifikantni jiz v prvni Casti analyzy.
Navic veskeré vztahy kombinace polymorfisma, které se v tomto ptipadé zdaji byt
signifikantni obsahuji v genotypu pravé zminénou alelu A. Pti bliz§im zkoumani je i patrné,
ze rozdilovy je pravé genotyp C1, zatimco ostatni zlstavaji stejné. Lze tedy predpokladat,
ze vysledné signifikantni vztahy pouze odrazeji efekt samotné alely A u C1, a ne vliv

danych kombinaci jako celku.

Pti dal§im postupu jsme zvysili hladinu vyznamnosti na o = 0,1 a opét jsme hledali
vztahy mezi genotypy a chronotypy, které by za danych okolnosti sice nemély dostate¢né
solidni vypovédni hodnotu, nicméné by mohly poukazat na mozny trend, ktery by se dal
ovefit v dalSich studii. Za téchto stanovenych podminek se jako signifikantni vyjevily opét
dalsi dvé kombinace obsahujici polymorfismus C1 (dvojice C1_C3 a C1_C8). Lze opét
predpokladat, Ze dana signifikantnost vztahu je podminéna signifikanci samotného
polymorfismu C1. Dale se jako signifikantni jevily dv€ kombinace alel paru C2_C9 a jedna
dvojice polymorfismi C6 C9. Ve vSech ptipadech se zde opakuje polymorfismus
152735611 (C9), cozZ je samesense mutace v kodujici sekvenci genu PERI. Pfi zméné
nukleotidu sice dochazi k zméné koddnu na jiny, ale pozménény triplet kdduje tu samou
aminokyselinu, tj. glycin. Ve vysledném proteinu tedy na dané pozici (749) zlstava ta sama
aminokyselina a polypeptidovy fetézec neni pozménén. OvSem tichd mutace mize pozménit
strukturu mRNA coZ miiZe mit za nésledek zménu Casu iniciace translace, stability mRNA,
a dokonce to mize mit i vliv na vysledné skladani proteinu do dal$ich struktur vlivem
pozménéného tempa translace (Kristofich et al., 2018). U vySe zminénych pari se jevi alela
G u polymorfismu C9 jakozto ta, kterd dany chronotyp ovliviiuje. Ackoli je alela G

ancestralni alela, vzhledem k celosvétové frekvenci vyskytu je to alela minoritni, ktera se
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v Evrop¢ vyskytuje v menSim méfitku nezli alela A (MAF pro Evropu = 0,18). Nejedna se o
prvni tichou mutaci, kterd byla v genu PERI pospéana s odkazem na moznou spojitost

s extrémnim chronotypem. Tichda mutace T2434C byla jiz dfive asociovana s rannim
chronotypem a jednalo se o prvni takovou mutaci v genu PER1, ktera by mohla
determinovat chronotyp ¢lovéka (Carpen et al., 2006). Jak sami autofi uvadi, v tomto genu
se zadné jiné missense €1 nonsense polymorfismy v promotorovych sekvencich ¢i v UTR
nepodarilo najit, coz mize byt disledkem toho, ze gen PERI patrn¢ podléha striktnéjsi
selekci nezli zbylé dva geny PER a tiché mutace jsou tak spise tolerovatelné. Nicméné 1
jedna zména v nukleotidu mtize zptisobit zménu v translaci mRNA. Autofi v zavéru navic
zminuji myslenku, Ze vzhledem k tomu, ze mutace T2434C pravdépodobné nezptisobuje
rozdil v sekundarni struktufe RNA (vychazeji ze svych vlastnich vysldki, které ale ve studii
nejsou uvedené), mize jeji fenotypovy projev reflektovat jiny, doposud nepopsany,
polymorfismus v genu PER], ktery by s nim byl v tésné genové vazbeé. Ackoli nase data
nepotvrdila signifikantni dopad samotného polymorfismu rs2735611 na chronotyp (p-
hodnota = 0,1584) bylo by jisté zajimavé otestovat tyto dva polymorfismy pospolu a zjistit,
zda prave varianta rs2735611 neni onim hledanym partnerem, kterého predpovédél Carpen
spolu se svymi kolegy. Zaroven by mohly byt otestované spolecné s polymorfismy
rs11824092 (C6) a rs8192678 (C2) u kterych nase data pii snizené hladiné vyznamnosti
ukdzala signifikantni vztah. Polymorfismus rs11824092 (C6) se nachdzi v genu BMALI a
r$8192678 (C2) opét v genu PGC-1a. PER1 pfimo interaguje s komplexem
BMALI1:CLOCK, kdyzZ inhibuje jeho transkripci podporujici aktivitu a ackoli PER1 patrné
pfimo neinteraguje s PGC-1a (anebo tomu dosud nic nenasvédcovalo) provazanost
jednotlivych déji by mohla byt ovlivnéna i kombinaci téchto polymorfismii u zminénych

gentl.

Paklize by zkoumané varianty mély skutecné dopad na nac¢asovani translace ¢i alternaci
téchto proteinti, mohlo by to vést k posunuti dané hlavni ¢asové smy¢ky, coz by fetézove
mohlo ovlivnit dal$i napojené procesy z buniky. Jak jiz ale bylo uvedeno v uvodu, tato
ustfedni smycka je také kontrolovand mnoha dal§imi postrannimi mechanismy, kter¢ se ji
snazi udrzovat ve spravném chodu. Je tedy diskutabilni, zda by staCily pouze dv¢ alternace,

byt ve stéZejnich komponentach, k posunu nac¢asovani celého systému.

V poslednim kroku analyzy jsme vyuzili dat, které ze stejného souboru vzorki obdrzela

Mgr. Tureckova ve své diplomové praci, a porovnali jsme je s naSimi vlastnimi vysledky.

52



Podobné jako v piedeslé ¢asti jsme i zde kombinovali polymorfismy, pficemz jsme vybrali
pouze ty, které se pfimo nachazeji ve stejném genu anebo spolu jejich produkty interaguji.
Hladina vyznamnosti byla nejdiive op€t nastavena na oo = 0,05 a za téchto podminek vysel
signifikantni vztah u dvoje C6 L1, kde kombinace dominantnich alel C a C asociuje

s rannim chronotypem (p = 0,0428). U ostatnich kombinaci dvojic nevysel zadny
signifikantni vzath. Jakmile jsme hladinu signifikance posunuli na a = 0,1 vyS$ly dale jako
signifikantni dva vztahy polymorfismi C7 L1. Kombinace dominantnich alel C a C vede

k rannimu chronotypu (p = 0,0683), zatimco pii dominanci alel G_C genotyp CC_CC+CT
také asociuje s rannim chronotypem (p = 0,0531). U zbylych dvojic nebyl ani pfi posunu
hladiny vyznamnosti nalezen signifikantni vztah. Polymorfismus rs1801260 (L1) se nachazi
v genu CLOCK a polymorfismy rs11824092 (C6) a rs1481892 (C7) zase v genu BMALI.
Produkty téchto genti spolu heterodimerizuji a vytvaii komplex BMAL1:CLOCK, ktery
spousti transkripci dalSich hodinovych i nehodinovych genii. Ackoli jsou dané vztahy
statisticky vyznamné, pii bliz§im otestovani bylo zjisténo, ze u obou srovnavanych skupiny
se genotypy u C6, resp. C7 nelisi a lisi se tedy pouze v genotypu L1. Tento polymorfismus
navic vySel v praci Tureckové (2021) jakozto statisticky signifikantné spojeny s rannim
chronotypem. Patrné tedy opét doslo k promitnuti vlivu samotného polymorfismu L1,
pricemz z naseho vypoctu relativniho rizika vyplyva, ze ptitomnost alely C (tj. genotypy CC
+ CT) u polymorfismu L1 zvySuje 1,17x pravdépodobnost ranniho chronotypu oproti

genotypu TT.

Vyse zminéné zavery, které jsme vyvodili ze ziskanych vysledka, ur¢itou mérou
pomohly nastinit dal$i moZnou cestu, kterou by se vyzkumy zabyvajici se danym tématem
mohly vydat. V pribéhu diplomového projektu jsme ale narazili na nékolik prekazek, které
nam v nékterych ohledech ztizily vyslednou analyzu a na zaklad¢ toho bychom zpétné
udélali nékolik uprav, a to pfedevsim v metodé€ prace. Statistickd analyzy by v urcitych
ohledech byla snazi§, kdyby ob¢ skupiny dobrovolniki lisici se chronotypem byly pocetné
vyvazené. Nelze s urcitosti fici, zda ptevaha dobrovolnikil s rannim chronotypem plyne
z jejich zvySeného zajmu o dané téma a snaze néco se o ném dovedét, anebo zda se jednalo
pouze o ndhodu. V kazdém ptipad€ by do budoucna bylo lepsi, mit obé skupiny zastoupené
ptiblizné¢ stejnou mérou a pokud mozno s jesté vétsSim poctem dobrovolnikii. Ackoli nas
soubor obsahoval pomérné dostatecné mnozstvi vzorki pro pilotni vyzkum (57 vzorkt), pro
studii, kterd by se tématem zabyvala zevrubnéji by to nebyl pravdépodobné dostate¢ny

pocet. Navic, jak jiZ bylo zminéno na zacatku kapitoly ,,Vysledky*, n€které vzorky
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izolované DNA nebylo mozné pro nasi vyslednou analyzu vyuzit. Genotypizace téchto
vzorkill (napt. vzorky €. 12, 13 a 28) neprob¢hla jednak kviili nedostatecnému mnozstvi

v predchozi studii Tureckova (2021). Jak v prubéhu tohoto vyzkumu, tak 1 v pribéhu
vyzkumu ptedeslého, bylo potieba urcité tkony u nékterych vzorki zopakovat (ku ptikladu
z diivodu nezdatilé PCR) coz vedlo k znatelnému ubytku vzorku. Déle je mozné, Ze

z divodu Casté manipulace (napt. vyndavani vzorki z lednice) se nékteré vzorky
znehodnotily a kvalita izolované DNA rapidné¢ klesla. Z tohoto divodu by mozna bylo lepsi
vyuzit takovou genotypizacni metodu, ktera by umoznovala sekvenovat vice polymorfismu
naraz. Naptiklad metoda NGS je schopna sekvenovat velké mnozstvi vzorkl nardz, ovsem
jejim limitem je vysledné obii mnozstvi dat (vyrazné piesahujici potieby tohoto vyzkumu)
za pomérné nakladnou cenu. Metoda RFLP pfi genotypizaci nékterych polymorfismt
probéhla velmi rychle a bez komplikaci, ovSem u nékterych doslo k nechténému $tépeni
jinych nezli cilovych lokust, coz ve vysledku vedlo ke ztizenému vyhodnocovani

elektroforézovych snimkd.
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7. Zavér

Tato diplomova prace si kladla za cil ptispét k porozuméni a objasnéni genetické
determinace chronotypu ¢lovéka. Za timto ticelem byly vybrany polymorfismy
hodinovych genii, které nebyly v této souvislosti doposud zkoumané. Déle byly vybrany
1 polymorfismy tzv. metabolickych gend, jejichz produkty sehravaji tlohu v bunééném
metabolismu, ale soucasné se piimo zapojuji do molekularniho mechanismu hodin.
Cilem bylo statisticky vyhodnotit jak jednotlivé polymorfismy, tak i jejich kombinace
tvotici haplotypy.

Na zakladé statistické analyzy jsme signifikantni asociaci s chronotypem nasli u
samotného polymorfismu rs3736265 metabolického genu PGC-1a, kde minoritni alela
A asociuje s extrémn¢ vecerni variantou chronotypu. Jedna se o missense mutaci
v kodujici oblasti jejimz vysledkem je zdména aminokyseliny threoninu za methionin.
Pii snizeni hladiny vyznamnosti jsme nalezli i vztah mezi alelou C polymorfismu
152640909 hodinového genu PER3 a rannim chronotypem c¢lovéka. Tento vysledek sice
neni statisticky silny, avSak mize byt pouzit pro nasmérovani budoucich vyzkumi

zabyvajicich se podobnym tématem.

Pti vytvotfeni kombinaci polymorfismi, které reprezentovaly jednotlivé haplotypy,
jsme nasli signifikantni vztahy pouze u dvojic, které obsahovaly prave jiz zminény
polymorfismus rs3736265 a jeho alelu A a na zaklad¢ bliz§iho zkoumani jsme dosli
k zavéru, Ze dana signifikance plyne z vlastni statistické vyznamnosti alely A a nikoli
z haplotypu, jako takového. Jakmile jsme opét snizili hladinu vyznamnosti, se zamérem
nalézt mozné trendy vyuZzitelné pro dal$i vyzkum, ziskali jsme tfi kombinace
polymorfism, jez vSechny zahrnovaly variantu rs2735611 genu PERI. Tichd mutace
sice neméni polypeptidovy fetézec proteinu, ale na zakladé ptedchozich studii by mohla
byt testovana ve snaze zjistit, zda spolecné s dalsi tichou mutaci v daném genu, jez byla
jiz diive asociovana s chronotypem, nepfispiva k haplotypu, ktery by mél za néasledek

determinaci extrémné ranniho chronotypu.

Vysledky obdrzené z diplomového projektu podporuji piistup, ktery k problematice
genetické determinence chronotypt ¢lovéka piistupuje komplexnéji a zkouma 1 geny,

které nejsou primarn€ oznacované za ,,hodinové®. Navic jsme se pokusili o prozkoumani
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vlivu moznych haplotypti na chronotyp, coz je pfistup, ke kterému se v posledni dobé
uchyluje stale vice vyzkumnych tymt, zabyvajicich se danou problematikou. Lze tak

1épe pokryt jednotlivé interakce proteinil zainteresovanych ve zkoumaném mechanismu.
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8. Seznam pouzitych zkratek

ASPS - syndrom ptedCasné spankové faze
BMAL1 / ARNTL / MPO3- aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator like
C1 —1s3736265

C2 — 158192678

C3 — 152946385

C4 — 152394445

CS5 — 151467568

C6 —rs11824092

C7 —1s1481892

C8 — 152640909

C9 — 152735611

CK1 - casein kinase 1

CLOCK - clock circadian regulator

CRY - cryptochrome circadian regulator

dNTP - dideoxyribonukleotidtrifostat

DSPS - syndrom odkladané spankové faze
ELFO - elektroforéza

F — pfimy primer

FASPS — familiarni syndrom pted€asné spankové faze
GCNS - General control non-depressible 5

HAT - histonacetyltransferaza

L1 -rs1801260

L2 —rs4757138

L3 — 152304672

L4 —rs57875989PER - period circadian regulator
MAF — frekvence minortini alely

MEQ - dotaznik rannich a vecernich typt

NAD - nikotinamidadenindinukleotid
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NAMPT - nikotinamid fosforibosyltransferazy
NMN - nikotinamid mononukleotid

NPAS?2 - Neuronal PAS Domain Protein 2
NUDZ — Narodni tstav dudevniho zdravi
p300 - Histon acetyltransferaza p300

PAS - Per-Arnt-Sim doména

PCR — polymerazova fetézova reakce

PGC-1a/ PPARGC1 / LEMG6 - Peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator 1
alpha

PPARY - Peroxisome proliferator-activated receptor gamma
R — zpétny primer

RR - relativni riziko

REV-ERB - Rev-Erb protein

RFLP - polymorfismus délky restrikénich fragmentti

RNF4 - Ring Finger Protein 4

RORa - RAR Related Orphan Receptor A

SCN — suprachiasmaticka jadra hypothalamu

SIRT1 — Sirtuin 1

VNTR - variabilni pocet tandemovych repetic

ZT - zeitgeber
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