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Abstrakt 

 

Cirkadiánní rytmus označuje periodicky opakující se změny v těle organismu, které zahrnují 

všemožné biologické mechanismy, ku příkladu změny v hormonální sekreci, změny 

v teplotě těla či cyklus spánku a bdění. Jedná se o sebeudržující se systém, který se 

pravidelně opakuje přibližně každých 24 hodin. Ačkoli je organismus schopný zachovat si 

tento rytmicky se opakující mechanismus i přes absenci vnějších signálů, je cirkadiánní 

rytmus uzpůsoben k tomu, aby se synchronizoval s vnějším světem a umožnil tak organismu 

efektivně odpovídat na vnější podmínky a signály. Stejně tak je tomu i u člověka, nicméně 

nastavení těchto „vnitřních hodin“ není u každého jedince stejné. Chronotypem označujeme 

individuální načasování fyziologických, biochemických a psychologických proměnných, 

které úzce souvisí právě s cyklem spánku a bdění. Preference spánku a bdění společně 

s upřednostňovanou dobou aktivity odráží nastavení chronotypu člověka. Chronotyp je až 

z poloviny podmíněn genetickými faktory, nicméně dodnes nejsou kompletně známe 

mechanismy či lokusy, které by k danému fenotypu přispívaly. Tato práce si klade za cíl 

navrhnout kandidátní polymorfismy nacházející se v hodinových ale i jiných genech 

zapojených i v dalších buněčných procesech a otestovat jejich asociaci s chronotypem 

člověka. Na základě dotazníků MEQ byly dobrovolníkům s extrémní variantou chronotypu 

odebrány sliny a z nich byla vyizolovaná DNA. Pomocí klasických genetických metod 

(PCR, RFLP, Sangerovo sekvenování) byla provedena genotypizace těchto vzorků DNA 

sledující devět polymorfismů nacházejících se v genech BMAL1, PER1, PER3, SIRT1 a 

PGC-1α. Statistickou analýzou byla vyhodnocena jednak signifikance samotných 

polymorfismů, jednak i signifikance jednotlivých párů polymorfismů. Výsledky ukázaly 

zejména to, že minoritní alela A varianty rs3736265 asociuje s večerním chronotypem 

člověka. Daný polymorfismus se nachází v PGC-1α genu, který je známý především svou 

úlohou v metabolických dějích buňky, ovšem který se také zapojuje do chodu 

molekulárních hodin buňky. Výsledky této práce poukazují na komplexitu cirkadiánního 

rytmu na molekulární úrovni a skutečnost, že hledání genetických příčin chronotypu by 

mělo být rozšířeno i o geny, které nejsou principiálně řazeny mezi tzv. „hodinové geny“, ale 

jejichž produkty se na chodu buněčných hodin také významně podílejí.  
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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: BMAL1, 

PER1, PER3, SIRT1 and PGC-1α. 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-1α 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: BMAL1, circadian rythm, CLOCK, chronotype, clock genes, metabolic genes, 

PER1, PER2, PER3, PGC-1α, SIRT1 
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1. Úvod 
 

Pod pojmem cirkadiánní rytmus se skrývají periodicky se opakující změny, které 

ovlivňují celou řadu biologických mechanismů. Mezi ty nejvíce patrné patří přechod mezi 

stavem spánku a bdění, hormonální sekrece, změny v tělesné teplotě a příjem potravy. Ty 

méně zřejmé zahrnují i pravidelnou oscilaci hladin proteinů a dalších látek, či rytmickou 

transkripci a translaci genů. Cirkadiánní rytmus se pravidelně opakuje přibližně každých 24 

hodin, což dalo vzniknout i jeho pojmenování, které pocházející z latinského circa = 

„okolo“ a dies = „den“.  

Tyto „vnitřní hodiny“ jsou nezbytnou součástí téměř každého živého organismu a 

zdá se, že už i rané formy života, postrádající vnitřní prostorové rozdělení, měli určitou 

formu cirkadiánních hodin, které jim umožňovaly oddělit jednotlivé biochemické reakce 

(např. fotosyntézu a fixaci dusíku) do různých časových úseků (Mazzoccoli et al., 2012). 

Ačkoli se jedná o sebeudržující se systém, který je schopen fungovat i přes absenci 

exogenních signálů, je zároveň přizpůsoben k tomu, aby na základě vnějších faktorů a změn 

v prostředí synchronizoval pochody s měnícím se okolním světem. U savců je cirkadiánní 

regulace řízena centrálním oscilátorem, kterým jsou suprachiasmatická jádra anteriorního 

hypotalamu (SCN). Toto cirkadiánní centrum je anatomicky propojené s četnými oblastmi 

centrální nervové soustavy, které jsou mimo jiné zapojené například i do řízení apetitu a 

regulace výdeje energie (Kalsbeek et al., 2006). Suprachiasmatická jádra jsou vlastně 

specializované neurony, které přijímají signály ze sítnice oka a na základě toho se pak 

„seřizují“ podle změn stavu světla a tmy. Tento centrální oscilátor má také za úkol slaďovat 

i tzv. periferní hodiny v těle, které se nacházejí v jednotlivých orgánových soustavách (např. 

v gastrointestinální soustavě či v srdci) a které přijímají i další signály z těla (Luo & Aston-

Jones, 2009). Synchronizace periferních hodin je důležitá ke správnému navazování 

jednotlivých dějů v těle. Celková sladěnost vnitřních hodin je tedy důležitá jednak pro 

plynulý chod jednotlivých procesů, ale zároveň i pomáhá tělu efektivně odpovídat na změny 

v okolí. Je také známo, že dlouhodobá desynchronizace vnitřních hodin s prostředím či 

stylem života, může vést k vážnějším zdravotním problémům jako jsou mj. spánkové 

poruchy, kardiovaskulární problémy a metabolický syndrom (Copinschi et al., 2000). 

Naopak porozumění a poznání vlastních biologických hodin může být využito i v takových 
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oborech jako je farmakologie, kde se stupňuje zájem o to využít načasování vnitřních hodin 

k co nejefektivnějšímu podávání medikamentů (Jacob et al., 2020).   

Pakliže má téměř každá orgánová soustava své vlastní periferní hodiny, tak stejně 

tak má i každá buňka své vnitřní molekulární hodiny. Ty se skládají převážně z proteinů, jež 

jsou periodicky exprimovány tzv. hodinovými geny. Jedná se o geny, jejichž pravidelně 

transkribované produkty spolu navzájem interagují a pomocí negativních kontrolních 

smyček kontrolují buďto svoji vlastní produkci, anebo expresi ostatních genů. Mutace 

v hodinových genech se mohou projevovat abnormálním cirkadiálním rytmem, který u 

živočichů nejvýrazněji zasahuje do režimu spánku a bdění. Velmi podobné fenotypové 

projevy se objevují i u člověka. Kromě produktů hodinových genů, které vytváří ústřední 

smyčky molekulárních buněčných hodin, se do procesu zapojují i produkty dalších genů, 

které regulační smyčky propojují s ostatními ději v buňce. Tyto geny se pro zjednodušení a 

odlišení mohou nazvat „geny metabolickými“, jelikož jejich produkty jsou mj. součástí 

mnohých metabolických procesů v buňce (např. v glukoneogenezi, β-oxidaci mastných 

kyselin a mitochondriální biogenezi). Tyto geny tedy mohou fungovat jako spojnice 

propojující hodiny s prostředím buňky a synchronizující je s ním. Zároveň jim umožňuje 

odpovídat na změny v buňce a patřičné signály. Zůstává ovšem předmětem výzkumu, do 

jaké míry ovlivňují molekulární hodiny metabolické dráhy buňky a naopak, jak zásadní vliv 

má metabolismus buňky na správný chod hodin.  

Cirkadiánní hodiny se sice opakují přibližně každých 24 hodin, nicméně jejich 

načasování je u lidí velmi variabilní a u každého mohou „tikat“ trochu jiným tempem. 

Chronotypem označujeme individuální načasování fyziologických, biochemických a 

psychologických proměnných, které úzce souvisí s cyklem spánku a bdění. Právě preference 

doby spánku a bdění odráží variantu chronotypu člověka. Tento fenotyp může být vyjádřen 

jako kontinuální škála, na jejíchž dvou koncích se nachází dvě extrémní varianty chronotypu 

(Ashbrook et al., 2020). Jedná se o tzv. extrémní ranní a večerní chronotyp, které jsou někdy 

také v lidové, ale i v odborné, literatuře označovány jako skřivan a sova. Mezi těmito 

vyhraněnými typy se na škále chronotypu nachází nejpočetněji zastoupená skupina, která je 

označovaná jako nevyhraněný typ. Jedinci s nevyhraněným typem se nachází někde 

uprostřed škály, anebo se mírněji přiklánějí k jedné či druhé straně. Jak již názvy 

chronotypů napovídají, hlavním rozdílem mezi jednotlivými skupinami je načasování 

optimální fyzické i duševní pohody a výkonnosti. Zatímco skřivani tohoto maxima dosahují 
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již v brzkém dopoledni, sovy se jej dočkají až pozdě odpoledne potažmo večer. Chronotyp 

má v populaci normální distribuci, a to v každé věkové kategorii (Fischer et al., 2017). 

Několik studií pracujících s dvojčaty a rodinami určilo heritabilitu chronotypu přibližně 50 

% (Barclay et al., 2010; Koskenvuo et al., 2007). Z toho je patrné, že varianty genů, 

pravděpodobně zejména těch participujících se přímo v udržování cirkadiánního rytmu, 

mohou do značné míry determinovat chronotyp jedince. Zároveň je zde ale ponechán i 

značný prostor pro vliv prostředí. Člověk se často musí přizpůsobit svému pracovnímu ale i 

sociálnímu rozvrhu a značný vliv mohou mít i další faktory, jako je střídání světla a tmy, 

časová pásma atd. 

 

1.1 Hodinové geny 

 

Zájem o molekulární a genetickou podstatu cirkadiánního rytmu vedl k tomu, že již 

v 70. letech byl nastíněn možný molekulární mechanismus vnitřních hodin, a to i díky 

objevu genu per u Drosophila melanogaster (Konopka & Benzer, 1971). K dalšímu 

významnému pokroku došlo v 90. letech, kdy byl identifikován u myši gen Clock, který se 

záhy ukázal být jedním z klíčových komponentů v molekulárních hodinách i u člověka 

(King et al., 1997; King & Takahashi, 2000). Jak již bylo zmíněno, díky molekulám, které 

utváří jádro cirkadiánních hodin, existují tyto hodiny v každé buňce těla a tedy ne jen 

v supraschiasmatických jádrech centrálního oscilátoru SCN (Kalmbach et al., 2017). Tyto 

hodiny jsou poháněny autonomně na základě transkripčně-translační negativní smyčky, 

kterou tvoří několik stěžejních genů, které mají mezi živočichy vysokou míry 

zakonzervovanosti (Lowrey & Takahashi, 2004). U savců se na základní negativní smyčce 

podílí především geny CLOCK a jeho paralog NPAS2, dále to jsou geny BMAL1, PERIOD1 

(PER1), PER2, PER3, CRYPTOCHROME 1 (CRY1) a CRY2. Během dne dochází 

k transkripci genů BMAL1 a CLOCK, jejichž produkty spolu heterodimerizují díky základní 

helix-loop-helix PAS doméně a dále spolu aktivují transkripci dalších hodinových genů, 

včetně PER a CRY. Jejich proteiny spolu v cytoplasmě také heterodimerizují a translokací se 

vrací zpět do jádra, kde následně interagují s komplexem BMAL1:CLOCK, čímž jej 

inhibují a současně tak zastavují i svou vlastní transkripci (obr. 1). Během noci je tento 

inhibující komplex PER-CRY degradován, což umožňuje komplexu BMAL1:CLOCK 

reaktivovat svou činnost a začít tak nový cyklus transkripce (Takahashi et al., 2008). Je 
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třeba si uvědomit, že vlastní smyčka je mnohem komplexnější a zahrnuje daleko více genů a 

jejich proteinů, které se podílejí na její regulaci cyklů a dalších proteinových interakcí, 

fosforylací, degradací apod. Dále je důležité poznamenat, že mechanismus buněčného 

cirkadiánního rytmu není izolovaný a může být značně ovlivněn a regulován dalšími 

buněčnými procesy a molekulami. Těmto případům bude pak dále věnována samostatná 

podkapitola.  

 

Obrázek 1.: Základní negativní smyčka hodinových genů. Upraveno podle - Beytebiere 

et al., (2019). 

 

K pochopení funkce daných genů v molekulárním cirkadiánním cyklu značně 

pomohly i výzkumy pracující s mutanty v daných genech. Například objevení prvních tří 

mutantů Drosophila melanogaster, které vykazovaly buďto prodloužený, zkrácený, či zcela 

arytmický cirkadiánní cyklus, poukázalo na to, že alternace v pouze jediném genu, může 

vést k zásadnímu vykolejení biologických hodin (Konopka & Benzer, 1971). Následovaly 

studie, které zkoumaly mutace v hodinových genech i u savců. I u nich byly zaznamenány 

podobně výrazné alternace v cirkadiánním rytmu (Bunger et al., 2000; King & Takahashi, 

2000; Vitaterna et al., 1994; Zheng et al., 1999). Dalším logickým krokem byla snaha 

vyhledat podobné mutace daných genů i u lidí a sledovat jejich dopady na chod 

biologických hodin. Tyto mutace by se mohly vyskytovat u jedinců trpících poruchou, 

jejímž symptomem je závažné narušení cirkadiánního rytmu. Takový symptom je typický 

například pro syndrom odkládané spánkové fáze (z anglického delayed sleep phase 



 
 

6 
 

syndrome, DSPS) a syndrom předčasné spánkové fáze (z anglického advanced sleep phase 

syndrome, ASPS). DSPS i ASPS se vyznačují především posunutím individuálního 

načasování usínání a vstávání až o tři hodiny, což má za následek předčasné či příliš pozdní 

vstávání a usínání, než by bylo žádoucí. Syndrom sám o sobě nemusí nutně narušovat 

kvalitu spánku, nicméně v případě vynuceného neadekvátního denního režimu (nejčastěji 

způsobeného pracovními směnami či začátkem školy) může vést k značné spánkové 

deprivaci a může mít negativní dopad na zdravotní stav. Jedinci s těmito syndromy se 

pochopitelně budou nacházet právě v extrémních variantách chronotypu, ačkoli není jasné, 

z jak velké části tvoří danou fenotypovou skupinu (Ashbrook et al., 2020). Zároveň šance 

zachytit člověka majícího jeden z daných syndromů není velká, protože v případě ASPS je 

zvláště u mladých lidí daný návyk vstávat brzy, brán spíše jako výhoda nežli porucha. 

Genetická podmíněnost ASPS se shoduje také s objevem tzv. FASPS (familial advanced 

sleep syndrome), kdy se ASPS vyskytuje u vícero členů jedné rodiny (Curtis et al., 2019). 

Ačkoli prevalence daných syndromů zapříčiňujících brzké vstávání nebyla dlouho známá, 

nyní se odhaduje, že prevalence ASPS je přibližně 0,33 % a FASPS 0,21 % (Curtis et al., 

2019). Jednotná data pro výskyt DSPS zatím nebyla shromážděna, nicméně bylo zjištěno, že 

u mladých adolescentů (ve věku 16 až 18 let) se výskyt tohoto syndromu odhaduje až na 3,3 

% s výrazně častějším výskytem u dívek (Sivertsen et al., 2013). Vzhledem k nízkému 

výskytu těchto syndromů v populaci a jejich nedostatečnému zachycení, je studií 

zkoumajících genotyp těchto jedinců poskrovnu. Nicméně těm několika málo studiím, které 

se tomuto tématu věnovalo, se podařilo zachytit možnou souvislost s polymorfismy genů 

PER3 a PER2. Jednalo se buď o polymorfismus mající za následek záměnu aminokyseliny 

serinu za glycin v proteinu PER2 (Toh et al., 2001), anebo o strukturní a délkový 

polymorfismus genu PER3 (Archer et al., 2003; Ebisawa et al., 2001). Nejednalo se tedy o 

mutace, které by měly za následek úplné vyřazení genu nebo výraznou alteraci jeho 

produktu. Zdá se tedy, že k signifikantnímu posunu cirkadiánního rytmu u lidí dochází 

v důsledku polymorfismu hodinových genů, ale nikoli v důsledku jejich úplného vyřazení. 

Za širokou škálou chronotypu a jeho extrémních variant tedy může stát variabilní 

polymorfismus daných genů a jejich kombinace, spíše nežli úplná či výrazná ztráta nějakého 

z klíčových genů. 
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1.1.1. BMAL1 

 

Gen BMAL1 (aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator like) je znám i pod 

dalšími zkratkami, zejména ARNTL a MPO3. Jeho esenciální úloha v molekulárních 

hodinách je známa už delší dobu (Bunger et al., 2000), nicméně není mnoho studií, které by 

se zabývaly jeho polymorfismem souvisejícím s možným vlivem na chronotyp člověka. 

Nízký zájem o toto téma může pramenit i z jeho vysoké konzervativnosti napříč obratlovci.  

Jedna z prvních studií, která dokládá jeho funkci v cirkadiánní smyčce a zároveň ho 

kandidovala na heterodimerizačního partnera proteinu CLOCK, využila geneticky 

upravených Bmal1 −/− myší (Bunger et al., 2000). Výsledkem bylo zaznamenání 

signifikantní arytmicity v expresi cílových genů transkripčního faktoru, ale také výrazně 

snížená behaviorální aktivita, jak během denního, tak i nočního cyklu. Podobný přístup 

zvolila i jedna z recentních studií (Ray et al., 2020), která ale danou mutaci sledovala pouze 

u buněčných kultur kožních fibroblastů a v jaterních buňkách mutantních myší. Z jejich 

výsledků vyplývá překvapivé zjištění, a to že navzdory chybějícímu ústřednímu genu, 

v buňkách nadále pokračovala pravidelná oscilace transkriptomu, proteomu a 

fosfoproteomu i přes třídenní absenci jakéhokoli vnějšího signálu (např. světla). V závěru 

autoři tedy usuzují, že buňky jsou schopné samostatné cirkadiánní oscilace, a to i přes ztrátu 

BMAL1 genu. Nutno dodat, že tato studie se setkala i s nesouhlasnými reakcemi  

poukazujících na několik výrazných nepřesností a chybných úsudků v analýze dat, podle 

kterých například oscilace u mutantních buněk není tak signifikantní, jak by podle závěru 

původní studie měla být (Abruzzi et al., 2021). 

 

1.1.2. CLOCK 

 

Produktem genu CLOCK (clock circadian regulator) je stejnojmenný protein, který 

se podílí na ústřední negativní smyčce molekulárních hodin. Protein se vyznačuje základním 

helix-loop-helix motivem, díky kterému vytváří heterodimer s proteinem BMAL1. Oba se 

dále vážou na E-box v promotorové oblasti celé řady cílových genů, čímž spouští jejich 

transkripci. Zpětně je jeho produkce inhibována produkty těchto cílových genů (konkrétně 

PER a CRY). Mimo to má ale CLOCK i další důležitou úlohu, a to jako acetyltransferáza. 

Pomocí imunoprecipitačních pokusů bylo zjištěno, že CLOCK je enzym s 
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histonacetylransferázovou aktivitou a tím pádem je schopný přidávat acetylovou skupinu 

především k histonům 3 a 4, přičemž lysinové zbytky Lys-14 a Lys-9 na H3 jsou jeho 

primární místa aktivity (Curtis et al., 2004). Byl doložen i důkaz vlivu 

histonacetyltransferázové aktivity enzymu CLOCK na rytmicitu cirkadiánního chodu 

buňky. Navázání komplexu CLOCK:BMAL1 na E-box hodinových genů a současná 

acetylce lysinových zbytků patrně vyvolává chromatinovou remodelaci a přispívá tak k 

náboru dalších HAT koaktivátorů (Curtis et al., 2004). V dalších sériích pokusů bylo 

zjištěno, že CLOCK modifikuje i proteiny nehistonové povahy a jedním z jeho 

nehistonových cílů je patrně i jeho heterodimerizační partner BMAL1 (Grimaldi et al., 

2007; Hirayama et al., 2007). Přidání acetylové skupiny na K537 proteinu BMAL1 

vyvolává konformační změnu domény, jejímž výsledkem je vytvoření vhodnějšího 

vazebného místa pro protein CRY, jenž je součástí hlavní regulační smyčky.  

Schopnost enzymu CLOCK modifikovat jak histony, tak i proteiny nehistonové 

povahy, mu zajišťuje dvojí regulační funkci. Jeho enzymatická podstata má regulační vliv 

na negativní zpětnou smyčku, jíž je sám součástí. Přidáním acetylové skupiny k lysinu 

proteinu BMAL1 patrně dochází k usnadněnému připojení inhibitoru CRY ke komplexu, 

což vede k represi transkripce zprostředkované tímto komplexem (Hirayama et al., 2007). 

Zároveň ale jeho histonacetyltransferázová aktivita podporuje transkripci cílových genů 

(díky chromatinové remodelaci) a to vede k pozitivní stimulaci smyčky.  

Ve spojitosti s tímto klíčovým genem a jeho různorodou enzymatickou aktivitou 

byla snaha prozkoumat dopad jeho polymorfismů na chod buněčných hodin. V současné 

době  byla nalezena spojitost pouze mezi alelou 3111C a fenotypem extrémní ranní varianty 

(Katzenberg et al., 1998; Mishima et al., 2005). Některým studiím se daný výsledek 

podařilo zreplikovat, ale některé podobnou shodu nenašli, a tak není ani vliv tohoto 

polymorfismu jednoznačný (Pedrazzoli et al., 2010).  

 

1.1.3 PER 

 

Produkty genů PER1, PER2 a PER3 (celým názvem period circadian regulator 1,2 

and 3) jsou exprimovány cirkadiánně a jak již bylo zmíněno, jsou také součástí ústřední 

smyčky, kde inhibují aktivitu komplexu CLOCK:BMAL1. Tyto geny a jejich produkty 
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náleží do rodiny vazebných proteinů, která se vyznačuje PAS doménou (PER-ARNT-SIM), 

což jim umožňuje proteinovou dimerizaci s dalšími proteiny PER a CRY (Archer et al., 

2018). Pomocí elektronové mikroskopie bylo na myších jaterních buňkách doloženo, že 

všechny tři proteiny PER a dva proteiny CRY vytváří v cytoplasmě multiglobulární 

komplex, který je pravděpodobně stabilizován isoformou delta kinázy CK1 (Casein Kinase-

1) a je zpětně transportován do jádra (Aryal et al., 2017). Pokusy zkoumající dopad absence 

jednotlivých genů na rytmicitu cirkadiánního systému odhalily, že geny PER1, PER2 jsou 

nezbytné pro zachování soudržného cirkadiánního systému, zatímco zbývající gen PER3 jej 

pouze posunuje. Tato skutečnost se patrně týká především periferních tkání, zatímco síť 

interagujících neuronů v centrálním oscilátoru může jednotlivé genové deficity 

kompenzovat a tím i zachovat původní běh hodin ( Liu et al., 2007).  

Zatímco polymorfismy PER2 a PER3 byly častějšími předměty výzkumu 

v souvislosti s denním režimem, varianty genu PER1 byly častěji zkoumány z hlediska 

možných asociací s různými typy rakoviny. Teprve až v roce 2006 byla objevena tichá 

mutace T2434C (rs2735611) v exonu 18 genu PER1, která byla asociována s extrémním 

ranním fenotypem (Carpen et al., 2006). Ačkoli je tato mutace synonymní a nemění tak 

aminokyselinový řetězec, mohla by mít vliv na translanci mRNA, což by mohlo vést 

k danému posunu režimu.  

Alely genu PER2 byly zkoumané ve spojitosti s FASPS, kde mutace vedoucí k 

substituci serinu za glycin (S662G) byla nalezena u většiny členů rodiny mající FASPS 

(Toh et al., 2001). K této záměně aminokyselin dochází v CK1 vazebné doméně, což by 

mohlo vést k alternaci funkce daného proteinu.  

Ze zmíněných tří genů rodiny PER je PER3 ten nejvíce polymorfní (von Schantz, 

2008). Jak už bylo zmíněno výše, u tohoto genu byl sledován polymorfismus v exonu 18, 

kde se nachází tandemová repetice opakující se buďto čtyřikrát, anebo pětkrát. Tento VNTR 

(variable number tandem repeat) motiv se patrně nachází v místech, kde CK1 fosforyluje 

produkt genu PER3 a ovlivňuje tím zřejmě i jeho stabilitu a schopnost translokace do jádra 

(Archer et al., 2003). Současně byla kratší alela silně asociována s extrémní ranní variantou, 

zatímco ta delší s večerním typem. V další studii (Ebisawa et al., 2001) byla nalezena 

strukturní varianta genu (haplotyp 4), která signifikantně koreluje s DSPS. Autoři se 

domývají, že substituce glycinu za valin (G647V) by mohla být jednou z příčin této 

asociace, neboť valin je v této pozici u většiny obratlovců silně konzervován. Dále k této 
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změně dochází v zóně, která je velmi podobná oblastem na proteinech PER1 a PER2, kde 

dochází k fosforylaci kinázou CK1, což by opět mohlo vést k změnám vhodných podmínek 

při fosforylaci proteinu kinázou CK1. 

 

1.2. Metabolické geny 

 

Biologické hodiny jsou nastavené tak, aby dokázaly řídit rytmicky se opakující 

tělesné procesy i v případech, kdy se organismus nemůže orientovat podle vnějších signálů. 

Tím zajišťují potřebnou chronologickou posloupnost jednotlivých tělesných procesů a 

udržení potřebného režimu. Tato situace je ale v běžném životě spíše ojedinělá a jedinec, 

jako třeba člověk, je běžně vystavován externím podnětům, které mohou cirkadiánní rytmus 

významně ovlivnit a díky kterým se zase on může synchronizovat s vnějšími podmínkami. 

Tyto vnější signály přicházející z prostředí a mající vliv na rytmicitu biologických hodin, se 

někdy označují také jako „zeitgeber“ (z němčiny by doslovný překlad mohl znít jako 

„udávač času“). Mezi nejvýznamnější zeitgeber (ZT) patří pochopitelně světlo, které 

podléhá čtyřiadvacetihodinové rotaci Země a jež dopadá na sítnici oka, odkud vedou 

nervové signály až do SCN anteriorního hypothalamu (Roenneberg et al., 2007). Centrální 

hodiny se tedy orientují zejména světlem, potažmo tmou, ovšem existuje celá řada dalších 

ZT, které zasahují jak centrální, tak i periferní hodiny (např. pohybová aktivita, okolní 

teplota, příjem potravy apod.).  

Ani molekulární hodiny na úrovni buňky nezůstávají izolované od zbylého dění 

v buňce. Naopak jsou provázané s ostatními ději pomocí různých drah. Ostatně samotné 

hlavní komponenty buněčných hodin CLOCK a BMAL1 spouští mj. transkripci celé řady 

dalších genů, které se mohou účastnit daného běhu hodin, ale které také mohou zastat celou 

řadu  dalších funkcí zcela mimo ústřední cirkadiánní smyčku. Zpětně zase mohou i ostatní 

molekuly a proteiny mající funkci primárně mimo hodiny určitým způsobem zasáhnout do 

chodu mechanismu, ať už spuštěním či inhibicí transkripce genů, posttranslačních 

modifikací určitého proteinu či změnou jeho aktivity (Mazzoccoli et al., 2012). Má se za to, 

že až 20 % genů vykazuje čtyřiadvacetihodinovou rytmickou expresi v metabolicky 

aktivních tkáních a zároveň, že velká část produktů těchto genů se účastní metabolických 

procesů (Mazzoccoli et al., 2012). Mezi tyto tzv. metabolické geny, které se podílejí nejen 
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na chodu molekulárních hodin, ale fungují i v metabolismu buňky, patří i geny SIRT1 a 

PGC-1α.  

 

1.2.1. PGC-1α 

Gen PGC-1α (peroxisome proliferator-activated receptor-γ coactivator-1α) je také 

označován zkratkami LEM6 a PPARGC1 a kóduje transkripční koaktivátor, jenž reguluje 

geny zahrnuté v energetickém metabolismu buňky. Spojení s proteinem PPARγ mu 

umožňuje interagovat s dalšími transkripčními faktory. Dále má také důležitou úlohu 

například v mitochondriální biogenezi, β-oxidaci mastných kyselin a v hepatické 

glukoneogenesi. Jedním ze zásadních rozdílů, který odlišuje členy skupiny PGC-1 od 

dalších koaktivátorů, je závislost jejich exprese na nutritivním a fyziologickém stavu buňky. 

Ku-příkladu hladina mRNA PGC-1α je významně zvýšená v hepatocytech při hladovění, 

zatímco v kosterních svalech je takové zvýšení navozeno fyzickou aktivitou (Baar et al., 

2002).  

Význam genu PGC-1α je patrný nejen v četných procesech energetického 

metabolismu buňky, ale i v samotném mechanismu cirkadiánního rytmu. Jeho citlivost na 

měnící se fyziologické prostředí buňky ho také kvalifikuje na dalšího prostředníka 

propojujícího metabolismus buňky s jejími vnitřními hodinami. Jedna z prvních studií 

zkoumající jeho úlohu v biologických hodinách zjistila, že PGC-1α pravděpodobně 

pozitivně reguluje transkripci genu BMAL1 (Liu et al., 2007). Cirkadiánní mechanismus má 

vícevrstvý sytém mající podpůrné kontrolní smyčky, které pomáhají s regulací ústřední 

negativní smyčky. Jedna z nich zahrnuje i nukleární receptory RORα a REV-ERB. První 

z nich je pozitivní transkripční regulátor vážící se na promotor genu BMAL1, druhý naopak 

navazuje RORE (ROR-specific response elements) na promotor daného genu, čímž 

zabraňuje navázaní pozitivního transkripčního regulátoru a negativně tak ovlivňuje 

transkripci genu BMAL1 (Fontaine & Staels, 2007). Právě s RORα fyzicky interaguje PGC-

1α prostřednictvím LXXLL (motiv rozeznávající nukleární receptory, kde L značí 

aminokyselinu leucin a X reprezentuje libovolnou aminokyselinu) a pravděpodobně tak 

navádí k promotoru genu BMAL1 histonové acetyltransferázy (např. p300 a GCN5, ale 

nikoli CLOCK) čímž navozuje remodelaci chromatinu a mění jej tak z represivní formace 

do aktivní (Liu et al., 2007). Obdobné výsledky byly pozorované i v pokusech s dalšími 

tkáněmi, což vede k domněnce, že tato funkce PGC-1α je zachovávána napříč různými typy 
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buněk. Ve stejné studii autoři sledovali také projev chybějícího genu in vivo u myší a 

z výsledků vyplývá, že denní rytmus, lokomotorická aktivita, tělesná teplota a bazální 

metabolický výdej se signifikantně liší. Jak už navíc bylo zmíněno v předchozí části, PGC-

1α interaguje s několika chromatin-remodelujícími komplexy, včetně SIRT1. Jejich 

společná interakce byla pozorována v buňkách SCN a vedla k pozitivní stimulaci 

transkripce genu BMAL1 (Obr.2.). Také zde byla u PGC-1α -/- myší pozorována nižší 

hladina BMAL1 v SCN. Jelikož je exprese PGC-1α vysoce responsivní vůči nutritivním 

signálům, výše popsané nálezy doplňují mechanismus skrz který mohou být energetický 

metabolismus a cirkadiánní hodiny buňky přímo spojeny už na úrovni transkripce (Liu et 

al., 2007).  

Vzhledem k tomu, že zapojení PGC-1α v metabolických drahách bylo pozorováno 

jako první, většina prací sledujících dopady nějakého polymorfismu daného genu se 

zaměřovala právě na metabolické vlastnosti. Například jeho varianta rs3736265 G>A byla 

označena jako protektivní alela při vývoji diabetes mellitus typu 2 (Zhu et al., 2017). 

Nicméně žádná studie se zatím nezabývala spojením mezi variantami daného genu a 

determinací chronotypu.  

 

1.2.2. SIRT1 

 

Gen SIRT1 (Sirtuin 1) kóduje stejnojmenný protein SIRT1 patřící do sirtuinové 

rodiny. SIRT1 je NAD+ dependentní deacetyláza, jež odstraňuje acetylovou skupinu z 

histonů (nejčastěji z H3) (Doi et al., 2006), ale i z řady nehistonových proteinů. Díky této 

své široké škále substrátů se v buňce zúčastňuje několika fyziologických a metabolických 

procesů mj. glukoneogeneze, β-oxidace mastných kyselin a cholesterového toku. Má také 

podíl na umlčování transkripce, genomové stabilitě a dlouhověkosti buňky (Dali-Youcef et 

al., 2007). Aktivita SIRT1 je závislá na přítomnosti koenzymu NAD+. U savců převažuje 

biosyntetická dráha, která konvertuje nikotinamid (vitamín B3) a 5´-fosforibosyl-1-

pyrofosfát na nikotinamid mononukleotid (NMN), a to za účasti enzymu nikotinamid 

fosforibosyltransferázy (NAMPT) (Imai, 2009). Hladina enzymu NAMPT vykazuje 

výraznou denní oscilaci v hepatocytech myší, což indikuje, že hodinový mechanismus 

buňky je zapotřebí ke kontrolované expresi enzymu NAMPT a zároveň, že aktivita SIRT1 

také podléhá rytmické oscilaci (Ramsey, et al, 2014). 
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Na základě několika studií (Asher et al., 2008; Nakahata et al., 2008; Ramsey, et al., 

2010) byl ilustrován molekulární mechanismus, který propojuje chod vnitřních hodin s 

metabolismem organismu. Jedním z jeho hlavních komponent by měl být právě enzym 

SIRT1. Ten může zasáhnout do chodu buněčných hodin hned několika způsoby. Ve studiích 

pracujících s myšími hepatocyty a buněčnými kulturami, SIRT1 svou deacetylázovou 

aktivitou navodil změnu konformace proteinu PER2, což vedlo k ubiqutinizaci a následné 

degradaci proteinu PER2 v proteazómu (Asher et al., 2008). Autoři z toho vyvozují, že 

SIRT1 by v tomto případě měl působit jako pozitivní regulátor ústřední smyčky a dalších 

komponent buněčného cirkadiánního rytmu. Tím, že přispívá k destabilizaci jednoho 

z inhibitorů, nepřímo podporuje transkripci cílových genů. Jiná studie ovšem ze svých 

imunoprecipitačních experimentů vyvodila, že SIRT1 neinteraguje s PER2 nýbrž 

s enzymem CLOCK (Nakahata et al., 2008). Ze svých pozorování současně navrhli model, 

ve kterém SIRT1 funguje jako „molekulární reostat“ proteinu CLOCK, protože díky své 

deacetylázové aktivitě může modulovat načasování a míru acetylace BMAL1, který je 

acetylován právě svým partnerem CLOCK. Přidáním acetylové skupiny na K537 BMAL1 

zvyšuje účinnost represoru CRY umlčující komplex CLOCK:BMAL1 (Hirayama et al., 

2007). Nakahata a jeho tým ale zároveň zjistili, že deacetylace BMAL1 by mohla vést i ke 

ztrátě stability, a proto by SIRT1 mohl nakonec mít i negativní regulační vliv na BMAL1.  

Díky tomu, že deacetylázová aktivita SIRT1 se vztahuje i na histonové proteiny, bylo 

zjištěno, že tento enzym hraje i kritickou roli v udržování a navozování rytmické 

kontrolované míry acetylace u histonů a tím pádem přispívá i k cirkadiánní chromatinové 

remodelaci. V promotorových oblastech genů tím nicméně i působí jako negativní regulátor, 

neboť svou deacetylázovou aktivitou usnadňuje navázání inhibitorů na dané oblasti. 

Důležitá je i skutečnost, že gen NAMPT, jenž kóduje enzym nezbytný pro biosyntézu NAD+ 

(a bez kterého nemůže být SIRT1aktivní) je i jedním z cílových genů komplexu 

CLOCK:BMAL1 (Ramsey et al., 2009).  

Oba tyto mechanismy popisující zapojení SIRT1 v cirkadiánním rytmu byly 

pozorované v periferních tkání myší, především v hepatocytech. V SCN byla nicméně 

pospána další dráha, která navrhuje dodatečnou regulaci transkripce genu BMAL1 (Chang & 

Guarente, 2013). SIRT1 se podle ní kooperativně váže s PGC-1α na promotor genu BMAL1 

a tím pozitivně reguluje jeho transkripci. Nepřímo tak podporuje i transkripci dalších 

cílových genů komplexu CLOCK:BMAL1, včetně enzymu NAMPT, který syntetizuje 

kofaktor NAD+ nezbytný pro aktivitu SIRT1, která se zdá býti nezbytná pro dosažení 
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adekvátní hladiny proteinu PGC-1α (obr.2). Výše uvedené studie dokládají komplexitu 

jednotlivých vzájemných interakcí mezi proteiny, zároveň ale také podávají přesvědčivý 

důkaz o tom, že chod buněčných hodin je úzce provázán s metabolismem buňky a že jím 

může být výrazně ovlivněn. Jako dodatečný argument lze uvést studii, která sledovala 

narušení rytmicity několika cirkadiánních genů v několika tkáních v důsledku diety 

s vysokým obsahem tuku, u kterých po podání aktivátoru SIRT1 Resveratrolu došlo nejen 

ke snížení tělesného tuku, ale také k obnovení rytmicity klíčových hodinových genů (Sun et 

al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 2.: Role SIRT1 v cirkadiánním mechanismu v periférii i v SCN. Upraveno podle -

Xu et al., (2018). 

 

Z výše popsaných molekulárních drah je patrné, že SIRT1 reprezentuje jednu 

z významných spojnic propojující buněčné hodiny s metabolismem buňky. Do jaké míry 

metabolické dráhy determinují chod hodin, a naopak, je stále předmětem diskuse. 

Jednoznačný vliv SIRT1 na chronotyp a rytmicitu cirkadiánního mechanismu dokládají 
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výše zmíněné studie, které pracovaly převážně s mutantními myšmi, které gen pro daný 

protein buďto neměly, měly jej upravený k přílišné expresi, anebo jim byl daný protein 

zablokován (Asher et al., 2008; Chang & Guarente, 2013; Nakahata et al., 2008). Ve všech 

případech došlo k posunutí či arytmicitě cirkadiánního rytmu sledovaném jak na aktivitě 

myší, tak i v oscilaci hladin či aktivitě zapojených proteinů. Nicméně studií, které by 

zkoumaly vliv polymorfismu genu SIRT1 na chronotyp člověka je velmi málo. Jedna 

z prvních pozorovala kombinace genotypů SNP genů CLOCK (rs1801260) a SIRT1 

(rs1467568) ve spojení s chronotypem daného člověka, ale i jeho potenciální resistencí vůči 

ztrátě hmotnosti během probíhající diety (Garaulet et al., 2012). Výsledky ukázaly, že 

genotyp mající homozygotní minoritní alely v obou genech je asociován s extrémním 

večerním chronotypem a současně, že každá minoritní alela má aditivní efekt na ztrátu 

hmotnosti.  
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3. Cíl práce 
Cílem této diplomové práce je přispět k objasnění genetické determinace chronotypu 

člověka prostřednictvím analýzy vztahu vybranými polymorfismy určitých genů a 

chronotypem.  

Nejprve budou vybrány relevantní polymorfismy jak přímo hodinových genů 

tvořících ústřední mechanismus cirkadiánního rytmu, tak i metabolických genů 

asociovaných s regulačními mechanismy cirkadiánního rytmu. Tyto polymorfismy budou 

dále sledovány při genotypizaci již existujícího souboru, skládajícího se z 57 jedinců, jejichž 

chronotyp byl standardizovaným dotazníkem vyhodnocen buďto jako extrémní ranní 

varianta („skřivan“), anebo jako extrémní večerní varianta („sova“). Následně budou 

statistickou analýzou vyhodnocené vztahy mezi danými polymorfismy a chronotypem 

jedince. Díky této analýze bude snaha zjistit, zda existuje statisticky významný vztah mezi 

genotypem vybraných polymorfismů a chronotypem a současně, zda existuje i nějaká 

kombinace polymorfních variant (haplotypy) přispívající k danému chronotypu. 
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4. Materiál a metody  
 

Celý projekt se odehrál jednak ve spolupráci s katedrou fyziologie Přírodovědecké 

fakulty Univerzity Karlovy, kde byly odebírány sliny dobrovolníků k izolaci DNA a 

shromažďována jejich fyziologická data, a dále za účasti Národního ústavu duševního 

zdraví (NÚDZ), který poskytl svá data z online standardizovaného dotazníku na určení 

chronotypu (MEQ – morning evening questionnire). K sestavení souboru byly využity 

dotazníky vyplněné za období od října 2019 do října 2020. Na základě výsledného skóre 

byli osloveni participanti, kteří v dotazníku dosáhli buďto skóre 59–86 (chronotyp „skřivan) 

anebo 16–41 (chronotyp „sova“). Z oslovených dobrovolníků celkem 57 z nich souhlasilo 

s odebráním slin ke genotypizaci. Soubor obsahoval 27 mužů a 30 žen ve věku 20 až 40 let, 

přičemž 19 mělo extrémní večerní chronotyp a 38 extrémní ranní chronotyp. Všichni 

zúčastnění byli seznámeni s potřebnými informacemi a poskytli svůj souhlas podepsáním 

informovaného souhlasu. 

Z obdržených vzorků slin byla nejdříve izolována DNA, která byla následně 

amplifikována pomocí metody PCR a úspěšnost PCR byla ověřena pomocí elektroforézy. 

Výsledný produkt byl dále genotypizován buďto za využití přímé sekvenace (Sangerovo 

sekvenování) anebo pomocí metody RFLP.  

 

4.1 Izolace DNA 

 

 Izolace DNA ze vzorků slin proběhla v zázemí laboratoře molekulární antropologie a 

byla provedena Mgr. Lucií Turečkovou (v rámci řešení její diplomové práce) a Adélou 

Šerclovou (v rámci řešení SOČ). K práci byl využit izolační kit Isohelix GeneFixTM Saliva 

DNA Mini Kit: GSS-50/GSS-5 a příslušný protokol. Izolace probíhala podle přiloženého 

protokolu a obsahovala zavedené kroky 
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4.2 Výběr polymorfismů a návrh primerů  

 

 Na základě současně dostupného výzkumu v oblasti dané problematiky jsme se 

rozhodli zkoumat polymorfismy následujících hodinových a metabolických genů: BMAL1,  

PER1, PER3, SIRT1 a PGC-1α. Pro vyhodnocování a statistickou analýzu jsme použili i 

data, které ve své diplomové práci obdržela kolegyně Mgr. Lucie Turečková, která 

zkoumala hodinové geny BMAL1, CLOCK, PER2 a PER3 (Turečková, 2021). Relevantnost 

uvedených genů ve zmíněné problematice byla probrána v úvodu této práce. 

 Vzhledem k omezenému množství zdrojů, které by se zabývaly souvislostí mezi 

polymorfismem těchto genů a chronotypem, jsme se rozhodli zkoumat i polymorfismy, 

které nejsou v odborné literatuře v této souvislosti dosud uváděny. Na základě toho jsme si 

stanovily několik kritérií, která nás vedla k výběru relevantních polymorfismů. Dané SNP 

by mělo vést k missense anebo samesense substituci buďto v kódujících anebo v 5’UTR a 

3’UTR oblastech (oblasti 5’UTR a 3’UTR jsou části nacházející se na mRNA, které nejsou 

translatované do proteinu (z anglického untranslated region), avšak mohou mít řadu 

regulačních funkcí anebo mohou mít vliv i na stabilitu mRNA). Zároveň by tyto 

jednonukleotidové substituce měly mít dvě anebo více variant. U daných polymorfismů by 

měla být známa MAF (minor allele frequency), která podpoří pravděpodobnost výskytu 

dané alely v našem souboru. K ověření stanovených podmínek a hledání vhodných 

polymorfismů, které by splňovaly daná kritéria, jsme využili internetové platformy 

Ensembl1 a NCBI2. Dále bylo potřeba navrhnout pro nalezené polymorfismy primery, které 

by byly použity pro PCR. Primery byly navrhnuty pomocí platformy BLAST3 na stránkách 

NCBI. Bylo potřeba mj. zkontrolovat, zda reverse (R) i forward (F) primer mají 

optimalizovanou anelační teplotu a zda v cílové sekvenci nenasedají i v jiné části. Na 

základě výše popsaného postupu byly vybrány následující polymorfismy ke genotypizaci 

(viz Tabulka 1). 

 

 

 
1 https://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 vybraných genů, jejich polymorfismů, MAF a sekvencí primerů. 

Označení „F“ je pro přímý primer a „R“ pro zpětný primer. Označení C1-C9 je pracovní 

kód pro polymorfismy. 

 

Gen Polymorfismus Sekvence primerů Alely MAF 

BMAL1  

 

C6 

rs11824092  

(intronová 

varianta) 

 

F – TCCACTGTCTTTCAGCAGGT 

R – CTGGACGATTTTCACAGCCG 
C> T 0,44 

 

C7 

rs1481892 

(intronová 

varianta) 

 

F – TGGTATTTACCTCCTGGCACC 

R – CACTGCATGTAATCACGGGG 
C> G 0,42 

PER1 

 

C9 

rs2735611 

(samesense 

v kódující 

sekvenci) 

 

F – TGTGGAAGAGCTGTCGAGT 

R – CGTTGGCAGAGAGGTGACCA 
A> G 0,43 

PER3 

 

C8 

rs2640909 

(missense 

v kódující 

sekvenci)  

 

F – CAGGCAACAATGGCAGTGAGA 

R – GTTGTCCTGATCCACTACCTGA 
T> C 0,19 

SIRT1 

 

C4 

rs2394445 

(substituce 

v 3’UTR oblasti) 

  

F – ACAGGAATTGTTCCACCAGCA 

R – CCGAGTGCTCTCCCCACATA 
A> T 0,09 

 

C5 

rs1467568 

(intronová 

varianta) 

  

F – ACACAGGTTGTAGTCAGGGTG 

R – GCTTCTCTAAAGTACACAGGCTT 
A> G 0,32 

PGC-1α 

 

C1 

rs3736265 

(missense 

v kódující oblasti) 

  

F – ATGGGGAGGGGTATAGGGTT 

R – GAGAGAGCACATCACTCCCAG 
G> A 0,11 
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C2 

rs8192678 

(missense 

v kódující oblasti) 

  

F – GTGCCAGAATTGCAGTGGTC 

R – GCAAGCAAGCAGGTCTCTCC 
C> T 0,27 

 

C3 

rs2946385 

(missense 

v kódující oblasti)  

 

F – ACAGTTGTTGATTCCTAGTCCCT 

R – TCCTGGTGATTAAAGTGCCAGA 
G> T 0,68 

 

4.3 Metoda PCR  

 

 PCR (polymerase chain reaction) je běžná metoda, která se využívá pro mnohočetné 

namnožení cílového úseku DNA. Díky tomu je možné získat až miliardy kopií daného 

amplikonu, jež je využitý v dalších krocích genotypizace. Klasická PCR začíná denaturací 

šroubovice DNA, která se odehrává při vysoké teplotě (kolem 95℃). V těchto podmínkách 

se vlákna molekuly rozvolní, a to umožní primerům nasednout na komplementární úsek 

sekvence a ohraničit tím cílovou sekvenci (anelační teplota se pohybuje většinou v rozmezí 

50–65℃). Následně dojde k samotné syntéze nového úseku DNA, který je komplementární 

k původní matrici, což se opět odehrává za zvýšené teploty. Tyto tři fáze se několikrát za po 

sobě opakují a díky tomu exponenciálně narůstá i množství amplikonu. Vzorky na PCR 

jsme připravili podle následujícího standardizovaného protokolu: 

Reakční směs o celkovém objemu 15µl 

Destilovaná H2O…………………………………10 µl (korigováno podle koncentrace DNA) 

10x pufr (FirePol)………………..……...………..1,5 µl 

MgCl2 (25mM)……………………………...……..0,9 µl 

dNTP (deoxyribonukleotidy, 10mM)….………….0,2 µl 

polymeráza Taq (FirePol, 5U)………….…………0,3 µl 

primer F…………………………………..………..0,3 µl 

primer R………………………………….……….0,3 µl 
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templátová DNA……………………...…………..1,5 µl (korigováno podle koncentrace 

DNA) 

Templátová DNA byla napipetována do 0,2 ml označených mikrozkumavek, které 

byly označené fixou. Dále byl připraven mastermix, který byl vytvořen smícháním 

jednotlivých reagencií jejichž množství bylo upraveno vzhledem k počtu předpřipravených 

mikrozkumavek. Ještě, než byla přidána polymeráza Taq, byl mastermix zvortexován, aby 

se jednotlivé složky dobře promíchaly a polymeráza nebyla poškozena. Po přidání 

polymerázy jsme k jednotlivým vzorkům DNA dopipetovali 13,5 μl mastermixu. Následně 

byly mikrozkumavky umístěny do thermocycleru (Professional Thermocycler Biometra, An 

Analytic Jena Company) a byl spuštěn patřičný program. Každý cyklus proběhl celkem 35x 

a na konci byla ponechaná teplota 4℃, aby byly zkumavky ve vhodné teplotě, než se 

vyndají a uloží do mrazáku. Teplotní profily pro každý pár primerů byly do thermocycleru 

zadané podle tabulky 2. 

 

Tabulka 2.: Přehled teplotních profilů pro jednotlivé polymorfismy. Každý cyklus (od fáze 

denaturace po fázi extenze) byl zopakován 35krát. 

Kód 

polymorfismu 

Úvodní 

denaturace 
Denaturace 

Anelační 

fáze 
Extenze 

Konečná 

extenze 
Konec 

C1 

95 ºC/3 min 95 ºC/20 s 

57 ºC/40 s 

72ºC/2 min 72 ºC/5 min 4 ºC/ neurčito 

C2 57 ºC/40 s 

C3 56 ºC/40 s 

C4 56 ºC/40 s 

C5 55,5 ºC/40 s 

C6 57 ºC/40 s 

C7 62 ºC/40 s 

C8 57 ºC/40 s 

C9 58 ºC/40 s 

 

 

                                                                 35 x 
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4.4. Elektroforéza 

 

 Elektroforéza (ELFO) je metoda hojně využívaná k rozdělení a detekování molekul. 

Princip je založen na separaci molekul nesoucích náboj v elektricky nabitém poli. Molekula 

DNA je díky fosfátovým skupinám nositelem negativního elektrického náboje a pohybuje se 

tedy ke kladně nabité elektrodě – anodě. Vzorky DNA jsou umístěné do gelu, který vytváří 

polymerní síť s póry, kterými se molekuly pohybují směrem k anodě. Čím je molekula větší, 

tím je jí pohyb pomalejší.  

  V naší práci jsme elektroforetickou metodu využili jednak k detekci úspěšně 

proběhlé PCR, k ověření výsledné délky amplikonů a dále k vyhodnocení štěpné reakce za 

použití restrikčních endonukleáz (RFLP).  

 Přípravu ELFO jsme provedli dle následujícího protokolu: 

1. Pro přípravu gelu jsme si do kádinky odměřili 2 g sušené agarózy (2% koncentrace) 

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

2. Kádinku s roztokem jsme zamíchali a v mikrovlnné troubě jej zahřáli asi na 2,5 

minuty, přičemž jsme se ujistili, že roztok za tu dobu prošel varem (tvorba pěny). 

3.  Zahřátou směs jsme vyndali a opět promíchali. Poté jsme přidali 2,5 μl 

interkalačního barviva GelRed Nucleid Acid Stain a zamíchali. 

4. Obsah kádinky jsme přelili do předpřipravené elektroforézové formy a ihned umístili 

2 hřebínky, které dohromady vytvořily 24 jamek. Směs jsme nechali ztuhnout 

(přibližně 30 min). 

5. Ze ztuhlého gelu jsme vyňali hřebínky a do vaničky s gelem jsme nalili elektrolyt 

(opět TBE pufr) tak, aby kompletně překrýval gel.  

6. Na kus parafilmu jsme napipetovali dvacet dva kapek (o objemu 2,7 μl) nanášecí 

barvičky (TriTrack DNA Loading Dye) a každou kapku jsme promíchali s 5 μl 

produktu PCR. Jendotlivé kapky jsme poté napipetovali do jednotlivých 22 jamek. 

7. Do zbylých 2 jamek (první v řadě) jsme napipetovali 1,2 μl velikostního standardu 

(GeneRuler 100bp DNA Ladder). 

8. Poté jsme elektroforézu spustili s napětím 140 V po dobu 45 minut. 
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9. Následně jsme gel z vaničky vyndali, umístili jej do přístroje Gel Doc a vyhodnotili 

snímek na počítači pomocí softwareu ImageLab. 

10.  Pakliže byly přítomny všechny bandy o správné délce, byla to známka úspěšně 

proběhlé PCR a bylo možné přejít k dalšímu kroku sekvenace. Pokud nějaký band 

chyběl, bylo potřeba daný vzorek DNA znovu připravit na opravnou PCR. 

 

4.5 Metoda RFLP  

 

 Po namnožení jednotlivých cílových úseků DNA pomocí metody PCR a ověření, že 

tato fáze proběhla správně a dala vzniknout očekávaně dlouhým amplikonům, vedl další 

krok k detekci jednotlivých polymorfismů. Pro polymorfismy, kde jsme byli schopni nalézt 

adekvátní restrikční endonukleázu, jsme k analýze využili metodu RFLP (restriction 

fragment length polymorphism). Tato zavedená metoda využívá právě restrikčních enzymů, 

díky kterým ve vzorku mohou vzniknout restrikční fragmenty DNA, které se liší svou 

délkou a mohou tak být detekovány pomocí elektroforézy. Bylo třeba nalézt takovou 

restrikční endonukleázu, jejíž restrikční místo by se překrývalo se sekvencí genu o několika 

párech bazí, kde se nacházel jednonukleotidový polymorfismus. Pakliže endonukleáza štěpí 

pouze v případě, kdy se v sekvenci vyskytuje minoritní alela a vzorek DNA by byl od 

homozygota s danou alelou, pak by se ve snímku z gelové elektroforézy objevily dva 

proužky (dohromady dávající délku původní namnožené DNA). Pokud by vzorek pocházel 

od heterozygota, projevilo by se to třemi proužky – dvěma pocházejícími z rozštěpené 

molekuly a jedním delším z nerozštěpené DNA. Pokud se ve snímku ukáže pouze jeden 

delší proužek, pak nedošlo ke štěpení a vzorek tedy pochází od homozygota s majoritní 

alelou. Obdobná situace nastává i v případě, kdy enzym štěpí pouze majoritní variantu. 

K našemu výzkumu jsme si zvolili následující restrikční endonukleázy (Tabulka 3). 
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Tabulka 3: Seznam použitých endorestrikčních restriktáz u daných polymorfismů. 

Kód polymorfismu Endonukleáza 
Štěpí v případě 

nukleotidu 
Pufr 

C2 
AgeI C 10x NEBuffer 1.1 

BsrI T 10x NEBuffer 3.1 

C3 ApaI G rCutSmart Buffer 

C6 HphI T CutSmart Buffer 

C8 NcoI T 10x NEBuffer 3.1 

C9 HaeIII G 
10x Buffer Tango 

(with BSA) 

  

Vzorky ke štěpení byly připraveny na základě následujícího protokolu: 

Reakční směs o celkovém obejmu 10 μl 

Destilovaná H2O……………………………………………3,8 μl 

Pufr (pro každý enzym individuální)………………………….1 μl 

Endonukleáza……………………………………………….0,3 μl 

Produkt PCR …………………………………………………..5 μl 

 Nová mikrozkumavka byla označena pomocí fixy a bylo do ní napipetováno 5 μl 

produktu PCR. Poté byl namíchán mastermix a množství jednotlivých reagencií bylo 

vypočítáno z výchozího množství. Po zvortexování mastermixu bylo do jednotlivých 

mikrozkumavek napipetováno 5 μl reakční směsi. Následně byly mikrozkumavky umístěny 

do thermocycleru, kde proběhla reakce podle stanoveného teplotního profilu. Jednotlivé 

teplotní profily jsou uvedeny v tabulce 4. Po ukončené reakci byly vzorky se štěpným 

produktem vyňaty a následně bylo provedeno vyhodnocení pomocí elektroforézy (obrázek 

3). 
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Tabulka 4: Přehled jednotlivých teplotních podmínek pro dané restrikční enzymy. 

Kód polymorfismu Endonukleáza Teplotní podmínky 

C2 

AgeI 
37 ºC/60 min, 80 ºC/ 80 min, 

4 ºC/pauza 

BsrI 
65 ºC/15 min, 80 ºC/20 min, 

4 ºC/pauza 

C3 ApaI 
37 ºC/15 min, 65 ºC/20 min, 

4 ºC/pauza 

C6 HphI 
37 ºC/15 min, 65 ºC/20 min, 

4 ºC/pauza 

C8 NcoI 
37 ºC/15 min, 80 ºC/20 min, 

4 ºC/pauza 

C9 HaeIII 
37 ºC/60 min a 80 ºC/ 80 min, 

4 ºC/pauza 

 

 

 

Obrázek 3: Příklad výstupu metody RFLP. Na obrázku je vidět výsledek štěpné reakce 

zkoumající polymorfismus C3. Kromě vzorků 3. a 15. byla u každého vzorku rozštěpena 

jedna alela ale druhá nikoli a tím pádem pochází vzorky od heterozygotů G/T. U vzorků 3. a 

15. nedošlo ke štěpení žádné alely, a proto náleží homozygotům T/T.  
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4.6. Sangerovo sekvenování 

 

 U některých polymorfismů nebyla k dispozici vhodná restrikční endonukleáza, a 

proto byl u nich zvolen jiný způsob genotypizace nežli u předešlých variant. Přímé 

sekvenování (neboli Sangerovo sekvenování) detekuje jednotlivé báze v cílovém úseku 

DNA a díky tomu lze zjistit, jaký nukleotid se v dané pozici nachází. Princip metody je 

založen na využití dideoxyribonukleotidtrifosfátu (ddNTP), které jsou speciálně 

fluorescenčně označené a po jejichž inkorporaci do DNA se zastaví syntéza nové DNA. 

Zkoumaný vzorek je rozdělen do čtyř sekvenačních reakcí, přičemž všechny obsahují 

všechny čtyři volné nukleotidové báze (dATP, dGTP,dCTP, dTTp) ale každá pouze jeden 

typ ddNTP. Díky vznikajícím signálům sekvenátor zaznamenává ukončení jednotlivých 

reakcí a poskládá tak zkoumanou sekvenci dohromady. Příprava vzorků probíhala ve 

fakultní laboratoři, ovšem vzorky byly k samotné sekvenaci zaslány do Biocevu, kde byly 

zpracované v sekvenátoru MiSeq Illumina.  

Jakmile byla ověřena úspěšnost PCR reakce díky elektroforéze, bylo potřeba nejprve 

provést asymetrickou PCR. Její princip je obdobný jako u klasické PCR, ovšem musí se 

připravit 2 reakční směsi, přičemž jedna obsahuje pouze primer F a druhá zase jen primer R. 

Takto z původního amplifikátu vzniknou dva nové, přičemž jeden bude obsahovat pouze 

kopie DNA tzv. vedoucího vlákna (5‘ – 3‘) a druhý jen kopie vlákna opožděného (3‘– 5‘).  

Příprava vzorků na asymetrickou PCR probíhala dle následujícího protokolu: 

1. Připravili jsme si 2 sady mikrozkumavek o objemu 0,2 ml. Jednu sadu jsme si 

označili jako „F“ (obsahující pouze forward primer) a druhou jako „R“ (obsahující 

pouze riverse primer). Poté jsme do všech zkumavek napipetovali 2,5 μl amplifikátu 

z původní PCR reakce. 

2. Připravili jsme 2 mastermixy (opět F a R), které vycházely z původní reakční směsi 

skládající se z: 

Destilovaná H2O……………………………….3,5 μl 

Sekvenační pufr (5x)……………………………2 μl 

Primer F nebo R…………………………………1 μl 

Sekvenační kit BigDye Terminator v3.1………..1 μl 
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3. Obě zkumavky s mixy jsme zvortexovali a následně rozpipetovali příslušnou směs 

do zkumavek příslušné sady po objemu 7,5 μl. 

4. Mikrozkumavky jsme poté umístily do thermocycleru a teplotní profil nastavili na 

následující hodnoty: 

96 ºC/3 min 

96 ºC/10 s 

50 ºC/5 s                       35 cyklů 

60 ºC/3 min  

 

5. Po skončení reakce jsme vzorky vyňali a připravili k přečištění. 

 

Aby bylo sekvenování úspěšné a výsledek čitelný, je potřeba zbavit DNA veškerých 

příměsí, rozpouštědel, volných dNTP, solí apod. Proto bylo potřeba vzorky před odesláním 

do instituce Biocev přečistit. 

Vzorky jsme přečistili podle následujícího protokolu: 

1. K 10 μl sekvenační směsi v mikrozkumavkách jsme přidali 28 μl 96% EtOH a 

inkubovali jsme je při pokojové teplotě po dobu 15 minut. 

2. Poté jsme vzorky postupně umístili do centrifugy a nechali je zde 20 minut 

centrifugovat při 13 000 rpm. Po skončení jsme ze zkumavek odebrali supernatant. 

3. K peletě jsme napipetovali 50 μl 70% EtOH a mikrozkumavky nechali centrifugovat 

při 13 000/10 min. Opět jsme po skončení odstříkli supernatant. 

4. Otevřené mikrozkumavky s peletou jsme vložili do otevřeného thermocycleru a 

nechali je inkubovat při 40 ºC po dobu 15 minut, či do úplného vysušení. 

5. Nakonec jsme vyplnili průvodku, popsali příslušně mikrozkumavky a odeslali je do 

Biocevu. 
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A                                                                 B                                                      C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 3.: Příklad výstupních dat ze sekvenace. Na obrázcích A, B a C je vidět sekvence 

zachycující polymorfismus C7 (označen červenou šipkou). Obrázek A reprezentuje vzorek 

od homozygota C/C. Obrázek B patří heterozygotovi C/G. Sekvence na obrázku C zachytila 

homozygota G/G. 

 

4.7. Statistické vyhodnocení dat  

 

Po shromáždění dat z jednotlivých metod genotypizace jsme přistoupili k samotné 

analýze. K statistickému vyhodnocování jsme využili software GraphPad Prism 8. Nejprve 

jsme zjišťovali statistický význam jednotlivých polymorfismů. U každého polymorfismu 

byly vytvořené dvě kontingenční tabulky, které pojmuli jednotlivé alely jako dominantní 

(např. první tabulka reprezentovala situaci, kdy by dominantní alelou u C1 bylo G, zatímco 

druhá by jako dominantní alelu měla alelu A). Analýza byla provedena za pomoci Fisherova 

exaktního testu.  

Poté jsme přistoupili k vyhodnocení signifikance jednotlivých párů polymorfismů. 

Každý polymorfismus byl zkombinován s každým a u jednotlivých dvojic byly vytvořené 

kontingenční tabulky se všemi možnými kombinacemi jednotlivých alel (celkem tedy čtyři 



 
 

29 
 

tabulky). Opět byl proveden Fisherův exaktní test, popřípadě, když to forma tabulek 

vyžadovala, jsme použili chí-kvadrát test.  

Po zjištění velikosti efektu jednotlivé alely či jejich kombinace jsme v případě 

signifikantního výsledku spočítali parametr RR (relative risk). 
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5. Výsledky 
 

Během výzkumu jsme provedli genotypizaci všech vzorků DNA, které byly 

v souboru dostupné. Nicméně ne u všech vzorků se nám podařilo obdržet výsledek, anebo 

nebyl dostatečně kvalitní, aby z něho mohla být přesně určena sekvence či počet proužků na 

snímku z elektroforézy. Absence některých výsledných dat mohla být zapříčiněna několika 

faktory. Jednak u některých vzorků mohlo časem dojít ke snížení kvality izolované DNA a 

po amplifikaci jejich kontrola na elektroforéze vycházela opakovaně negativně. Jednak byl 

ten samý soubor využíván i v jiném diplomovém projektu a u některých vzorků již nezbylo 

dostatečné množství DNA pro kvalitní genotypizaci. Navzdory těmto komplikacím jsme 

však z většiny vzorků dokázali získat kvalitní data, která mohla být využita pro následnou 

analýzu. Přehled veškerých genotypů jednotlivých polymorfismů náležící konkrétních 

vzorků shrnuje tabulka 5 a 6. Tyto tabulky obsahují i data získané Mgr. Lucií Turečkovou 

v jejím diplomovém projektu (Turečková, 2021), pro který využívala tentýž soubor vzorků. 

Předmětem jejího výzkumu byly polymorfismy nacházející se pouze v hodinových genech, 

které byly již dříve asociované s některým z chronotypů. Jedná se o varianty genů BMAL1 

(rs4757138, nesoucí kód L2), CLOCK (rs1801260, kód L1), PER2 (rs2304672, kód L3) a 

gen PER3 (rs57875989, kód L4). Z jejího výzkumu byly také využity poznatky o tom, že 

rozlišování extrémních variant chronotypu na „mírně ranní“ a „extrémně ranní“, resp. 

„mírně večerním“ a „extrémně večerním“ chronotypem, nemá při dané velikosti souboru 

statisticky relevantní význam. Z tohoto důvodu jsme k tomuto rozlišování taktéž 

nepřistoupili a rozlišovali pouze mezi ranním a večerním chronotypem.   
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Tabulka 5: Hrubá data zachycující všech 9 zkoumaných genotypů u jednotlivých vzorků 

náležící dobrovolníkům s večerním chronotypem. Sloupce označené L1-L4 obsahují 

výsledky obdržené z výzkumu Mgr. Turečkové sledující ten samý soubor. Symbol „x“ značí 

vzorky, kde vzorek nebylo možné genotypizovat. 

 

 

 

 

 

 

Večerní chronotyp 

Kód vzorku Pohlaví 
MEQ 

skóre C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 L1 L2 L3 L4 

1 M 28 G/G C/C G/T T/A G/A C/C x T/C A/A T/T G/G C/C 5/5 

5 F 31 G/G C/T G/T T/A G/G C/T C/G C/C A/A T/T A/G C/C 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/C C/C T/T A/G T/C G/G C/C 4/5 

20 M 25 G/G x x x x x x x x T/T G/G C/C 4/4 

22 F 28 G/G C/T G/T T/T G/G C/T C/G T/C A/A T/T A/G C/C 4/4 

37 F 31 G/G C/T G/T T/T G/G C/C C/G T/C A/G T/T G/G C/C 5/5 

39 M 23 G/A C/C G/T T/A A/A C/T C/C T/C A/G T/C G/G C/G 4/4 

41 F 27 G/A C/T G/T T/A G/A C/T C/G T/C A/G T/T A/G C/C 5/5 

44 F 28 x C/T G/T T/A A/A C/C C/G T/T A/A T/C A/A C/G 4/4 

45 F 21 G/G C/T G/T T/A G/G C/T C/C T/T A/G T/C G/G C/G 4/5 

47 M 30 G/G C/C G/T T/T G/A C/C C/C T/T A/G T/C G/G 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 G/G x x x x x x x x T/T G/G C/C 4/5 

50 F 33 x T/T T/T x G/G C/T C/G C/C A/A T/T A/G C/C 4/4 

52 F 31 G/G C/T G/T T/T x C/C C/C C/C A/A T/C G/G C/G 4/5 

56 F 29 G/G C/C G/T T/T G/A C/C C/G T/C 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/C G/G T/C G/G C/C 4/4 
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Tabulka 6: Hrubá data zachycující všech 9 zkoumaných genotypů u jednotlivých vzorků náležící 

dobrovolníkům s ranním chronotypem. Sloupce označené L1-L4 obsahují výsledky obdržené 

z výzkumu Mgr. Turečkové sledující ten samý soubor. Symbol „x“ značí vzorky, kde vzorek nebylo 

možné genotypizovat. 

 

Ranní chronotyp 

Kód Pohlaví 

MEQ 

skóre C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 L1 L2 L3 L4 

2 M 72 G/G C/C G/T T/A G/A C/T C/C C/C A/A T/C G/G C/G 4/5 

3 M 76 G/G C/T T/T T/A G/A C/C x C/C 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/C A/G C/C 4/4 

7 M 27 G/G x x x x x x x x T/C A/G C/C 4/4 

8 F 70 G/G C/T G/T T/A G/G C/C x C/C A/A T/C G/G C/C 4/5 

9 M 75 G/G C/T G/T T/A G/A C/C x C/C A/A T/C G/G C/C 4/5 

10 F 68 G/G C/C G/T T/T G/G C/T C/C C/C A/A T/C G/G C/C 4/4 

11 F 67 G/G C/T G/T T/A G/A C/T C/C T/T A/G T/C 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/C T/C 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/C A/G C/C 4/5 

18 M 73 G/G C/C G/T T/T G/A C/C C/C T/C A/A T/C G/G C/G 4/4 

19 F 74 G/G C/T G/T T/T G/A C/C C/C T/C A/G T/C G/G C/C 5/5 

21 F 70 G/G x x x x x x x x T/T G/G C/C 4/5 

23 F 69 G/G C/T x T/T G/G C/T x T/C A/A T/C A/G C/C 4/4 

24 M 69 G/G C/C G/T T/A G/G T/T G/G T/C A/A T/C A/A C/C 4/5 

25 M 68 G/G C/T G/T T/A G/A C/T C/C T/C A/A T/T A/G C/C 4/5 

26 M 72 G/G C/C G/T T/T G/A C/T C/C T/C A/A T/C G/G C/C 4/5 

27 M 69 G/G C/T G/T T/A G/G T/T C/C T/C A/G T/C 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 T/T G/A C/T 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 G/G x x x x x x xx x T/T G/G C/C 4/4 

33 M 72 G/G C/T x T/A x C/T x C/C x T/C A/A C/C 4/5 
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5.1  Analýza jednotlivých polymorfismů  

 

Prvním krokem při analýze dat byla snaha zjistit, zda některý ze zkoumaných 

polymorfismů asociuje s jednou či druhou extrémní variantou chronotypu sám o sobě. Na 

základě toho jsme nejprve vypsali všechny možné genotypy jednotlivých genových variant 

a spočítali jsme, kolik účastníků danou variantu nese (Tabulka 7). U polymorfismů C1, C3 a 

C4 nebyly zachyceny všechny genotypové varianty. Důvodem může být příliš nízká 

frekvence výskytu minoritní alely v populaci, a proto její homozygotní varianta nebyla 

v našem souboru zachycena (např. genotyp A/A u C1 a C4). Překvapivě ale nebyla nalezena 

ani homozygotní varianta majoritní alely G u polymorfismu C3.  

Dalším krokem bylo rozřazení jednotlivých vzorků od účastníků do dvou skupin 

označených jako „ranní chronotyp“ a „večerní chronotyp“ (rozřazení proběhlo na základě 

jejich MEQ skóre). Poté jsme spočítali, kolik jedinců se s daným genotypem v jedné a druhé 

skupině nachází. Dále jsme vytvořili tabulku s možnými genotypy a testovali jsme „efekt 

jedné alely“. Uvažovali jsme tedy o jedné alele, jakožto o dominantní (např. alela G) a o 

druhé, jako o recesivní (např. alela A). Tím pádem jsme mohli sloučit počet homozygotů a 

heterozygotů s danou dominantní alelou (GG + GA) a porovnali jsme jej s počtem 

homozygotů nesoucí recesivní alelu (AA). Poté jsme dominanci alel prohodili a opět 

porovnali počty. Statisticky signifikantní rozdíl mezi danými skupinami jsme 

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/G 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 G/A T/T x T/T A/A T/T A/G C/C 4/5 

38 F 71 G/G x x x x x x x x T/C A/G C/C 4/5 

40 F 67 G/G x x x x x x C/C x T/T G/G C/C 4/5 

42 F 74 G/G C/T G/T T/A x C/T G/G T/C 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/C T/T A/G T/C G/G C/C 4/5 

51 M 74 x C/C G/T T/T G/G C/T C/G T/C A/G T/C A/A C/C 4/5 

53 F 82 G/G C/C G/T T/T G/G C/C 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 G/G C/T C/C T/C A/A C/C G/G C/C 4/4 

55 F 74 G/G C/C G/T T/T G/G C/C C/C T/C A/A T/C G/G C/C 4/4 
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vyhodnocovali pomocí Fisherova exaktního testu a z něj plynoucí p-hodnota nám určila 

statistickou významnost vztahu daných alel k jednotlivým chronotypům. Výsledek testu a p-

hodnotu u všech polymorfismů zachycuje tabulka 6. Hladina signifikance byla nastavena na 

α = 0,05. Z tabulky je patrné, že statisticky signifikantní se jeví pouze polymorfismus C1 (p 

= 0,0331), kde minoritní alela A asociuje s večerním chronotypem. U zbylých 

polymorfismů nebyl nalezen statisticky signifikantní vztah při hladině významnosti 5 %.  

Pro další vyhodnocení jsme snížili hladinu významnosti na α = 0,1 a sledovali, zdali 

nenalezneme další signifikantní vztahy.  U polymorfismu C8 (p = 0,0683) byla nalezena 

asociace minoritní alely C s ranním chronotypem.  Ačkoli tento výsledek při dané hladině 

signifikance není tak průkazný, i přesto stojí za zmínění a mohl by být dále zkoumán i 

v dalších studiích, zabývající se podobným tématem.  

Tabulka 7: Shrnutí výsledků obdržených z Fisherova exaktního testu zkoumající 

signifikantnost vztahu mezi jednotlivými alelami a chronotypem. *… signifikance na hladině 

α = 0,05;(*)… signifikance na hladině α = 0,1.  

Polymorfismus Genotyp Celkem 

jedinců 

Ranní 

chronotyp 

Večerní 

chronotyp 

Závěr 

(p-hodnota) 

C1 

G/G 44 32 12 
* Asociace alely A s večerním 

chronotypem 

(0,0331) 
G/A 5 1 4 

A/A 0 0 0 

C2 

CC 19 13 6 
Signifikantní vztah nenalezen 

 
CT 22 14 8 

TT 2 0 2 

C3 

G/G 0 0 0 
Signifikantní vztah nenalezen 

 
G/T 36 22 14 

T/T 5 3 2 

C4 

T/T 17 11 6 
Signifikantní vztah nenalezen 

 
T/A 25 16 9 

A/A 0 0 0 

C5 

G/G 16 9 5 
Signifikantní vztah nenalezen 

 
G/A 21 14 7 

A/A 3 1 2 

C6 

C/C 17 9 8 
Signifikantní vztah nenalezen 

 
C/T 22 14 8 

T/T 4 4 0 

C7 C/C 22 14 8 Signifikantní vztah nenalezen 
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C/G 11 4 7  

G/G 2 2 0 

C8 

C/C 11 8 3 
(*) Asociace alely C s ranním 

chronotypem(0,0683) 
C/T 24 16 8 

T/T 9 3 6 

C9 

A/A 30 21 9 
Signifikantní vztah nenalezen 

 
A/G 11 5 6 

G/G 1 0 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 4: Grafické vyobrazení frakční analýzy polymorfismu C1. Vzhledem k tomu, že obě 

skupiny jsou, co se absolutního počtu jedinců týče, nevyvážené, vyjadřují tyto grafy relativní 

zastoupení daných genotypů ve skupinách. Prostřední graf („Dominance alely A“) tak 

vyobrazuje asociaci alely A s večerním chronotypem. 

 

5.2  Analýza dvojic polymorfismů  

 

Dalším krokem statistické analýzy bylo vytvoření dvojic zkoumaných polymorfismů. 

Každý polymorfismus byl zkoumán v kombinaci se všemi ostatními. Jak vyplývá 

z výsledků předchozí diplomové práce pracující se stejným souborem (Turečková, 2021) při 

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

jednotlivých párů polymorfismů, ale nikoli již dopad kombinací jednotlivých utvořených 

trojic, čtveřic apod. Z tohoto důvodu jsme se tedy zaměřili pouze na dvojice zkoumaných 

polymorfismů a jejich haplotypy.  
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Pro danou analýzu jsme opět vytvořili tabulku zachycující všechny možné kombinace 

genotypů při spárování dvou polymorfismů. Dále jsme spočítali počet jedinců nesoucích 

daný haplotyp. K analýze bylo možné využít pouze vzorky, u kterých se podařilo získat 

výsledky genotypizace u obou polymorfismů (viz. Tab. 5). Následně jsme vytvořili 

kombinace jednotlivých genotypů, předpokládající dominanci a recesivitu alel u obou 

polymorfismů (např. dominance alely G u C1 a alely C u C2, dominance alely A u C1 a 

alely C u C2, dominance alely G u C1 a alely T u C2, dominance alely A u C1 a alely T u 

C2). V závěru jsme tedy získali čtyři kombinace zachycující možné poskládání dominancí 

jednotlivých alel u každé dvojice polymorfismů. Každá z těchto čtyř kombinací byla 

vyhodnocena pomocí Fisherova exaktního testu anebo za použití chí-kvadrát testu. V obou 

případech byla hladina významnosti nejprve nastavena na α = 0,05. Kombinaci jednotlivých 

polymorfismů a závěr shrnující výsledky testů věch čtyř kombinací zobrazuje tabulka 8.  

 Z tabulky 8 je patrné, že analýza signifikance vztahu mezi dvěma polymorfismy 

zachytila celkem devět kombinací haplotypů, které se zdají být signifikantní. Po dvou 

kombinacích dominance alel bylo nalezeno u párů C1_C2 a C1_C9 a zbylých pět se 

vyskytlo u párů C1_C3, C1_C4, C1_C6, C1_C7 a C1_C8. Zbylé kombinace dvojic 

polymorfismů nevykazují žádný haplotyp, jenž by měl signifikantní dopad na determinaci 

chronotypu. Ačkoli prvotní analýza našla celkem devět signifikantních spojení dvou 

polymorfismů, při bedlivějším průzkumu těchto dat je patrné, že všechny signifikantní 

hodnoty se nachází pouze u těch dvojic, kde jeden z polymorfismů je C1. U tohoto 

polymorfismu jako u jediného byla již potvrzena asociace alely A s večerním chronotypem. 

Skoro všechny výše zmíněné kombinace haplotypů také obsahují dominantní alelu A u C1 a 

většina také asociuje s večerním chronotypem. Lze tedy usuzovat, že výše zmíněné dvojice 

polymorfismů nepoukazují na významnost daných haplotypů, ale opět na signifikanci 

samotné alely A u polymorfismu C1. 

  Obdobně jako při analýze jednotlivých polymorfismů jsme i v této části 

vyhodnocování snížili hladinu významnosti na α = 0,1 a sledovali, zda se při této hladině 

nevyskytnou nové signifikantně významné haplotypy. V závislosti na dané hladině se opět 

vyskytly další tři kombinace dominance alel u párů s polymorfismem C1 majícím jako 

dominantní alelu alelu A (viz tabulka 7, dvojice polymorfismů C1_C3, C1_C6 a C1_C8). 

Všechny také asociují s večerním chronotypem. Nově se pak jako signifikantně významné 

jevily tři kombinace zahrnující polymorfismus C9 (v kombinaci s C2 a C6). Dvě kombinace 
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se nachází v páru C2_C9. Genotyp CC+CT_GG+GA při dominanci alel C_G asociuje 

s večerním chronotypem  (p = 0,0749) a genotyp CC_AA+AG asociuje s ranním 

chronotypem při dominanci alel T_A (p = 0,0607). V dvojici C6_C9 pak genotyp 

CC+CT_GG+GA při dominanci alel C_G asociuje s večerním chronotypem (p = 0,0874). 

Při bližším pohledu na data se zdá, že hlavní vliv by zde mohla mít alela G u polymorfismu 

C9. Výše zmíněné výsledky nicméně stále plynou ze snížené hladiny významnosti a jejich 

průkaznost tedy není dostatečně validní. Nicméně by opět mohly naznačovat určitý trend, 

který stojí za zmíněný a možná by byl i vhodný k důkladnějšímu prozkoumání (podrobněji 

v kapitole Diskuse). 

  

Tabulka 8: Shrnutí výsledků analýzy signifikance vztahu mezi jednotlivými dvojicemi 

polymorfismů. *… signifikance na hladině α = 0,05;(*)… signifikance na hladině α = 0,1.  

Zobrzuje také celkový počet jedinců nesoucí daný haplotyp a dále jejich rozdělení mezi dva 

chronotypy. 

Dvojice 

polymorfismů 
Genotyp 

Celkem 

jedinců 

Ranní 

chronotyp 

Večerní 

chronotyp 
Závěr (p-hodnota) 

C1_C2 

GG_CC 15 12 3 
⃰  Při dominanci alel A_C asociuje 

genotyp AA+GA_CC+CT 

s večerním chronotypem (0,0272), 

zřejmě se jedná o vliv alely A (C1) 

 
⃰  Při dominanci alel A_T asociuje 

genotyp AA+GA_TT+CT 

s večerním chronotypem (0,0470), 

zřejmě se jedná o vliv alely A (C1) 

GG_CT 18 13 5 

GG_TT 1 0 1 

GA_CC 3 0 3 

GA_CT 2 1 1 

GA_TT 0 0 0 

AA_CC 0 0 0 

AA_CT 0 0 0 

AA_TT 0 0 0 

C1_C3 

GG_GG 0 0 0 

⃰  Při dominanci alel A_G asociuje 

genotyp AA+GA_GG+GT 

s večerním chronotypem (0,0250), 

zřejmě se jedná o vliv alely A (C1) 

 

  ( ⃰ ) Při dominanci alel A_T 

asociuje genotyp AA+GA_TT+GT 

s večerním chronotypem (0,0519), 

zřejmě se jedná o vliv alely A (C1) 

GG_GT 30 21 9 

GG_TT 3 2 1 

GA_GG 4 0 4 

GA_GT 1 1 0 

GA_TT 0 0 0 

AA_GG 0 0 0 

AA_GT 0 0 0 

AA_TT 0 0 0 

C1_C4 

GG_TT 15 10 5 

⃰  Při dominanci alel A_T asociuje 

genotyp AA+GA_TT+TA 

s večerním chronotypem (0,0426), 

zřejmě se jedná o vliv alely A (C1) 

GG_TA 20 15 5 

GG_AA 0 0 0 

GA_TT 1 0 1 

GA_TA 4 1 3 

GA_AA 0 0 0 
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AA_TT 0 0 0 

AA_TA 0 0 0 

AA_AA 0 0 0 

C1_C5 

GG_GG 13 9 4 

Signifikantní vztah nenalezen 

 

GG_GA 18 13 5 

GG_AA 1 1 0 

GA_GG 1 0 1 

GA_GA 3 1 2 

GA_AA 1 0 1 

AA_GG 0 0 0 

AA_GA 0 0 0 

AA_AA 0 0 0 

C1_C6 

GG_CC 15 9 6 

* Při dominanci alel A_C asociuje 

genotyp AA+GA_CC+CT 

s večerním chronotypem (0,0104), 

zřejmě se jedná o vliv alely A (C1) 

 

  ( ⃰ ) Při dominanci alel A_T 

asociuje genotyp AA+GA_TT+CT 

s večerním chronotypem (0,0811), 

zřejmě se jedná o vliv alely A (C1) 

GG_CT 17 13 4 

GG_TT 3 3 0 

GA_CC 0 0 1 

GA_CT 3 0 3 

GA_TT 1 1 0 

AA_CC 0 0 0 

AA_CT 0 0 0 

AA_TT 0 0 0 

C1_C7 

GG_CC 18 13 5 
* Při dominanci alel A_C asociuje 

genotyp AA+GA_CC+CG 

s večerním chronotypem (0,0120), 

zřejmě se jedná o vliv alely A (C1) 

GG_CG 7 3 4 

GG_GG 2 2 0 

GA_CC 3 0 3 

GA_CG 2 1 1 

GA_GG 0 0 0 
* Při dominanci alel A_C asociuje 

genotyp GG_GG s ranním 

chronotypem (0,0335) 

AA_CC 0 0 0 

AA_CG 0 0 0 

AA_GG 0 0 0 

C1_C8 

GG_CC 10 8 2 

* Při dominanci alel A_C asociuje 

genotyp AA+GA_CC+CT 

s večerním chronotypem (0,0226), 

zřejmě se jedná o vliv alely A (C1) 

 

 ( ⃰ ) Při dominanci alel A_C 

asociuje genotyp AA+GA_CC+CT 

s večerním chronotypem (0,0811), 

zřejmě se jedná o vliv alely A (C1) 

GG_CT 18 14 4 

GG_TT 8 4 4 

GA_CC 0 0 0 

GA_CT 5 1 4 

GA_TT 0 0 0 

AA_CC 0 0 0 

AA_CT 0 0 0 

AA_TT 0 0 0 

C1_C9 

GG_GG 0 0 0 * Při dominanci alel A_G asociuje 

genotyp AA+GA_GG+GA 

s večerním chronotypem (0,0186), 

zřejmě jde o vliv alel A (C1) i G 

(C9) 

 
* Při dominanci alel G_G asociuje 

genotyp GG+GA_GG+GA 

s večerním chronotypem (0,0331), 

zřejmě se jedná o vliv alely G (C9) 

GG_GA 8 4 4 

GG_AA 26 20 6 

GA_GG 1 0 1 

GA_GA 2 0 2 

GA_AA 2 1 1 

AA_GG 0 0 0 

AA_GA 0 0 0 
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AA_AA 0 0 0 

C2_C3 

CC_GG 0 0 0 

Signifikantní vztah nenalezen 

 

CC_GT 19 13 6 

CC_TT 0 0 0 

CT_GG 0 0 0 

CT_GT 16 8 8 

CT_TT 3 3 0 

TT_GG 0 0 0 

TT_GT 0 0 0 

TT_TT 2 0 2 

C2_C4 

CC_TT 11 8 3 

Signifikantní vztah nenalezen 

 

CC_TA 8 5 3 

CC_AA 0 0 0 

CT_TT 6 3 3 

CT_TA 16 11 5 

CT_AA 0 0 0 

TT_TT 0 0 0 

TT_TA 0 0 0 

TT_AA 1 0 1 

C2_C5 

CC_GG 8 7 1 

Signifikantní vztah nenalezen 

 

CC_GA 10 6 4 

CC_AA 1 0 1 

CT_GG 7 3 4 

CT_GA 10 8 2 

CT_AA 2 1 1 

TT_GG 1 0 1 

TT_GA 1 0 1 

TT_AA 0 0 0 

C2_C6 

CC_CC 8 4 4 

Signifikantní vztah nenalezen 

CC_CT 9 7 2 

CC_TT 2 2 0 

CT_CC 9 5 4 

CT_CT 11 7 4 

CT_TT 2 2 0 

TT_CC 0 0 0 

TT_CT 2 0 2 

TT_TT 0 0 0 

C2_C7 

CC_CC 13 9 4 

Signifikantní vztah nenalezen 

 

CC_CG 3 2 1 

CC_GG 1 1 0 

CT_CC 7 5 2 

CT_CG 7 2 5 

CT_GG 1 1 0 

TT_CC 1 0 1 

TT_CG 1 0 1 

TT_GG 0 0 0 

C2_C8 CC_CC 2 2 0 Signifikantní vztah nenalezen 
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CC_CT 13 8 5  

CC_TT 4 3 1 

CT_CC 7 5 2 

CT_CT 11 8 3 

CT_TT 4 1 3 

TT_CC 1 0 1 

TT_CT 0 0 0 

TT_TT 1 0 1 

C2_C9 

CC_GG 1 0 1 
 

 

( ⃰ ) Při dominanci alel C_G 

genotyp CC+CT_GG+GA asociuje 

s večerním chronotypem (0,0749), 

zřejmě se jedná o vliv alely G (C9) 

 

( ⃰ ) Při dominanci alel T_A 

genotyp CC_AA+AG asociuje 

s ranním chronotypem (0,0607) 

 

CC_GA 4 2 2 

CC_AA 14 11 3 

CT_GG 0 0 0 

CT_GA 7 3 4 

CT_AA 11 9 4 

TT_GG 0 0 0 

TT_GA 0 0 0 

TT_AA 2 0 2 

C3_C4 

GG_TT 0 0 0 

Signifikantní vztah nenalezen 

GG_TA 0 0 0 

GG_AA 0 0 0 

GT_TT 12 8 4 

GT_TA 21 13 8 

GT_AA 0 0 0 

TT_TT 1 1 0 

TT_TA 3 2 1 

TT_AA 0 0 0 

C3_C5 

GG_GG 0 0 0 

Signifikantní vztah nenalezen 

GG_GA 0 0 0 

GG_AA 0 0 0 

GT_GG 14 9 5 

GT_GA 17 11 6 

GT_AA 2 1 1 

TT_GG 1 0 1 

TT_GA 4 3 1 

TT_AA 0 0 0 

C3_C6 

GG_CC 0 0 0 

Signifikantní vztah nenalezen 

GG_CT 0 0 0 

GG_TT 0 0 0 

GT_CC 16 8 8 

GT_CT 17 11 6 

GT_TT 3 3 0 

TT_CC 1 1 0 

TT_CT 3 1 2 

TT_TT 1 1 0 

C3_C7 

GG_CC 0 0 0 
Signifikantní vztah nenalezen GG_CG 0 0 0 

GG_GG 0 0 0 
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GT_CC 21 14 7 

GT_CG 9 3 6 

GT_GG 2 2 0 

TT_CC 1 0 1 

TT_CG 2 1 1 

TT_GG 0 0 0 

C3_C8 

GG_CC 0 0 0 

Signifikantní vztah nenalezen 

GG_CT 0 0 0 

GG_TT 0 0 0 

GT_CC 6 4 2 

GT_CT 22 14 8 

GT_TT 8 4 4 

TT_CC 2 1 1 

TT_CT 1 1 0 

TT_TT 1 0 1 

C3_C9 

GG_GG 0 0 0 

Signifikantní vztah nenalezen 

GG_GA 0 0 0 

GG_AA 0 0 0 

GT_GG 1 0 1 

GT_GA 11 5 6 

GT_AA 24 17 7 

TT_GG 0 0 0 

TT_GA 0 0 0 

TT_AA 5 3 2 

C4_C5 

TT_GG 10 7 3 

Signifikantní vztah nenalezen 

TT_GA 6 4 2 

TT_AA 0 0 0 

TA_GG 2 1 1 

TA_GA 16 11 5 

TA_AA 2 1 1 

AA_GG 0 0 0 

AA_GA 0 0 0 

AA_AA 0 0 0 

C4_C6 

TT_CC 9 4 5 

Signifikantní vztah nenalezen 

TT_CT 8 7 1 

TT_TT 0 0 0 

TA_CC 6 4 2 

TA_CT 13 7 6 

TA_TT 4 4 0 

AA_CC 0 0 0 

AA_CT 0 0 0 

AA_TT 0 0 0 

C4_C7 

TT_CC 11 8 3 

Signifikantní vztah nenalezen 
TT_CG 4 1 3 

TT_GG 0 0 0 

TA_CC 11 6 5 

TA_CG 6 3 3 
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TA_GG 2 2 0 

AA_CC 0 0 0 

AA_CG 0 0 0 

AA_GG 0 0 0 

C4_C8 

TT_CC 3 2 1 

Signifikantní vztah nenalezen 

TT_CT 12 8 4 

TT_TT 3 1 2 

TA_CC 6 5 1 

TA_CT 12 8 4 

TA_TT 7 3 4 

AA_CC 0 0 0 

AA_CT 0 0 0 

AA_TT 0 0 0 

C4_C9 

TT_AA 12 8 4 

Signifikantní vztah nenalezen 

TT_AG 5 3 2 

TT_GG 0 0 0 

TA_AA 18 13 5 

TA_AG 6 2 4 

TA_GG 1 0 1 

AA_AA 0 0 0 

AA_AG 0 0 0 

AA_GG 0 0 0 

C5_C6 

GG_CC 5 3 2 

Signifikantní vztah nenalezen 

GG_CT 9 5 4 

GG_TT 1 1 0 

GA_CC 10 6 4 

GA_CT 10 7 3 

GA_TT 2 2 0 

AA_CC 2 1 1 

AA_CT 1 0 1 

AA_TT 0 0 0 

C5_C7 

GG_CC 7 5 2 

Signifikantní vztah nenalezen 

GG_CG 6 2 4 

GG_GG 1 1 0 

GA_CC 12 8 4 

GA_CG 4 2 2 

GA_GG 0 0 0 

AA_CC 2 1 1 

AA_CG 1 0 1 

AA_GG 0 0 0 

C5_C8 

GG_CC 4 2 2 

Signifikantní vztah nenalezen 

GG_CT 10 7 3 

GG_TT 2 1 1 

GA_CC 4 4 0 

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 

C5_C9 

GG_AA 11 7 4 

Signifikantní vztah nenalezen 

GG_AG 4 2 2 

GG_GG 0 0 0 

GA_AA 16 13 3 

GA_AG 6 3 3 

GA_GG 1 0 1 

AA_AA 2 1 1 

AA_AG 1 0 1 

AA_GG 0 0 0 

C6_C7 

CC_CC 10 6 4 

Signifikantní vztah nenalezen 

CC_CG 3 0 3 

CC_GG 0 0 0 

CT_CC 11 7 4 

CT_CG 7 3 4 

CT_GG 1 1 0 

TT_CC 1 1 0 

TT_CG 1 1 0 

TT_GG 1 1 0 

C6_C8 

CC_CC 4 3 1 

Signifikantní vztah nenalezen 

CC_CT 10 6 4 

CC_TT 3 0 3 

CT_CC 6 4 2 

CT_CT 11 7 4 

CT_TT 5 3 2 

TT_CC 0 0 0 

TT_CT 3 3 0 

TT_TT 1 0 0 

C6_C9 

CC_AA 12 7 5 

( ⃰ ) Při dominanci C_G genotyp 

CC+CT_GG+AG asociuje 

s večerním chronotypem (0,0874), 

zřejmě se jedná o vliv alely G (C9) 

CC_AG 4 1 3 

CC_GG 0 0 0 

CT_AA 14 10 4 

CT_AG 6 3 3 

CT_GG 1 0 1 

TT_AA 3 3 0 

TT_AG 1 1 0 

TT_GG 0 0 0 

C7_C8 

CC_CC 3 2 1 

Signifikantní vztah nenalezen 

CC_CT 13 10 3 

CC_TT 6 2 4 

CG_CC 2 0 2 

CG_CT 7 3 4 

CG_TT 2 1 1 

GG_CC 0 0 0 

GG_CT 2 2 0 

GG_TT 0 0 0 
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Dalším krokem v analýze dvojic byla snaha spárovat námi zkoumané polymorfismy 

s polymorfismy, kterými se zabývala kolegyně Turečková (2021) ve své diplomové práci. 

Pro danou analýzu jsem se rozhodli spárovat dvojice polymorfismů, které se buďto nachází 

ve stejném genu, anebo spolu produkty daných genů přímo interagují. V první části jsme 

tedy kombinovali polymorfismy L1 (gen CLOCK) a L2 (gen BMAL1) spolu s variantami C6 

a C7 (obě varianty se nachází v genu BMAL1). Dále jsme spolu kombinovali polymorfisus 

L3 (gen PER2) a délkový polymorfismus L4 genu PER3 společně s C8 (gen PER3) a C9 

(gen PER1). Výsledky analýzy signifikance výše popsaných dvojic polymorfismů shrnuje 

tabulka 9.   

Signifikantní vztah byl při hladině významnosti α = 0,05 nalezen pouze u páru 

variant C6_L1, kde dominance alel C a C asociuje s ranním chronotypem (p = 0,0428). U 

zbylých dvojic nebyl signifikantní vztah nalezen. Při posunu hladiny významnosti na α = 

0,1 jsme zaznamenali dvě další dvojice, jejichž haplotyp byl za daných podmínek 

vyhodnocen jako signifikantní. Dominantní alely C u C7 a C u L1 asociují s ranním 

chronotypem (p = 0,0613) a stejně tak i kombinace dominanntních alel G u C7 a C u L1 (p-

hodnota = 0,0531). Nicméně v těchto třech případech nejspíše došlo k ovlivnění výsledků 

C7_C9 

CC_AA 13 10 3 

Signifikantní vztah nenalezen 

CC_AG 8 4 4 

CC_GG 1 0 1 

CG_AA 11 3 5 

CG_AG 3 1 2 

CG_GG 0 0 0 

GG_AA 2 2 0 

GG_AG 0 0 0 

GG_GG 0 0 0 

C8_C9 

CC_AA 9 6 3 

Signifikantní vztah nenalezen 

CC_AG 0 0 0 

CC_GG 0 0 0 

CT_AA 17 13 4 

CT_AG 6 3 3 

CT_GG 1 0 1 

TT_AA 4 2 2 

TT_AG 5 2 3 

TT_GG 0 0 0 
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alelou C polymorfismu L1, která byla v diplomovém projektu Turečkové (2021) asociována 

s ranním chronotypem. Podrobněji je tento problém popsán v kapitole Diskuse.  

 

Tabulka 9: Shrnutí výsledků analýzy signifikance vztahu mezi zvolenými námi zkoumanými 

polymorfismy a poylmorfismy pocházející z diplomového projektu Turečková, 2021. *… 

signifikance na hladině α = 0,05;(*)… signifikance na hladině α = 0,1. Zobrzuje také 

celkový počet jedinců nesoucí daný haplotyp a dále jejich rozdělení mezi dva chronotypy. 

 

 Dvojice 

polymorfismů 

Genotyp Celkem 

jedinců 

Ranní 

chronotyp 

Večerní 

chronotyp 

Závěr 

(p-hodnota) 

C6_L1 

CC_TT 6 2 4 

* Při dominanci alel C_C 

genotyp CC+CT_CC+CT 

asociuje s ranním chronotypem 

(0,0428) zřejmě se jedná o vliv 

alely C (L1) 

CC_TC 11 7 4 

CC_CC 0 0 0 

CT_TT 8 3 5 

CT_TC 13 10 3 

CT_CC 1 1 0 

TT_TT 1 1 0 

TT_TC 2 2 0 

TT_CC 0 0 0 

C7_L1 

CC_TT 4 2 2 (*) Při dominanci alel C_C 

genotyp CC+CG_CC+CT 

asociuje s ranním chronotypem 

(0,0613) zřejmě se jedná o vliv 

alely C (L1) 

(*) Při dominanci alel G_C 

genotyp CC_CC+CT asociuje 

s ranním chronotypem 

(0,0530) zřejmě se jedná o vliv 

alely C (L1) 

 

CC_TC 17 11 6 

CC_CC 1 1 0 

CG_TT 7 1 6 

CG_TC 4 3 1 

CG_CC 0 0 0 

GG_TT 0 0 0 

GG_TC 2 2 0 

GG_CC 0 0 0 

C6_L2 

CC_GG 14 8 6 

Signifikantní vztah nenalezen 
 

CC_GA 2 1 1 

CC_AA 1 0 1 

CT_GG 11 7 4 

CT_GA 8 4 4 

CT_AA 3 3 0 

TT_GG 1 1 0 

TT_GA 2 2 0 

TT_AA 1 0 0 

C7_L2 

CC_GG 21 13 8 

Signifikantní vztah nenalezen 
 

CC_GA 1 1 0 

CC_AA 0 0 0 

CG_GG 1 0 1 

CG_GA 8 3 5 

CG_AA 2 1 1 

GG_GG 0 0 0 
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GG_GA 0 0 0 

GG_AA 2 2 0 

C8_L3 

CC_CC 8 6 2 

Signifikantní vztah nenalezen 
 

CC_CG 2 1 1 

CC_GG 0 0 0 

CT_CC 22 15 7 

CT_CG 2 1 1 

CT_GG 0 0 0 

TT_CC 6 3 3 

TT_CG 3 1 2 

TT_GG 0 0 0 

C9_L3 

AA_CC 24 17 7 

Signifikantní vztah nenalezen 
 

AA_CG 5 3 2 

AA_GG 0 0 0 

AG_CC 9 5 4 

AG_CG 2 0 2 

AG_GG 0 0 0 

GG_CC 1 0 1 

GG_CG 0 0 0 

GG_GG 0 0 0 

C8_L4 

CC_44 3 2 1 

Signifikantní vztah nenalezen 
 

CC_45 7 5 2 

CC_55 1 1 0 

CT_44 10 5 5 

CT_45 9 9 0 

CT_55 5 2 3 

TT_44 1 0 1 

TT_45 8 4 4 

TT_55 0 0 0 

C9_L4 

AA_44 12 7 5 

Signifikantní vztah nenalezen 
 

AA_45 14 11 3 

AA_55 3 2 1 

AG_44 1 0 1 

AG_45 7 4 3 

AG_55 3 1 2 

GG_44 1 0 1 

GG_45 0 0 0 

GG_55 0 0 0 

 

 

5.3  Výpočet relativního rizika  

 

Ve snaze kvantifikovat, jaký dopad má samotná alela či genotyp na determinaci 

chronotypu, jsme se rozhodli vypočítat relativní riziko (z anglického„relative risk“) pro 

vybrané alely. Relativní riziko (RR) je biostatistický výpočet srovnávající pravděpodobnost 

výskytu sledovaného jevu ve dvou různých skupinách, a to relativním způsobem. Dává tedy 
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do poměru pravděpodobnost výskytu sledovaného jevu v experimentální skupině (P1) 

s pravděpodobností výskytu daného jevu v kontrolní skupině (P0). Výsledné číslo pak 

udává, o kolik je pravděpodobnější výskyt sledovaného jevu v experimentální skupině nežli 

ve skupině kontrolní. Výpočet RR se řídí následujícím vztahem: 

RR = 
𝑃1

𝑃0
 = 

𝑎

𝑎+𝑐
𝑏

𝑏+𝑑

 

 P1 představuje experimentální skupinu a P0 skupinu kontrolní. Výskyt v 

experimentální skupině se rovná počtu výskytů sledované události v experimentální skupině 

(a) děleného celkovým součtem událostí v dané skupině (a + c). Výskyt v kontrolní skupině 

je vyjádřen jako podíl počtu sledovaného jevu v kontrolní skupině (b) a celkového součtu 

v té samé skupině (b + d). V rámci analýzy našich dat představují chronotypy sledovaný jev 

a alely či genotyp reprezentují dvě lišící se skupiny . Na základě výše uvedeného vztahu 

jsme vypočítali RR pro alelu A u polymorfismu C1, pro alelu C u polymorfismu C8 a pro 

genotyp GG_GG u spárovaných polymorfismů C1 a C7. Dále jsme vyčíslili i relativní riziko 

pro alelu C u L1 na základě dat pocházejících z diplomové práce Turečkové (2021). 

Výsledky výpočtů jsou následující: 

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

pravděpodobnost večerního chronotypu oproti genotypu GG. 

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

pravděpodobnost ranního chronotypu oproti genotypu TT. 

Přítomnost kombinace GG_GG u dvojice polymorfismů C1_C7 zvyšuje 1,76x 

pravděpodobnost ranního chronotypu oproti jiným genotypům. 

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

pravděpodobnost ranního chronotypu oproti genotypu TT. 
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6. Diskuse 
 

Tato práce si kladla za cíl přispět k objasnění genetické determinace chronotypu u 

člověka. Ačkoli je již delší dobu známo, že se heritabilita chronotypu pohybuje okolo 50 %, 

stále ještě nejsou pospány přesné lokusy či mechanismy, které by tento fenotyp ovlivňovaly. 

Chronotyp u člověka odráží celkové nastavení jeho cirkadiánního rytmu. Plynulé fungování 

tohoto rytmu stojí mj. na pravidelné expresi již zmíněných hodinových genů, jejichž 

produkty utváří vnitřní molekulární hodiny každé buňky v těle. Z tohoto a dalších důvodů 

zmíněných v úvodní kapitole, se zdá logické hledat místo ovlivňující chronotyp právě 

v těchto genech. Ovšem jak již bylo zmíněno dříve, cirkadiánní hodiny ani zdaleka nejsou 

izolovány od dalších dějů v buňce, a naopak jsou s nimi pevně provázány skrze mnoho 

dalších buněčných komponent. Mezi takové komponenty patří i produkty tzv. 

metabolických genů, jejichž konkrétní fungování v molekulárních hodinách bylo popsáno 

již v úvodu. Tato diplomová práce se tedy zaměřila na hledání vhodných hodinových ale i 

metabolických genů a jejich polymorfismů, které doposud nebyly zkoumané ve vztahu 

k chronotypu člověka a mohly by být asociovány s jednou z extrémních variant chronotypu 

člověka.  

Díky spolupráci s NÚDZ jsme mohli oslovit lidi, jejichž chronotyp byl na základě 

vyplněného MEQ dotazníku vyhodnocen buď jako extrémní ranní chronotyp, anebo 

extrémní večerní chronotyp. K darování vzorků slin se ale přihlásilo výrazně více lidí 

s extrémním ranním chronotypem, což bohužel vedlo k výrazné převaze vzorků DNA 

pocházející od těchto dobrovolníků nežli od lidí s extrémně večerním chronotypem. I přes 

tuto nevyváženost dvou stěžejních skupin jsme ale byli schopni výsledná data vyhodnotit a 

nalézt signifikantní výstupy.  

Po provedené genotypizaci jsme nejprve analyzovali dopad polymorfismů jednotlivých 

genů na chronotyp. Za použití Fisherova exaktního testu jsme porovnávali výskyt 

jednotlivých genotypů u jednotlivých variant a zároveň jsme vyhodnocovali tzv. „efekt 

jedné alely“. Abychom mohli hledat signifikantní rozdíl mezi danými alelami, museli jsme 

předpokládat, že jedna z nich bude dominantní vůči té druhé a bude mít tedy i rozdílný efekt 

na chronotyp nežli alela recesivní. Jelikož nelze předpokládat, která z daných alel by měla 

být dominantní či recesivní, otestovali jsme obě možné kombinace. Statistická analýza našla 

signifikantní efekt pouze u jednoho z polymorfismů, a to u polymorfismu rs3736265 (C1), 
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který se nachází v metabolickém genu PGC-1α.  Podle tohoto testu, minoritní alela A 

asociuje s večerním chronotypem (p-hodnota = 0,0331). U zbylých polymorfismů nebyl 

nalezen signifikantní vztah při hladině významnosti α = 0,05.  

Gen PGC-1α se řadí mezi geny metabolické a je to transkripční koaktivátor. 

V metabolismu buňky hraje významnou roli, jelikož zásadně přispívá k mitochondriální 

biogenezi, ale účastní se také β-oxidace mastných kyselin a hepatické glukoneogenesi. Dále 

se pak přímo účastní jedné z postranních kontrolních smyček cirkadiánních hodin, kde 

patrně přispívá k pozitivní regulaci genu BMAL1 (Liu et al., 2007). Tato pozitivní regulace 

se odehrává při interakci s nukleárním receptorem RORα, díky které pravděpodobně 

dochází k usnadněnému navázání acetyltransferáz v promotorové oblasti genu BMAL1. 

PGC-1α přímo interaguje s dalším produktem metabolického genu SIRT1 a v SCN tak 

patrně také přispívají k pozitivní regulaci genu BMAL1. Do současné chvíle nebyl nicméně 

žádný polymorfismu genu PGC-1α asociován s extrémní variantou chronotypu.   

Varianta rs3736265 patří mezi tzv. missense mutace, při kterých dochází k záměně 

aminokyseliny v poylpetidovém řetězci. Konkrétně v tomto případě, výskyt alely A 

zapříčiní záměnu aminokyseliny threoninu za methionin (Thr612Met). Již ale není jasné, 

zda tato varianta může zásadně ovlivnit funkci či fyzikální vlastnosti výsledného proteinu. 

Místo mutace se nenachází v oblasti, která kóduje LXXLL motiv. Pomocí toho protein 

PGC-1α interaguje s nukleárním receptorem RORα, se kterým pak pozitivně regulují 

transkripci klíčového komponentu BMAL1. Sledovaná záměna se netýká ani oblasti, kde se 

připojuje jeden z dalších hlavních interakčních partnerů nukleární receptor PPARG. Oblast 

proteinu, ve které dochází k záměně aminokyselin, byla nicméně pospána jako důležitá pro 

interakci s proteinem RNF4 (Wei et al., 2012). RNF4 je další nukleární receptor a specifická 

E3 ubikvitin ligáza, která se podle dané studie váže na C-terminální konec proteinu PGC-1α 

a označuje jej tak k degradaci. Uvedený výzkum byl nicméně proveden na hnědých 

tukových buňkách a sledoval hladiny jednotlivých proteinů a jejich vzájemné interakce, 

které se ovšem netýkaly interakcí spojených s molekulárními hodinami buňky. Z uvedeného 

tedy nelze jasně usoudit, zda změna threoninu za methionin v polypetidové sekvenci 

proteinu PGC-1α může zapříčinit dostatečně významnou proměnu ve struktuře či 

konformaci proteinu, která by vedla k jiným fyzikálním vlastnostem proteinu či by jiným 

způsobem ovlivnila jeho interakce s ostatními komponenty buněčného cyklu. Pakliže by 

daná mutace připívala ke změně oblasti interagujcí s RNF4, mohlo by to teoreticky vést i 
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k změnám v ubiquitinaci proteinu a tím pádem i k změnám v jeho degradovatelnosti. 

Pozměněná hladina proteinu PGC-1α by pak mohla mít vliv i na chod buněčných hodin. 

Ovšem tato teorie by vyžadovala další výzkum a počítačovou modelaci, který by dokázala 

odhadnout výsledné změny ve fyzických vlastnostech proteinu. Nicméně výpočet 

relativního rizika (RR = 2,98) ze získaných dat jasně udává, že přítomnost alely A (a tedy 

genotyp AG či AA) znamená až téměř třikrát vyšší pravděpodobnost večerního chronotypu 

nežli ranního. Společně s ohledem na skutečnost, že minoritní alela A má poměrně nízkou 

frekvenci výskytu (MAF = 0,11) by daný výsledek mohl znamenat zajímavou příležitost pro 

zkoumání propojení mezi hodinovým mechanismem buňky a jeho komponenty, které se ale 

účastní i v dalších významných procesech buňky (např. metabolismu). Daný polymorfismus 

byl zatím označen jako protektivní při rozvoji onemocnění diabetus mellitus typu 2 (Zhu et 

al., 2017) ovšem v souvislosti s chronotypem člověka nebyl doposud zkoumán.  

Dalším krokem v analýze dat bylo snížení hladiny významnosti na α = 0,1 a hledání 

nových signifikantních výsledků. Ačkoli výsledky při dané hladině nelze považovat za 

dostatečně průkazné a statisticky silné, lze je nicméně použít jako ukazatel pro další možný 

výzkum či oblast zájmu. Za daných podmínek se jako signifikantní ukázal vztah minoritní 

alely C s ranním chronotypem u polymorfismu rs2640909 (C8), který se nachází v genu 

PER3 (p-hodnota = 0,0683). Frekvence dané alely je celosvětově poměrně nízká (MAF = 

0,19) nicméně v Evropě je více rozšířená (0,29). Jedná se opět o missense mutaci, která má 

za následek změnu aminokyseliny v kódující sekvenci. V tomto případě alela C tentokrát 

zapříčiní změnu aminokyseliny methioninu za threonin (Met1028Thr). Hodinový gen PER3 

je regulován komplexem BMAL1:CLOCK a společně s dalšími produkty genů PER a CRY 

zpětně inhibuje tento komplex a je tak součástí hlavní regulační smyčky molekulárních 

hodin, která kontroluje jeho vlastní produkci. Ačkoli se i tato varianta nachází v kódující 

části DNA, nelze s určitostí říct, zda má signifikantní dopad na nějakou z vlastností proteinu 

PER. Nenachází se totiž ani v jedné z PAS domén či v oblasti, která se zasluhuje o navázání 

na CRY protein. Také doména, která je zodpovědná za navázaní CD1 fosforující kinázy (a v 

níž se nachází délkový polymorfismus asociovaný s extrémními chronotypy), nezahrnuje 

zmíněnou variantu. Možná predikce dopadu dané varianty na fungování proteinu, potažmo 

jeho dráhy, je tedy těžko odhadnutelná. Ovšem relativní riziko udává, že přítomnost 

minoritní alely C zvyšuje pravděpodobnost ranního chronotypu celkem dvakrát. Z rodiny 

genů PER je navíc gen PER3 ten nejvíce polymorfní a již dříve byly některé jeho varianty 

asociovány s ranním či večerním chronotypem (viz. Podkapitola 1.1.3.). Hledání haplotypu, 
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který by byl asociován s ranním chronotypem se tedy v tomto případě zdá jako nadějný 

přístup.  

V druhé části statistického vyhodnocování jsme se věnovali hledání kombinace dvou 

polymorfismů, jejichž genotyp by asocioval s jedním z chronotypů. Postupně jsme spárovali 

každý polymorfismus s každým a obdobně jako v případě jednoho polymorfismu, jsme i zde 

předpokládali dominantní a recesivní vztah jednotlivých alel. K analýze jsme využili 

Fisherův exkatní test či chí-kvadrát test a hladinu významnosti jsme nastavili na α = 0,05. 

Při této hladině signifikance jsme nalezli celkem 9 párů polymorfismů, u kterých byl 

prokázán signifikantní vztah. Nicméně všechny tyto kombinace zahrnují polymorfismus 

rs3736265 (C1), jehož alela A vyšla sama o sobě jako signifikantní již v první části analýzy. 

Navíc veškeré vztahy kombinace polymorfismů, které se v tomto případě zdají být 

signifikantní obsahují v genotypu právě zmíněnou alelu A. Při bližším zkoumání je i patrné, 

že rozdílový je právě genotyp C1, zatímco ostatní zůstávají stejné. Lze tedy předpokládat, 

že výsledné signifikantní vztahy pouze odrážejí efekt samotné alely A u C1, a ne vliv 

daných kombinací jako celku.  

Při dalším postupu jsme zvýšili hladinu významnosti na α = 0,1 a opět jsme hledali 

vztahy mezi genotypy a chronotypy, které by za daných okolností sice neměly dostatečně 

solidní výpovědní hodnotu, nicméně by mohly poukázat na možný trend, který by se dal 

ověřit v dalších studií. Za těchto stanovených podmínek se jako signifikantní vyjevily opět 

další dvě kombinace obsahující polymorfismus C1 (dvojice C1_C3 a C1_C8). Lze opět 

předpokládat, že daná signifikantnost vztahu je podmíněna signifikancí samotného 

polymorfismu C1. Dále se jako signifikantní jevily dvě kombinace alel páru C2_C9 a jedna 

dvojice polymorfismů C6_C9. Ve všech případech se zde opakuje polymorfismus 

rs2735611 (C9), což je samesense mutace v kódující sekvenci genu PER1. Při změně 

nukleotidu sice dochází k změně kodónu na jiný, ale pozměněný triplet kóduje tu samou 

aminokyselinu, tj. glycin. Ve výsledném proteinu tedy na dané pozici (749) zůstává ta samá 

aminokyselina a polypeptidový řetězec není pozměněn. Ovšem tichá mutace může pozměnit 

strukturu mRNA což může mít za následek změnu času iniciace translace, stability mRNA, 

a dokonce to může mít i vliv na výsledné skládání proteinu do dalších struktur vlivem 

pozměněného tempa translace (Kristofich et al., 2018). U výše zmíněných párů se jeví alela 

G u polymorfismu C9 jakožto ta, která daný chronotyp ovlivňuje. Ačkoli je alela G 

ancestrální alela, vzhledem k celosvětové frekvenci výskytu je to alela minoritní, která se 
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v Evropě vyskytuje v menším měřítku nežli alela A (MAF pro Evropu = 0,18). Nejedná se o 

první tichou mutaci, která byla v genu PER1 pospána s odkazem na možnou spojitost 

s extrémním chronotypem. Tichá mutace T2434C byla již dříve asociována s ranním 

chronotypem a jednalo se o první takovou mutaci v genu PER1, která by mohla 

determinovat chronotyp člověka (Carpen et al., 2006). Jak sami autoři uvádí, v tomto genu 

se žádné jiné missense či nonsense polymorfismy v promotorových sekvencích či v UTR 

nepodařilo najít, což může být důsledkem toho, že gen PER1 patrně podléhá striktnější 

selekci nežli zbylé dva geny PER a tiché mutace jsou tak spíše tolerovatelné. Nicméně i 

jedna změna v nukleotidu může způsobit změnu v translaci mRNA. Autoři v závěru navíc 

zmiňují myšlenku, že vzhledem k tomu, že mutace T2434C pravděpodobně nezpůsobuje 

rozdíl v sekundární struktuře RNA (vycházejí ze svých vlastních výsldků, které ale ve studii 

nejsou uvedené), může její fenotypový projev reflektovat jiný, doposud nepopsaný, 

polymorfismus v genu PER1, který by s ním byl v těsné genové vazbě. Ačkoli naše data 

nepotvrdila signifikantní dopad samotného polymorfismu rs2735611 na chronotyp (p-

hodnota = 0,1584) bylo by jistě zajímavé otestovat tyto dva polymorfismy pospolu a zjistit, 

zda právě varianta rs2735611 není oním hledaným partnerem, kterého předpověděl Carpen 

spolu se svými kolegy. Zároveň by mohly být otestované společně s polymorfismy 

rs11824092 (C6) a rs8192678 (C2) u kterých naše data při snížené hladině významnosti 

ukázala signifikantní vztah. Polymorfismus rs11824092 (C6) se nachází v genu BMAL1 a 

rs8192678 (C2) opět v genu PGC-1α. PER1 přímo interaguje s komplexem 

BMAL1:CLOCK, když inhibuje jeho transkripci podporující aktivitu a ačkoli PER1 patrně 

přímo neinteraguje s PGC-1α (anebo tomu dosud nic nenasvědčovalo) provázanost 

jednotlivých dějů by mohla být ovlivněna i kombinací těchto polymorfismů u zmíněných 

genů. 

Pakliže by zkoumané varianty měly skutečně dopad na načasování translace či alternaci 

těchto proteinů, mohlo by to vést k posunutí dané hlavní časové smyčky, což by řetězově 

mohlo ovlivnit další napojené procesy z buňky. Jak již ale bylo uvedeno v úvodu, tato 

ústřední smyčka je také kontrolovaná mnoha dalšími postranními mechanismy, které se ji 

snaží udržovat ve správném chodu. Je tedy diskutabilní, zda by stačily pouze dvě alternace, 

byť ve stěžejních komponentách, k posunu načasování celého systému.  

V posledním kroku analýzy jsme využili dat, které ze stejného souboru vzorků obdržela 

Mgr. Turečková ve své diplomové práci, a porovnali jsme je s našimi vlastními výsledky. 
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Podobně jako v předešlé části jsme i zde kombinovali polymorfismy, přičemž jsme vybrali 

pouze ty, které se přímo nacházejí ve stejném genu anebo spolu jejich produkty interagují. 

Hladina významnosti byla nejdříve opět nastavena na α = 0,05 a za těchto podmínek vyšel 

signifikantní vztah u dvoje C6_L1, kde kombinace dominantních alel C a C asociuje 

s ranním chronotypem (p = 0,0428). U ostatních kombinací dvojic nevyšel žádný 

signifikantní vzath. Jakmile jsme hladinu signifikance posunuli na α = 0,1 vyšly dále jako 

signifikantní dva vztahy polymorfismů C7_L1. Kombinace dominantních alel C a C vede 

k rannímu chronotypu (p = 0,0683), zatímco při dominanci alel G_C genotyp CC_CC+CT 

také asociuje s ranním chronotypem (p = 0,0531). U zbylých dvojic nebyl ani při posunu 

hladiny významnosti nalezen signifikantní vztah. Polymorfismus rs1801260 (L1) se nachází 

v genu CLOCK a polymorfismy rs11824092 (C6) a rs1481892 (C7) zase v genu BMAL1. 

Produkty těchto genů spolu heterodimerizují a vytváří komplex BMAL1:CLOCK, který 

spouští transkripci dalších hodinových i nehodinových genů. Ačkoli jsou dané vztahy 

statisticky významné, při bližším otestování bylo zjištěno, že u obou srovnávaných skupiny 

se genotypy u C6, resp. C7 neliší a liší se tedy pouze v genotypu L1. Tento polymorfismus 

navíc vyšel v práci Turečkové (2021) jakožto statisticky signifikantně spojený s ranním 

chronotypem. Patrně tedy opět došlo k promítnutí vlivu samotného polymorfismu L1, 

přičemž z našeho výpočtu relativního rizika vyplývá, že přítomnost alely C (tj. genotypy CC 

+ CT) u polymorfismu L1 zvyšuje 1,17x pravděpodobnost ranního chronotypu oproti 

genotypu TT.  

Výše zmíněné závěry, které jsme vyvodili ze získaných výsledků, určitou měrou 

pomohly nastínit další možnou cestu, kterou by se výzkumy zabývající se daným tématem 

mohly vydat. V průběhu diplomového projektu jsme ale narazili na několik překážek, které 

nám v některých ohledech ztížily výslednou analýzu a na základě toho bychom zpětně 

udělali několik úprav, a to především v metodě práce. Statistická analýzy by v určitých 

ohledech byla snažíš, kdyby obě skupiny dobrovolníků lišící se chronotypem byly početně 

vyvážené. Nelze s určitostí říci, zda převaha dobrovolníků s ranním chronotypem plyne 

z jejich zvýšeného zájmu o dané téma a snaze něco se o něm dovědět, anebo zda se jednalo 

pouze o náhodu. V každém případě by do budoucna bylo lepší, mít obě skupiny zastoupené 

přibližně stejnou měrou a pokud možno s ještě větším počtem dobrovolníků. Ačkoli náš 

soubor obsahoval poměrně dostatečné množství vzorků pro pilotní výzkum (57 vzorků), pro 

studii, která by se tématem zabývala zevrubněji by to nebyl pravděpodobně dostatečný 

počet. Navíc, jak již bylo zmíněno na začátku kapitoly „Výsledky“, některé vzorky 
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izolované DNA nebylo možné pro naši výslednou analýzu využít. Genotypizace těchto 

vzorků (např. vzorky č. 12, 13 a 28) neproběhla jednak kvůli nedostatečnému množství 

izolované DNA, což bylo zapříčiněno zejména tím, že daný soubor byl již využit 

v předchozí studii Turečková (2021). Jak v průběhu tohoto výzkumu, tak i v průběhu 

výzkumu předešlého, bylo potřeba určité úkony u některých vzorků zopakovat (ku příkladu 

z důvodu nezdařilé PCR) což vedlo k znatelnému úbytku vzorku. Dále je možné, že 

z důvodu časté manipulace (např. vyndávání vzorků z lednice) se některé vzorky 

znehodnotily a kvalita izolované DNA rapidně klesla. Z tohoto důvodu by možná bylo lepší 

využít takovou genotypizační metodu, která by umožňovala sekvenovat více polymorfismů 

naráz. Například metoda NGS  je schopna sekvenovat velké množství vzorků naráz, ovšem 

jejím limitem je výsledné obří množství dat (výrazně přesahující potřeby tohoto výzkumu)  

za poměrně nákladnou cenu. Metoda RFLP při genotypizaci některých polymorfismů 

proběhla velmi rychle a bez komplikací, ovšem u některých došlo k nechtěnému štěpení 

jiných nežli cílových lokusů, což ve výsledku vedlo ke ztíženému vyhodnocování 

elektroforézových snímků. 
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7. Závěr 
 

Tato diplomová práce si kladla za cíl přispět k porozumění a objasnění genetické 

determinace chronotypu člověka. Za tímto účelem byly vybrány polymorfismy 

hodinových genů, které nebyly v této souvislosti doposud zkoumané. Dále byly vybrány 

i polymorfismy tzv. metabolických genů, jejichž produkty sehrávají úlohu v buněčném 

metabolismu, ale současně se přímo zapojují do molekulárního mechanismu hodin. 

Cílem bylo statisticky vyhodnotit jak jednotlivé polymorfismy, tak i jejich kombinace 

tvořící haplotypy. 

Na základě statistické analýzy jsme signifikantní asociaci s chronotypem našli u 

samotného polymorfismu rs3736265 metabolického genu PGC-1α, kde minoritní alela 

A asociuje s extrémně večerní variantou chronotypu. Jedná se o missense mutaci 

v kódující oblasti jejímž výsledkem je záměna aminokyseliny threoninu za methionin. 

Při snížení hladiny významnosti jsme nalezli i vztah mezi alelou C polymorfismu 

rs2640909 hodinového genu PER3 a ranním chronotypem člověka. Tento výsledek sice 

není statisticky silný, avšak může být použit pro nasměrování budoucích výzkumů 

zabývajících se podobným tématem.  

Při vytvoření kombinací polymorfismů, které reprezentovaly jednotlivé haplotypy, 

jsme našli signifikantní vztahy pouze u dvojic, které obsahovaly právě již zmíněný 

polymorfismus rs3736265 a jeho alelu A a na základě bližšího zkoumání jsme došli 

k závěru, že daná signifikance plyne z vlastní statistické významnosti alely A a nikoli 

z haplotypu, jako takového. Jakmile jsme opět snížili hladinu významnosti, se záměrem 

nalézt možné trendy využitelné pro další výzkum, získali jsme tři kombinace 

polymorfismů, jež všechny zahrnovaly variantu rs2735611 genu PER1. Tichá mutace 

sice nemění polypeptidový řetězec proteinu, ale na základě předchozích studií by mohla 

být testována ve snaze zjistit, zda společně s další tichou mutací v daném genu, jež byla 

již dříve asociována s chronotypem, nepřispívá k haplotypu, který by měl za následek 

determinaci extrémně ranního chronotypu.  

Výsledky obdržené z diplomového projektu podporují přístup, který k problematice 

genetické determinence chronotypů člověka přistupuje komplexněji a zkoumá i geny, 

které nejsou primárně označované za „hodinové“. Navíc jsme se pokusili o prozkoumání 
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vlivu možných haplotypů na chronotyp, což je přístup, ke kterému se v poslední době 

uchyluje stále více výzkumných týmů, zabývajících se danou problematikou. Lze tak 

lépe pokrýt jednotlivé interakce proteinů zainteresovaných ve zkoumaném mechanismu.  
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8. Seznam použitých zkratek 
 

ASPS - syndrom předčasné spánkové fáze 

BMAL1 / ARNTL / MPO3- aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator like 

C1 – rs3736265 

C2 – rs8192678 

C3 – rs2946385 

C4 – rs2394445 

C5 – rs1467568 

C6 – rs11824092 

C7 – rs1481892 

C8 – rs2640909 

C9 – rs2735611 

CK1 - casein kinase 1 

CLOCK - clock circadian regulator 

CRY - cryptochrome circadian regulator  

dNTP - dideoxyribonukleotidtrifosfát 

DSPS - syndrom odkládané spánkové fáze 

ELFO – elektroforéza 

F – přímý primer 

FASPS – familiární syndrom předčasné spánkové fáze 

GCN5 - General control non-depressible 5 

HAT - histonacetyltransferáza 

L1 – rs1801260 

L2 – rs4757138 

L3 – rs2304672 

L4 – rs57875989PER - period circadian regulator 

MAF – frekvence minortiní alely 

MEQ – dotazník ranních a večerních typů 

NAD - nikotinamidadenindinukleotid 



 
 

58 
 

NAMPT - nikotinamid fosforibosyltransferázy 

NMN – nikotinamid mononukleotid  

NPAS2 - Neuronal PAS Domain Protein 2 

NÚDZ – Národní ústav duševního zdraví 

p300 - Histon acetyltransferáza p300 

PAS - Per-Arnt-Sim doména  

PCR – polymerázová řetězová reakce 

PGC-1α / PPARGC1 / LEM6 - Peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator 1 

alpha 

PPARγ - Peroxisome proliferator-activated receptor gamma 

R – zpětný primer 

RR – relativní riziko 

REV-ERB - Rev-Erb protein 

RFLP - polymorfismus délky restrikčních fragmentů 

RNF4 - Ring Finger Protein 4 

RORα - RAR Related Orphan Receptor A 

SCN – suprachiasmatická jádra hypothalamu 

SIRT1 – Sirtuin 1 

VNTR – variabilní počet tandemových repetic 

ZT - zeitgeber 
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