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Abstrakt

Nacasovani biologickych procest organismil je fizeno endogennimi cirkadiannimi hodinami.
Molekularni hodiny se nachéazeji témét v kazd¢é buiice a jsou synchronizovéany s vnéjSim
prostedim. Hlavnim mechanismem cirkadiannich hodin je
zpétnovazebna transkripéné-translaéni smycka. 24h-perioda cirkadianniho rytmu je zajisténa
reverzibilnimi posttranslacnimi modifikacemi (PTM) hodinovych proteint a dalSich regulatori
cirkadiannich hodin. PTM jsou dale dulezité pro synchronizaci hodin s vnéjS§im prostiedim,
jejich ovlivnéni zménou metabolického stavu v bufice a vzajemnou regulaci cirkadidnnich
hodin a bunécného cyklu. Zasadni roli maji fosforylace, PTM histonii, acetylace, SUMOylace,
ubikvitinace, O-vdzand N-acetylglukosaminace a polyADP-ribosylace. Molekuldrni
mechanismus biologickych hodin je evolu¢né konzervovany mechanismus vyskytujici se
u veétsiny organismu. Tato prace shrnuje poznatky o roli PTM v molekuldrnim mechanismu

cirkadiannich hodin savci a ¢lovéka.

Kli¢ova slova: cirkadianni hodiny, hodinové geny, hodinové proteiny, posttranslacéni

modifikace

Abstract

The timing of the biological processes of organism is controlled by an endogenous circadian
clock. The molecular clock is present in almost every cell and is synchronized with the external
environment. The main mechanism of the clock is a transcription-translation feedback
loop. The 24-hour circadian rhythm period is provided by reversible posttranslational
modifications (PTMs) of the clock proteins and another regulators of the circadian clock.
PTMs are further important for clock entrainment, their regulation by metabolic state in the cell,
and reciprocal regulation of the circadian clock end cell cycle. Phosphorylation, histones PTMs,
acetylation, SUMOylation, ubiquitination, O-linked N-acetylglucosamination
and polyADP-ribosylation play a crucial role. The molecular mechanism of the biological
clock is an evolutionarily conserved mechanism found in most organisms. This bachelor thesis
summarizes the knowledge about the role of PTMs in the molecular mechanism

of the mammalian and human circadian clocks.
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1 Uvod

1.1 Cirkadianni rytmus

Biologicky rytmus je pravidelné opakovani biologickych procest fizené vnitinimi
hodinami organismu. Rytmické opakovani metabolickych a fyziologickych déji usnadiuje
organismu adaptaci na pravidelné zmény ve vnéj$im prosttedi. Rytmus s periodou piiblizné
24 hodin se nazyva cirkadianni. Tento rytmus reguluje nacasovani metabolickych
a behavioralnich procesii béhem stfidani dne a noci. Jednd se naptiklad o fizeni cyklu
spanek/bdéni, télesné teploty, sekrece hormontl, glukozové homeostazy a metabolismu lipidi.
Vrozena endogenni rytmicita bun¢k je nezavisla na vnéjSim prosttedi a pokracuje v absenci
vngjsich faktord (ve stalé tmé). Endogenni hodiny jsou synchronizovany s vnéj$im prosttedim
(angl. termin ,.entrainment”) na zaklad¢ stfidani svétla a tmy. Dalsi faktory ovliviujici
cirkadianni rytmus jsou metabolické a humoralni signdly. NaruSeni hodin a jimi fizenych

procest muize vést k rozvoji poruch spanku a dalSich civiliza¢nich chorob.

1.2 Biologické hodiny

Cirkadianni rytmus organismu je fizen vrozenymi biologickymi hodinami. Ty se skladaji
ze vstupni drahy, pacemakeru a vystupni drahy. Biologické hodiny se vyskytuji témét v kazdé
burice a v organismu jsou hierarchicky uspotfadany. Centralni pacemaker u savcil se nachdzi
v parovém suprachiasmatickém jadie (SCN) umisténém v hypotalamu (Pittendrigh, 1960). Obé&
SCN jsou u laboratornich hlodavct tvofena zhruba 20 000 neurony oscilujicimi ve stejné fazi
a rytmu. Umistény jsou nad kiizenim ocnich nervll, coZ umoziiuje vnimani svétla a tmy
(Pickard, 1982). SCN fidi systémové rytmy a také hodiny v perifernich tkanich. Nejedna se ale
o vyhradni kontrolu, periferni hodiny jsou ovlivitovany dalSimi faktory, jako jsou naptiklad

signaly z metabolismu a humoralni signaly (shrnuto v Dibner et al., 2010).

1.3 Molekularni mechanismus cirkadiannich hodin
Zpétnovazebné transkripéné-translaéni smycky

Cirkadianni  periodu  biologickych  hodin  saved  udrzuji ~ zpétnovazebné
transkripéné-transkripéni smycky (TTFL) hodinovych genti (Obr.1). Transkripéni faktory
CLOCK a BMALI v pribéhu dne nasedaji na E-box v promotorové oblasti genti kodujicich
proteiny PERIOD (Perl, Per2, Per3) a CRYPTOCHROME (Cryl, Cry2) a zahajuji jejich
transkripci (Gekakis et al., 1998). Nové syntetizované proteiny PER1,2,3 a CRY 1,2 se béhem

dne akumuluji v cytoplazmé apo prekroCeni kritické hladiny, zhruba po 12 hodinach
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od zacatku piepisu jejich genti, spolu utvaieji proteinové komplexy a spole¢né s kinazou CK1
se presouvaji do jadra. V jadife komplex PER/CRY/CKI interaguje s heterodiméry
CLOCK::BMALI a inhibuje jejich transkripéni aktivitu. Proteiny PER a CRY tak v druhé ¢asti
dne inhibuji expresi svych vlastnich genii (C. Lee et al., 2001). Na konci subjektivni noci je
inhibi¢ni vliv proteini PER a CRY na CLOCK::BMAL1 ukoncen a cely mechanismus

obnoven (Shearman et al., 2000).

Heterodimér CLOCK::BMALI iniciuje také transkripci jadernych receptort REV-ERBa,
REV-ERBB a ROR. Jaderné receptory se vazi na ROR responzivni element (RORE)
v promotoru proteinu BMALI, a tim reguluji jeho transkripci. Pii navazdni ROR na RORE je
transkripce Bmall aktivovana, navazanim REV-ERB naopak potlac¢ena. Jaderné receptory tak
zpétnovazebné reguluji expresi proteinu BMALI a tvorbu heterodiméri CLOCK::BMALI1
(Guillaumond et al., 2005).

nucleus \cytoplasm

Cry MRNA
Rev-erb @
Ror

Obr.1 Molekularni mechanismus cirkadiannich hodin. Schématické zobrazeni vzdjemné regulace

transkripcne-translacni pozitivnich a negativnich zpétnovazebnych smycek (Brenna & Albrecht, 2020).



2 Uloha posttranslaénich modifikaci p¥i regulaci cirkadialniho

rytmu

Posttranslacni modifikace (PTM) tvoii nezbytnou soucast molekuldrniho mechanismu
cirkadiannich hodin. Jednd se o hlavni mechanismus zajistujici 24h-periodu
transkripéné-translacnich pozitivnich a negativnich zpétnovazebnych smycek (C. Lee et al.,
2001). Vyznam PTM pro hodinovy mechanismus byl nejprve prokdzan pfi regulaci stability
proteinu PER u Drosophily (Edery et al., 1994) a nasledn¢ u dalSich hodinovych proteini
u savcll (Akashi et al., 2002; C. Lee et al., 2001) a ¢lovéka (Camacho et al., 2001; Keesler et al.,
2000). Krom¢ zachovani spravné délky biologického dne maji PTM vyznam v synchronizaci
(angl. termin ,,entrainment*) edogennich hodin s vnéj$im prostfedim a pfenosu extracelularnich
podméth k jadru bunéénych cirkadidnnich hodin. Kovalentni modifikace proteinli ovliviiuji
jejich stabilitu (Keesler et al., 2000), subcelularni lokalizaci (Akashi et al., 2002), transkrip¢ni
aktivitu (Eide et al., 2002) i vazebné vlastnosti (Yin et al., 2006). Mezi nejvyznamnégjsi PTM
v cirkadiannim rytmu savct a ¢loveéka patii fosforylace, PTM histoni, acetylace, SUMOylace
a ubikvitinace. Pro interakci cirkadiannich hodin s metabolismem jsou dilezité zejména

O-vazand N-acetylglukosoaminace a polyADP-ribosylace.

2.1 Fosforylace/Defosforylace

mnozstvi bunéénych procest. Hlavnimi enzymy jsou zde proteinkindzy, katalyzujici pfenos
zbytku kyseliny fosfore¢né z makroergni molekuly ATP na cilovy protein (Burnett & Kennedy,
1954). Nejvétsi zastoupeni maji serin/threonin kinazy a tyrosin kindzy (Edelman et al., 1987;
Ullrich & Schlessinger, 1990). Hydrolytického §tépeni fosfatové skupiny katalyzuji proteinoveé
fosfatazy (Barford et al., 1998).

2.1.1 Uloha fosforylace v TTFL
2.1.1.1 CK1, CK2

Kasein kindzy (CK) jsou stézejnimi kindzami cirkadianniho rytmu. Jedna se o prvni
popsané proteinkindzy vibec (Bingham & Farrell, 1974). Tyto serin/threonin kinazy maji
kromé& regulace cirkadiannich hodin vyznamnou roli napiiklad ve Wnt signalizacni dréze,

apoptoze a nadorové suprimaci (shrnuto v Cheong & Virshup, 2011).

Hlavni roli v molekularnim mechanismu biologickych hodin ma CK1. Tato monomerni

kinédza je u savcl zastoupena minimalné v sedmi izoforméch: a, B, y1, y2, v3, 6 a €. Jednotlivé



izoformy maji silné¢ konzervovanou kinazovou doménu a lisi se prevazné¢ v délce a primarni
struktufe svého C-konce, coz moduluje jejich enzymatickou aktivitu ((Narasimamurthy et al.,
(Hirano et al., 2016; C. Lee et al., 2001). Dalsi vyznamnou charakteristikou kasein kinaz je
jejich relativni teplotni rezistence, v ¢emz se vyznamné odliSuji od vétSiny ostatnich enzymd.
Rezistence vici teplotnim zméndm se uplatiiuje v mechanismu teplotni kompenzace, kdy
1 pii zménach vnéjsi teploty zlistava endogenni rytmus zachovén (Isojima et al., 2009; Zhou
etal., 2015). CKle a CK16 obsahuji na svém C-konci inhibi¢ni autofosforylacni doménu,

jejimz odstépenim je kinaza aktivovana (Rivers et al., 1998).

Na povrchu kindzy CK1 byla definovana tfi rozdilnd vazebnd mista pro anion, jejichz
vzajemna interakce je dulezita pro regulaci konformace aktivaéni smycky kindzy a jeji vazbu
na substrat. Koordinovanou vazbou aniontll v mistech 1 a 2 je aktiva¢ni smycka udrZzovana
v konformaci ,,Joop down*. Tato konformace umoziuje ptistup k aktivnimu mistu kindzy pouze
urcitému typu substratu. Naproti tomu druhd z moznych konformaci smycky, ,,loop up®, je
nezbytna pro fosforylaci odli$ného typu substratu (Obr.2). Konformace aktiva¢ni smycky CK1

je rozhodujici faktor pro vybér fosforylaéniho mista na cilovém proteinu (Philpott et al., 2020).
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Obr.2 A) Povrch CKI1 svyznacenymi vazebnymi misty pro anion;, B) Konformacni stavy aktivacni
smycky CKI: , loop down* a , loop up‘ konformace pri vazbé aniontu ve vazebnych mistech 1 a 2;
C) Znazorneéni selektivity substratu v zavislosti na konformacnim stavu aktivacni smycky CKI

(Narasimamurthy & Virshup, 2021).



Izoformy CK16/e jsou konstitutivné exprimovany v SCN 1 perifernich pacemakerech
(Camacho et al., 2001; Shirogane et al., 2005). Na konci biologického dne je CKle/d
v komplexu s PER a CRY translokovana do jadra (C. Lee et al., 2001). Kindza z(stava
v komplexu navazana po celou dobu cyklu skrze vazebnou doménu CKBD (Eide et al., 2005;

C. Lee et al., 2004).

Fosforylace hodinovych proteint je centralni a evoluéné konzervovany mechanismus
cirkadidanniho rytmu. Vyznam fosforylace pro periodu cirkadiannich hodin byl pozorovéan
naptiklad u fau mutantniho kiecka, ktery vykazoval vyrazné zkraceni periody rytmu v lokomoci
z 24 hodin na 20 hodin u homozygotl a na 22 hodin u heterozygott (Ralph & Menaker, 1988).
Zkraceni biologického dne zvifete bylo zplisobeno jednobodovou Argl78—Cys mutaci
v hlavni kinaze cirkadianniho rytmu, CK1 (Lowrey et al., 2000). Pozdé¢ji byla objevena dalsi
z genetickych mutaci CK1, substituce Thr44—Ala, zplsobujici FASPS (z angl. ,,familial
advanced sleep phase syndrome®). Vedle mutace v samotné kindze je FASPS zapfi¢inény také
mutaci ve fosforylacnim mist¢ pro CK1 na proteinu PER2. U ¢loveéka se jedna o mutaci

Ser662—Gly, u mysi o Ser659 (Jones et al., 1999; Toh et al., 2001; Xu et al., 2005).

CK2 se sklada ze dvou regulacnich podjednotek B a dvou katalytickych o a narozdil
od CK1 je stale aktivni (Sarno et al., 2002). CK2 specificky fosforyluje Ser53 PER2
a pravdépodobné tak spolupracuje s CK1le na jeho proteozomalni degradaci (Tsuchiya et al.,
2009). Dalsim ze substrati CK2 je protein BMALI, u n¢hoz fosforylace Ser90 reguluje
subcelularni lokalizaci. Fosforylace BMALI1 béhem dne indukuje jeho transport do jadra, kde
spole¢né s CLOCK iniciuji transkripci hodinovych genti (Tamaru et al., 2009).

Regulace stability PER1 a PER2

Hlavni tlohou CK1 je regulace stability proteinu PER. Kindzy CKle a CK10 v prib&hu
biologického dne PER postupné fosforyluji, a tim ho oznacuji k proteozomalni degradaci
(Camacho et al., 2001; Keesler et al., 2000; C. Lee et al., 2001). Proteiny PER1 a PER2 jsou
fosforylovany v odliSnych regionech, coz umoziuje nezavislou regulaci jejich stability.
Degradace PERI1 je indukovana fosforylaci aminokyselin 121-126 na N-konci, zatimco
pro degradaci proteinu PER2 je zésadni fosforylace v regionu Ser477-Ser479, nachézejici se
n¢kolik set aminokyselin proti sméru od CKBD (Shirogane et al., 2005; Vanselow et al., 2006).
Fosforylace regionu Ser477-Ser479 proteinu PER2 vytvaii vazebné misto pro SCF/B-TrCP
E3 ubikvitin ligdzovy komplex. Rozpoznéani fosforylovaného PER ligazou B-TrCP1/2 ma

za nasledek na ubikvitinu zévislou degradaci proteinu v proteazomu 26S (Eide et al., 2005).



U proteinu PER bylo identifikovano celkem 20 moznych fosforylacnich mist (Vanselow
et al., 2006). Fosforylace v odliSném fosforylaénim regionu nez je vazebné misto pro B-TrCP
neoznacuje PER2 k okamzité proteolyze, ale naopak  ho stabilizuje
(angl.termin ,,phosphoswitch®). Jako stabiliza¢ni slouzi piedem fosforylovana oblast FASP,
neboli série péti serini zacinajicich Ser662 (Shanware et al., 2011). Tato oblast se nachazi
piimo v CKBD. Polocas zivota nov¢ syntetizovaného proteinu PER2 tak zavisi na konkrétnim

miste, ve kterém je fosforylovan (Narasimamurthy et al., 2018).

Destabilizace proteinu PER2 probiha ve tfech degradacnich stupnich. Béhem prvniho
stupné je PER2 fosforylovan ve vazebném misté pro B-TrCP a rychle degradovan. Ve druhém
stupni, neboli fazi platd, jsou fosforylovany FASP regiony a degradace je zpomalena. Tteti faze
je na kindze CK1 nezavisla. Fosforylace v jednom fosforylacnim misté inhibuje fosforylaci
v misté¢ druhém (Zhou et al., 2015). Rychld degradace proteinu indukovana fosforylaci
v B-TrCP vazebném misté automaticky zamezuje dalsi fosforylaci. Tato regulace je vzajemna,
fosforylace FASP naopak inhibuje vyvazanim aktivniho mista kinazy fosforylaci v B-TrCP

vazebném misté (Narasimamurthy et al., 2018).

Mutace CKletau zptusobuje zménu konformace aktivaéni smycky kindzy z pozice
,loop down* do ,,loop up*. ,,Loop up* konformace uptednostiiuje fosforylaci vazebného mista
pro B-TrCP a snizuje fosforylaci FASP (Philpott et al., 2020). V celkové kinetice je degradace
PER2 vyrazné efektivnéj$i u mutantni formy kinazy, neZ u bézné formy kinazy (Zhou et al.,
2015). Tau mutace tak neni ,,loss of function®, jak se dlouho pifedpokladalo, ale naopak
,»gain of function* (Gallego, Eide, et al., 2006). Balance ve fosforylaci téchto dvou mist je
nezbytnd pro spravné nacasovani celého cyklu (Philpott et al., 2020). Pfi inhibici kinazy CK1
dochazi ke zpomaleni degradace proteinu PER2 a prodlouZeni celého cyklu (Zhou et al., 2015).

Subcelularni lokalizace PER1 a PER3

Kromé stability proteinu PER, reguluji CKle/d6 také jeho subcelularni
lokalizaci a transport do jadra. Fosforylace Ser661 a Ser663 PER1 zplisobuje konformacni
zménu proteinu, a tim je odhalena nuklearni lokaliza¢ni sekvence nezbytnd pro transport
do jadra (Akashi et al., 2002; Takano et al., 2004). Jaderny import proteinu PER3 je indukovan
fosforylaci Ser613. Fosforylace navic zvySuje inhibi¢ni vliv PER3 na heterodimér

CLOCK::BMALI1 v transkripéné represivni fazi cyklu (Akashi et al., 2002).



Degradace proteinu CRY

Proteiny CRY'1 a CRY?2 jsou kindzou CK 1¢ fosforylovany pouze pokud je kindza navazana
v komplexu s proteinem PER (Eide et al., 2002). Fosforylace CRY zapficinuje jeho proteolyzu,
stejné jako v ptipad¢ PER (H. Lee et al., 2009).

Regulace transkrip¢ni aktivity CLOCK::BMAI1

Odlisny vyznam ma fosforylace u proteinu BMALI. Fosforylace zde nema vliv na stabilitu
ani na subcelularni lokalizaci proteinu, ale na miru transkripni aktivity heterodiméru
CLOCK::BMALI1. Fosforylaci BMALI je zvySena jeho transkrip¢ni aktivita v priubéhu
subjektivniho dne a inhibice obou izoforem CK1le a CK16 ma za nasledek snizenou transkripci
hodinovych genti Per a Cry (Eide et al., 2002). B€hem subjektivni noci je transkripcni aktivita
heterodiméru CLOC::BMALI1 aktivitou kindzy CK1 naopak inhibovana. CKle
v inhibi¢nim komplexu s PER/CRY fosforyluje CLOCK a zplsobuje jeho disociaci z DNA,
coz vede k inhibici transkripce hodinovych genti (Aryal et al., 2017).

2.1.1.2 GSK3p

Ubikvitné aktivovana glykogensyntaza kinaza 3 (GSK3) kinédza je u savci zastoupena ve
dvou izoformach: a a B. V cirkadiannim rytmu je dulezitd praveé izoforma GSK3p, vykazujici
vsavéim SCN a dalSich metabolicky aktivnich organech cirkadidnni rytmus ve své
enzymatické aktivité. (litaka et al., 2005). GSK3 je inaktivovana fosforylaci Ser9 na svém
N-konci, a to naptiklad kindzami PKB/AKT, PKA nebo CDK (Feng et al., 2011; Matsuo et al.,
2003; Stambolic & Woodgett, 1994). Pfi farmakologické inhibici kindzy lithiem dochazi
u savcl k prodlouzeni periody cirkadianniho rytmu (Abe et al., 2000). Farmakologicka
inhibice GSK3p jinymi inhibitory, jako je napfiklad kenpaullone, stejné€ jako inaktivace genu
GSK3p naopak cely cyklus zkracuje (Hirota et al., 2008). Zkraceni cyklu v pfitomnosti lithia je
tak pravdépodobné zptlisobeno i jinymi mechanismy, nez pouze inhibici GSK3p (J. Li et al.,

2012).

Jaderny import PER2

Narozdil od PER1 a PER3 je subcelularni lokalizace proteinu PER2 regulovana GSK3§.
Fosforyla¢ni misto této kindzy se nachazi v PAS doméné na aminokyselinach 1-372 a svou
lokalizaci se tak odliSuje od vazebnych mist pro kindzu CK1 a CRY. GSK3p na ptechodu
subjektivniho dne a noci interaguje s proteinem PER2 a zptsobuje jeho translokaci do jadra.

Nuklearni import PER2 je nezavisly na proteinu CRY. Inhibici GSK3 B je jaderny transport



znemoznén (litaka et al., 2005). Kindza GSK3 B reguluje pouze subcelularni lokalizaci PER2

a na jeho stabilitu nemé vliv (Zhou et al., 2015).

Regulace stability nuklearniho receptoru REV-ERBa a proteinu CRY2

Fosforylace na serin bohaté oblasti na N-konci jaderného receptoru REV-ERBa vede
k jeho stabilizaci. Inhibice kindzy ma za nasledek degradaci REV-ERBa, a tim je zvySena
exprese Bmall (Yin et al., 2006). Inhibice GSK3[ dale zapticinuje snizenou degradaci proteinu
CRY2. Na konci subjektivni noci fosforylace Ser553 indukuje jeho proteolyzu a inhibic¢ni vliv
na heterodimér CLOC::BMALI1 je uvolnén (Harada et al., 2005; Iitaka et al., 2005).
Pro fosforylaci CRY2 GSK3p je nezbytné, aby byl CRY2 ptedem fosforylovan na svém Ser557
kinazou DYRKI1A (Kurabayashi et al., 2010).

Degradace CLOCK a BMALI1

GSK3 dale reguluju stabilitu proteinu BMALI. Fosforylaci Ser12 a Thr21 ho oznacuje
pro ubikvitin protein ligaizu E3A (UBE3A). Protein BMALI je nasledné¢ degradovan
v proteazomu (Sahar et al., 2010). Ve stejné dobé je kindzou GSK3f fosforylovan na Ser427
také protein CLOCK a spole¢n¢ s BMALI je v cytoplazmé degradovan (Spengler et al., 2009).

2.1.2 Uloha fosforylace pi¥i synchronizaci perifernich cirkadiannich hodin

2.1.2.1 AMPK

AMP-aktivovand proteinkindza (AMPK) je vysoce konzervovand, tkanoveé specificka
kinadza, zapojena do regulace hladiny bunécné energie. Je aktivovana pii sniZzené hladiné¢ ATP
v bunice (shrnuto v Hardie, 2007). U Zivoc¢icht s denni aktivitou je enzymaticka aktivita AMPK
nejvyssi béhem subjektivni noci anaopak nejniz§i v dob€ piijmu potravy v aktivni fazi
biologického dne (Minokoshi etal., 2004). AMPK hraje dtleZitou roli pfi pifenosu

metabolickych signalti do perifernich hodin, kam nepronikaji svételné signaly (Um et al., 2011).

Degradace proteinu CRY

V perifernich hodinach v jatrech bylo zjisténo, ze AMPK fosforyluje Ser71 a Ser280 CRY,
a tim reguluje jeho stabilitu. Fosforylace Ser71 zesiluje vazbu CRY s FXBL3 a zvySuje
degradaci CRY. Destabilizaci CRY je wuvolnén inhibi¢ni efekt na heterodimér
CLOCK::BMALI na konci subjektivni noci, coz umoziiuje obnoveni jeho transkripcni aktivity

(Lamia et al., 2009).



Degradace proteinu PER pomoci fosforylace CK1

AMPK zéaroven reguluje také stabilitu proteinu PER. AMPK fosforyluje Ser389 CKle,
atim zvySuje jeji enzymatickou aktivitu. Aktivovand kindza fosforyluje vazebné misto
pro B-TrCP na proteinu PER a oznacuje ho k ubikvitinaci a nasledné proteozomalni degradaci

(H.-m. Lee et al., 2011).

AMPK reguluje stabilitu obou proteinit CRY 1 PER a synchronizuje jejich degradaci
(Obr.5). Inhibici AMPK jsou proteiny CRY a PER stabilizovany a cirkadianni perioda
prodlouzena. Jeji nadmérnou aktivitou je naopak cely cyklus zkracen (Lamia et al., 2009;

H.-m. Lee et al., 2011).

2.1.2.2 mTOR, AKT/PKB, PI3K

mTOR je nutricné senzitivni kindza aktivovana v perifernich hodinadch v odpovédi na
insulin kindzou AKT. Ve fibroblastech inhibice mTOR prodluzuje periodu a zmenSuje
amplitudu cirkadianniho rytmu, zatimco jeji nadmérné aktivace periodu zkracuje a zvétSuje
amplitudu (Ramanathan et al., 2018). mTOR je také dulezitd v jaderném importu proteinu
PER1 (Y. Liu et al., 2020). AKT je dale zapojena do PI3K-AKT signalni drahy dulezité
v regulaci transkripéni aktivity CLOCK::BMALI. Inhibici PI3K je znemoZnéna tvorba
heterodimérd CLOCK::BMALI1 a vazba téchto transkripcnich faktor na E-box cilovych gent
(Beker et al., 2019).

2.1.3 Uloha fosforylace p¥i svételné synchronizaci hodin v SCN

V zavislosti na extracelularnich signalech, jako je napiiklad svétlo, se v SCN v prub¢hu
biologického dne méni hladina intracelularnich vépenatych iontl a signalnich molekul cAMP
a ¢cGMP. Jimi aktivované signalni drahy vedou k fosforylaci transkripéniho faktoru CREB
a fazovému posunu v SCN (Ding et al., 1998; Obrietan et al., 1999). Fosforylaci aktivovany
CREB se vaze na cAMP responzivni element (CRE), vyskytujici se v promotorech cAMP
responzivnich gend, mimo jiné v promotoru proteinu PER1 a PER 2. Vazba CREB na CRE
vede k zah4jeni transkripce proteinu PER (Travnickova-Bendova et al., 2002). Svételny signal
behem brzké noci vyvolava fazoveé zpozdéni a signal na konci subjektivni noci fazovy posun
hodin vpied. Sumace jednotlivych fazovych posuni synchronizuje centralni pacemaker
s vn¢jSim prosttedim (Ding et al., 1998; Obrietan et al., 1999). Signalizace je recipro¢né
regulovéana cirkadidannimi hodinami. Protein CRY1 muze sniZovat hladinu cAMP skrze svou
vazbu na adenylcyklasu, a tim inaktivovat Cat+/cAMP-dependentni signalizaci

(Narasimamurthy et al., 2012).



2.1.3.1 CaMK, PKC, MAPK, PKA, PKG
Kalcium/kalmodulin-dependentni kinaza (CaMK)

Zvysenou intraceluldrni hladinou Ca+ iontl je aktivovana
kalcium/kalmodulin-dependentni kinaza (CaMK). Aktivovana CaMPKII fosforyluje Ser142
transkripéniho faktoru CREB (Tischkau et al., 2003). Inhibice CaMKII vede k potlaceni
svétlem indukované exprese proteinu PERI1 a naruSeni synchronizace centrdlnich hodin
(Yokota et al., 2001). CaMK dale reguluje aktivitu NO syntazy, a tim moduluje hladinu cGMP
v bunce a aktivitu proteinkinazy G (Agostino et al., 2004). CaMKII také piimo fosforyluje
jeden z hodinovych geni, transkripéni faktor CLOCK, ¢imZ zvySuje jeho transkripéni aktivitu

(Obr.3) (Weber et al., 20006).

Protein kinaza C (PKC)

Protein kinaza C (PKC), stejné jako CaMPKII a PKA, fosforyluje a aktivuje transkripéni
faktor CREB. PKC je dulezita ve svételné synchronizaci centralnich hodin (Jakubcakova et al.,
2007). Jeji aktivita neni regulovana pouze endogennimi signaly. V pribéhu transkripéné
represivni ¢asti dne asociuji PKCa a jeji receptor RACK-1 s proteinem BMAL1 (Obr.3).
Fosforylaci Ser440, Ser441 a Ser446 negativné ovliviiuje jeho transkripéni aktivitu (Robles
et al., 2010). PKC ma dtleZitou roli pii synchronizaci bun¢k pii ndhlé zméné extracelularnich
podminek, naptiklad pfi vyméne média. V reakci na zménu extracelularnich signalai PKC
fosforyluje Ser9 CLOCK, coZ zplsobuje jeho translokaci do jadra a aktivaci transkripce
hodinovych genti. PKC mé vyznam také v remodelaci chromatinu, kdy fosforylaci demetylazy
LSDI1 indukuje jeji vazbu s heterodimérem CLOCK:BMAL, a pozitivné tak reguluje
transkripci hodinovych genli (Nam et al., 2014).

MAP kinazy (MAPK)

Nezbytnou soucasti Ca+ aktivované signalni drahy vedouci k fosforylaci CREB a expresi
Per jsou ERK/MAP kindzy (Impey et al., 1998). MAPK kromé transkripéniho faktoru CREB
piimo fosforyluje proteiny TTFL. Proteinkinazy JNK v odpovédi na svételny stimul fosforyluji
Ser 520, Ser 592 a Thr527 proteinu BMALL, a tim aktivuji jeho transkrip¢ni aktivitu. Inaktivace
gentl pro kindzy JNKI1 a JNK2 vede k prodlouzeni periody perifernich cirkadiannich hodin
ve fibroblastech. K fazovému posunu SCN vede vyfazeni genu pro neurondlné specifickou
kindzu JNK3 (Yoshitane et al., 2012). Thr534 na C-koncové aktivaéni doméné proteinu
BMALI je dale fosforylovan kindzou p42, coz vede ke snizené vazby s proteinem CLOCK

a snizeni jeho transkrip¢ni aktivity. V pribéhu subjektivni noci MAP kinazy dale fosforyluji
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Ser265 proteinu CRY1 a Ser247 proteinu CRY2. Fosforylace v téchto serinech pozitivné
reguluje inhibicni vliv proteinu CRY (Sanada et al., 2004).
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Obr.3 Aktivace PKC a CaMK Ca+inoty a jejich role ve svételné synchronizaci savcich centralnich
hodin. Aktivované Ca+ a cAMP-dependenti kinazy fosforyluji transkripcni faktor CREB, ktery nasledné
translokuje do jadra, nasedda na CRE a iniciuje expresi proteinu Per. CaMK a PKC také primo
fosforyluji transkripcni faktory CLOCK a BMALI (Cavieres-Lepe & Ewer, 2021).

Proteinkinaza A (PKA)

Na zacatku subjektivni noci je signadlnimi molekulami cAMP aktivovana proteinkindza A
(PAK) (Ding etal., 1998). Vazba cAMP na regula¢ni podjednotku PKA vede k disociaci
a translokaci jeji katalytické podjednotky. Takto aktivovana PKA fosforyluje Ser133
transkripniho faktoru CREB. Fosforylovany CREB interaguje s deacetylazami CBP a p300.
Navazanim Polll na komplex CREB/CBP/p300 je zahajena transkripce PER1 (Balsalobre et
al., 2000). Dalsim substratem PKA je v cirkadidnnim rytmu napiiklad GSK3p, kterou
inaktivuje fosforylaci Ser9 (Fang et al., 2000). PKA je dale dalezitd v Ca+ aktivované signalni
draze pro translokaci kindzy ERK jadra (Impey et al., 1998).
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Protein kinaza G (PKG)

Vtokem Ca+ iontli béhem svételné signalizace v SCN je aktivovana NO syntaza. ZvysSena
hladina NO dale aktivuje guanylatcyklazu, ktera nasledné syntetizuje signalni molekuly cGMP.
cGMP se vaze na proteinkinazu G (PKG), a tim ji aktivuje (Ding et al., 1998). V sav¢ich SCN
vykazuje cirkadianni oscilaci ve své aktivit¢ cGMP II (Oster et al., 2003). Fosforylaci
transkripéniho faktoru CREB aktivuje expresi proteinu PER. Tato kinaza je aktivovana na konci
subjektivni noci a je dilezita pro fazovy posun vpied a prechod subjektivni noci v den (Prosser

et al., 1989).

2.1.4 Uloha fosforylace p¥i cirkadianni regulaci buné&éného cyklu

2.14.1 CDK1, CDKS, CDK9

Cyklin-dependentni kinazy (CDK) propojuji cirkadianni rytmus s bunéénym cyklem. Role
cirkadiannich hodin v fizeni bunééného cyklu je zkoumana naptiklad ve spojitosti s nddorovou
transformaci. Transkripéni faktory CLOCK a BMALI reguluji expresi regulatorti bunééného
cyklu. Hetodimér CLOCK::BMALI cirkadiann¢ aktivuje naptiklad transkripci serin/threonin
kindzy Weel, dilezité pro inhibici pfechodu bun¢k z G2 do M faze (Matsuo et al., 2003).

Regulace je obousmérna, aktivita CDK recipro¢né ovliviiuje jadro cirkadiannich hodiny.

CDKI1 fosforylaci moduluje stabilitu jaderného receptoru REV-ERBa. Fosforylace
probiha v pribéhu subjektivniho dne. Fosforylovany REV-ERBa je rozpoznan E3 ubikvitin
ligdzou FBXW?7 a nasledné¢ degradovan v proteazomu. Jeho degradaci je zvySena exprese

Bmall, a tim regulovana hodinova amplituda cirkadidnniho rytmu (Zhao et al., 2016).

CDKS5 béhem subjektivniho dne fosforyluje Thr451-Thr461 proteinu CLOCK, coz
zpusobuje jeho transport do jadra. Spolecné¢ s CLOCK se do jadra presouva také BMALI
fosforylovany CK2, a tim je umoZnéno zahajeni jejich spolecné transkripéni aktivity (Kwak
et al., 2013). V SCN je CDKS dulezita pro jaderny import proteinu PER. Fosforylace Ser394
usnadiiuje jeho interakci s CRY a indukuje transport komplexu PER2/CRY1 do jadra (Brenna
etal., 2019).

Dalsi z CDK regulujici molekularni mechanismus cirkadiannich hodin je CDK9. Tato
kinaza se vaze s jadernym receptorem REV-ERBa. Interakce CDK9 s REV-ERBa snizuje jeho
vazbu na RORE. CDKD9 tak snizuje expresi Bmall (Ou et al., 2019).
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2.1.5 Defosforylace
2.1.5.1 PP1, PP2A, PP4, PP5

Opozitni ptsobeni proteinovych kinaz a fosfatdz je nezbytna pro zachovani 24h-periody
cyklu. Do regulace cirkadidnniho rytmu savcl jsou zapojeny piedevsim fosfoprotein fosfatazy

(PPP) 1, 2A , 4 a 5. Fosfatazy reguluji stabilitu hodinovych proteinii i aktivitu samotnych kinaz.

Dynamicka rovnovdha mezi CK1 a PP1 reguluje hladinu proteinu PER v cytoplazmé
(H.-m. Lee et al., 2011). Zatimco fosforylovany PER je degradovan, defosforylace vede k jeho
stabilizaci (Gallego, Kang, et al., 2006). V PP1 deficientnich buiikach bylo pozorovano zvysené
mnozstvi fosforylované formy PER2, coz mélo za nésledek vy$$i miru jeho degradace
(H. -m. Lee et al., 2011). V zavislosti na struktufe sv¢é katalytické podjednotky PP1 odstépuje
fosfatovou skupinu z vazebného mista pro B-TrCP nebo FASP (Shanware et al., 2011).
Defosforylace FASP oblasti prodluzuje délku degradacni faze plato, a tim celkové prodluzuje
periodu cirkadianniho rytmu (Zhou et al., 2015). PP1 déle defosforyluje CREB, a tim ukoncuje
jeho transkripéni aktivitu (Mauna et al., 2011).

Dalsi z fosfatdz defosforylujici transkripéni faktor CREB je PP2A. PP2A defosforyluje
Ser133 CREB a ukoncuje transkripci proteinu PER (Wadzinski et al., 1993). Ptestoze
u Drosophily a Neurospory PP2A defosforyluje také protein PER, u savci tato fosfatiza
nevykazuje ve své aktivité cirkadianni rytmus ( Sathyanarayanan et al., 2004; Z. Yang
& Sehgal, 2001). Jeji inhibice nepfinesla u savell Zadné zmény v poméru fosforylovaného

a nefosforylovaného PER (H. -m. Lee et al., 2011).

Vyznam PP4 byl vsavéim mechanismu cirkadiannich hodinach pozorovan teprve
nedavno. PP4 defosforylaci proteinu BMALI zvySuje vazbu heterodiméru CLOCK::BMALI
na DNA, a tim ho chrani pted pfili§ brzkou transaktivaci. Defosforylace proteinu BMALI déle
pfispivé k oddaleni inhibi¢niho vlivu komplexu PER/CRY/CK1 a prodlouZeni transkripéné
aktivni ¢asti dne. Genetickd nedostateCnost v PP4 zkracuje cirkadidnni periodu, zatimco jeji

nadmérnd exprese prodluzuje (Klemz et al., 2021).

Dal§i vyznamnou fosfatdzou v cirkadidnnim rytmu savch je PPS5, exprimovana
v centralnich 1 perifernich hodindch. Substratem PP5 je CKle. Odstépenim autofosforylacni
domény se kindza stava aktivni. Tento aktivacni proces miize byt inhibovan proteiny CRY1
a CRY2, které mohou PP5 deaktivovat. Pfestoze in vitro mohou CKI defosforylovat také PP1,
PP2A a PP2B, ve fyziologickych podminkach je aktivace schopna pouze PP5. Jeji inhibice
snizuje fosforylaci proteinu PER, a ten je tim stabilizovan (Partch et al., 2006).
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2.2 PTM aremodelace chromatinu

Prestavba chromatinu z kondenzovaného do transkripéné aktivniho je zcela zasadni
mechanismus v regulaci genové exprese. Stézejni modifikace chromatinu jsou acetylace,
metylace a fosforylace (shrnuto v Clapier & Cairns, 2009). PTM histoni hraji dilezitou roli
v mnoha dalSich bunéénych systémech, a proto byl jejich vyznam zkoumdn také

v molekularnim mechanismu cirkadiannich hodin.

2.2.1 Acetylace

Acetylazy p300 a CBP v jadie interaguji s transkripénim faktorem CLOCK a spolecné
snim rytmicky pfipojuji acetylovou funkéni skupinu na volné -NH2 skupiny lysini
na N-koncich histond (viz kapitola 2.3.1). Acetylaci histont je zruSen jejich pozitivni naboj
a v dan¢ oblasti dochazi k rozvolnéni chromatinu a zahéjeni transkripce (Grimaldi et al., 2007;
Hirayama et al., 2007). V transkripné aktivni ¢4sti dne jsou acetylovany histony
v promotorovych oblastech hodinovych gentit PER1,2 a CRY1 na Lys9H3 a Lys14H4.
K aktivaci transkripce dochézi pouze v pfitomnosti koaktiva¢niho transkripéniho faktoru
pCAF. Histonova deacetyldiza 3 (HDAC3) transkripci inhibuje (Hosoda et al., 2009).
Antagonisticky acetylazam p300/CBP a CLOCK dale ptisobi v regulaci exprese hodinovych
genll deacetylaza sirtuin 1 (Sirtl) (viz kapitola 2.3.2) (Nakahata et al., 2008). Sirtl negativné
reguluje expresi hodinovych genii deacetylaci H3K9 a H4K14 v E-boxech jejich promotora
(Bellet et al., 2013). Vedle Sirtl se na deacetylaci histon a inhibici transkripce v SCN i
perifernich hodinach dale podileji Sirt3 a Sirt6 (Masri et al., 2014; Peek etal., 2013).
Cirkadianni rytmus v acetylaci H3 byl pozorovan v jatrech, kardiovaskularnim systému a SCN

(Curtis et al., 2004; Etchegaray et al., 2003; Naruse et al., 2004).

2.2.2 Metylace

Ve stejném rytmu s acetylaci probiha histonova metylace. Metyltransferdza MLL1
cirkadianné asociuje s CLOCK a trimetyluje Lys4H3 (Katada & Sassone-Corsi, 2010).
Pro zahajeni transkripce je dillezita také demetylasa Jarid1, kterd blokuje histon deacetylazu 1
(DiTacchio et al., 2011). V transkripéné represivni ¢asti biologického dne je Lys4 demetylovan
demetylazou LSD1 (Nam et al., 2014). V transkripéné neaktivnich oblastech byla pozorovana
rytmickd metylace Lys9 a Lys27 (Katada & Sassone-Corsi, 2010). Cirkadianné dimetylovany
Lys79H3 a trimetylovany Lys36H3 jsou dilezité elongacni znacky Polll a celkové je tak
histonova metylace dilezity mechanismus v regulaci exprese hodinovych genii (Koike et al.,

2012; Xia et al., 2015).
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2.2.3 Fosforylace
Dalsi z PTM H3 je fosforylace Serl0. Fosforylace histoni v SCN probihd na zakladé
svételného stimulu, a to ve stejné dob¢ jako jejich acetylace. Rozvolnéni chromatinu umoziuje

v odpovédi na svételny signal zahdjeni transkripce PER (Crosio et al., 2000).

PTM histonti jsou dilezitym mechanismem v regulaci transkripce hodinovych genil
(Obr.4). Kromée centralnich cirkadidnnich hodin jsou rytmické zmény ve struktufe chromatinu
ovlivitovany také metabolismem skrze poskytovani zékladnich substrati, jako je Acetyl-CoA

a S-adenosyl methionin (Mauvoisin et al., 2017; Xia et al., 2015).

Obr.4 PTM a remodelace chromatinu v regulaci exprese hodinovych genii. Acetylazy CLOCK a p300
spolecné s metylazou MLLI rozvolnuji chromatin a prispivaji k aktivaci transkripci hodinovych genii.
Ve druhé casti dne deacetylazy HDAC3, Sirtl, Sirt3 a demetylaza LSDI transkripci inhibuji
(Herndndez-Rosas et al., 2020).

2.3 Acetylace/Deacetylace
23.1 CLOCK

Vnitini acetyl transferdzova aktivita byla objevena také u transkripéniho faktoru
CLOCK. Tento protein na svém C-konci obsahuje konzervovanou doménu péti aminokyselin

shodnou s doménou lidského acetyl-COA vazebného proteinu (Doi et al.,, 2006).

15



Pro enzymatickou aktivitu CLOCK je nezbytna ptitomnost jeho vazebného partnera BMALI.
Jejich vzajemnd vazba pravdépodobné vede ke zméné struktury proteinu CLOCK, a tim je
aktivovana jeho acetyl transferazova aktivita (Etchegaray et al., 2003). BMALI je CLOCK
acetylovan v inhibi¢ni ¢asti cyklu na Lys253 proteinu BMAL1 (Hirayama et al., 2007).
Acetylaci BMALLI je podpofena jeho interakce s proteinem CRY. ZvySenou vazbou CRY
na heterodimér CLOCK::BMALI1 je umocnén jeho inhibi¢ni vliv. Protein CLOCK tak béhem
dne pulsobi stfidavé jako aktivator a inhibitor transkripce (viz kapitola 2.2.1). DalSim
ze substrati CLOCK je protein PER2, unéhoz acetylace inhibuje jeho proteozomalni degradaci
a zamezuje tak pred¢asnému uvolnéni jeho inhibi¢niho vlivu (Asher et al., 2008). HAT aktivita
proteinu CLOCK zévisi na hladiné energie v buiice a je pozitivn€¢ regulovana redukovanym

kofaktorem NADH (Doi et al., 2006).

2.3.2 Sirtl

NAD+-dependentni deacetylaza sirtuin 1 (Sirtl) v jadfe asociuje s heterodimérem
CLOCK::BMALI areguluje transkripci hodinovych genti (viz kapitola 2.2.1) (Nakahata et al.,
2008). Hladina NAD+ v pribéhu dne je fizena cirkadidnnimi hodinami. Transkripce NAMPT,
limitniho enzymu pro syntézu NAD+, je regulovana heterodimérem CLOCK::BMALI. Sirtl
reguluje syntézu svého vlastniho kofaktoru kompetici s CLOCK::BMALI1 o vazebné misto
na promotor enzymu NAMPT (Ramsey et al., 2009). Tato transkrip¢né enzymaticka smycka
tvofi dulezitou soucast propojeni mezi cirkadiannim systémem a metabolismem (Imai &

Yoshino, 2013).

V transkripéné aktivni ¢asti dne Sirtl reguluje transkripci hodinovych gent skrze expresi
Bmall. V neurondlnich bunkach SCN se Sirtl spole¢né s PGC-1a vaZe na promotor BMALI
a zvysuje jeho expresi (Chang & Guarente, 2013). Sirtl dale reguluje stabilitu proteinu PER2
navdzaného na heterodimér CLOCK::BMALI1. Deacetylovany PER je proteozomalné
degradovan, a tim je uvolnén jeho inhibi¢ni vliv na CLOCK::BMAL1 (Asher et al., 2008).
Regulace PER2 a Sirtl je vzajemna. Protein PER2 se vaze promotor Sirtl ve vazebném misté
pro CLOCK:BMALI anegativné reguluje expresi Sirtl. Ve stafi je mnozstvi Sirtl
redukovano, coz ma za nasledek zvySenou hladinu proteinu PER2 a desynchronizaci celého

rytmu (Wang et al., 2016).

2.3.3 HDAC3

HDAC3 udrzuje homeostdzu mezi cirkadidnnim rytmem a metabolismem. Tato

deacetylaza interaguje s jadernym receptorem REV-ERBo, a podili se tak naptiklad
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na rytmickém fizeni exprese genli zapojenych do metabolismu lipidi a glukoneogeneze
(Feng et al., 2011; Sun et al.,, 2012). HDAC3 je dale dulezitd pro rytmickou acetylaci
a deacetylaci histontt (viz kapitola 2.2.1). HDAC3 deacetyluje také protein BMALI,
a ovliviiuje jeho stabilitu. Zacatkem subjektivniho dne HDACS3 stabilizuje protein BMALI,
a prispiva tak k expresi hodinovych genii. V pribéhu subjektivni noci naopak blokaci
vazebného mista pro FBXL3 stabilizuje protein CRY1 a pozitivné¢ reguluje jeho interakci

s proteinem BMALT (Shi et al., 2016).

2.4 SUMOylace

V procesu SUMOylace jsou na substrat kovalentné pfipojovany proteiny z rodiny SUMO
(angl. termin ,,small ubiquitin like-modifier) (Meluh & Koshland, 1995) Cilovy protein miize
byt polysumoylovan sekven¢né podobnymi izoformami SUMO2/3 (Saitoh & Hinchey, 2000).
U nékterych proteintt miize byt polysumoylace kriticka pro rozezndni ubikvitin ligdzu, coz
muze vést k proteozomalni degradaci proteinu (Uzunova et al., 2007). SUMOylace muze dale
indukovat napftiklad fosforylaci proteinu (Luo et al., 2014). SUMOylace je vyznamna PTM

pii vystaveni bunék zvySené teploté, tlaku nebo oxida¢nim stresu (Bossis & Melchior, 2006).

2.4.1 Regulace transkrip¢ni aktivity CLOCK::BMAL1

BMALI1 je polysumoylovan na Lys259 ve své PAS doméné. Tato PTM je nezbytna pro
jeho transaktivaci a ndslednou degradaci (Cardone et al., 2005). SUMOylace BMAL1 indukuje
tvorbu komplexit CLOCK/BMALI1/CBP v jadernych téliscich, a tim je zahéjena transkripce
proteinu PER (Y. Lee et al., 2015). Polysumoylovany Lys259 dale slouzi jako molekularni
zna¢ka pro jeho ubikvitinaci. Po ukonceni své transkripéni aktivity je BMALI degradovan
na ubikvitinu zavislou proteolyzou (J. Lee et al., 2008). SUMOylace BMALI je dillezita
v synchronizaci jednotlivych bunék v reakci na zménu extracelularnich podminek. Po pfidani
proteazy do média je BMALI velmi rychle sumoylovan a translokovéan do jadra, a tim jsou
hodiny synchronizovany (Y. Lee et al., 2015). Prvotni studie pfedpokladala, Zze degradace
BMALI1 je zprostiedkovana pfipojenim SUMOI1 (Cardone et al., 2005). Pozdéjsi studie
piikladaji hlavni vyznam SUMO?2/3, které jsou schopny cilovy protein polysumoylovat, a tim
ho oznacit pro ptfipojeni molekuly ubikvitinu (J. Lee et al., 2008).

SUMOylace CLOCK byla zpozorovana v souvislosti cirkadianniho rytmu a vzniku
nadorového bujeni. CLOCK je cirkadidnné sumoylovan na dvou riznych lysinovych zbytcich,
Lys67 a Lys851 na C-konci své bHLH/PAS domény. SUMOylace CLOCK zvySuje jeho

transkripcni aktivitu a také transkripéni aktivitu receptoru pro estrogen o (ERa), stimulujiciho
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bunécnou proliferaci (S. Li et al., 2013). Jedna se o reverzibilni modifikaci, sentrin-specificka

proteasa 1 protein desumoyluje, a tim inhibuje jeho transkrip¢ni aktivitu (S. Li et al., 2013).

2.4.2 Dualni efekt SUMOylace PER2

Protein PER2 je SUMOylovan SUMO1 i SUMO2 na Lys736. Polysumoylace SUMO2
usnadiiuje proteinu PER2 interkaci s B-TrCP vedouci k proteazomalni degradaci. Naproti tomu
piipojeni SUMOI slouzi jako signal pro CK1 k fosforylaci Ser662. Fosforylaci Se662 je PER
stabilizovan a je prodlouzen jeho inhibic¢ni vliv na heterodimér CLOCK::BMALT1 (viz kapitola
2.1.1.1). SUMOylace SUMOL1 je déle dulezita pro vytvoieni PER2/CRY/CK1 komplexu a jeho
transport do jadra (Chen et al., 2019).

2.5 Ubikvitinace/Deubikvitinace

Pti ubikvitinaci dochazi ke kovalentnimu pfipojeni molekuly ubikvitinu na N-konec
cilového proteinu (Goldknopf et al., 1977). Tato modifikace oznacuje protein k degradaci
v proteazomu, méni jeho subcelularni lokalizaci, ptipadné moduluje jeho aktivitu nebo vazebné
vlastnosti. K proteozomalni degradaci vede polyubikvitinace Lys48 a Lys29 (Johnson et al.,
1995). Ubikvitinace se odehrava ve tiech krocich. V prvnim kroku je ubikvitin vazan ubikvitin
aktivujicim enzymem E1 a nésledné je pfenesen na ubikvitin konjugujici enzym E2. Pfipojeni

ubikvitinu na cilovy protein zajist'uje specificka E3 ubikvitin ligaza (shrnuto v Pickart, 2001).

2.5.1 Degradace PER, CRY

Hlavnim mediatorem degradace proteinu CRY je F-box protien FBXL3. FBXL3 vytvaii
spolecné s SCF E3 ubikvitin ligdzovy komplex oznacujici CRY 1,2 k degradaci v proteazomu.
Vazba na FXBL3 dale zamezuje interakci CRY s PER (Luo et al., 2014). Mutace v FBXL3
vede ke snizeni degradace CRY a prodlouzeni periody (Busino et al., 2007; Siepka et al., 2007).
Stabilita CRY je dale regulovana paralogem proteinu FBXL3, FBXL21. FBXL21 se narozdil
od FBXI3 vyskytuje jak v jadfe, tak v cytoplazmé. V prubehu subjektivniho dne FBXL21
degraduje protein CRY, a zamezuje tak jeho nadmérné akumulaci v cytoplazmé. Béhem
subjektivni noci naopak v jadie FBXL21 chrani CRY pred pfili§ rychlou FBXL3 zavislou
degradaci a pfed¢asnému uvolnéni jeho inhibi¢niho vlivu na CLOCK::BMALI1. Oddélené role
a bunéénd kompartmentace FBXL3 a FBXL21 jsou nezbytné pro regulaci proteinu CRY,
a s tim souvisejici délku cyklu (Yoo et al.,, 2013). Ubikvitinace proteinu CRY je snizena
v pfitomnosti PER2. Protein PER vyvazuje vazebné misto pro FBXL3 a chrani CRY
pted proteolyzou (Xing et al., 2013).
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Ubikvitinace proteinu PER B-TrCP1 a B-TrCP2 je zavisla na primarni fosforylaci proteinu
CKI1. B-TrCP1 a B-TrCP2 jsou vzdjemné redundantni. Pfi inaktivaci genu pro jednu z E3
ubikvitin ligdz nedochazi k zddné zméné v délce periody. Vyrazeni genu pro ob¢ ligdzy sice
prodluzuje cirkadianni periodu, degradace PER vSak zlistavd v urCit¢ mife zachovana.
E3 ubikvitin ligdzy B-TrCP tedy nejsou v cirkadidnnim systému nenahraditelné, ale PER

mohou znacit k proteozomalni degradaci i jiné E3 ubikvitin ligdzy (Ohsaki et al., 2008).

V molekuldrnim mechanismu cirkadiannich hodin byla déale objevena ubikvitin protein
ligaza E3A ubikvitinujici transkripéni faktor BMALT1 (Gossan et al., 2014; Chen et al., 2019).
Degradaci jaderné¢ho receptoru REV-ERBa zprosttedkovava FBXW?7. Primarni fosforylace
REV-ERBa kindzou CDKI1 vede k pfipojeni SUMO2 a nasledné FBXW?7 dependentni
degradaci (viz kapitola 2.1.4.1) (Zhao et al., 2016).

2.5.2 Deubikvitinace

Mezi vyznamné deubikvitindzy cirkadianniho rytmu patii ubikvitin C-terminalni
hydroldza 2 (USP2). USP2 deubikvitinaci stabilizuje proteiny BMALI1, PER a CRY (Scoma
etal., 2011; Tong et al., 2012; Y. Yang et al., 2012). Dalsi dulezitou deubikvitindzou je UBR4
stabilizujici v SCN protein PER (Ling et al., 2014).

2.6 O-vazana N-acetylglukosoaminace

O-vazana N-acetylglukosoaminace je NAD+-dependentni, nutri¢éné senzitivni PTM
dilezitd pro metabolickou  synchronizaci perifernich hodin. Pfi této modifikaci je
monosacharid B-N-acetylglukosamin z UDP-N-acetylglucosaminu pfipojovan
na hydroxylovou skupinu serinu a threoninu cilového proteinu (Torres & Hart, 1984). Pfenos
monosacharidu katalyzuji acetylglukosaminyltransferazy (OGT), hydrolyzu
acetylglukosaminidazy (OGA) (Haltiwanger et al., 1992). O-vazanéd N-acetylglukosaminace je
regulovana mnozstvim dostupné glukoézy skrze hexoaminovou biosystetickou dréhu.
Extracelularni hladina gluk6ézy moduluje intracelularni hladinu UDP-N-acetylglukosaminu

zdroje B-N-acetylglukosaminu (Obr.5) (Taylor et al., 2008).

Aktivita OGT a OGA je béhem dne regulovana cirkadidnnimi hodinami (Kaasik et al.,
2013). OGT je rytmicky aktivovéana fosforylaci Ser3 a Ser4 zbytkl kindzami GSK3f3, AMPK
a CaMKII (Kaasik et al., 2013; Lubas & Hanover, 2000; Ong et al., 2018). Naruseni exprese

OGT vedla v mysich jatrech k naruseni cirkadianniho rytmu glukozové homeostazy (M.-D. Li
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et al., 2013). Pro udrZeni rovnovahy mezi aktivitou OGT a OGA a cirkadidannimi hodinami je

nezbytné pfijimat potravu v pfirozené dob¢ (X. Liu et al., 2021).

2.6.1 N-acetylglukosoaminace PER, BMALI1

V metabolicky aktivnich organech je v aktivni Casti dne kinazou AMPK zvySovan
glukézovy prijem. ZvySena hladina glukozy ma za nésledek N-acetylglukosaminaci proteinu
PERI1. Nadmérna N-acetylglukosaminace zptisobenda inhibici OGA vede ke snizeni hladiny
proteinu PER béhem temnostni faze a fazovému posunu SCN (Durgan et al., 2011). Snizena
glukozy blokuje N-acetylglukosaminace fosforylaci PER kinazou CK1 v oblasti FASP Tato
hypofosforylovand forma PER mé niz8i stabilitu (Kaasik et al., 2013). U Drosophily
N-acetylglukosaminace proteinu PER moduluje také jeho interakci s ostatnimi proteiny.
O-vézana N-acetylglukosaminace Ser945 brani vazb¢é PER2 na protein CLOCK, a tim brani
pred¢asnému nastupu transkripcné represivni faze cyklu. Tento efekt vSak u savcii zatim nebyl

potvrzen (Y. H. Li et al., 2019).

DalSim z proteinu podléhajici N-acetylglukosaminaci pfi zvySené hladin¢ glukédzy je
transkripéni faktor BMAL1 (Durgan et al, 2011). V perifernich hodinach ptipojeni
N-acetylglukosaminu stabilizuje heterodimér CLOCK::BMALI1 inhibici jeho na ubikvitinu
zavislé proteolyzy. Nadmérna exprese OGT zvySuje amplitudu v oscilaci hodinovych gend,
zatimco jeji inaktivace jejiho genu sniZzuje N-acetylglukosaminaci CLOCK 1 BMALI
a celkovou oscilaci v hladiné BMAL1 béhem dne (M.-D. Li et al., 2013).

2.7 PolyADP-ribosylace

PolyADP-ribosylace je NAD+-dependentni PTM, pfi které€ je na cilovy protein kovalentné
pfipojovéano nékolik podjednotek ADP-ribézy (Hayaishi & Veda, 1977 ). Pfenos ADP-ribozy
zNAD na substrat katalyzuji enzymy zvané poly(ADP-ribéza) polymerazy (PARP).
V ovlivnéni cirkadiannich hodin metabolickym stavem v buiice je dilezitd zejména PARPI,
vykazujici ve své enzymatické aktivité pravidelny rytmus. PARP1 je nezavisla na centralnich
hodinach a jeji aktivita je regulovana pfijmem potravy (Stokkan et al., 2001). Enzymaticka
aktivita v jatrech osciluje s cirkadianni periodou. Nejnizsi aktivitou byla naméfena v dobé

pifijmu potravy (Asher et al., 2010).

2.7.1 PolyADP-ribosylace CLOCK

V pribéhu subjektivni noci se PARP1 vdze na protein CLOCK a nésledné¢ ho
polyribosyluje (Obr.5). PolyADP-ribosylace vyznamné ovliviiuje silu vazby komplexu
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CLOCK::BMAL1 na DNA. U PARPI1 deficientni mySi je vyrazné¢ zvySena silu vazby
CLOCK::BMAL1I na DNA, a tim snizena transkripni aktivita heterodiméru
CLOCK::BMALL. Deficience vede k celkovému fazovému posunu centradlniho pacemakeru
v SCN. PolyADP-ribosylace nebyla pozorovan u zZadnych dalSich hodinovych genti (Asher
etal., 2010).
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Obr.5 Ovlivnéni cirkadiannich hodin zmeénou metabolického stavu v burice. Zvyseny pomer AMP/AKT
aktivuje AMPK, ktera nasledné fosforyluje CKI a CRY, coz vede k degradaci PER a CRY. Hladina
dostupné glukozy reguluje aktivitu OGT a transkripcni aktivitu BMALI. NAD+-dependentni Sirtl
a PARPI inhibuji transkripci hodinovych genii v represivni casti biologického dne (Reinke &Asher,
2019).
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3 Zavér

Biologické hodiny jsou dulezitym regulatnim mechanismem organismu. Soucasné
vyzkumy se zaméfuji jak na prohloubeni poznatkii o regulaci molekularniho mechanismu
cirkadiannich hodin, tak na interakci cirkadiannich hodin s dal$imi bunéénymi systémy. Jednou
z vyznamnych otazek je naptiklad zpiisob regulace zmény konformace aktivacni smycky CK1,
degradace proteinu PER a ovlivnéni délky cirkadianni periody. Dalsi vyzkumy se zabyvaji
moznosti vyuziti cirkadiannich hodin jako potenciondlniho terapeutického cile pii 1écbé

civilizaénich onemocnéni.

Farmakologickd regulace biologického rytmu, Uprava cykli spanku/bdéni a pfiijiméni
potravy by mohla podpofit terapeuticky ucinek ostatnich lécebnych metod. Moznymi
farmakologickymi cili jsou jak samotné hodinové proteiny, tak dalsi regulatory cirkadidnnich
hodin. Proteinkindzy jsou vzhledem ke svému zapojeni do velkého mnozstvi specifickych
signalnich drah velkym objektem z4jmu. CK1e/6 jsou moZnym chronoterapeutickym cilem
napiiklad pti 1é¢bé rakoviny. Tato kindza je vysoce exprimovand v transformovanych buiikach
pti leukemii, rakovin€ prsu, slinivky a vaje¢nikii a modulace jeji enzymatické aktivity by mohla
piispét k usp&sné 1écbe (Rosenberg et al., 2015). Vyzkum zabyvajici terapii rakoviny slinivky
navrhuji zacileni na Sirtl (Masri et al., 2014). Farmakologickd modulace aktivity dalsi
z vyznamnych kindz, GSK3p, by mohla pomoci pacientim trpicimi bipolarni poruchou
a Alzheimerovou chorobou (Griebel et al., 2019; Kaladchibachi et al., 2007; McCarthy et al.,
2013). Cirkadidnni hodiny jsou dale potencidlnim cilem pii 1é€bé kardiovaskularnich
onemocnéni. Podpora enzymatické aktivity Sirtl by mohla byt vyuZita pii 1écbé aterosklerozy
(Man et al., 2021). Vzhledem ke své roli v regulaci sekrece inzulinu a metabolismu glukézy

a lipidt je na Sirtl mozné zacilit také pti 1é¢be diabetu 2.typu (Kitada et al., 2013).

V prevenci vySe vyjmenovanych i dalSich onemocnéni je dulezité dbat na spravnou
zivotospravu. V soucasné dobé je pfirozeny biorytmus narusovan umélym osvétlenim,
pfijimanim potravy v nepfirozenou denni dobu a praci na smény. Zkracovani délky spanku
a celkova desynchronizace miiZze vést nejen ke spankovym porucham, ale i k dalS§im vaznym

zdravotnim problémim.
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