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Abstrakt

Cirkadidanni hodiny generuji cirkadianni rytmus, jenz se podili na regulaci vétSiny
signaliza¢nich drah organismu, vcéetné bunécného cyklu a apoptdzy. Naruseni mechanismu
cirkadidannich hodin vede ke zvySenému riziku vzniku a progrese tumoru. Pfi neoplastické
transformaci kolonu byla prokazana zménéna regulace klicovych procest souvisejicich s proliferaci,
diferenciaci a apoptdzou. DalSim regulacnim mechanismem zasahujicim do regulace klicovych drah
souvisejicich s tumorigenezi jsou miRNA.

Cilem této diplomové praci bylo metodou kvantitativni RT-PCR zjistit existenci
cirkadianniho rytmu exprese hodinami primo kontrolovanych gent (Tef, Dbp), miRNA (miR-1-3p,
miR-16-5p, miR-34a-5p, miR-155-5p, miR-192-3p) a genl bunécného cyklu (Ccnd1, Ccnel, Ccnal,
Ccnb1) a apoptdzy (Casp3, Bcl2, Bad) v kolonu mysi a nasledné porovnat zmény cirkadianni
rytmicity b&éhem starnuti a pti neoplastické transformaci kolonu.

Nasi analyzou byla detekovdna cirkadidnni rytmicita exprese Tef, Dbp, Ccnel, Ccnal,
Ccnb1, Casp3 a Bcl2 v kolonu mladé mysi, Tef, Dbp, miR-1-3p, Ccnel a Ccnal v kolonu staré mysi a
Tef a Dbp v kolorektdlnim tumoru.

Zjistili jsme, Ze cirkadianni rytmus exprese hodinami pfimo kontrolovanych genl je
utlumen, ale zachovan béhem neoplastické transformace kolonu. Naproti tomu cirkadidanni
rytmicita miRNA a genl bunécného cyklu a apoptdzy je béhem neoplastické transformace
vymizeld. S pribyvajicim vékem se cirkadianni rytmus genl bunécného cyklu a apoptdzy oslabuje.
Na cirkadianni expresi analyzovanych genl je patrny silnéjsi efekt véku nez efekt neoplastické

transformace.
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Abstract

The circadian clock generates circadian rhythms, which participate on regulation of
a number of signalling pathways. Disruption of the circadian regulatory mechanism is linked to
a development and a progression of certain types of cancer including colorectal tumorigenesis.
Progression of tumorigenesis depends on the cell cycle machinery related to cell proliferation and
apoptosis. MiRNAs play a role in initiation and progression of tumorigenesis because they
interfere in regulatory pathways associated with tumorigenesis.

The aim of the thesis was to determinate existence of circadian rhytms in clock controlled
genes (Tef, Dbp), miRNAs (miR-1-3p, miR-16-5p, miR-34a-5p, miR-155-5p, miR-192-3p) and genes
of the cell cycle machinery (Ccnd1, Ccnel, Ccnal, Ccnb1) and apoptosis (Casp3, Bcl2, Bad). Further,
to compare detected circadian rhythms during aging and neoplastic transformation of colon by
quantitative RT-PCR.

We have observed circadian expression of Tef, Dbp, Ccnel, Ccnal, Ccnb1, Casp3 and Bcl2
in young mice colon, Tef, Dbp, miR-1-3p, Ccnel, Ccnal in old mice colon and Tef and Dbp
in colorectal tumors.

In summary, circadian expression of clock controlled genes varied but was maintained in
mice colorectal tumors. In aging we demonstrated weakening of circadian rhythms of the genes of
the cell cycle machinery and apoptosis. The larger effect on circadian expression of the cell cycle

and apoptosis genes has been observed in aging compared with neoplastic transformation.
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apoptosis
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1 Seznam zkratek

4E-BP1
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Abccl
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AMPK
AOM
AOM/DSS
APAF1
APC
ATM
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ATR
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BAG
BAK
BAX
BCL2
BCL-XL
bHLH
BID
BIK
BMAL1
BOK
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CCN
CDK

cFLIP
Cftr
CG
C-JUN
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CK2
CLOCK
C-MYC
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CRE
CREB
CRY
Dbp
DGCRS8
DISC komplex
DRA

elF4E vazebny protein 1

ATP Binding Cassette

ATP-binding cassette, sub-family B member 1A

ATP binding cassette subfamily C member 1

iontovy vyménik

adenosin monofosfat

adenosin monofosfat aktivovana proteinkinaza
azoxymetan

skupina mysi s indukovanym kolorektalnim karcinomem
apoptotic protease activating factor 1

Adenomatous polyposis coli

ataxia telangiectasia mutated

adenosin 5'-trifosfat

ataxia telangiectasia and Rad3-related protein
arginin vazopresin

BCL2 associated agonist of cell death
BCL2-associated athanogene

BCL2-antagonist/killer

BCL2-associated X protein

B cell leukemia/lymphoma 2

B-cell lymphoma-extra large, BCL2L1

basic helix-loop-helix

BH3 interacting-domain death agonist

BCL2 interacting killer

aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like
BCL2-related ovarian killer

hodinami kontrolované geny

cyklin

cyklin dependentni kindza

cellular FLICE (FADD-like IL-1B-converting enzyme)-inhibitory
protein

cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
hodinové geny

cellular jun proto-oncogene

kasein kinaza 1

kasein kinaza 2

clock circadian regulator

v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog
kolorektalni karcinom

c-AMP response element

c-AMP response element-binding protein
cryptochrome circadian clock

D site albumin promoter binding protein
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death inducing signaling complex
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E2F
EGF
EIF4E
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GLUTS
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IGF-1
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miRNA
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MYT1
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pri-miRNA
PTB
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PUMA
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ROR
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SCN

dextransulfat sodny

E2F transcription factor

epidermal growth factor

eukaryotic translation initiation factor 4E
epitelidlné-mezenchymalni prechod
epitelidIni sodny kanal

Fas-Associated protein with Death Domain
Fas cell surface death receptor

glukézovy prenasec 2

fruktézovy prenasec 5

glycogen synthase kinase 3 beta
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D/Q
checkpoint kinase 1/2

inhibitor apoptotickych protein(

insulin like growth factor 1

intrinsically photosensitive retinal ganglion cells
internal ribosomal entry side

microRNA

mutL homolog 1

oprava zamén bazi, mismatch repair

mutS homolog 2

myelin transcription factor 1

nicotinamide adenine dinucleotide
nicotinamide phosphoribosyltransferase
Na*/H" vyménik

non-POU domain containing, octamer-binding
Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1
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polypyrimidine tract-binding protein, hn RNP |
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RNA binding motif protein 4
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orphan nuclear receptor
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SGLT1
SIRT1
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TEF
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TGF-B
TNF
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TRAIL
UTR
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WD repeat-containing protein 5
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2 Uvod

Vétsina organismu si v reakci na periodicky se ménici podminky okolniho prostredi vytvofila
vnitfni  asovy systém cirkadiannich hodin, jez prostfednictvim transkripéné-translacéni
zpétnovazebné smycky generuje cirkadidnni rytmus s periodou 24 hodin, a tak synchronizuje
klicové procesy probihajici vtéle (Reppert and Weaver, 2002). Vnéjsi vlivy mohou poskodit
cirkadianni rytmicitu, coz jak se ukazuje v posledni dobé, muze vést k naruseni klicovych
signaliza¢nich drah a vyustit v patofyziologicky stav. Epidemiologické studie vnéjSich vlivi
narusujicich cirkadidnni rytmicitu predstavuji dalezity fenomén uplatiiujici se mimo jiné pfi
neoplastickych transformacich v fadé tkani.

Kolorektalni karcinom je jednou z nej¢astéjSich forem nadorového onemocnéni s celkovou
mortalitou kolem 700000 lidi/rok a vzrUstajici incidenci ve vyspélych statech svéta.
V mezinarodnim srovnani se Ceska republika pravidelné umistuje na nejvy33ich pfickach statistiky
incidence kolorektalniho karcinomu na 100 000 obyvatel (Ferlay et al., 2013). Vznik a vyvoj
tumoru, pozdéjsiho karcinomu, je Uzce spojen se zménou regulace proliferace, diferenciace a
kontrolované bunécné smrti v zasazené tkani. Zaroven byla v tumorigenezi identifikovana zména
exprese fady microRNA, jez ovliviuji klicové signalizacni drahy souvisejici s nadorovym bujenim
(Croce, 2009).

V poslednich letech se fada studii zabyva problematikou zvysené incidence nékterych
karcinomU v povolanich pracujicich na smény. Prace na smény je nepfirozeny stav, kdy organismus
je nucen fungovat v nestandardnich hodindch a to vede k naruseni cirkadidnnich rytmd. Naruseni
molekularniho mechanismu cirkadiannich hodin v tumorech bylo prokazano jak na Urovni exprese
hodinovych gend, tak i u nékterych hodinami kontrolovanych genli (Mazzoccoli et al.,, 2016;
Schernhammer et al., 2003; Sotak et al., 2013). Konkrétni microRNA a geny bunééného cyklu a
apoptodzy s cirkadianni expresi deregulovanou v nadorové tkani vsak jesté zbyva ve vétsiné pripadu
identifikovat.

Dalsi zvySené riziko vyskytu kolorektdlniho karcinomu je spojeno s ptibyvajicim vékem,
ktery soucasné ovliviiuje endogenni cirkadidnni rytmicitu véetné regulace cirkadidnnich hodin
(Banks et al., 2016; Ferlay et al., 2013). Jakou mérou se vliv véku projevuje na cirkadianni expresi

konkrétnich gent bunécného cyklu a apoptdzy je dalsi otdzka teprve Cekajici na zodpovézeni.



3 Literarni prehled

3.1 Cirkadianni rytmus

Od pocdtku svého vyvoje jsou Zivé organismy nuceny se pfizplisobovat neustdle se ménicim
Fivotnim podminkdm okolniho prostfedi. Rada z té&chto zmén ma periodicky charakter a je
zplUsobena obihdanim Zemé kolem Slunce a rotaci Zemé kolem své osy. Patfi k nim napftiklad
periodické stfidani svétla a teploty zplUsobené stfidanim dne a noci ¢i existenci rliznych rocnich
obdobi.

Reakci vétSiny organisml na periodicky se opakujici zmény v Zivotnim prostfedi bylo
vytvorfeni vnitfniho mechanismu, ktery by umoZioval predvidat tyto zmény a koordinovat
prislusné behaviordini a fyziologické odpovédi, tedy vnimat béh casu, tzv. cirkadianni hodiny
(z latinského circa diem - pfiblizné jeden den). Cirkadianni hodiny generuji vnitini 24h periodicky
rytmus a reguluji tak znacné mnoizstvi procesl v organismu, véetné cyklu spanku/bdéni, teploty
téla, tepové frekvence, renalni aktivity, sekrece hormont a enzymové aktivity (Fuller et al., 1989;
Golombek and Rosenstein, 2010; Hastings et al., 2003; Reppert and Weaver, 2001). Na zakladé
udajl prevainé z microarray experimentl vyplyva, Zze az 10% mRNA v kazdé burice je regulovano
cirkadiannimi hodinami (Akhtar et al., 2002; Duffield et al., 2002; Panda et al., 2002; Storch et al.,
2002).

3.1.1 Molekularni mechanismus cirkadiannich hodin u savcu

U savcd je molekularni mechanismus cirkadiannich hodin tvofen systémem
autoregulaénich pozitivné a negativné transkripéné-translaénich zpétnovazebnych smycek
prokaryot, ale az s eukaryoty se ustalil zakladni mechanismus téchto zpétnovazebnych smycek,
u kterého byla béhem evoluce druhd zvySena komplexita, doslo k duplikaci gen(, apod. Geny
zastoupené v téchto zpétnovazebnych smyckach nazyvame hodinové geny (Dunlap, 1999; Kume
et al., 1999).

Zakladnimi pozitivnimi komponentami savéi cirkadianni smycky jsou hodinové geny Bmall
a Clock koédujici transkripéni faktory s bHLH (basic-helix-loop-helix) a PAS (Period-Arnt-Single-
minded) doménami, jez vzdjemné formuji heterodimer BMAL1:CLOCK. Heterodimer BMAL1:CLOCK
aktivuje transkripci hodinovych gen( (CG) a hodinami kontrolovanych gen( (CCG) vazbou na E-box
v jejich promotoru (Gekakis et al., 1998; Takahata et al., 1998). Mezi geny, které jsou soucasti

zpétnovazebné smycky, patfi i hodinové geny Per (Per 1, Per2, Per3), Cry (Cryl, Cry2), Rev-erb



(Rev-erba, Rev-erbB), Ror (Rora, RorB, Rory) a dalsi (Tef, HIf, Dbp, Avp, apod.) (Emery and Reppert,
2004; Guillaumond et al., 2005; Reppert and Weaver, 2001). BE€hem dne dochazi k tvorbé mRNA a
k akumulaci CG a CCG proteind v cytoplasmé. Diky vysoké koncentraci vzniklyjch PER a CRY
proteini se na konci svétlé ¢asti dne v cytoplasmé tvofi heterodimer PER:CRY, ktery je poté
translokovan do jadra. Prostfednictvim PER1 proteinu se na vznikly komplex navazuji dalsi
pomocné proteiny, cirkadianné nerytmicky NONO a WDR5 (Brown et al., 2005). Nasledné se
heterodimer PER:CRY vaZe na aktivacni komplex BMAL1:CLOCK a inhibuje ho. Tim inhibuje i vlastni
transkripci, coZz vede béhem noci k sniZzeni koncentrace mRNA a protein(i (CG a CCG). Koncem noci
dochazi k degradaci inhibiéniho komplexu vdzaného na heterodimeru BMAL1:CLOCK a tim k
uvolnéni transkripce (Buhr and Takahashi, 2013; Reppert and Weaver, 2002; Takahashi et al.,
2008). Dalsi zplsob regulace heterodimeru BMAL1:CLOCK je kompetice sirotcich receptorli ROR
(RORa, RORPB, RORy) a REV-ERB (REV-ERBa, REV-ERBP) o vazebné misto RORE (Retinoic-acid-
related Orphan receptor Response Element) v promotoru Bmall a v prvnim intronu Clock. Proteiny
ROR iniciuji Bmall transkripci, zatimco REV-ERB ji inhibuji. Kinhibici transkripce genu Bmall
dochazi jiz béhem dne, diky samovolné translokaci REV-ERB do jadra (Crumbley and Burris, 2011;
Emery and Reppert, 2004; Guillaumond et al., 2005).

Z cirkadidanni molekuldrni smycky vyplyvd, Ze CG a CCG s E-box specifickou sekvenci
(5-CACGTG-3‘) maji zvySenou hladinu koncentrace ve dne, na rozdil od CG a CCG s RORE

elementem, jez kulminuji v noci.
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Délku trvani periody ~24h a tvar cirkadianni smycky zarucuji post-transkripéni a
post-translacni modifikace. Pokud by ktémto modifikacim nedochazelo, cely cirkadianni
mechanismus by byl mnohem kratsi a nikdy by nedosahl délky periody 24h.

Stabilita mRNA nékterych CG a rychlost jejich degradace se béhem cirkadidnni periody
méni. V rostouci fazi cirkadianniho rytmu je rychlost degradace nizsi nez ve fazi klesajici. V mysich
genech Per2, Per3 a Cryl byla prokazana post-transkripéni regulace degradace mRNA. Degradace
jejich mRNA je ovlivnéna vazbou na 3’UTR mRNA téchto genl. Degradace Per2 mRNA je spojend s
PTB proteinem (polypyrimidine tract-binding protein, hnRNP [), zatimco degradace Cryl mRNA je
spjata s hnRNP D (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D) a degradace Per3 mRNA s hnRNP Q
(heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q). SniZeni hladiny téchto proteinl vede ke stabilizaci
Per2, Per3 a Cryl mRNA, ¢imZ se zvySuje amplituda jejich cirkadidanniho rytmu, a naopak (Kim et
al., 2011; Woo et al., 2009, 2010). Stejnou roli jako 3’UTR oblast hraje v destabilizaci Per3 mRNA i
oblast 5’UTR (Kim et al., 2011).

Zaroven hnRNP Q a | ovliviiuji ¢asovou regulaci translace PER1 a REV-ERBa, a to pomoci
vazby na IRES (internal ribosomal entry side) v 5’UTR. Tyto ribonukleoproteiny nemaji vliv na
stabilitu Rev-erba a Perl mRNA, ale rytmicky reguluji jejich translaci. Inhibice hnRNP Q a | vede
k naruseni cirkadidanni rytmicity REV-ERBa a PER1 (Kim et al.,, 2010; Lee et al., 2012).
Ribonukleoprotein hnRNP D se Ucastni regulace aktivace translace, ale vdze se na 3'UTR Cryl
MRNA a interaguje s transla¢nim iniciacnim faktorem 3 a ribozomalnimi proteiny RPS3 a RPS14
(Lee et al., 2014). Dalsi moznosti post-transkrip¢ni regulace translace je vazba proteinu RBM4 (RNA
binding motif protein 4) na 3’UTR Per1 mRNA, cozZ vede ke zvySeni proteinu PER1. ZvySeni exprese
RBM4 vede k prodlouzeni periody (Kojima et al., 2007). Samotna aktivita translaéniho komplexu,
konkrétné elFAE vazebného proteinu 1 (4E-BP1) je pod cirkadianni kontrolou, ale sou¢asné hodiny
sama reguluje pomoci represe translace vazoaktivniho intestinalniho peptidu (VIP) (viz kapitola
3.1.2) (Cao et al., 2013). Zapojeni miRNA do post-transkripéni modifikace cirkadidnnich hodin a
cirkadianni regulaci miRNA je vénovana pozornost v kapitole 3.3.3.

Mezi nejdilezZitéjsi a nejrozsirenéjsi post-translacni modifikace patfi fosforylace hodinovych
proteindl. Rada komponent cirkadidnnich hodin je rytmicky fosforylovana, ¢eho? je dosaieno
pomoci dynamické rovnovahy mezi kindzami a fosfatazami (Virshup et al., 2007). Nejzndméjsi
regulacni kindzou cirkadiannich hodin je kasein kindza 1 (CK1), jejiz izoformy CK16 a CKle byly
zaznamendny v souvislosti s regulaci cirkadiannich hodin. CK1 specificka fosforylace PER proteind,
jez je rozpoznavana F-box proteiny z E3 ubiquitin ligdzového komplexu, vede k degradaci PER

proteind v proteasomu. Mezi dalsi substraty CK16/€ patfi CRY1, CRY2 a BMAL1 (Akashi et al., 2002;
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Eide et al.,, 2002). CK1 muUZe byt sama regulovana fosforylaci. Fosforylace CK1 pomoci
AMP-aktivované proteinkindazy (AMPK) vede ke zvySeni aktivity CKle. AMPK je senzor poméru
ATP/AMP, tedy senzor energetického stavu buriky. AMPK ptimo fosforyluje dalsi proteiny, CRY a
PER2, ¢imZ zpUsobuje jejich degradaci (Lamia et al.,, 2009; Um et al., 2007). Dalsi moZnou
fosforylacni kindzou zasahujici do regulace cirkadiannich hodin je kasein kindza 2 (CK2).
Substratem CK2 je PER2. Ucel fosforylace PER2 je zatim nejasny. Existuji prace podporujici
stabilizaci PER2 a jiné dokladaji destabilizaci PER2 po fosforylaci podobné jako u CK1 (Maier et al.,
2009; Tsuchiya et al., 2009). Navic izoforma CK2a inhibuje fosforylaci proteinu BMAL1 na Ser90 a
zaroven je jeji aktivita inhibovana hodinovym proteinem CRY (Tamaru et al., 2015). Do rytmické
fosforylace hodinovych genu zasahuji také fosfatazy, konkrétné protein fosfataza 1 (PP1) a protein
fosfatdza 5 (PP5). PP1 defosforyluje PER2 a mozna se Ucastni jeho stabilizace a ovliviiuje jeho
lokalizaci (Gallego et al., 2006; Schmutz et al., 2011). PP5 deforforyluje neaktivni CK16 a tim ho
aktivuje. PP5 muUZe byt sama inhibovana proteinem CRY2 (Partch et al., 2006).

Dalsi moznosti post-transla¢ni modifikace cirkadiannich hodin je acetylace. Hodinovy
protein CLOCK ma acetyltransferazovou aktivitu, jez specificky cili na histon H3 a H4. Ovliviiuje tak
remodelaci chromatinu a aktivitu transkripce heterodimeru BMAL1:CLOCK. BMAL1 zvysSuje
acetyltransferdzovou aktivitu CLOCK proteinu a zaroven muze byt sdm acetylovan (Doi et al.,
2006). Transkrip¢ni aktivita BMAL1:CLOCK je silné ovlivnéna pomérem NAD+/NADH, ktery se ¢asto
povaZuje za senzor metabolického stavu buriky (Rutter et al., 2001). NAD*-dependentni
deacetylazova aktivita sirtuinu 1 (SIRT1) je protivahou k acetyltransferazové aktivité CLOCK. SIRT1
se vaze na heterodimer BMAL1:CLOCK, kde reguluje acetyltransferazovou aktivitu CLOCK (Asher et
al., 2008; Nakahata et al., 2008). Aktivita SIRT1 je zpétné regulovana cirkadianni transkripci
enzymu NAMPT, kli¢ového faktoru pro tvorbu SIRT1 kofaktoru NAD" (Fulco et al., 2008).

Na hodinovém proteinu CLOCK byly v perifernich cirkadiannich hodinach zaznamenany
jesté poly(ADP)-ribosylace (Asher et al., 2010) a BMAL1 indukovana SUMOylace vedouci ke zvyseni
transkripéni aktivity CLOCK (Cardone et al., 2005; Li et al., 2013).

3.1.2 Hierarchie cirkadiannich hodin u savct

U savcl jsou cirkadidnni hodiny usporddany hierarchicky. Centralni cirkadianni hodiny
zajistuji generovani samotného rytmu, jeho sefizovani s vnéjsim geofyzikalnim ¢asem a ovliviuji
periferni hodiny umisténé v ostatnich tkanich a burikach (Dunlap, 1999).

Hlavni oscilator cirkadiannich hodin je umistény v parovych suprachiasmatickych jadrech

(SCN) v prednim hypotalamu u optického chiasmatu (Ralph et al., 1990). Kazdé z jader SCN se u
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Clovéka sklada z cca 50 000 neurond, u mysi z cca 10 000 neuron(, které generuji cirkadianni
rytmus (Abrahamson and Moore, 2001; Swaab et al., 1985). Jednotlivé neurony generuji
cirkadianni rytmus se Sirokou skalou délky periody, ktery je poté synchronizovany jak na drovni
tésnych spoju, tak na drovni synaptické komunikace (van den Pol and Dudek, 1993).

Vzhledem k tomu, Ze hodiny nebéZi s pfesnou periodou 24h, ale jak u mysi, tak u lidi je
jejich perioda mirné pod/nad 24h, je nutné tento vnitini mechanismus pravidelné sefizovat. Hlavni
faktorem zajistujicim sefizovani hodin je svétlo. Svétlo dopada na retinu, kde je pomoci non-image
forming receptor(i (ipRGC, intrinsically photosensitive retinal ganglion cells) obsahujicich pigment
melanopsin elektricky signal prenasen retinohypotalamickym traktem do SCN (Fu et al., 2005;
Moore et al., 1995). Informace zretiny mohou byt do SCN prendseny také
genikulohypotalamickym traktem nebo pfes nucleus raphe (Meyer-Bernstein and Morin, 1996;
Reppert and Weaver, 2001).

Mezi dalsi faktory ovliviiujici centralni cirkadianni hodiny patfi zména pohybové aktivity,
chemické podavani metamfetaminu ¢i ¢asové omezena hypokalorickd strava (Caldelas et al., 2005;
Honma et al., 1988). Periferni cirkadianni hodiny jsou pfi sefizovani kromé vystupnich signalQ
zSCN citlivé na zménu télesné teploty, zménu dostupnosti potravy ¢i zménu hladiny
kortikosteroidi (Balsalobre et al., 2000; Brown et al., 2002; Sabath et al., 2014). Periferni
cirkadidanni hodiny v rliznych tkdnich odpovidaji na sefizovani rozdilnou rychlosti. Napfiklad na
jidlem indukované resetovani faze odpovidaji periferni cirkadianni hodiny jater rychleji nez
periferni hodiny v ledvindch, srdci ¢i pankreatu (Damiola et al., 2000).

Role SCN v udrzeni cirkadiannich rytm0 a jejich sefizovani byla jesté pred nékolika lety
vnimdna jako nezastupitelnd. Vychazelo se z experimentl na zvifatech slézi SCN, jez ztrati
cirkadianni rytmy ve své lokomocni aktivité, melatoninu a kortikosteronu, kde je po transplantaci
SCN jejich cirkadidanni rytmicita obnovena (Moore and Eichler, 1972; Stephan and Zucker, 1972).
Navic pfi transgenotypické transplantaci SCN pfijemce SCN vykazuje cirkadidnni rytmicitu darce
(Ralph et al., 1990). Nedavné studie (Husse et al., 2014; Tahara et al., 2012) prokazaly, Ze samotna
existence perifernich cirkadiannich hodin je nezavisld na centralnich cirkadidannich hodinach.
Pfi absenci centralnich cirkadidannich hodin v SCN jsou ztraceny rytmy pfimo indukované SCN
(lokomocni aktivita, exprese melatoninu, apod.), ale je zachovana periferni cirkadianni rytmicita,
ve které muUzZe byt sniZzena amplituda a ovlivnéna perioda (Tahara et al., 2012).

Informace o cirkadidannim rytmu generovaném v SCN je z centrdlnich cirkadiannich hodin
prenasena kombinaci neuralnich, humoralnich a systémovych vystupnich signdld do ostatnich ¢asti

mozku a celého organizmu a na periferni cirkadianni hodiny (Takahashi et al., 2008). Pro pfenos
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informace jsou klicové dva neurotransmitery, na jejichz expresi se podili CCG. Jedna se
o vazoaktivni intestinalni peptid (VIP) a arginin vazopresin (AVP). VIP hraje dileZitou roli jiz
v synchronizaci disociovanych bunék SCN, zajistuje jejich komunikaci a také se podili na regulaci
spanku (Aton et al., 2005; Stopa et al., 1984). AVP rozvadi cirkadidanni rytmus do ostatnich ¢asti
mozku, hlavné do paraventrikuldrnich a dorzomedialnich jader hypotalamu, medidlni pre-optické
oblasti a subparaventrikuldrni oblasti (Mieda et al., 2015; Reghunandanan et al., 1998).
Komunikace SCN s periferii probihda pfes autonomni nervovy systém, sympatikus a
parasympatikus, nebo pomoci humoralnich signdld vysilanych SCN regulovanymi oblastmi mozku.
Mezi nejznaméjsi humoralni cirkadidanni regulace patfi cirkadianni rytmus uvolfiovani melatoninu
¢i cirkadianni rytmicita hypotalamoadrenokortikalni osy (shrnuto v Kalsbeek et al., 2011).

Zvysujici se vék organismu ovliviiuje mechanismus cirkadidannich hodin a prenos
generovaného cirkadidanni rytmu. S rostoucim vékem dochadzi ke snizeni hlavnich cirkadiannich
neuropfenasecl VIP a AVP, sniZuje se exprese hodinovych gen( i citlivost na sefizovani svétlem a

na periferii sefizovani prijmem potravy (Banks et al., 2016; Sotak et al., 2013).

3.1.3 Periferni cirkadianni hodiny ve strevé

Periferni cirkadianni hodiny byly jiz identifikované témér ve vSech tkdnich, vcéetné jater,
kosternich svalli, pankreatu, srdci, plicich, retiné, ledvin, tukové tkani a stfevé (Mohawk et al.,
2012).

Jiz v 80. letech byly provedeny epidemiologické studie poukazujici na rozdilnou aktivitu
stfeva ve dne a v noci u zdravych lidi, ale samotna existence cirkadidnnich hodin ve stfevé byla
prokdzana az v roce 2007 (Hoogerwerf et al.,, 2007; Narducci et al., 1987; Sladek et al., 2007).
Nasledné bylo zjisténo, Zze ~ 3,7 % genl distalniho kolonu je transkribovano s cirkadidnni
rytmicitou. Rada z té&chto gend se Ucastni buné&né signalizace, proliferace, diferenciace, sekrece &i
motility probihajici ve stfevé (Hoogerwerf et al., 2008).

Periferni cirkadianni hodiny ve stfevé je moiné sefizovat pomoci dostupnosti prijmu
potravy. Pfi pravidelném pfijmu potravy dochdzi pred ocekdvanou dobou k procesiim
pfipravujicim se na prijeti potravy. Napfiklad dochazi ke zvysSené proliferaci enterocytll, coz
zpUsobi zvétSeni objemu jejunu, apod. Pfi podavani potravy v neaktivni fazi dne dochazi k sefizeni
perifernich cirkadiannich hodin ve stfevé a aktivaci nékterych fyziologickych procesu, véetné
aktivace lokomocni aktivity, zvySeni télesné teploty, sekrece kortikosteront (Damiola et al., 2000;

Mendoza, 2007; Mistlberger and Antle, 2011).
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Do regulace stfevni motility jsou zapojené CG. Stfevni motilita se obvykle u zdravych
jedincli objevuje prevdiné béhem aktivni faze dne a je utlumena v neaktivni fazi. Cirkadianni
rytmus byl zméren ve hladké svaloviné zapojené do stfevni kontraktility, svaloviné tlustého stfeva i
kone¢niku (Hoogerwerf et al., 2010). Posilovat stfevni kontraktilitu v aktivni fazi dne dale mulze
cirkadianni regulace acetylcholinu ¢i neurdlni NO syntézy (Hoogerwerf, 2010; Hoogerwerf et al.,
2010).

Cirkadianni profil exprese byl zjistén v aktivité nékterych stfevnich enzymd, transportérud a
kandll. V jejunu potkana jsou mezi zaznamenanymi stfevnimi enzymy s cirkadidnnim rytmem
maltdza, laktaza, sachardza, trehaldza, leucin aminopeptidaza, y-glutamyltransferaza a alkalickd
fosfatdza (Saito et al., 1975; Stevenson et al., 1975). Ve stfevé se na apikalni strané slizni¢niho
epitelu nachazi dva cirkadidanné regulované glukézové transportéry, Na*/glukézovy kotransportér
(SGLT1) a fruktozovy prenase¢ GLUTS. Na bazolaterdlni strané, kterd uvolnuje vstfebanou glukdzu
do krevného obéhu, se pod cirkadianni kontrolou nachazi glukézovy transportér GLUT2.
Cirkadianni regulace glukézového transportu zapficinuje cirkadianni rytmicitu hladiny glukézy ve
stfevé (Castelld et al., 1995; Corpe and Burant, 1996; Rhoads et al., 1998; Tavakkolizadeh et al.,
2001). Cirkadianni regulace zasahuje i do vstfebdavani proteini ve formé malych peptidl. Peptidy
jsou transportovany do enterocytd H'/peptid kotransportérem 1 (PEPT1), jenZ vykazuje
cirkadianni profil exprese (Pan et al., 2002; Qandeel et al., 2009). Aktivitu absorpce Na* a CI" odrazi
aktivita jejich cirkadidnné regulovanych pfenase¢i, Na'/H" vyméniku (NHE3), sodného kanalu
ENaC a hlavnich CI'/HCO3" vyménika v kolonu (DRA, AE1) (Hoogerwerf et al., 2008; Sladek et al.,
2007; Sotak et al.,, 2011). Mezi ABC (ATP Binding Cassette) prenaSeCe se zaznamenanym
cirkadiannim rytmem patfi Abcbla (Mdrla), Abccl a Cftr (Ballesta et al., 2011; Hayashi et al.,
2010; Murakami et al., 2008; Sotak et al., 2011).

3.2 Tumorigeneze kolorektalniho karcinomu

Kolorektalni karcinom (CRC) patfi mezi nejrozSitenéjsi typy rakoviny na svété. Podle
poslednich odhadd studie z roku 2012 zverejnéné Mezindrodni agenturou pro vyzkum rakoviny
(IARC/WHOQ) je CRC tretim nejc¢astéjsim typem rakoviny na svété u muzd (druhym u Zen)
s celkovou mortalitou blizici se k 700 000 lidi/rok (Ferlay et al., 2013).

Vznik kolorektdlni karcinomu neni dosud objasnén. Pouze zhruba 15-30% pfipad(i CRC ma
primarni pri¢inu v genetické dédicnosti, z nichz ¢ast trpi syndromy s predispozicemi k CRC

spojenymi se specifickymi mutacemi gent Apc, Pten, Msh2, MIh1 a jiné (Guttmacher et al., 2003).
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Vyssi riziko incidence byva také Casto spojované s chronickymi zanéty kolorekta (Lutgens et al.,
2014).

Ve vétsiné pripadl se kolorektdlni karcinom vyvine z benigniho adenomatézniho polypu
(Fearon and Vogelstein, 1990). Vyskyt adenomatdzniho polypu se s pfibyvajicim vékem zvysuje.
V 50 letech je riziko zhruba 25%, ale v 70 letech je riziko vyskytu jiz 50% (Rex et al., 1993). Vznik
adenomatdézniho polypu mlze mit souvislost s inaktivaci proteinu APC (Adenomatous polyposis
coli), mutaci genu Apc ¢i ztratou Useku chromozomu 5p. V adenomatdznim polypu a v ¢asnych
fazich kolorektalniho adenomu je az u 60 % pfipad( typickd inaktivace APC zapojeného do
WNT/B-kateninové drahy, a to jak u obvyklych, tak nékterych sporadickych forem CRC (Kim et al.,
2003; Powell et al., 1992). Kdalsi progresi kolorektdlniho tumoru je zapotrebi akumulace
genetickych a epigenetickych zmén ovliviujicich klicové signaliza¢ni drahy proliferace,
diferenciace, apoptdzy, epitelialné-mezenchymalniho prechodu, aj. (Obrazek 3.2). Nahromadéni
potfebnych genetickych alteraci mize trvat roky i desitky let. Vyssi vyskyt mutaci nékterych genl

je spojeny s konkrétnimi fazemi vyvoje CRC (Fearon and Vogelstein, 1990; Goel and Boland, 2012).
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Aktivace WNT/E-Kateniors Aktivace KR:\S a3 PI3K/AKT drah Inaktivace TGF-B Ztrita funkce EMT
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EGFR

Obrazek 3.2 Vyvoj kolorektalniho karcinomu spojeny se zménou regulace klicovych signalizacnich drah.

Upraveno z (Goel and Boland, 2012).

Asi v 15 % pripadl se CRC vyvine z prisedlych seratnich adenom na strevé (SSA). Ke vzniku
SSA pravdépodobné dochazi pti naruseni procesu opravy zdmén bazi (mismatch repair, MMR), coz
vede k mikrosatelitni nestabilité na sliznici kolorekta. Porucha MMR muze byt zplsobena
hypometylaci promotord MMR genld Msh2 a Mlh1 nebo mutaci téchto gen( (Bettington et al.,
2013; Thibodeau et al., 1993; Vilar and Gruber, 2010). Mutace MMR genu je jednim z projevl

syndromu dédi¢ného nepolypdzniho kolorektalniho karcinomu (Guttmacher et al., 2003).
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Vyvoj CRC v obou pripadech dale probiha postupné pres benigni adenom az k malignimu

adenokarcinomu a jeho metastazim (Obrazek 3.2) (Fearon a Vogelstein, 1990; Lieberman, 2010).

3.2.1 Zavislost vyvoje CRC na dynamické rovnovaze bunécného cyklu a apoptézy

Epitel kolonu se fadi mezi tkan s nejvyssi proliferaci. Proliferaci kmenovych bunék v epitelu
vznikaji progenitorové bunky, které se ddle diferencuji a migruji. Vysoka proliferace bunék musi
byt kompenzovana odpovidajici mérou apoptdzou, ¢imz dochazi k neustalé obmeéné epitelu. Cely
epitel kolonu mlze byt obnoven béhem 2-3 dnU (Barker et al., 2008).

Pokud dojde k naruSeni této dynamické rovnovahy mezi bunéénym cyklem a apoptdzou,
burika unikne apoptdze a pokracuje v proliferaci, vznikd na epitelu aberantni loZisko, coz mlze vést

az ke vzniku CRC (Bird, 1995; Kiedrowski and Mroz, 2014).

Bezproblémovy pribéh bunécného cyklu je cilem kazdého mnohobunécéného organismu a
je zdsadni pro spravny vyvoj organismu, obnovu jeho tkani a senescenci. (Evan and Vousden,
2001).

Vyvoj bunécného cyklu se odviji od pfisné regulovanych dynamickych zmén genové
exprese. Bunécny cyklus se skldda ze dvou kritickych fazi, S faze, kdy dochazi k replikaci bunécné
DNA, a M faze, kdy dojde k samotnému déleni bunky. Tyto dvé kritické faze jsou doplfiovany
pripravnymi rastovymi fazemi G1 a G2, eventudlné u nedélicich se bunék klidovou fazi GO. Kazda
z fazi je regulovana komplexem specifického cyklinu (CCN) a odpovidajici cyklin dependentni
kindzy (CDK). Postupna regulaéni kaskada aktivace rGznorodych CDK/CCN komplexid je kli¢ova
k iniciaci jednotlivych bunéénych odpovédi vedoucich k samotnému déleni bunky. Proto je
exprese, stejné jako degradace jednotlivych cyklinG v urcitych fazich bunééného cyklu striktné
regulovana a cyklické zmény aktivity CCN/CDK mohou byt chapany jako mozny biologicky oscilator
(Obrazek 3.3) (Draetta, 1994; Elledge and Harper, 1994).

Vazba pfislusného cyklinu na CDK je podminéna defosforylaci Thrld a Tyrl5
v N-terminalnim konci CDK CDC25 fosfatazou. Cely proces je zpétné regulovan komplexem
WEE1/MYT1 kindz. Pfisna regulace exprese, aktivace a degradace CDC25 fosfatazy a WEE1 tvori
jeden z bezpecnostnich mechanismi béhu bunééného cyklu (Perry and Kornbluth, 2007).

CDK jsou obecné navzajem zastupitelné. Jednotlivé delece CDK sice vyvolaji deficience, ale
jsou slucitelné se Zivotem. Vyjimkou je delece CDK1, ktera je fatalni. Vice¢etné mutace CDK ¢&i CCN

jsou také fatalni (Malumbres and Barbacid, 2009).
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Aktivita CDK je dale regulovana inhibitory, které rozdélujeme do dvou skupin — na proteiny
INK4 (P15, P16, P18, P19), jez inhibuji CDK4 a CDK6, a na proteiny KIP/CIP (P21, P27, P57), jez jsou
schopny inhibovat celou skalu CDK (Sherr and Roberts, 1999).

IGF, EGF | ——, | C-MvC,
C-JUN

CCNB ;f

CDOK 1 CCND CDK 4/6

CCND / paB /
CDK 4/6

Mitosis

CCMNA
CDK 1

CCNA
CDK 2

CCNA

Obrazek 3.3 Zapojeni cyklind a cyklin-dependentnich kinaz do regulace bunééného cyklu.

Vstup do bunécného cyklu je zavisly na stimulaci rdstovymi faktory a kontaktu
s extraceluldrni matrix. Na pocdtku G1 faze rlstové faktory (IGF-1, EGF) stimuluji pomoci
transkripénich faktort (C-MYC, C-JUN, N-MYC) pres rizné signalni drahy expresi cyklinu D (Ccnd1,
Ccnd2, Ccnd3). Zvysenda koncentrace CCND vede k asociaci s CDK4 nebo CDK6 a vzniku komplex(
CDK4/CCND a CDK6/CCND (Balmanno and Cook, 1999; Furlanetto et al., 1994; Perry et al., 1998).
CCND/CDK4/6 komplexy fosforyluji retinoblastomovy protein (pRB), ¢imZ ¢asteéné uvoliuji a
aktivuji transkrip¢ni faktor E2F. E2F Fidi expresi mnoha gend nutnych k replikaci DNA a regulatort
bunééného cyklu, véetné gend cyklinu E (Ccnel, Ccne2) a cyklinu A (Ccna). Zacinad se formovat
komplex CDK2/CCNE, ktery hyperfosforylaci pRB plné aktivuje E2F, a tim zpétné zvysuje
koncentraci CCNE. Pfechod G1/S je iniciovan akumulaci CCNE vazaném v komplexu CDK2/CCNE
(Lundberg and Weinberg, 1998).

V Sfazi stale probiha transkripce tizend proteiny E2F, postupné se zvySuje koncentrace
CCNA a formuje se novy aktivaéni komplex CDK2/CCNA (Rosenblatt et al., 1992). Béhem S faze
dochazi k replikaci DNA. Pfed samotnym procesem replikace probiha na konci mitézy a v po¢atku
G1 faze tzv. licencovani DNA pomoci topoizomerazy Il., kdy se do budoucich mist replikace

navazou proteiny potiebné k iniciaci replikace (Nishitani and Lygerou, 2002). Pfi iniciaci samotné
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replikace  DNA se na stabilizovani iniciacniho replikacniho komplexu podili heterodimer
CDK2/CCNE. U kontinualné proliferujicich bunék je CCNE dulezity pro aktivaci replikace. U bunék
z GO faze hraje CCNE dulezZitou roli i v licencovani DNA, kde se pfimo vaze na licencované misto a
pomaha vazbé iniciacniho replikacniho komplexu (Geng et al., 2007; Shiama, 1997; Wei et al.,
2013; Wu et al.,, 2014). Na konci S faze a zacatku G2 faze je zabranéno re-licencovani DNA
inaktivaci iniciaéniho replikacniho komplexu pomoci komplexu CDK2/CCNA (Méndez et al., 2002).
Pfechod S/G2 fazi iniciuji nové vytvorené komplexy CDK1/CCNA (Arellano and Moreno, 1997).
Béhem G2 faze probiha reparace replikacnich chyb a burka se pfipravuje na vstup do mitdzy (Stark
and Taylor, 2006). Vsup do mitdzy je tlumen, pokud probihd replikace DNA nebo je poskozena
DNA.

Vstup do mitdzy a jeji pribéh je regulovan komplexy CDK1/CCNB a CDK1/CCNA. CCNA je
degradovan pfi rozpadu jaderné membrany a slovo prebird komplex CDK1/CCNB (Malumbres and
Barbacid, 2009). Regulace komplexd CDK1/CCNB a CDK1/CCNA se ucastni predevsim fosfatazy
CDC25 (isoformy CDC25A, CDC25B, CDC25C) a WEE1/MYT1 kindzy. BEhem replikace DNA je CDK1
inaktivovana fosforylaci WEE1/MYT1 kindzami. Pfi prechodu G2/M jsou MYT1 a WEE1
inaktivovany a fosfataza CDC25B defosforyluje centrosomalni komplex CDK1/CCNB. Spolec¢né
s nim se translokuje do jadra, kde CDK1 fosforylaci stabilizuje CDC25A fosfatazu, kterd zpétné
aktivuje komplexy CDK1/CCNB (Lindqvist et al., 2005; Mailand et al., 2002; Timofeev et al., 2010).
CDK1 se aktivné ucastni bunécného déleni (Malumbres and Barbacid, 2009). Pfechod do anafdaze je
iniciovan degradaci CCNB (Dimova et al., 2012).

Jednou z hlavnich signaliza¢nich drah podilejicich se na regulaci bunééného cyklu vradé
tkani véetné strevniho epitelu je Wnt/B-kateninova draha. Aktivovanou signalizacni drahou je
uvoliovan volny B-katenin, ktery je poté translokovan do jadra, kde vazbou na transkripéni faktory
TEF/LEF aktivuje expresi rfady gen(, mezi jinymi c-myc, c-jun a Ccndl. Zaroven je inhibovan
konstitutivné aktivni GSK-3B, kterd fosforyluje B-katenin a iniciuje tim jeho degradaci. Aktivaci
Wnt/B-kateninové drahy negativné reguluje APC protein (adenomatous polyposis coli), jez

vyvazuje volny B-katenin z cytoplasmy (Kim et al., 2003; Reguart et al., 2005).

Naruseni regulace bunééného cyklu souvisi s nekontrolovatelnou proliferaci bunék a patti
k charakteristickym znakim kolorektdlni tumorigeneze (Evan and Vousden, 2001; Risio et al.,

1988).
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Zmény exprese nékterych CCN a CDK byly detekovany v rGznych nadorovych tkanich,
véetné kolorektdlniho nadoru. CCNE asi nejlépe odrazi zapojeni cyklinG do kolorektalni
tumorigeneze. V zavislosti na vyvojovych stadiich CRC bylo zaznamenano postupné zvySovani
hladiny exprese CCNE. V adenomu a ¢asnych stadiich adenokarcinomu bylo zméfeno az 50 %
zvySeni exprese CCNE oproti hladiné exprese v normalnim kolorektalnim epitelu. V pozdnich
stadiich adenokarcinomu dochazi k nepatrnému snizeni exprese CCNE, mira exprese CCNE
v metastazich je zavisld na umisténi metastaze (Corin et al., 2010; loachim, 2008; Li et al., 2001;
Yasui et al., 1996). Postupné se zvysujici exprese béhem vyvoje CRC, svyjimkou metastazi
lymfatickych uzlin, je typickd i pro CCNB1 (Korenaga et al., 2002; Wang et al., 1997). Inhibice
CCNB1 v CRC vede k naruseni proliferace CRC bunék in vitro a potlaceni ristu tumoru in vivo, ale
zaroven potlaceni CCNB1 zvySuje migraci CRC bunék a riziko metastdzi pravdépodobné
prostfednictvim snizeni exprese E-kadherinu (Fang et al., 2014a, 2015). ZvySena exprese nékterych
CCN (CCNE, CCNB1, CCNA1, CCND1) a CDK (CDK4, CDK2, CDK1) koreluje s nepfiznivou prognézou u
pacientl trpicich CRC (Fang et al., 2014a; loachim, 2008; Li et al., 2001, 2003; Nozoe et al., 2004;
Zhao et al., 2003; Zhou et al., 2011).

Regulace vyvoje CRC se mohou Ucastnit také izoformy fosfatazy CDC25. In vitro fosfatazy
CDC25A a CDC25B plsobi jako onkogeny. Zaroven existuje vzajemny vztah mezi zvySenou hladinou
exprese CDC25B a sniZzenou $anci na preziti pacientd s CRC (Hernandez et al., 2001; Takemasa et
al., 2000).

Dalsi nalezy pozménéné regulace v kolorektalni tumorigenezi se tykaji napfriklad CDK
inhibitor P16, P21, P27, P57, transkripéniho faktoru C-MYC nebo proteinu APC (Dai et al., 2007;
loachim, 2008; McKay et al., 2002; Zhao et al., 2003).

Apoptdza je jednim z kontrolovanych procest programované bunécné smrti, jez se podili
na regulaci poétu bunék organismu a zachovava tak tkanovou homeostazu. Zaroven apoptdza
chrani organismus pred Sifenim bunécnych mutaci a eventudlnim vznikem rakoviny a jinych
nemoci (Cotter, 2009).

ProtoZe rozpoznani a odstranéni chybné proliferujicich bunék je klicové pro homeostazu,
musi byt procesy bunécéného déleni a bunécéné smrti sprazeny a v kontrolnim bodé musi byt
rozhodnuto, zda je nutné iniciovat bunécnou smrt. Proto existuje sit kontrolnich bodd, které se
ujistuji o bezchybném probéhnuti fazi bunééného cyklu a zajistuji kontrolu integrity DNA. Obecné

je mizZzeme rozdélit do 2 skupin na konstitutivné aktivni a na aktivujici se pfi poSkozeni DNA.
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Konstitutivné aktivni kontrolni body jsou umistény v kritickych krocich bunécného cyklu, na
prechodu mezi G1/S fazi, G2/M fazi a na konci M faze (Arellano and Moreno, 1997). Pti poskozeni
DNA jsou aktivovany senzorové kindzy ATM a ATR. Dochazi k aktivaci kontrolnich kinaz CHK1
a/nebo CHK2, které spolecné s ATM a ATR inhibuji aktivitu CDK a CDC25 fosfataz. Aktivace drahy
pro poskozeni DNA vyuUsti v zastaveni bunécéného cyklu v G1/S, S ¢i M/G2 fazi, kdy dojde k opravé
DNA ¢i je indukovana apoptdza. ATR/CHK1 draha je aktivovana pomoci replikaéni vidlicky béhem
S/G2 faze, zatimco ATM/CHK2 je aktivovana modifikaci chromatinu pfi poskozeni DNA v interfazi
(Jones and Petermann, 2012; Massagué, 2004). Soucasti ATM/CHK2 drahy v G1 fazi bunécného
cyklu je stabilizace transkripéniho faktoru P53. RUzné typy poskozeni vyvoldvaji rlizné zmény
v oscilaci P53. P53 mizZe aktivovat proteinovy inhibitor cyklin-dependentnich kindz P21, jenz
inhibuje CDK2/CCNE komplex a zpUsobi zastaveni bunécného déleni v G1 fazi, ¢i mdzZe iniciovat
apoptézu (Vogelstein et al., 2000).

Apoptdza je zprostiedkovana dvéma hlavnimi signalizacnimi drahami v cytoplasmé, vnéjsi a
vnitfni (Obrazek 3.4). V obou drahach apoptézy hraji klicovou ulohu kaspazy. Kaspazy jsou
protedzy Stépici proteiny za aspartatem. V pribéhu apoptotického procesu jsou aktivovany
iniciacni kaspdzy Stépici exekutivni kaspazy, které indukuji samotny proces degradace bunky
(Nagata, 1999; Thornberry, 1998).

Vnitfni apoptotickd drdha je Uzce spjatd s mitochondriemi a je aktivovand bunéénym
stresem, jez muze byt zplsoben napfiklad metabolickym nebo hypoxickym stresem, poskozenim
DNA, virovou infekci, toxickymi latkami, radiaci, narusenou rovnovahou Ca®* & akumulaci
nespravné slozenych proteini v endoplasmatickém retikulu (Stoian et al., 2014). Intenzivni
bunéény stres zplsobi pokles membranového potencidlu mitochondrie, coZz vede k otevieni
permeabilnich mitochondridlnich pérd a uvolnéni pro-apoptotickych mitochondridlnich protein,
véetné cytochromuc, SMAC a endonukledzy G (Er et al.). SMAC protein potlacuje inhibitory
apoptotickych protein (IAP proteiny) (Srinivasula et al., 2000). Cytochrom c interaguje
s proteinem APAF1, vazZe se na pro-kaspdzu 9 a vznika tzv. apoptosom, ktery iniciuje signaliza¢ni
kaskadu kaspaz. Vznika kaspaza 9, ktera aktivuje kaspazu 3 (Zou et al., 1999).

Iniciace vnitfni apoptotické drahy je zdavisla na vysledné rovnovaze pro-apoptotickych a
anti-apoptotickych proteinli z rodiny BCL2 proteind a tumor supresorového proteinu P53. Mezi
proteiny z rodiny BCL2 se fadi pro-apotické proteiny BID, BIK, BAK, BAX, BOK, PUMA, BAD, NOXA a
anti-apoptotické proteiny BCL2, BCL-XL, BAG (Kirkin et al., 2004).

Vnéjsi apoptoticka draha je aktivovana vazbou extracelularnich ligandl na tzv. receptory

smrti (FAS, TNF a TRAIL receptory), coZ iniciuje ligaci adaptorovych proteini FADD, TRADD a RIPK1
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(Nagata, 1999). Dochazi k navazani pro-kaspazy 8 a formovani tzv. DISC komplexu (death inducing
signaling complex), ktery aktivuje kaspdzu 8 (Scaffidi et al., 1999a). Kaspdza 8 nasledné stimuluje
kaspdzu 3. Kaspaza 8 dale stépi pro-apoptoticky protein BID na jeho zkracenou verzi tBID, jenzZ je
translokovan do mitochondrie, kde se vaze na BAX a snizuje potencial mitochondridlni membrany,
¢imz aktivuje vnitfni apoptotickou drahu (Madesh et al., 2002; Nagata, 1999).

Aktivace kaspdzy 3 je spolecnym krokem pro obé apoptotické drahy. Kaspdza 3 spolecné
s dalSimi exekuénimi kaspazami 6 a 7 aktivuji cytoplasmatické endonukledzy a dalsi protézy.
Postupné dojde ke kondenzaci chromatinu, fragmentaci DNA, rozpadu jaderné membrany,
degradaci jadernych a cytoskeletalnich proteinli, expresi ligandi pro receptory fagocytujicich
bunék a pohlceni fagocytujici bunikou (Thornberry, 1998).

Apoptoticka kaskada muze byt regulovana pomoci IAPs (inhibitory apoptdzy; cFLIP, clAP2,
survivin) (LaCasse et al., 1998). Vnéjsi apoptotickd draha muzZe byt dale inhibovana vazbou
proteinu cFLIP na pro-kaspazu 8 nebo proteinem TOSO inhibujicim kaspazu 8 (Scaffidi et al.,

1999b; Song and Jacob, 2005).
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Obrazek 3.4 Vnitini a vnéjsi apoptoticka signalizacni draha.

V raznych typech rakoviny bylo detekovano potlaeni apoptotického procesu (Bedi et al.,
1995; Cotter, 2009). V kolorektalnim karcinomu jsou tumorem modifikované signalizacni drahy

(Balounovd, 2014) hlavni pfic¢inou naruseni apoptdézy (Huang and Yu, 2015). Obecnym jevem
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deregulace apoptotickych drah je sniZzeni exprese apoptotickych kaspaz (Anguiano-Hernandez et
al., 2007; Leonardos et al., 1999)

Zmény exprese fady anti-apoptotickych a pro-apoptotickych proteint z rodiny BCL jsou
Castym privodnim jevem vyvoje vétSiny tumorl. Napfiklad v CRC byly zaznamenany zvySeni
exprese anti-apoptickych proteint BCL2 a BCL-XL a sniZeni exprese pro-apotickych proteintd BAK a
BAX. BCL2 ma zvySenou expresi az v90 % pfipadld kolorektalniho karcinomu (Liu et al., 2003;
Pryczynicz et al., 2014).

Odolnost CRC bunék ke vnéjsi apoptotické draze je pravdépodobné spojend s markantné
zvySenou expresi inhibitoru vnéjsi apoptotické drahy cFLIP. S vyvojem CRC se exprese cFLIP
postupné zvySuje (Ryu et al., 2001). Dalsi IAP protein survivin se aktivné Ucastni epitelidlné
mezenchymadlniho pfechodu adenomu na adenokarcinom. ZvySend exprese survivinu inverzné
koreluje s incidenci apoptézy a je spjatd se zhorSenou progndézou CRC (Kawasaki et al., 2001;
LaCasse et al., 1998). Zaroven je v kolorektalni tumorigenezi potlacena exprese SMAC proteinu
inhibujiciho IAPs (Anguiano-Hernandez et al., 2007).

V CRC dochazi k deregulaci drahy reagujici na poskozeni DNA a zménu aktivity konstitu¢né
aktivnich kontrolnich bodu. Jednim z charakteristickych znak( CRC je inaktivace proteinu P53,
nejcastéji ztratou Useku chromozomu 17p a mutaci genu p53. Mutace p53 byla nalezena ve vice
jak 60 % CRC (Fearon, 2011; Lopez et al., 2012; Vogelstein et al., 2000). Navic snizené exprese
CHK1 a CHK2 spojené s inhibi¢ni fosforylaci CHK2 byly naméreny v ¢asnych stadiich CRC (Stawinska
et al., 2008).

3.2.2 Zavislost vyvoje CRC na miRNA

MiIRNA jsou ~22nt dlouhé jednoretézcové RNA fadici se do skupiny malych, nekddujicich
RNA (Lagos-Quintana et al., 2001; Rodriguez et al., 2004). Geny miRNA jsou umistény napfic¢ celym
genomem, v intronech i exonech. Velmi ¢asto se miRNA formuji do clusterd, dokonce nékteré
clustery miRNA jsou jiz z genomu transkribovany v polycistronnich primarnich transkriptech.
Ostatni miRNA jsou transkribovany spolecné se svymi cilenymi geny nebo samostatné s vlastnimi
promotory (Saini et al., 2007). Transkripce miRNA je ve vétsiné pripad( fizena RNA polymerazou Il
(Obrazek 3.5) (Lee et al., 2004). Transkripci vznika tzv. pri-miRNA, vlasenkova struktura ze stovek
az tisict nukleotidd s 3’polyA koncem a 5’ methylguanosinovou cepickyou (Lee et al.,, 2002).
Pri-miRNA je detekovana proteinovym komplexem mikroprocesor, ktery obsahuje RNazu Il

Drosha a jeji kofaktor DGCR8. Mikroprocesor stépi pri-miRNA na pre-miRNA, ~60nt prekurzor
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miRNA (Gregory et al.,, 2004; Lee et al.,, 2002). Za pomoci proteinu Exportinu 5 dochazi
k translokaci pre-miRNA zjadra do cytoplasmy (Yi et al., 2003). V cytoplasmé je pre-miRNA
navazana do proteinového komplexu Dicer. Dicer $tépi pre-miRNA na duplex miRNA/miRNA*.
Hlavni vldakno z duplexu neni predem na pre-miRNA urené, ale zavisi na mensi relativni
termodynamické stabilité 5’UTR (Krol et al., 2010; Lee et al., 2003). Cely komplex Diceru
s duplexem miRNA/miRNA* agreguje s Argonaut proteinem a formuje se pre-miRISC (prekurzor
miRNA indukujiciho umléujictho komplexu). Duplex se navaZze na Argonaut protein a uvolfiuje se
Dicer. Vznika tak miRISC komplex, ktery vklinénim N-termindlni domény aktivné oddéli hlavni
vldkno miRNA od vedlejsiho. Vedlejsi vldkno miRNA* je uvolnéno do cytoplasmy, kde je
degradovdno nebo navazano do nového miRISC komplexu (Carthew and Sontheimer, 2009;

Kawamata et al., 2009; Okamura et al., 2008).
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Obrazek 3.5 Syntéza miRNA. Upraveno z (van Rooij et al., 2014).

MiIRNA se vazou 2-8 nukleotidy umisténymi na svém 5’konci zpravidla na 3’'UTR mRNA
cilového proteinu, ale existuji i pfipady vazby miRNA v kédujici sekvenci nebo 5’UTR (Duursma et

al., 2008; Lewis et al., 2005; Tsai et al., 2009).
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MiRNA dokadZzou negativné regulovat translaci cilenych proteinl pomoci degradace di
translacni represe mRNA (Bartel, 2004). V poslednich letech byl z velké ¢asti objasnén zplsob
regulace u miRNA fizené degradace mRNA. MiRNA zprostifedkovana degradace mRNA je iniciovana
miRISC komplexem navazanym na cilové mRNA. MiRISC komplex asociuje s TNRC6 proteinem,
ktery umozni disociaci polyA vazebnych proteinu (PABP) a navazani deadenylacnich komplexu a
dalSich proteind. Dochazi k odstranéni 5‘methylguanosinové cepicky, nasledované degradaci
MRNA pomoci exonukledz (Fabian and Sonenberg, 2012; Fabian et al., 2011; Moretti et al., 2012;
Zipprich et al., 2009). Vice otaznik( stale pretrvavd v miRNA zprostifedkované translacni represi
mRNA. Vétsina studii transla¢ni represe podporuje zapojeni miRISC komplexu pfi iniciaci translace
MRNA (zabranénim interakce mezi PABP a EIF4E, navdzanim translacnich inhibitord nebo
zablokovanim 5‘methylguanosinové cepicky), ale existuji nazory podporujici moznost post-iniciacni
translacni modifikace miRISC komplexem (predcasnym ukoncenim translace) (Fukao et al., 2014;
Humphreys et al., 2005; Moretti et al., 2012; Nottrott et al., 2006; Zekri et al., 2013).

Sila regulace translace mRNA zdvisi na mife komplementarity miRNA a zdroven muze
souviset s poftem vazebnych mist v mRNA a jejich vzdalenosti od sebe (Saetrom et al., 2007).
Vzhledem k tomu, Ze molekuly miRNA se vdZou prevainé nepresné, s vydutémi, mohou se miRNA
vazat na stovky az tisice cil a prostfednictvim translacni represe ¢i degradace mRNA regulovat
expresi proteinl z rozmanitych bunécnych drah a tim zasahovat do biochemickych, fyziologickych i
behavioralnich drah organismu (Carthew and Sontheimer, 2009). Cim vy$§i je komplementarita

miRNA s cilovou mRNA, tim mensi je stabilita miRNA (Pasquinelli, 2012).

Razné miRNA jsou oproti zdravé tkani rozdilné exprimované v neoplastické tkani. Zména
exprese miRNA muzZe mit pfi¢iny genetické, epigenetické, ve zméné biogeneze miRNA nebo
v expresi transkripcnich faktorld. Zména exprese miRNA vede k deregulaci klicovych drah
souvisejicich s vyvojem CRC (Croce, 2009; Farazi et al., 2011; Goel and Boland, 2012; lorio and
Croce, 2012).

MiRNA zasahuji do celého procesu vyvoje CRC, od adenomatdzniho polypu po samotny
CRC. V ranych fazich CRC souvisejicich se vznikem adenomatdzniho polypu byla prokdzana zvysena
exprese miR-135a, miR-135b, miR-141 a miR-142-3p, jez negativné reguluji aktivitu APC proteinu
(Aslam et al., 2015; Bandrés et al., 2006; Nagel et al., 2008). Dalsim prikladem miRNA zapojenych
do rané faze vyvoje CRC jsou miR-9 a miR-34a, které se pozitivné a negativné Ucastnici regulace

Wnt/B-kateninové drahy (Cha et al., 2012; Ma et al., 2010).
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MiR-34a/b/c hraji dlleZitou roli v iniciaci vnitini apoptotické drahy a zastaveni bunécného
cyklu. Iniciace jejich transkripce je regulovdna transkripénim faktorem P53. ZvySend exprese
miR-34a, ktera ovliviiuje expresi protein( regulujicich bunécny cyklus E2F5, E2F3, CDK4, CDK®6,
CCNE2, inhibuje bunécnou proliferaci a indukuje zastaveni bunécéného cyklu v G1 fazi (Lu et al.,
2015; Tazawa et al., 2007). Podobné zasahuji do dynamické rovnovahy proliferace a apoptdzy
miR-34b a miR-34c, které reguluji expresi genl c-myc, Cdk6, E2f3, Ccnd1 a Bcl2 (Cannell and
Bushell, 2010; Raver-Shapira et al., 2007). V CRC byla zjisténa sniZena exprese téchto miRNA, coz
inverzné koreluje se zhorSenou prognézou CRC (Lu et al., 2015; Toyota et al., 2008). Protein P53
ddle indukuje expresi minimdlné 4 miRNA, miR-16, miR-192, miR-194 a miR-215, které negativné
reguluji progresi CRC prostfednictvim apoptdzy a bunécného cyklu (Braun et al., 2008; Liu et al.,
2010; Ma et al., 2013).

Mezi miRNA regulujici bunéény cyklus a apoptdzu se rfadi i miR-1, miR-21, miR-126,
miR-129, miR-143, miR-145, miR-155, miR-181a a let-7. Tyto miRNA reguluji bunécny cyklus a
apoptdzu nepfimo pres signalizacni drahy MEK/ERK a PI3K/AKT (Akao et al., 2006; Graziano et al.,
2010; Reid et al., 2012; Wu et al., 2010). Vétsina z nich pusobi jako tumor supresory a v CRC byla
zaznamendna jejich snizend exprese. Vyjimku tvofi miR-21, miR-155 a miR-181a, jez pUsobi jako
onkogeny a jejich exprese je v CRC zvySena (Bakirtzi et al., 2011; Meng et al., 2007; Nishimura et
al., 2012; Shibuya et al., 2010).

V pokrocilych fazich kolorektdlni tumorigeneze dochazi k pfechodu adenomu na karcinom
pres epitelidlné-mezenchymadlni prechod (EMT) a vzniku metastdzi (Zavadil and Bottinger, 2005).
Cluster miR-17-92 a miR-155 ovlivnénim signaliza¢ni drahy TGF-B podporuji angiogenezi a fibrézu
v CRC a zdroven tlumi odpovéd imunitniho systému (Dews et al., 2010; Louafi et al., 2010). Navic
se miR-155 ucastni EMT, kde podporuje naruseni tésnych tkanovych spoji a aktivuje bunécnou
invazi (Kong et al.,, 2008). MiR-9, miR-21, miR-132 a miR-191 negativné reguluji EMT a vznik
metastazi CRC pomoci snizeni translace MMP2, MMP3, MMP9 a VEGF (Park et al., 2016; Qin et al.,
2014; Xiong et al., 2013; You et al., 2014).

3.3 Interakce mezi cirkadidannimi hodinami, bunéénym cyklem,
apoptozou a miRNA

3.3.1 Cirkadianni regulace a bunécny cyklus

Intenzivni proliferace kmenovych bunék v epitelu je ¢asové regulovanym procesem (Al-
Nafussi and Wright, 1982; Potten et al., 1977). Regulace bunécného cyklu je zavisla na cyklickych

oscilacich proteinll, kde Sa M faze bunécného cyklu jsou u dennich Zivocichl vazané na svétlou
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¢ast dne (Bjarnason et al., 1999). Interakce mezi témito cyklickymi oscilacemi a oscilacemi
cirkadiannich hodin se fadi mezi intenzivné zkoumané problémy dnesni védy (Feillet et al., 2015).

Cirkadianni rytmus reguluje fadu komponent bunécného cyklu. Mezi nejzndméjsi regulace
patfi heterodimerem BMALL1:CLOCK zprostfedkovand regulace cirkadidnni exprese CCN.
Heterodimer BMAL1:CLOCK iniciuje cirkadidnni expresi c-Myc a Weel, ¢imz nepfimo reguluje
expresi Ccnd1, Ccnd2 a ovliviiuje aktivitu komplexu CDK1/CCNB1 (Fu et al., 2002a; Matsuo et al.,
2003; Miller et al., 2007). Negativni regulace BMAL1 v burikdch CRC vede ke zvyseni hladiny
CCNB1, CCND1 a CCNE, coz vede k akceleraci rlistu tumoru (Zeng et al., 2010). ZvySend exprese
komplexu BMAL1:CLOCK zpUsobi inhibici vstupu bunék CRC do S faze (Sakamoto and Takenoshita,
2015). Do cirkadianni exprese CCN zasahuji i PER1, PER2 a CKle. PER1 zasahuje do exprese c-Myc,
PER2 ovliviiuje expresi Ccnd1 a Ccna a delece CK1le ma vliv na snizeni hladiny CCNB1 a CCNA1 (Fu
et al., 2002a; Gery et al., 2006; Yang and Stockwell, 2008).

Dalsim prikladem vztahu mezi cirkadiannimi rytmy a regulaci bunécného cyklu jsou
proteiny P21 a P16. CDK inhibitor P21 je regulovany kompetici proteinl RORa/y a REV-ERBa/
o vazebné misto. Podobné jako u Bmall pozitivné a negativné reguluji expresi p21 obsahujici RORE
sekvenci. Pokud je P21 aktivni, iniciuje G1 fazi bunécného cyklu (Gréchez-Cassiau et al., 2008).
Zaroven byla na genu p21 nalezena E-box sekvence, coZ ukazuje na moznost regulace p21
BMAL1:CLOCK komplexem (Alhopuro et al., 2010). Cirkadianni oscilace exprese genu pl6 je
regulovana komplexem NONO a PER proteinl, tim cirkadidanni hodiny mohou zasahovat do
zastaveni bunééného déleni v G1 fazi. Vyznam NONO proteinu v interakci bunééného cyklu a
cirkadidannich hodin je nastinén jeho funkcni inhibici. Inaktivaci NONO proteinu zp(lsobi rozprazeni
oscilaci cirkadidnnich hodin a bunécného cyklu (Kowalska et al., 2013; Maier and Kramer, 2013).

Nepfima pozitivni i negativni cirkadidanni regulace bunécného cyklu byla zaznamenanad
v souvislosti s Wnt/B-kateninovou drahou. Kasein kindzy CK16 a CKle fosforyluji proteiny APC a
GSK3p, ¢imz pozitivné reguluji stabilitu B-kateninu v cytoplasmé (Gao et al., 2002; Lee et al., 2001).
Negativni regulace bunécného cyklu byla prokazana u hodinového genu PER2 sniZujiciho hladinu
volného B-kateninu v cytoplasmé. Zaroven zvyseni B-kateninu destabilizuje PER2 pres E3 ubiquitin
ligdzovy komplex. Vintestindlni mukdze mysi s APC mutaci je sniZeni hladiny PER2 spjaté
se zménou cirkadianniho rytmu bunécéného cyklu (Wood et al., 2008; Yang et al., 2009).

Nejenom, Ze je bunécny cyklus regulovany cirkadiannimi hodinami, ale mize hodiny sam
ovliviiovat. Nedavnd studie prokazala zapojeni komplexu CDK2/CCNE do regulace bunécného

cyklu, kdy CK16 je fosforylovana vazbou komplexu CDK2/CCNE (lanes et al., 2015).
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3.3.2 Cirkadianni regulace a apoptoza

Jiz v 80. letech byl ukdzan vliv naruseni cirkadiannich rytmQ na indukci apoptézy u
kmenovych bunék v epitelu kolonu. PFi obraceni svételného stimulu doslo ke zvySeni apoptdzy
v epitelu kolonu (ljiri and Potten, 1988).

Cirkadianni regulace zasahuje do vnéjsi i vnitfni apoptotické drahy, véetné regulace
exekutivnich kaspdz. Hodinovy protein PER3 ¢astecné reguluje expresi kaspazy 3 a kaspazy 8 (Hong
et al., 2014). Proteiny vnitfni apoptotické drahy cytochrom ¢ a APAF1 maji zvySenou expresi pfi
deleci hodinového proteinu PER1 (Wiebking et al., 2013). Receptor smrti TNFa Ucastnici se vnéjsi
apoptotické drahy je cirkadianné rytmicky a zaroven dokaze zpétné regulovat expresi hodinovych
gend Per a hodinami kontrolovanych transkripénich faktorG Dbp, Tef a HIf pres inhibici
heterodimeru BMAL1:CLOCK (Cavadini et al., 2007; Paladino et al., 2014; Suzuki et al., 2008).

Podobnym zplsobem jako je kladem ddraz na iniciacni regulaci apoptézy pomoci
pro-apoptotickych a anti-apoptotickych proteini rodiny BCL2 v tumorigenezi kolorektalniho
karcinomu, je apoptoticky proces regulovany cirkadiannimi hodinami. PER1, PER2 a PER3 hodinové
proteiny zastdvaji roli pro-apoptotického faktoru, ktery zvySuje expresi pro-apoptotického genu
Bax a snizuje expresi anti-apoptotickych genl Bcl2, Bcl-XL (Hong et al., 2014; Hua et al., 2006; Oda
et al., 2009; Sato et al., 2009). Funkéni mutace v hodinovém proteinu CLOCK je spjata s poklesem
exprese anti-apoptotického genu Bcl2 (Miller et al., 2007). Navic vede pozitivni regulace exprese
Clock kinhibici apoptézy a k utlumeni exprese pro-apoptotickych genl Bax a Bid. Potlacena
exprese Clock nema na expresi Bax a Bid signifikantni G¢inek (Wang et al., 2015).

Na iniciaci apoptdézy md zasadni vliv bunéény stres. Hodinové proteiny PER1 a PER2
pozitivné reguluji bunécnou odpovéd na hypoxicky stres (Magnone et al., 2014). Zaroven bylo
prokazano, Ze zvysuiji citlivost bunék na radiaci v mozku (Zhanfeng et al., 2015)

Mezi dalSi geny s prokdzanou cirkadianni aktivitou se fadi apoptoticky inhibitor survivin
(Siffroi-Fernandez et al., 2014).

Zatim nejvice znamych cirkadidnnich regulaci prolifera¢nich a apoptotickych procesu je
lokalizovdano v kontrolnich bodech reagujicich na poskozeni DNA. CRY1 pozitivné reguluje
ATR-zprostfedkovanou drahu poskozeni DNA (Kang and Leem, 2014). PER1 interaguje s kindzami
ATM a CHK2 a jeho zvySend exprese zvySuje nachylnost rakovinnych bunék k indukované
apoptodze (Fu et al., 2002a; Gery et al., 2006). Transkrip¢ni faktor P53 muize byt pozitivné regulovan
pomoci hodinového proteinu BMAL1 a soucasné zvySenda exprese PER proteinu pozitivné koreluje
s expresi P53 (Hua et al., 2006; Jiang et al., 2016). P53 muzZe zpétné negativné regulovat expresi

hodinového genu Per2 pomoci vazby P53 na E-box v Per2 promotoru (Miki et al., 2013).
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3.3.3 Cirkadianni regulace a miRNA

V poslednich letech je objevovana stale Sirsi a komplexnéjsi sit zapojeni miRNA do rlznych
regula¢nich drah v organismu. Jednim z vldken této sité je vztah mezi cirkadidnnimi hodinami a
miRNA. U fady miRNA jiZ byla ovérena i predikovana cirkadianni rytmicita nebo byla ukazana
posttranskripéni modifikace cirkadidnnich hodin pomoci miRNA (Cheng and Obrietan, 2007; Na et
al., 2009).

RGzné miRNA posttranskripéné modifikuji pomoci translacni represe klicové proteiny
molekuldrni cirkadianni zpétnovazebné smycky. Prikladem regulace exprese hodinového proteinu
BMAL1 jsou cirkadianné rytmické miR-142-3p a miR-27b-3p, jez jsou zdroven samy regulovany
heterodimerem BMALL1:CLOCK. Je to ukdzka dalSi pozitivni zpétnovazebné interakce hodin
(Shende et al., 2013; Tan et al., 2012; Zhang et al., 2016). Dalsi miRNA, kterd muze regulovat
hladinu BMAL1 je miR-155, jejiz hladina inverzné koreluje s hladinou BMAL1 a delece miR-155
zkrati cirkadianni periodu (Curtis et al., 2015). V epifyze byla objevena miR-182, ktera cili na 3’"UTR
Clock mRNA (Ding et al., 2015). Dalsi miRNA regulujici cirkadianni hodiny je miR-185, jejiz
cirkadianni aktivita ovlivriuje cirkadianni amplitudu Cryl (Lee et al., 2013). MiR-29a/b/c a cluster
miR-192/194 posttranskripcné reguluji expresi PER1, PER2 a PER3 (Nagel et al., 2009; Zhao et al.,
2014). Pri vysoké expresi clusteru dojde ke zkraceni periody CC (Nagel et al., 2009).

Funkci cirkadiannich hodin Ize regulovat také nepfimo pomoci miR-34a. MiR-34a se vaze na
MRNA Sirt1 a inhibuje jeji translaci. Exprese miR-34a muUze byt aktivovana transkripénim faktorem
P53 (Chang et al., 2007; Yamakuchi et al., 2008).

Odlisnou regulaci cirkadianni exprese ma miR-132. Cirkadianni exprese miR-132 je
regulovanad svétlem, které indukuje MAPK signalizacni drahu stimulujici protein CREB, jenz se vaie
na CRE vazebnou sekvenci v 3’UTR miR-132. MiR-132 negativné reguluje translaci genl ucastnicich
se remodelace chromatinu a genU ovliviujicich translaci PER. ZvySena exprese miR-132 vede ke
snizeni translace PER proteinG a tlumi reakci na svételné sefizovani hodin v SCN (Alvarez-Saavedra
et al., 2011; Cheng and Obrietan, 2007).

Vyznam zapojeni miRNA do cirkadianni regulace stfeva nam nastifiuje cirkadianni rytmus
miR-16 v kryptach jejunu, kde pravdépodobné koordinuje proliferaci enterocytl a zaroven je
podobny cirkadidannimu rytmu proliferace bunék zaznamenaném v lidské gastrointestinalni
mukdze (Balakrishnan et al., 2010; Buchi et al., 1991). DalSi miRNA s cirkadianni expresi objevené
Vv jejunu jsou miR-20a a miR-141 (Balakrishnan et al., 2010).

Mezi miRNA s cirkadiannim rytmem objevenymi v jatrech patfi miR-181d, miR-191 a
miR-122. Exprese miR-181d a miR-191 je regulovdna pomoci BMAL1:CLOCK. U miR-122 nebyla
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zmérena cirkadianni exprese, ale u jejich prekurzorll pri-miR-122 a pre-miR-122 byla nalezena
regulace prostfednictvim REV-ERBa. Potlacena exprese miR-122 vede k deregulaci exprese stovek
genu souvisejicich s metabolismem cholesterolu a lipida (Gatfield et al., 2009; Na et al., 2009).
Iniciace cirkadianni exprese miRNA muze probihat i za pomoci hodinového proteinu RORa.
Ve fotoreceptorech retiny byly detekovany miR-96 a miR-182 regulované RORa, které se ucastni

diferenciace retindlnich promotor( a regulace funkce retiny (Xu et al., 2007).

3.4 Tumorigeneze CRC a naruseni cirkadianniho rytmu

V poslednich letech je vénovdna velkda pozornost zvySenému riziku vzniku, progrese a
zhorsené progndzy nékterych typl nadord v souvislosti s narusenymi cirkadiannimi rytmy (Fritschi
et al., 2011; Savvidis and Koutsilieris, 2012). Moderni doba se stale vice opirda o umélé osvétleni a
zajisténi neprerusovanych sluzeb u nékterych profesi je pfirozenym disledkem naseho Zivotniho
stylu. Prace na smény lékarského personalu, policistl, skladnikli @ mnoha jinym profesi mlze vést
k naruseni pfirozenych cirkadiannich rytmu (Haus and Smolensky, 2006; Opperhuizen et al., 2015).
V prosinci 2007 byla prace na smény uznana jako rizikovy faktor Mezindarodni agenturou pro
vyzkum rakoviny (IARC)(IARC Working Group on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans,
2010). Mezi rizikové typy rakoviny pfi praci na smény se fadi i kolorektalni karcinom. Studie z roku
2003 u zdravotnich sester prokdazala zvySenou incidenci CRC u Zen dlouhodobé pracujicich na
smény (Schernhammer et al., 2003).

Naruseni perifernich cirkadiannich hodin v kolorektalnim karcinomu bylo prokdzano na
modelech mysi s chemicky indukovanym CRC. V porovnani se zdravou tkani méla tkan CRC
snizenou cirkadianni rytmicitu u hodinovych gent Per1, Per2, Rev-erba a u genu Bmall cirkadianni
rytmus vymizel. Hladina Bmall mRNA byla srovnatelnd s minimalni hladinou zaznamenanou
v tkani zdravych mysi (Sotadk et al., 2013). Vymizeni cirkadiannich rytm0 bylo zaznamenano také
v metastazich kolorektalniho karcinomu v jatrech, kde s vyjimkou Cry1 doslo ke ztraté cirkadianni
rytmicity u Rev-Erba, Perl, Per2 a Bmall (Huisman et al., 2015). Zaroven in vivo byla
zaznamenana zvySena exprese CRY1 a CRY2 v CRC spjatd se zhorSenou progndzou CRC (Mazzoccoli

et al,, 2016; Yu et al., 2013).
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4 Cile diplomové prace

U klicovych procesl spojenych s proliferaci bunék, apoptotickym procesem a bunéénym
cyklem byla prokdzana zménénd regulace pfi tumorigenezi a karcinogenezi. Jak jsem jiz pfedem
nastinila, je uzky vztah mezi tumorigenezi a karcinogenezi, vCetné vyvoje kolorektdlniho
karcinomu, a narusenymi cirkadidnnimi rytmy pfedmétem fady studii z poslednich let. Naruseni
cirkadidannich rytm0 muazZe byt jednim zfaktor( ovliviujicich vznik a vyvoj nadoru. Existence
cirkadianniho rytmu je zaznamendna jak v apoptotickém procesu, tak v draze bunééného cyklu.

V literarnim prehledu jsem poukazala na moznou roli zménéné exprese miRNA ve vyvoji
CRC. Zaroven jiz byly detekovany miRNA, které vykazuji rytmickou expresi ¢i zasahuji do regulace

molekularniho mechanismu cirkadiannich hodin.

S ohledem na uvedend fakta bylo proto cilem diplomové prace urcit, zda dochazi béhem
starnuti a pfi neoplastické transformaci strevniho epitelu ke zméné cirkadianni rytmicity na Urovni
vystupu hodinového oscilatoru a na Urovni oscilatori bunécného cyklu a apoptdzy. Konkrétné byly

reSeny tyto otazky:

1) Urcit, zda cirkadianni rytmicita exprese mRNA u vybranych CCG genl je zménéna
pfi starnuti a b&€hem neoplastické transformace kolonu

2) Zjistit existenci cirkadianni rytmicity u vybranych gend bunécného cyklu a apoptdzy a
v pozitivnim pripadé porovnat zjisténou cirkadianni expresi mRNA v makroskopicky zdravé
vypadajicim epitelu s expresi dané mRNA kolorektdlniho tumoru a v epitelu mladsich zvirat

3) Zjistit, zda existuje u vybranych miRNA v kolonu cirkadidnni rytmus a zda je zménén

pfi neoplastické transformaci
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5 Material a metody

5.1 Material

5.1.1 Pouzité chemikalie

Béhem experimentu byly pouzity tyto chemikalie:

e Na indukci kolitidy a vznik CRC:

o azoxymethan (AOM) (Sigma-Aldrich, USA)

o dextransulfat sodny (DSS; M.W. 40000 - 50000)(MP Biomedicals, USA)
e Na stabilizaci RNA: RNAlater (Sigma-Aldrich)
e Naizolaci RNA:

o GeneElute Mammalian total RNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich)

o miRNeasy Mini Kit (Qiagen,USA)

e Na UV spektroskopii: etanol (Penta Ing. Petr Svec, Ceska republika)

e Na reverzni transkripci:
o High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Life Technologies, USA)
o TagMan™ Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit (Life Technologies)

e Na kvantitativni RT-PCR:
o 5x HOT FIREPol Probe gPCR Mix Plus (Solis Biodyne, Estonsko)

o TaqMan® Fast Advanced Master Mix (Life Technologies)

o fluorescenéné znacené sondy TagMan Assays (Tab 5.1.; Life Technologies)

o TaqMan® Advanced miRNA Assays (Tab 5.2.; Life Technologies)

Tabulka 5.1 Seznam pouzitych Tagman sond

Gen Katalogové Cislo NCBI RefSeq

Tef MmO00432042_m1 | NM_017376.3
Dbp MmO01194021_m1 | NM_016974.3
Ccnd1 | MmO00432359_m1 | NM_007631.2
Ccnel | Mm00432367_m1 | NM_007633.2
Ccnal | MM00432337_m1 | NM_001305221.1
Ccnbl | Mm03053893_gH NM_172301.3
Casp3 | Mm01195085_m1 NM_001284409.1
Bcl2 MmO00477631_m1l NM_009741.5
Bad | Mm00432042_m1 | NM_001285453.1
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Tabulka 5.2 Seznam pouzitych TagMan® Advanced miRNA Assays

Gen Katalogové Cislo MiRBASE

mmu-miR-1-3p 477820_mir MIMATO0000123
mmu-miR-16-5p 477860_mir MIMATO0000527
mmu-miR-34a-5p | mmu481304_mir MIMATO0000542
mmu-miR-155-5p | 477927_mir MIMATO0000165
mmu-miR-192-3p | 478741_mir MIMAT0017012

5.1.2 Pouzita zvirata

K experimentlm byly vyuZivany 20ti tydenni (20W; 25-35g) a 10ti tydenni (10W; 20g) mysi
kmene CD-1 (ICR), které byly doddny firmou Charles River z Némecka. Zvifata byla krmena
standardni dietou ad libitum a chovana ve standardnich podminkdch pfi teploté 22°C na
standardnim dennim reZzimu 12 hodin svétla a 12 hodin tmy. Zacatek svételné faze byl nastaven na
6:00 (CTO) a ukoncen v 18:00 (CT12). Po celou dobu experimentu byla zvifata ustajena v zvéfinci
Fyziologického ustavu AV CR. Viechny experimenty byly vykonany v souladu s platnymi zakony a

nafizenimi CR a EU a schvéleny pFisluinou etickou komisi.

5.2 Metody

5.2.1 Indukce kolorektalniho tumoru a odbér tkani pro mRNA kvantifikaci

Mysi kmene ICR staré 20 tydnU byly ndhodné rozdéleny do dvou skupin skupin po 30
jedincich, jedna zdravd kontrolni skupina a jedna experimentdlni pro indukci kolorektalniho
karcinomu.

Experimentdlni skupiné staré 21 tydn( byl indukovan kolorektdlni karcinom dle 6mésicniho
modifikovaného protokolu (Tanaka et al., 2003) pouzivaného v nasi laboratofi. MySim byla
intraperitonedlné podana davka azoxymethanu v mnozstvi 10mg-kg'1 rozpusténa ve fyziologickém
roztoku. O tyden pozdéji bylo zahdjeno podavani dextransulfatu sodného v Sesti tfitydennich
cyklech (6x po 3 tydnech). Jeden cyklus predstavoval tydenni piti 2 % roztoku DSS, nasledované
dvoutydennim pitim pitné vody. Kontrolni zdravé skupiné mysi byl intraperitonedlné podan
fyziologicky roztok v den podavani AOM experimentalni skupiné mysi.

Po 3 meésicich po skonceni cykld DSS (v experimentalni skupiné) byly obé skupiny mysi,
experimentdlni i kontrolni, usmrceny isofluranovou anestézii ve 4hodinovych intervalech béhem
24h.

Pro kazdy casovy bod (CTO, CT4, CT8, CT12, CT16, CT20) bylo usmrceno vzdy 5 nahodné
vybranych mysi z kazdé skupiny. Ze zdravych mysi byly odebrany vzorky mukdzy distdlniho epitelu
(Sotak et al., 2013). Z experimentdlni skupiny byly odebrany vzorky kolorektalniho tumoru. Vzorky
kolorektdlniho tumoru byly klasifikované jako intraepitelidlni neoplazie v rozsahu lehké az tézké
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dysplazie infiltrujici do submukdzy (Svec et al., 2010). Odebrané vzorky byly vkladany do predem
oznacenych zkumavek naplnénych 0,5 ml roztoku RNAlater a umistény do -80°C.
Pro porovnani starych (52 tydnt) a mladych (10 tydnt) mysi byla usmrcena skupina 30 mysi

starych 10 tydnU. ZpUsob usmrceni, odebirani a skladovani vzorku byl totozny.

5.2.2 Indukce kolorektalniho karcinomu a odbér tkani pro miRNA kvantifikaci

Mysim kmene ICR (20 tydnl) byl indukovan kolorektalni karcinom dle 6mési¢niho
modifikovaného protokolu (Tanaka et al., 2003) totozné jako v kapitole 5.2.1. Po 3 mésicich po
skonceni cyklh DSS byly mysi usmrceny v 4hodinovych intervalech béhem 24h isofluranovou
anestézii.

Pro kazdy casovy bod (CTO, CT4, CT8, CT12, CT16, CT20, CT24) bylo usmrceno vidy 5
nahodné vybranych mysi z kazdé skupiny. Z kazdé mysi byl odebran kolorektalni tumor a jako
kontrolni tkan makroskopicky zdrava okolni tkan. Odebrané vzorky byly uchovavany v tekutém

dusiku.

5.2.3 Izolace totalni RNA

Totalni RNA byla vyizolovdna pomoci GeneElute Mammalian total RNA Miniprep Kitu dle
navodu vyrobce (Sigma Aldrich). Odebrané vzorky tkani uchovavané v RNAlateru byly mirné
osuSeny bunié¢inou a umistény do predem pripravenych oznaéenych homogenizaénich zkumavek
pro MagNA Lyser (max 50mg tkané). Pomoci MagNA Lyseru (2x 7 000 ot./10 s) byla tkan
homogenizovana a poté byl homogenat pfemistén na filtracni kolonku a centrifugovan (10 000 g/1
min). Do filtratu byl pfidan ekvivalentni objem 70 % etanolu a celé smés byla dlikladné protfepdna.
Poté byla smés prepipetovana na kolonku vazajici nukleovou kyselinu a centrifugovana (10 000 g/1
min). Filtrat byl vylit a kolonka osu$ena o bunicinu. Nasledné bylo do kolonky pfidano 500 ul Wash
Solution 1 a kolonka byla centrifugovana (10 000 g/1 min). Opétovné byl filtrat wvylit, kolonka
osusena, do ni napipetovano 500 ul Wash Solution 2 a nasledovala centrifugace (10 000 g/1 min).
Promyvani pomoci Wash Solution 2 bylo nasledné zopakovano. Po vyliti filtratu byla kolonka jesté
nasucho centrifugovana (10 000 g/2 min). Po centrifugaci bylo na dno kolonky pipetovano 30 pl
PCR vody. Byla provedena posledni centrifugace (10 000 g/1 min). Po procesu izolace totalni RNA

nasledovala reverzni transkripce.
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Totalni RNA by vyizolovdna za pomoci miRNeasy Mini Kitu dle navodu vyrobce (Qiagen).
Vzorky uchovavané v tekutém dusiku byly pfemistény do homogenizacnich zkumavek pro MagNA
Lyser (max. 50 mg tkané) a bylo k nim pfidano 700 ul QlAzol Lysis Reagent. Pomoci MagNA Lyseru
(2x 70000t./10s) byla tkan homogenizovana. Po 5 min bylo k homogenatu pfidano 140 pl
chloroformu a celd smés byla didkladné protfepana. Poté byla smés centrifugovana pfi teploté 4°C
(12 000 g/15 min). Vodni faze byla prepipetovana do nové zkumavky, bylo k ni pfidano 1,5 objemu
100 % etanolu a smés byla promichdna. Poté bylo 700 ul smési pipetovano na RNeasy Mini staceci
kolonku a centrifugovano pfri teploté 22°C (10 000 g/1 min). Filtrat byl vylit a kolonka osusena o
bunicinu. Poté bylo do kolonky pfiddno 700 ul pufru RWT a kolonka byla centrifugovana (10 000
g/1 min). Opétovné byl filtrat vylit, kolonka osusena, do ni napipetovano 500 pl pufru RPE a
nasledovala centrifugace (10000 g/1 min). Promyvani pomoci pufru RPE bylo nasledné
zopakovano. Po wyliti filtrdtu byla kolonka jesté nasucho centrifugovédna (10 000 g/2 min). Po
centrifugaci bylo na dno kolonky pipetovano 30 ul PCR vody. Byla provedena posledni centrifugace

(10 000 g/1 min). Po procesu izolace totalni RNA nasledovala reverzni transkripce.

5.2.4 Reverzni transkripce

Pomoci pfistroje NanoDrop (ND-1000) byla zjisténa Cistota a kvantita izolované totalni RNA.
S ohledem na vysledky z NanoDropu bylo spocitané a poté i provedené potrebné redéni totalni
RNA PCR vodou na vyslednou koncentraci 1 pg/10 ul reakci. Pomoci nespecifické reverzni
transkripce byla totalni RNA prepsana do cDNA pomoci High-Capacity cDNA Reverse Transcription
Kitu v celkovém objemu reakéni smési 20 ul. Bylo postupovano dle ndavodu vyrobce. Na 1 vzorek
reagencni smési byly pouzity 2 pl 10xRT pufru, 0,8 pl 25x dNTP Mix, 2 pl 10x RT Random Primers,
1 pl MultiScribe Reverse Transcription, 1 pul RNase Inhibitor, 3,2 pl injekéni vody. Do zkumavky bylo
pipetovano 10 ul reakéni smési a 10 pl narfedéné totalni RNA. Vzorky byly kratce stoceny na stolni
centrifuze a umistény do MasterCycleru (Eppendorf), kde byl nastaven 4kroky program s LID 100°C
(viz Tab 5.3). Ziskana cDNA byla ve zkumavkach skladovana pfi -20°C.

Tabulka 5.3 Program MasterCycleru na reverzni transkripci totalni RNA

Postup Teplota (°C) Cas (min)
1. 25 10

2. 37 120

3. 85 5

4 4 hold
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Pomoci pfistroje NanoDrop (ND-1000) byla zjisténa Cistota a koncentrace izolované totalni
RNA. Pfesné dle navodu vyrobce (Life Technologies) byla provedena nespecifickd reverzni
transkripce miRNA s vyuzitim TagMan™ Advanced miRNA cDNA Synthesis Kitu. Cely proces
sestaval ze 4 krokl: poly-A tailing, ligace, reverzni transkripce a miR-amplifikace.

V prvnim kroku byly do oznacené zkumavky pfidany 2 ul vzorku izolované totalni RNA a 3 pl
pfipravené reakéni poly-A smési (0,5 ul 10x Poly(A) pufru, 0,5 ul ATP, 0,3 ul Poly A Enzymu, 1,7 ul
injekéni vody). Smés byla promichdna a kratce centrifugovana na stolni centrifuze. Poté byla
umisténa do MasterCycleru a byl nastaven odpovidajici program, viz Tab 5.4.

Tabulka 5.4 Program MasterCycleru pro Poly-A tailing

Postup Teplota (°C) Cas (min)
Polyadenylace 37 45
Zastaveni reakce 65 10
UdrZovani tepoty 4 hold

V druhém kroku bylo ke vzorkim pfidano 10 pl pfipravené reakéni ligaéni smési (3 pl 5x
DNA Ligase pufru, 4,5 ul 50 % PEG 8000, 0,6 ul 25x Ligation Adaptor, 1,5 ul RNA Ligase, 0,4 pl
injekéni vody). Smés byla promichana a centrifugovdna na stolni centrifuze. Poté byla umisténa do

MasterCycleru a byl nastaven odpovidajici program, viz Tab 5.5.

Tabulka 5.5 Program MasterCycleru pro Ligaci

Postup Teplota (°C) Cas (min)
Ligace 16 60
UdrZovani tepoty 4 hold

Ve tretim kroku bylo ke vzorkiim pfiddano 15 pl pfipravené reverzni reakéni smési (6 ul RT
pufru, 1,2 ul dNTP Mix, 1,5 ul 20x Universal RT Primer, 3 pl 10x RT Enzyme Mix, 3,3 ul injekéni
vody). Smés byla promichana a centrifugovdna na stolni centrifuze. Poté byla umisténa do

MasterCycleru a byl nastaven odpovidajici program, viz Tab 5.6.

Tabulka 5.6 Program MasterCycleru pro Reverzni transkripci

Postup Teplota (°C) Cas (min)
Reverzni transkripce 42 15
Zastaveni reakce 85 5
UdrzZovani tepoty 4 hold

Ve ctvrtém kroku bylo do nové oznacenych zkumavek prepipetovano 5 ul RT smési, ke

které bylo napipetovano 45 ul pripravené miR-amplifikac¢ni reakéni smési (25 pul 2x miR-Amp
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Master Mix, 2,5 pl 20x miR-Amp Primer Mix, 17,5 pl injekéni vody). Smés byla promichana a
centrifugovana na stolni centrifuze. Poté byla umisténa do MasterCycleru a byl nastaven
odpovidajici program, viz Tab 5.7.

Tabulka 5.7 Program MasterCycleru pro miR-Amplifikaci

Teplota (°C) Cas Pocet cykld
Aktivace enzym 95 5 min 1
Denaturace 95 3 sec 14
Naseddni a Elongace 60 30 sec
Zastaveni reakce 99 10 min 1
UdrzZovani tepoty 4 hold 1

Ziskana cDNA byla skladovana pfi -20°C.

5.2.5 Kvantitativni RT-PCR

Pro kvantifikaci genl byla jako templat pouzita pripravena cDNA knihovna. Na PCR analyzu
byly pouzity vytipované Tagman sondy (Tab 2.2). Méfeni byla provedena na ViiA 7 Real-Time PCR
System na MicroAmp Fast 96-well Reaction Plate v celkovém objemu 20 ul, kde kazda reakéni
jamka obsahovala 1 pul 4x zfedéné pripravené cDNA a 19 ul MasterMixu pfipraveného presné dle
navodu vyrobce 5x HOT FIREPol Probe gPCR Mix Plus (4 pl 5x Hot FIREPol Probe gPCR MIX, 0,3 ul
FAM préba, 0,9 ul VIC préba, 13,8 ul PCR voda) a desticka byla prekryta MicroAmp optickym
adhezivnim filmem. Pfed PCR analyzou byla desticka kratce centrifugovana (1250 g/1 min).
Samotna PCR analyza béZela dle univerzalniho programu viz Tab 5.8.

Pro normalizaci transkriptd byl pouZit Gapdh. MnoiZstvi transkriptd bylo kvantifikovano
metodou kalibrac¢ni ktivky, jez byla vyrobena sérii fedéni standardniho vzorku (1x, 4x, 16x, 64x,
256x). Vysledné hladiny studovanych transkriptl byly normalizovany ke Gapdh.

Tabulka 5.8 Program PCR termocycleru pouzity ke kvantifikaci mRNA

Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykll
Aktivace enzyml 95 20 1
Denaturace 95 1 55
Nasedani a Elongace 60 20 55

Pro kvantifikaci miRNA pomoci RT-PCR byl nasyntetizovany cDNA templat zfedén injekéni
vodou v poméru 1:10. Méfeni byla provedena na ViiA 7 Real-Time PCR System za pouZiti 5x
TagMan® Advanced miRNA Assays (Tab 5.2) a TagMan® Fast Advanced Master Mixu pfi celkovém
objemu 20 ul podle navodu vyrobce (Life Technologies). Do kazdé jamky bylo nepipetovano 5 ul

zfedéné cDNA a 15 ul pfipravené reakéni smési (10 ul 2x Fast Advanced Master mix, 1 ul TagMan ®
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Advanced miRNA Assays a 4 pul injekéni vody). Desticka byla prekryta MicroAmp optickym
adhezivnim filmem a kratce centrifugovana (1250g/1min). Samotna PCR analyza byla nastavena i

vyhodnocena stejné jako v kapitole 5.2.5.1 pouze s jinym referenénim genem, a to U6 snRNA.

5.2.6 Statistika

Ziskand normalizovand data expresi mRNA a miRNA byly zpracovdny pomoci nékolika
statistickych metod. VSechny analyzy probihaly na hladiné vyznamnosti 5 %, tedy zamitnuti nulové
hypotézy pfi p< 0,05.

Ze ziskanych dat byly statisticky vylouc¢eny odlehlé hodnoty pomoci Dean-Dixonova testu
(DD-test,Q-test). Zbylé normalizované relativni exprese genl v jednotlivych vzorcich byly
zpramérovany na zakladé jednotlivych dob odbért (CTO, CT4, CT8, CT12, CT16 a CT20) + SEM
(stfedni chyba priiméru).

Samotna cirkadianni rytmicita byla zjiStovana pomoci kosinorové analyzy, kterd nam
dokdzala urcit zakladni parametry pravdépodobné cirkadianni kfivky s nastavenou fixni periodou
24h. ProtoZe kosinorova analyza predstavuje postup, kdy je casovy pribéh experimentdlnich
hodnot fitovdn sinusoidou, byla jako predbéina podminka pouZiti této analyzy stanovena
podminka, Ze namérena Casova rada hodnot vykazuje signifikantni efekt ¢asu. Tento efekt byl
zjistovan pomoci jednorozmérné analyzy rozptylu (one-way ANOVA). Existence cirkadianniho
rytmu daného transkriptu byla akceptovana v pfipadé signifikantniho vysledku jak jednorozmérné
analyzy rozptylu, tak i kosinorové analyzy. Pro analyzu vlivu véku a neoplastické transformace na
hladiny studovanych transkriptl byla pouZita dvourozmérna ANOVA (2-way ANOVA). Individudlni
rozdily mezi skupinami v ¢asovych bodech byly zjistény pomoci post hoc Fisherova LSD testu.

Jednorozmérnd ANOVA a DD-test byly spocitany pomoci programu Excel. Vypocty pro
dvourozmérnou ANOVU a post hoc FisherQiv LSD test byly provedeny ve statistickém programu
STATISTICA a kosinorova analyza v programu Graphpad Prism. Namérfena data byla porovndna

podle matematického modelu v programu Graphpad Prism na zakladé rovnice:
f(®) =M+ A -cos (?+(p), kde M je mesor (hodnota, kolem které kfivka osciluje), A je

amplituda (vzdalenost mezi nejvétSim a nejmensim kmitem kfivky), T je délka periody a ¢ je
akrofaze (uplynuta doba do dosaZzeni maxima krivky). Délka periody T byla striktné uréena na 24h.

Vysledky kosinorové analyzy jsou uvadény v 95 % intervalech spolehlivosti.
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6 Vysledky

6.1 Zména cirkadianniho rytmu exprese mRNA vybranych CCG genu pii
starnuti a béhem neoplastické transformace kolonu

Pro potvrzeni existence vystupnich cirkadiannich rytmu0 v slizniénim epitelu kolonu mysi
pomoci metody kvantitativni RT-PCR byly vybrany dva hodinami pfimo kontrolované geny Tef a
Dbp, jejichz exprese mRNA je pfimo regulovana heterodimerem BMAL1:CLOCK (Fonjallaz et al.,
1996). Detailni vysledky vSech provedenych analyz jsou k nahlédnuti v Dodatku €. 1.

V epitelu kolonu zdravé mysi (52 tydn(; E) byl zméfen cirkadidanni rytmus exprese
transkriptl Tef a Dbp. Existence signifikantni rytmicity u obou mRNA gen( byla prokazana jak na
zakladé jednorozmérné analyzy rozptylu (p<0,001; 1-way ANOVA), tak na zakladé kosinorové

analyzy (p<0,001) s maximalni hladinou exprese v CT 8 (Obrazek 6.1).
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Obrazek 6.1 Cirkadianni exprese mRNA hodinovych vystupnich genli Tef a Dbp v kolorektalnim tumoru mysi
AOM/DSS (®) a v epitelu kolonu stejné staré zdravé mysi E (). Mysi byli chovany v reZzimu LD 12:12 (6:00 = CTO) a
krmeny standardni dietou ad libitum. Usmrceni mysi a odbér tkani probihal béhem 24h ve 4h intervalech (5 mySina 1
Casovy bod). A) V grafech jsou znazornény priimérné hodnoty relativni exprese mRNA s jejich stfedni chybou priiméru.
Py hodnota je vysledkem analyzy vlivu neoplastické transformace na expresi mRNA. Individualni rozdily mezi
skupinami v ¢asovém bodé na zakladé post hoc testu jsou znazornény *** (p<0,001) ** (p<0,01) * (p<0,05). B)
Matematické modely cirkadidnniho rytmu mRNA u gend se zjisténou cirkadidanni expresi.
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Béhem neoplastické transformace kolonu doslo ke zméné cirkadianni regulace (Obrazek
6.1). V porovnani s expresi transkriptd Tef a Dbp v slizniénim epitelu kolonu zdravé mysi byla u
mysi s indukovanym kolorektalnim karcinomem (AOM/DSS) signifikantné snizend amplituda
cirkadianniho rytmu (pro Tef: 1,92 (1,32;2,51) - 0,40 (0,21;0,60); pro Dbp: 3,66 (2,29;5,01) - 0,59
(0,31;0,86)), coz také potvrdila dvourozmérna ANOVA (pn<0,001; 2-way ANOVA). Zaroven doslo k
fazovému posunu cirkadianniho rytmu Dbp mysi AOM/DSS (¢: 8,71 (7,25;10,16) - 12,06
(10,33;13,8)).

A) Tef py>0,05 Dbp py<0,05

EX 33

o E 20

5 E s

£ e -

E E 10 L _

< < 5 = —

'g 1 ~§ 0 : T T T ;\I\ 1

< 24 & 9 4 8 12 16 20 24

£ v

CcT

°o)
—

61 r6 30 ri1s.0

25 r12.5

20 } -10.0

relativni hladina mRNA (10W)
(3) VNY W euipejy juaiye|al

relativni hladina mRNA (10W)
(3) VNY W eulpejy juailre|ad

Obrazek 6.2 Cirkadianni exprese mRNA hodinovych vystupnich genl Tef a Dbp v kolonu staré (52tydnt; E) (4) a
mladé mysi (10tydna; 10W) (®). Mysi byli chovany v rezimu LD 12:12 (6:00 = CTO) a krmeny standardni dietou ad
libitum. Usmrceni mysi a odbér tkani probihal béhem 24h ve 4h intervalech (5 mysi na 1 ¢asovy bod). A) V grafech jsou
znazornény pramérné hodnoty relativni exprese mRNA s jejich stfedni chybou priméru. Py hodnota je vysledkem
analyzy vlivu stafi na expresi mRNA. Individualni rozdily mezi skupinami v ¢asovém bodé na zakladé post hoc testu
jsou znazornény *** (p<0,001) ** (p<0,01) * (p<0,05). B) Matematické modely cirkadianniho rytmu mRNA u genu

se zjisténou cirkadianni expresi.

Kolon zdravych mladych mysi (10 tydn(; 10W) vykazoval cirkadidanni rytmicitu v obou
genech, Tef a Dbp, ale pro kazdy gen byla odlisna reakce cirkadianniho rytmu na starnuti (Obrazek
6.2). Porovnani cirkadiannich rytmG exprese mRNA v kolonu mladych mysi (10W) s epitelem
kolonu zdravych starych mysi (E) neprokazalo Zadnou signifikantni zménu v amplitudé ¢i fazi

cirkadianni kfivky u obou genu. Hladina cirkadidanni exprese Tef mRNA nebyla signifikantné
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zménéna (2-way ANOVA: py>0,05). Naopak u exprese Dbp mRNA byla prokdzana vyssi exprese Dbp

u mladych mysi (2-way ANOVA: py<0,001) a ¢as maximalni exprese zlstal nezménén.

6.2 Existence cirkadianni rytmicity u vybranych genti buné¢ného cyklu a
apoptézy a porovnani zjiSténé cirkadianni exprese mRNA
v makroskopicky zdravé vypadajicim epitelu s expresi dané mRNA
kolorektalniho tumoru a v epitelu mladsich zvirat

6.2.1 Existence cirkadidnni rytmicity u vybranych geni bunécného cyklu a
porovnani zjisténé cirkadianni exprese mRNA v makroskopicky zdravé
vypadajicim epitelu s expresi dané mRNA Kkolorektalniho tumoru a
v epitelu mladsich zvirat

Ze slozitého mechanismu regulace bunécného cyklu jsme pro analyzu cirkadidnni exprese
mMmRNA metodou kvantitativni RT-PCR zvolily 4 cykliny (Ccnd1, Ccnel, Ccnal a Ccnbl), jez jsou
zastoupeny v komplexech CCN/CDK a kazdy z komplexd zasahuje do regulace jedné zfazi
bunécného cyklu (Draetta, 1994). Cirkadianni exprese mRNA cyklin byly méfeny ve vzorcich
epitelu kolonu zdravych mysi (E), v kolorektalnim tumoru mysi AOM/DSS a v kolonu mladych mysi
(10W). Detailni vysledky vSech provedenych analyz jsou k nahlédnuti v Dodatku ¢. 1.

V epitelu kolonu zdravé mysi (E) byla zjisténa cirkadianni rytmicita pouze v expresi Ccnel
MRNA (1-way ANOVA: p<0,05; kosinorovd analyza: p<0,05) s amplitudou v CT16. Exprese Ccnal
mMRNA nevykazovala cirkadidnni rytmus (1-way ANOVA: p<0,05; kosinorova analyza: p>0,05), ale
pokud byl vylouéen casovy bod CT16, tedy bod s trojnasobnou stfedni chybou priméru ve
srovnani s ostatnimi chybami CT, objevil se cirkadianni rytmus potvrzeny jak 1-way ANOVOU, tak
kosinorovou analyzou (1-way ANOVA: p<0,001; kosinorova analyza: p<0,05). U Ccndl byly
prokazany signifikantni rozdily mezi ¢asovymi body 1-way ANOVOU (p<0,01), ale kosinorova
analyza cirkadidnni rytmus nepotvrdila (p>0,05). Cirkadidnni rytmicita nebyla nalezena v expresi
Ccnb1 v epitelu kolonu zdravych mysi (E) a v expresi Ccnd1, Ccnel, Ccnal a Ccnbl1 v kolorektalnim
tumoru mysi AOM/DSS (1-way ANOVA: p>0,05; kosinorova analyza: p>0,05) (Obrazek 6.3).

Ve vsech analyzovanych cyklinech s vyjimkou Ccnel (2-way ANOVA pro Ccnel: py>0,05)
byla prokdzédna zména exprese mRNA v tkani kolorektalniho tumoru oproti zdravému slizni¢nimu
epitelu. Efekt neoplastické transformace se projevil ve snizena expresi mRNA v kolorektalnim
tumoru u Ccnal a Ccnb1 (2-way ANOVA pro Ccnal: py<0,001; 2-way ANOVA pro Ccnb1: py<0,05) a
ve zvySené expresi Ccnd1l mRNA (2-way ANOVA: py<0,001).
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Obrazek 6.3 Cirkadianni exprese mRNA genl bunééného cyklu Ccnal, Ccnel, Ccnbl a Cend1 v kolorektalnim tumoru
mysi AOM/DSS (B) a v epitelu kolonu stejné staré zdravé mysi (52tydnd; E) (). Mysi byli chovany v rezimu LD 12:12
(6:00 = CT0) a krmeny standardni dietou ad libitum. Usmrceni mysi a odbér tkani probihal béhem 24h ve 4h
intervalech (5 mysi na 1 ¢asovy bod). A)/C) V grafech jsou znazornény prdmérné hodnoty relativni exprese mRNA
s jejich stfedni chybou priméru. Py hodnota je vysledkem analyzy efektu neoplastické transformace. Individudini
rozdily mezi skupinami v ¢asovém bodé na zdkladé post hoc testu jsou znazornény *** (p<0,001) ** (p<0,01) *
(p<0,05). B) Matematicky model cirkadianniho rytmu mRNA pro gen se zjisténou cirkadianni expresi (Ccnel).

Pti porovnani hladin expresi mRNA jednotlivych cyklinG u vékové rozdilnych mysi 10W a E
byl zjistén signifikantni efekt véku u Ccnel, Ccndl a Ccnal (2-way ANOVA pro Ccnel a Ccnal:
pv<0,001; 2-way ANOVA pro Ccnd1: py<0,01). U mladych mysi byla snizena hladina mRNA Ccnal a

Ccnel a naopak zvysenad hladina Ccnd1.
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Z analyzovanych cyklint byl Ccnel jedinym, ve kterém byl detekovany cirkadianni rytmus
jak v kolonu zdravych mladych mysi (10W) (1-way ANOVA: p<0,01; kosinorova analyza: p<0,001),
tak v epitelu kolonu zdravych starych mysi (E) (1-way ANOVA: p<0,05; kosinorova analyza: p<0,05)
(Obrazek 6.4). Na prabéhu cirkadiannich kfivek nebyla prokazdna signifikantni zména amplitudy
nebo fazovy posun. Nejvyssi zméfend hladina exprese Ccnel v epitelu kolonu mysi (E) byla
zaznamendna pfi CT12 a az o 4 hodiny pozdéji v kolonu mladych mysi (10W). Ccnal mél
prokazany cirkadianni rytmus exprese v kolonu mladych mysi (10W) (1-way ANOVA a kosinorova
analyza: p<0,05) a po vylouceni CT16 byla signifikantni cirkadianni exprese zjisténa také v kolonu
starych mysi (E) (1-way ANOVA: p<0,001; kosinorova analyza: p<0,05). Cirkadianni ktivka exprese
Ccnal v kolonu mladych mysi méla nizsi amplitudu a detekovany fazovy posun v porovnani
sexpresi Ccnal vkolonu starych mysi (A: 5,74 (1,83;9,77)-> 0,59 (0,23;0,95); «¢: 22,39
(18,79;25,39) - 7,1 (4,58;9,61)) (Obrazek 6.4). U Ccnb1 byla nalezena cirkadianni exprese jeho
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Obrazek 6.4 Cirkadianni exprese mRNA gend bunééného cyklu Ccnel a Ccnal v kolonu staré (52tydnd; E) (») a
mladé mysi (10tydnG; 10W) (®). Mysi byli chovany v rezimu LD 12:12 (6:00 = CT0) a krmeny standardni dietou ad
libitum. Usmrceni mysi a odbér tkani probihal béhem 24h ve 4h intervalech (5 mysi na 1 ¢asovy bod). A) V grafech jsou
znazornény pramérné hodnoty relativni exprese mRNA s jejich stfedni chybou priméru. Py hodnota je vysledkem
analyzy vlivu stafi na expresi mRNA. Individuaini rozdily mezi skupinami v ¢asovém bodé na zakladé post hoc testu

jsou znazornény *** (p<0,001) ** (p<0,01) * (p<0,05). B) Matematické modely cirkadianniho rytmu mRNA u gen(
se zjisténou cirkadianni expresi.
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MRNA pouze v kolonu mladych mysi (10W) (1-way ANOVA: p<,01; kosinorova analyza pro Ccnb1:
p<0,001) (Obrazek 6.5). Na rozdil od cirkadianni kfivky Ccnel, jez vykazovala maximum
v odpolednich hodinach, cirkadianni rytmy Ccnal a Ccnb1 kulminovaly v brzkych rannich hodinach.
Nejvyssi hladiny zméfené exprese dosahoval Ccnal v CT8 a Ccnbl v CT4. Exprese mRNA Ccnd1

nevykazovala signifikantni cirkadianni rytmus v kolonu ani mladych ani starych jedinctd (Obrazek

6.5).
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Obrazek 6.5 Cirkadianni exprese mRNA genti bunécéného cyklu Ccnbl a Ccnd1 v kolonu staré (52tydni; E) (~) a
mladé mysi (10tydnG; 10W) (®). Mysi byli chovany v rezimu LD 12:12 (6:00 = CT0) a krmeny standardni dietou ad
libitum. Usmrceni mysi a odbér tkani probihal béhem 24h ve 4h intervalech (5 mysi na 1 ¢asovy bod). A) V grafech jsou
znazornény priimérné hodnoty relativni exprese mRNA s jejich standardni chybou priméru. Py hodnota je vysledkem
analyzy vlivu stafi na expresi mRNA. Individudlni rozdily mezi skupinami v ¢asovém bodé na zakladé post hoc testu

jsou znazornény *** (p<0,001) ** (p<0,01) * (p<0,05). B) Matematické modely cirkadianniho rytmu mRNA u genu
se zjisténou cirkadianni expresi.

6.2.2 Existence cirkadianni rytmicity u vybranych genti apoptdézy a porovnani
zjiSténé cirkadianni exprese mRNA v makroskopicky zdravé vypadajicim
epitelu s expresi dané mRNA kolorektalniho tumoru a v epitelu mladsich
zvirat
Z apoptotickych signalizacnich drah byly pro zjisténi cirkadianni rytmicity vybrany geny

anti-apoptotickych a pro-apoptotickych proteinl Bcl2 a Bad a gen exekutivni kaspdzy Casp3. Ve
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vzorcich epitelu kolonu zdravych mysi (E), v kolorektalnim tumoru mysi AOM/DSS a v kolonu
mladych mysi (10W) byly cirkadidnni exprese jejich mRNA mérfeny metodou kvantitativni RT-PCR.
Detailni vysledky vSech provedenych analyz jsou k nahlédnuti v Dodatku €. 1.

Cirkadianni exprese nebyla zjiSténa ani u jednoho apoptotického genu v epitelu kolonu
zdravych mysi (E) nebo v kolorektalnim tumoru mysi AOM/DSS (1-way ANOVA: p>0,05; kosinorova
analyza: p>0,05) (Obrdazek 6.6).

V porovnani s epitelem kolonu zdravych mysi (E) probéhla v kolorektalnim tumoru mysi
AOM/DSS zména regulace exprese mRNA u vsech mérenych apoptotickych gend. Efekt
neoplastické transformace se projevil snizenim hladiny exprese Casp3 a Bad (2-way ANOVA pro
Casp3: pn<0,001; 2-way ANOVA pro Bad: pn<0,001), a to dle post hoc analyzy signifikantné
v kazdém casovém bodé. U Bcl2 byl zaznamenany opacny efekt neoplastické transformace, doslo
ke zvySeni exprese Bc/l2 mRNA (2-way ANOVA: py<0,001) (Obrazek 6.6). Rozdil v expresi Bcl2 byl

detekovany kromé CTO ve vsech ¢asovych bodech.
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Obrazek 6.6 Cirkadianni exprese mRNA geni apoptézy Casp3, Bcl2 a Bad v kolorektalnim karcinomu mysi AOM/DSS
(m) a v epitelu kolonu stejné staré zdravé mysi (52tydnu; E) (4). Mysi byli chovany v rezimu LD 12:12 (6:00 = CTO) a
krmeny standardni dietou ad libitum. Usmrceni mysi a odbér tkani probihal béhem 24h ve 4h intervalech (5 mysina 1
Casovy bod). V grafech jsou znazornény primérné hodnoty relativni exprese mRNA s jejich stfedni chybou priiméru. Py
hodnota je vysledkem analyzy efektu neoplastické transformace. Individualni rozdily mezi skupinami v ¢asovém bodé
na zdkladé post hoc testu jsou znazornény *** (p<0,001) ** (p<0,01) * (p<0,05).
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Oproti cirkadianné nerytmické expresi apoptotickych gend Casp3, Bcl2 a Bad v epitelu

kolonu staré zdravé mysi (E) byl cirkadianni rytmus v kolonu mladych mysi (10W) prokdazan

v expresi Casp3 a Bcl2 (1-way ANOVA a kosinorova analyza: p<0,05). Pribéh cirkadianniho rytmu

Casp3 vrcholil v rannich hodindch, nejvyssi hladiny mRNA Casp3 dosahovala v CT8 (Obrazek 6.7).

Cirkadianni kfivka Bcl2 kulminovala pti CT12.

A)

relativni hladina mRNA

o)
~—

relativni hladina mRNA (10W )

Casp3 Bcl2
a4 pv<0,001 py<0,01
r 2,5 -
s
3 B T * %k k E 2 ]
H o -|— *x ©
2 * \ T 1 £ 15 - T
M/N_“__‘ LI ; Z
< 15 i A
1 - c
E 0,5 T T T T 1
o
0 © 0 4 8 12 20 24
0 4 8 12 16 20 24 cT
CT
25— 2.5
3
S
2.0 : 2.0
z
£
s ¢ 157 | | |
| SS- ? I 4\$——j/li é )_/V I | \§\I
o] z q
1.0 S 104
4 8 12 16 20 24 e 4 8 12 24
cT - cT
0.57 0.5-
) Bad
8
S pv<0,001
x 6 T
E ’ \ *%
c4 - T -
S *k
(18] k%
= 2
.g O T T T T T 1
% 0 4 8 12 16 20 24
- cT

Obrazek 6.7 Cirkadianni exprese mRNA genl apoptézy Casp3, Bcl2 a Bad v kolonu staré (52tydn(; E) () a mladé
mysi (10tydnG; 10W) (®). Mysi byli chovany v rezimu LD 12:12 (6:00 = CT0) a krmeny standardni dietou ad libitum.
Usmrceni mysi a odbér tkani probihal béhem 24h ve 4h intervalech (5 mysi na 1 ¢asovy bod). A)/C) V grafech jsou
znazornény pramérné hodnoty relativni exprese mRNA s jejich stfedni chybou priméru. Py hodnota je vysledkem
analyzy vlivu stafi na expresi mRNA. Individudlni rozdily mezi skupinami v ¢asovém bodé na zakladé post hoc testu
jsou znazornény *** (p<0,001) ** (p<0,01) * (p<0,05). B) Matematické modely cirkadidanniho rytmu mRNA u genl
se zjisténou cirkadianni expresi.
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Pro vSechny analyzované geny apoptotické drahy byla v porovnani s epitelem kolonu
starych mysi (E) zjiSténa odliSna exprese mRNA v kolonu mladych mysi (10W) (2-way ANOVA:
pv<0,001; pro Bcl2 py<0,01). Konkrétné byla v kolonu mladych mysi (10W) nalezena nizsi hladina

exprese mRNA Casp3 a Bad a vys$si hladina exprese Bcl2.

6.3 Zjisténi cirkadianni rytmicity u vybranych miRNA v kolonu a jeji
zmeéna pri neoplastické transformaci

Ze Siroké skaly existujicich miRNA bylo na zdkladé literatury a miRNA databazi (Balounova,
2014; Dweep and Gretz, 2015) zvoleno 5 miRNA (miR-1-3p, miR-16-5p, miR-34a-5p, miR-155-5p a
miR-192-3p), jez maji prokdzanou ¢i predikovanou ucast na regulaci cirkadianni rytmicity a
kolorektdlni tumorigenezi. Cirkadidnni exprese miRNA byla méfena metodou kvantitativni RT-PCR
ve vzorcich kolorektdlniho tumoru a v makroskopicky zdravé vypadajicim kolonu (E) mysi
AOM/DSS. Detailni vysledky viech provedenych analyz jsou k nahlédnuti v Dodatku ¢. 2.

MiR-1-3p vykazovala cirkadianni rytmus v makroskopicky zdravé vypadajicim kolonu (E)
s amplitudou vCT16 (1-way ANOVA: p<0,001; kosinorova analyza: p<0,01). V kolorektdlnim
tumoru nebyl cirkadianni rytmus miR-1-3p zaznamenan (Obrazek 6.8). V expresi miR-16-5p
(Obrazek 6.8) kosinorova analyza zjistila teoreticky cirkadidnni rytmus (p<0,05), ale jednorozmérnd
ANOVA byla na hladiné pravdépodobnosti 95% zamitnuta (p=0,07). Vzhledem k ndami stanovené
podmince, Ze existence cirkadianni rytmu bude podminéna signifikantnim vysledkem
jednorozmérné ANOVY, byl cirkadianni rytmus miR-16-5p nepotvrzen. Dalsi miRNA miR-34a-5p
méla prokazatelné signifikantni efekt ¢asu (1-way ANOVA: p<0,001), ale kosinorovd analyza
cirkadianni rytmicitu nepotvrdila (p>0,05). Cirkadianni exprese nebyla detekovana ani v jedné
tkdni (E a N) u miR-155-5p a miR-192-3p.

Béhem neoplastické transformace probéhla ve vSech analyzovanych miRNA signifikantni
zména jejich exprese (2-way ANOVA: py<0,001). VSechny miRNA kromé miR-155-5p mély snizenou
hladinu exprese v kolorektalnim tumoru. MiR-155-5p vykazovala pfi neoplastické transformaci

opacny trend (Obrazek 6.8).
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Obrazek 6.8 Cirkadianni exprese miR-1-3p, miR-16-6p, miR-34a-5p, miR-155-5p a miR-192-3p v kolorektalnim
tumoru (®) a v makroskopicky zdravé vypadajicim kolonu mysi (4). Mysi byli chovany v rezimu LD 12:12 (6:00 = CTO0)
a krmeny standardni dietou ad libitum. Usmrceni mysi a odbér tkani probihal béhem 24h ve 4h intervalech (5 mysi na
1 ¢asovy bod). A)/C) V grafech jsou znazornény primérné hodnoty relativni exprese miRNA s jejich stfedni chybou
praméru. Py hodnota je vysledkem analyzy vlivu neoplastické transformace na expresi miRNA. Individualni rozdily
mezi skupinami v ¢asovém bodé na zdkladé post hoc testu jsou znazornény *** (p<0,001) ** (p<0,01) * (p<0,05). B)
Matematické modely cirkadianniho rytmu pro miRNA se zjiSténou cirkadianni expresi.

46



7 Diskuze

Existence  cirkadidannich  hodinovych  genld  tvoficich  pozitivni a  negativni
transkripéné-translaéni zpétnovazebnou smycku perifernich cirkadidannich hodin ve stfevé byla jiz
nékolikrdt potvrzena (Hoogerwerf et al., 2007; Sladek et al., 2007). Ale existence samotné
cirkadianni smycky jesté nemusi znamenat funkéni vystupni cirkadianni rytmus ve strevé. Mnohé
studie upozornily na geny, jejichz exprese je pfimo kontrolovana heterodimerem BMAL1:CLOCK.
Nejcastéji zmifiovanymi geny jsou tzv. geny kddujici PAR bZip skupinu transkripénich faktor( TEF,
HLF a DBP. Exprese Tef, Dbp a HIf regulovana prostfednictvim BMAL1:CLOCK heterodimeru byla
nalezena napfiklad v SCN (Mitsui et al., 2001), v jatrech (Ripperger et al., 2000), v ledvinach (Zuber
et al.,, 2009), vsrdci (Young et al., 2001), vretiné (Sakamoto et al., 2000) nebo v pankreatu
(Damiola et al., 2000). Vtéto praci jsme metodou kvantitativni RT-PCR potvrdily existenci
vystupniho cirkadianniho rytmu ve stfevé na zakladé cirkadianni exprese gena Tef a Dbp v kolonu
10 a 52 tydna starych mysi. Signifikantni cirkadianni rytmicita se shodovala s cirkadianni expresi
Tef a Dbp publikovanou v jinych studiich (Sotdk et al., 2013; Young et al., 2001).

V roce 2008 bylo na zakladé microarray studie Hoogerwerfa a kol. detekovdno pfiblizné
3,7 % gen( distalniho kolonu s predikovanou cirkadianni rytmicitou (Hoogerwerf et al., 2008).
Vzhledem k intenzivni obméné bunék v epitelu kolonu neni pfekvapivé, Ze mezi predikovanymi
cirkadianné exprimovanymi geny v kolonu byla fada genl spjatych s proliferaci, diferenciaci a
apoptotickymi drahami.

Pokud se budeme divat na bunécny cyklus jako na dynamicky proces, kde zmény
jednotlivych fazi bunééného cyklu jsou zavislé na dynamické expresi komplexti CDK/CCN, tak lze
proces bunécného cyklu oznadit jako bunécny oscilator. V bunce tedy najednou koexistuje
bunéény a cirkadidanni oscildator. Hypotéza reciprokého vztahu mezi obéma oscilatory byla
postavena na detekci cirkadianni rytmicity rady genl bunécného cyklu a jejich regulatorl (c-Myc,
n-Myc, Weel, p21, p16, Cdk4, aj.) a na zjisténi, Ze také samotny bunécny cyklus muze regulovat
cirkadianni hodiny prostrednictvim fosforylace CK16 (Gréchez-Cassiau et al., 2008; lanes et al.,
2015; Matsuo et al., 2003). In vitro se obecnym vztahem mezi obéma oscilatory zabyvaly védecké
skupiny kolem Bielera a Feilletové. Na savcich fibroblastech bez vnéjsiho sefizeni bunééného cyklu
nebo cirkadiannich hodin analyzovaly dynamicky pribéh oscilaci metodou fluorescenc¢niho
znaceni. Vysledkem analyz bylo zjisténi sprazeni obou cykld. Synchronni priibéh obou oscilacnich
kfivek byl zfetelny hlavné v G1 fazi bunécného cyklu. Bunééné déleni probihalo s vétsi intenzitou

v konkrétni fazi cirkadianniho rytmu a bylo spojeno se zkracenim cirkadidanni periody.
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K prodlouzeni cirkadianni periody naopak doslo pfi indukovaném zastaveni bunécného cyklu
(Bieler et al., 2014; Feillet et al., 2014, 2015). Dalsi pohled na propojeni bunécného a cirkadianniho
oscildtoru ukdazali Kowalska a Maier, jez detekovali moziny kliCovy protein pro spfazeni obou
oscilatord. Funkéni inhibici NONO proteinu doslo krozpfazeni synchronizovanych oscilaci
bunécéného cyklu a cirkadidnnich hodin (Kowalska et al., 2013; Maier and Kramer, 2013). Ve vztahu
cirkadianniho a bunécného oscilatoru ale stale zUstavd mnoho neobjasnéno. Napfiklad existence
cirkadianniho rytmu v dynamické expresi cyklind ve strevé. Proto bylo jednim z cil(l diplomové
prace objasnit existenci cirkadidnniho rytmu mRNA u Ccnd1, Ccnel, Ccnal a Cenbl v kolonu.

Povedlo se ndm prokazat cirkadidnni expresi mRNa u vSech mérenych cyklin(i s vyjimkou
Ccnd1 v kolonu mladych mysi (10 tydn(). Cirkadidnni exprese Ccnal a Ccnb1 kulminovala béhem
dopoledne, zatimco exprese Ccnel mRNA dosahovala svého maxima v noci. CCNA1 a CCNB1 jsou
spjati sindukci a pradbéhem mitotické faze bunécného cyklu. Obdobnych vysledkl v detekci
cirkadianni rytmicity cyklind dosahl Bjarnason a kol. na drovni proteind CCNE1, CCNA1 a CCNB1
v mukdzni sliznici muzi s pramérnym vékem 34 let (Bjarnason et al., 1999). Na zakladé microarray
studii byl cirkadianni rytmus Ccndl detekovan v 11 rlznych tkanich, véetné kolonu (Sotdk et al.,
2014). Metodou Nothern blotu byl cirkadidnni rytmus Ccnd1 detekovan v lidskych jatrech (Fu et
al.,, 2002b) a v lidském stfevé byl imunohistochemickou metodou nalezen cirkadidnni rytmus
proteinu CCND1 (Griniatsos et al., 2006). Nasi analyzou pomoci kvantitativni RT-PCR nebyla
prokdzana cirkadianni rytmicita Ccnd1 v kolonu. Je mozné, Ze cirkadianni rytmus Ccnd1 v kolonu je
prilis slaby na signifikantni detekci metodou kvantitativni RT-PCR nebo je cirkadianni rytmicita
CCND1 dand posttranskripénimi modifikacemi a reguldtory. Exprese Ccndl je indukovana
transkripénim faktorem c-MYC. C-MYC obsahuje E-box sekvenci, na kterou se mulze vazat
heterodimer BMAL1:CLOCK (Fu et al., 2002b). Nalezy cirkadianni exprese c-MYC se rlizni. V jatrech
byla publikovana jak existence cirkadidanniho rytmu c-Myc (Kita et al., 2002), tak nerytmicka
exprese c-Myc (Wu et al., 2004). V SCN byla zjisténa cirkadidanni rytmicita c-Myc na zdakladé
microarray studie (Panda et al.,, 2002). Vkolonu nebyl zatim cirkadidnni rytmus c-MYC
signifikantné prokazan. Zapojeni cirkadiannich hodin do regulace exprese cyklini pfriblizuji
knock-out a knock-down studie mysi s deficienci genu Bmall nebo Perl. U mysi s inhibiéni mutaci
Per1 doslo ke snizeni exprese Ccndl a Ccnbl (Yang and Stockwell, 2008). Oproti tomu deficience
Bmall vedla ke zvySeni exprese CCNB1 a CCND1 (Zeng et al., 2010).

Podobné jako bunécny cyklus muizZe byt i apoptoticky proces chapdn jako dynamicka
rovnovaha mezi pro-apoptotickymi a anti-apoptotickymi faktory, kde v ptipadé prevahy

pro-apoptotickych faktori dojde k aktivaci samotné apoptotické kaskady s exekutivnimi
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kaspazami. Do regulace procesu zasahuiji cirkadianni hodiny. My jsme v kolonu mladé mysi (10W)
zjistili cirkadianni regulaci exprese mRNA Casp3. Pokud je ndm znamo, tak cirkadianni exprese
Casp3 byla dosud v kolonu detekovana pouze na zakladé microarray studie (Sotak et al., 2014).
V roce 2004 Ralston potvrdil cirkadidanni rytmus exprese Casp3 v retiné zebticky (Danio rerio)
imunohistochemickou metodou (Ralston et al., 2004). In vitro bylo ukdzdno zapojeni PER2
do regulace exprese Casp3 v bunkach rakoviny prsu (Mitchell and Engelbrecht, 2015) a podobné
zapojeni PER3 v bunkach kolorektalniho karcinomu (Hong et al., 2014). V kolonu mladych mysi
jsme zdaroven prokdzali existenci cirkadianni rytmu Bcl2. Z dosavadnich studii vyplyvalo, Ze
anti-apoptoticky gen Bcl2 je negativné regulovany PER proteiny, ale dosud byla jeho cirkadianni
rytmicita v kolonu zaznamenand pouze u microarray studii (Hong et al., 2014; Hua et al., 2006).
Cirkadianni rytmus proteinu BCL2 byl zatim zjistény pouze v kostni dfeni mysi (Granda et al., 2005).
Také dosud nebyla objasnéna existence cirkadianni rytmicity v kolonu u pro-apoptotického genu
Bad. Nasi analyzou jsme nezjistili Zadnou cirkadidnni rytmicitu exprese Bad mRNA v kolonu.

Pfi zkoumani naruseni cirkadianni rytmicity v souvislosti se zvySenym rizikem vzniku
patofyziologickym stavll se ¢asto zanedbava efekt véku. Pfitom s pfibyvajicim vékem se zvySuje
riziko incidence téchto patofyziologii. Vétsina dosavadnich experimentl zamérenych na zjisténi
cirkadianni rytmicity je provddéna na mladych jedincich mysi starych 10 - 20 tydn0. Studie
zabyvajici se cirkadidannimi hodinami a vlivem véku bud nenasli signifikantni zménu v expresi
hodinovych gen(ll, nebo prokazaly zachovani cirkadianniho rytmu hodinovych gen( spojené se
snizenim cirkadianni amplitudy (Banks et al., 2016). Naproti tomu ovlivnéni cirkadiannich expresi
hodinami kontrolovanych genli vékem neni dosud definovano. Proto byly v diplomové praci
porovndvany cirkadianni exprese zjisténé v kolonu mladych mysi (10W; 10 tydn( staré)
s expresemi zjisténymi v kolonu starych mysi (E; 52 tydn(l staré). Cirkadianni kfivka exprese Tef
nebyla u starych mysi signifikantné zménéna v porovnani s expresi u mladych mysi. Naproti tomu
cirkadianni kfivka exprese Dbp ukdzala signifikantni snizeni cirkadianni amplitudy u starych mysi.
Snizeni cirkadidanni exprese Dbp je vsouladu se studiemi zmén exprese Dbp béhem starnuti
v mozku a v jatrech. Naopak v srdci nebyla zména cirkadianni exprese Dbp zaznamenana (Oishi et
al.,, 2011). Vzhledem ktomu, Ze oba geny se fadi mezi pfimo kontrolované hodinové geny,
odpovidala zména prlbéhu jejich cirkadianni exprese béhem starnuti publikovanym obdobnym
reakcim jejich regulator(, hodinovych genl. Oproti tomu cirkadianni exprese genl bunécného
cyklu a apoptdzy byla v kolonu starych mysi zachovéna pouze u Ccnel a Ccnal (za predpokladu
vylouéené CT16 na zakladé velkych rozptyld namérenych hodnot). Navic byl v expresi Ccnal

detekovan fazovy posun cirkadianni kfivky u starych mysi. Z uvedenych dat tak vyplyva, Zze béhem
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starnuti dochazi k oslabeni cirkadiannich oscilatort ve strevé a postupné se se zvySujicim vékem
snizuje amplituda cirkadidnniho rytmu. Zaroven by ztrata cirkadidnniho rytmu genu mohla
vypovidat o mife cirkadianni kontroly genu. DalSim moZznym vysvétlenim by mohlo byt zapojeni
vice reguldtor( do kontroly exprese genu, které v souctu vede k nerytmické expresi genu. V kolonu
starych mysi byla zjiSténa zvySena hladina exprese cyklinl souvisejicich se vstupem buriky
do replikace DNA a bunécného déleni s maximalni expresi mezi CT12 a CT24, coZ se shoduje
s predpokladanou inklinaci S a M fazi bunécného cyklu k aktivni fazi dne Zivocicha (Scheving et al.,
1986). Hladina Ccndi, klicového cyklinu pro iniciaci G1 faze bunécného cyklu, byla snizena
u starych mysi. U analyzovanych apototickych gent Casp3, Bad, a Bcl2 byla v kolonu starych mysi
posilena exprese pro-apoptotickych genul a oslabena exprese anti-apoptotického genu. Obdobny
trend zesileni exprese pro-apoptotickych genl a sniZeni exprese anti-apoptotickych genu objevil
Park a kol. v roce 2014 v lidskych svalovych burikach rliznych vékovych skupin (Park et al., 2014).

Epidemiologické studie prokdazaly zvysené riziko incidence kolorektdlniho karcinomu
pfi naruseni mechanismu cirkadidannich hodin (Schernhammer et al., 2003). V kolorektalnim
karcinomu byla zjisténa signifikantni zména hodinového oscilatoru na periferii (Sotak et al., 2013).
Protoze kolorektalni karcinom ma zvySenou incidenci spojenou s pfibyvajicim vékem (Ferlay et al.,
2013), zamérily jsme se v této prdci na porovnani exprese v kolonu starych mysi s expresi
v kolorektalnim tumoru stejné starych mysi (AOM/DSS). Na modelech mysi sindukovanym
kolorektalnim karcinomem jiz byla prokazana vyrazné utlumena, az vymizeld rytmicita hodinovych
genl Bmall, Perl, Per2, Rev-erba v porovnani se zdravou tkani kolonu (Huisman et al., 2015; Sotak
et al., 2013). Podobny trend jsme my zaznamenaly u exprese pfimo hodinami kontrolovanych
genlU Tef a Dbp v kolorektdlnim tumoru. Zachovany cirkadianni rytmus s robustné snizenou
periodou oproti kolonu stejné starych zdravych mysi byl spolecny pro cirkadidnni kfivku obou
genu. Zjisténi se shoduje se studiemi exprese PAR bZip genu v kolorektalnich metastazich v jatrech
a v kolorektalnim tumoru (Huisman et al., 2015; Sotak et al., 2013).

Vznik a vyvoj kolorektalniho tumoru je spjat s deregulaci bunécného cyklu a apoptotickych
drah. Sohledem na existenci dynamické rovnovahy mezi proliferaci a apoptdzou, sprazeni
cirkadianniho a bunééného oscilatoru a prokazané zavislosti apoptdzy na cirkadidnnich hodinach
dochazi pfi naruseni jednoho ztéchto molekuldrniho mechanismd k ovlivnéni ostatnich.
Neoplastickd transformace je ve studiich Casto spojovand se zménou exprese cyklin(i. Naproti
tomu publikovana cirkadianni rytmicita cyklinG je spiSe ojedinélym jevem. Zachovany cirkadianni
rytmus byl prokdzan u exprese Ccnbl a Ccndl v karcinomu bukalni sliznice zlatého krecka a

u exprese Ccnd1 v melanomu zebficky (Hamilton et al., 2015; Tan et al., 2015). V obou zminénych
50



pfipadech meély cirkadianni krivky Ccnbl a Ccdl zvySenou celkovou expresi, ale sniZzenou
cirkadianni amplitudu. Nasi analyzou nebyla v kolorektalnim tumoru, oproti zjisténé cirkadianni
expresi Ccnel a Ccnal v kolonu, prokazana cirkadidanni rytmicita ani Ccnel ani Ccnal. Vymizeni
cirkadianniho rytmu cyklinG béhem neoplastické transformace kolonu odpovida teorii potlaceni
cirkadiannich hodin v tumorigenezi.

V provedeném méfeni bylo potvrzeno zvySeni hladiny exprese Ccndl mRNA
v kolorektalnim tumoru. Podobny trend zmény exprese Ccnd1 byl prokdzan v lidském CRC jak na
urovni mRNA, tak na uUrovni proteinu (Arber et al., 1996; Dai et al., 2007). Zaroven jsme nezjistili
Zadnou signifikantni zménu hladiny exprese mRNA Ccnel. Sice ve vyvoji kolorektdlniho karcinomu
bylo prokdzano postupné zvySovani hladiny exprese CCNE1 , ale pouze kolem 20 % karcinom(
mélo detekovanou zvySenou transkripci genu Ccnel (Corin et al., 2010; Fearon, 2011; Li et al.,,
2001). Zvyseni hladiny CCNE1 v kolorektalni tumoru tak mlze byt zplisobeno inhibici ubiquitin
ligdzového komplexu degradujiciho CCNE1 (Fearon, 2011). Pomérné prekvapivé bylo namérené
snizeni hladiny exprese cyklinl Ccnb1 a Ccnal v nadorové tkani. V kolorektalnim karcinomu lidi
totiz studie prokazaly zvySenou expresi proteinlt CCNB1 a CCNA1 (Fang et al., 2014b; Korenaga et
al., 2002; Wang et al., 1997). Odlisné exprese mohou byt dany mezidruhovymi rozdily, rozdilnymi
stadii vyvoje kolorektalniho tumoru nebo detekci na Urovni mRNA.

Vzhledem k predchozi neprokazané cirkadidanni expresi apoptotickych gend v kolonu
starych mysi nebylo s pfekvapenim, Ze jsme neprokazali cirkadidnni rytmus exprese Casp3, Bcl2 a
Bad mRNA ani v kolorektdlnim tumoru. Signifikantni zmény exprese apoptotickych genu byly
v souladu s dosud publikovanymi studiemi (Bukholm and Nesland, 2000). Béhem neoplastické
transformace dosSlo ke snizeni exprese pro-apopotickych gend a ke zvySeni exprese
anti-apoptotického genu.

Pomérné nové objevenym regula¢nim mechanismem v organismu jsou miRNA. MiRNA
prostfednictvim translacni represe ¢i degradace mRNA regulujici expresi proteind a tim zasahuji do
vétsiny signalizac¢nich drah a procesl probihajicich v organismu (Stroynowska-Czerwinska et al.,
2014). Nékolik studii se zabyva propojenim mezi miRNA a cirkadidannimi hodinami. V jatrech a SCN
mysi byly detekovany miRNA, jez mohou vytvaret dalsi autoregulaéni zpétnovazebnou smycku
molekularniho mechanismu cirkadiannich hodin, miR-142-3p a miR-27b-3p pres Bmall mRNA a
miR-185 pres Cryl mRNA (Lee et al., 2013; Shende et al., 2013; Zhang et al., 2016). V poslednich
letech byly vytvofeny detailni bioinformatické databdze predikujici cirkadidnni rytmicitu

konkrétnich miRNA (Griffiths-Jones, 2010), ale jen zlomek z cirkadidannich rytmu byl dosud ovéren.
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Nam se povedlo metodou kvantitativni RT-PCR detekovat cirkadianni rytmus miR-1-3p
v kolonu starych mysi. Pokud je ndm zndmo, je nase analyza prvni, kterda potvrzuje existenci
cirkadianniho rytmu miR-1-3p. Mezi miRNA s prokdzanou cirkadidanni rytmicitou patfi miR-16.
Cirkadidanni exprese miR-16 byla zjisténa v jejunu potkana a v lidskych lymfocytech a materském
mléce (Balakrishnan et al.,, 2010; Figueredo et al., 2015; Floris et al., 2015). NaSe analyza sice
signifikantné nepotvrdila cirkadianni rytmus miR-16-5p v kolonu, ale jak z grafického znazornéni
ménicich se hladin exprese, tak zvysledk(l kosinorovy analyzy vyplyvd jeho pravdépodobnad
malymi rozdily mezi jednotlivymi c¢asovymi body a velkymi rozptyly stfednich chyb priméru.
Cirkadianni rytmus nebyl detekovdn u miR-34a-5p, miR-155-5p a miR-192-3p, coZ jsou MiRNA
s prokdzanou Ucasti na regulaci molekuldrniho mechanismu cirkadidnnich hodin (Curtis et al.,
2015; Nagel et al., 2009; Yamakuchi et al., 2008). Han a spol. v roce 2016 detekovali cirkadidnni
expresi miR-34a-5p, ale jejich studie byla provadéna in vitro na lidskych bunkach karcinomu
Zluovych cest (Han et al., 2016). Zaroven exprese téchto tfi miRNA muzZe byt indukovana
proteinem P53, ktery je sice ovliviovan hodinovymi geny, ale sdm cirkadidanni rytmus nevykazuje
(Braun et al., 2008; Corney et al., 2007; Jiang et al., 2016).

U Z4dné z analyzovanych miRNA nebyla prokdzdna cirkadidanni rytmicita v kolorektalnim
tumoru. Ztrata cirkadianni rytmicity miRNA v kolorektalnim tumoru koresponduje s dosavadnimi
studiemi zmén cirkadidnniho rytmu béhem neoplastické transformace (Sotak et al., 2013).
prostifednictvim zmény exprese urcitych miRNA. My jsme prokdzali robustni zmény hladin expresi
vsech mérenych miRNA béhem neoplastické transformace kolonu. Vzhledem k tomu, Ze miR-1-3p
pUsobi jako tumorsupresor pres MAPK signalizacni drahu, a tak negativné reguluje proliferaci a
epitelidlné mezenchymalni prechod tumoru, byla v souladu s publikovanymi studiemi na lidskych
vzorcich CRC (Reid et al., 2012; Xu et al., 2014; Zhu et al., 2015) zjiSténa snizend exprese miR-1-3p
béhem neoplastické transformace kolonu mysi. Stejny trend byl zaznamenan i u ostatnich
analyzovanych tumorsupresort, miR-16-5p, miR-34a-5p a miR-192-3p. Obdobné vysledky poklesu
hladiny exprese miR-16-5p, miR-34a-5pa miR-192-5p byly zjistény v lidském kolorektalni
karcnimomu (Chiang et al., 2012; Ma et al., 2013; Thorstensen et al., 2000; Tsikitis et al., 2014).
Jedinou miRNA, u které jsme detekovali zvySeni exprese v kolorektalnim tumoru, byla miR-155-5p.
MiR-155-5p patti kvali svym prokdzanym onkogennim vlastnostem mezi nejvice prostudované
miRNA. Bylo prokazano jeji zapojeni do regulace PI3K/AKT a TGFp signaliza¢nich drah a imunitniho

systému (Bakirtzi et al., 2011; Louafi et al., 2010; O’Connell et al., 2009). Zvysend exprese
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miR-155-5p je spjata s progresi kolorektalniho tumoru u lidi (Qu et al., 2015) a v souladu s nasSimi
vysledky. Nase analyza exprese miRNA potvrdila obdobné zmény exprese v kolorektalnim tumoru
mysi jako v kolorektalnim karcinomu lidi.

Souhrnné z dat vyplyvd, Ze béhem neoplastické transformace kolonu je zménén, ale
zachovan molekuldrni mechanismus cirkadiannich hodin. Nicméné nase vysledky naznaduji, ze
naruseni cirkadiannich hodin by mohlo vést k rozpraZeni cirkadianniho a buné¢ného oscilatoru,
podobné jako k rozprazeni cirkadiannich hodin a regulaci apoptotickych procest a reciprokého
vztahu mIRNA s cirkadidnnimi hodinami. Riziko rozpraZeni oscilatori by mohlo souviset
s pfibyvajicim vékem. Odpovidalo by to epidemiologickym studiim zvySeného rizika nadorového
bujeni pfi dlouhodobé praci na smény a starnuti (Ferlay et al., 2013; Fritschi et al., 2011). V nasi
dobé se neda predpokladat omezeni praci na smény nebo zamezeni starnuti, ale pokud bychom
v budoucnu byli schopni farmakologicky zabranit rozprazeni procesu s cirkadiannim oscilatorem,

mohli bychom pfispét ke snizeni rizika tumorigeneze.
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8 Zavér

Potvrdily jsme existenci cirkadidnniho rytmu v kolonu mladych (10 tydnu) i starych
(52 tydn() mysi na urovni gend Tef a Dbp pfimo fizenych hodinovym oscildtorem. Cirkadianni
rytmus exprese Tef a Dbp v kolonu byl béhem neoplastické transformace utlumen, coZ se na
cirkadianni ktivce exprese projevilo snizenim amplitudy pfipadné doplnéné fazovym posunem. Na
zménu cirkadianniho rytmu Tef a Dbp mélo vliv také starnuti, kdy byla s vékem prodlouzena
akrofdze nebo snizena amplituda cirkadianni krivky.

Ukazaly jsme propojeni mezi hodinovym oscilatorem a oscildtorem bunécného cyklu
prostfednictvim cirkadianné rytmickych oscilaci kliCovych regulatori bunééného cyklu, cyklind.
V kolonu mladych mysi byla detekovana cirkadianni exprese Ccnel, Ccnal a Ccnb1. U starSich mysi
byl cirkadidnni rytmus zachovan pouze u Ccnel a po vylouceni zméreného ¢asového bodu s velkym
rozptylem naméfenych hodnot CT16 i v Ccnal. Zadny cirkadianni rytmus nebyl prokazan
v kolorektalnim tumoru.

Podobné tendence zmén exprese v souvislosti s cirkadidnnimi hodinami byly zjiStény
u apoptotickych genl Casp3, Bcl2 a Bad. Detekovana cirkadianni rytmicita Casp3 a Bcl2 v kolonu
mladych jedinc(i nebyla prokazana v kolonu starSich mysi nebo v kolorektalnim tumoru.

Byl prokdzan cirkadianni rytmus u miR-1-3p v makroskopicky zdravém kolonu mysi, jenz
vymizel v tumoru. Béhem neoplastické transnformace byly zménény hladiny exprese miRNA
s ohledem na jejich onkogenni ¢i tumorsupresorové vlastnosti. Onkogenni miR-155-5p byla
vtumoru zvySend, zatimco prevdiné tumorsupresorové miR-1-3p, miR-16-5p, miR-34a-5p a

miR-192-3p byly tlumeny.

Zavérem lze shrnout klicové vysledky diplomové prace do nasledujicich bodu:

e U genl, jejichz exprese je pfimo kontrolovanda heterodimerem BMAL1:CLOCK, je
cirkadidnni rytmus v kolorektalnim tumoru utlumen, ale zachovan.

e Béhem neoplastické transformace dochazi ke zméné cirkadiannich rytmU genU spjatych
s bunéénym cyklem a apoptdzou.

e S pribyvajicim vékem se cirkadianni rytmus genl bunééného cyklu a apoptdzy oslabuje.

e Na cirkadiannim rytmu studovanych genl bunééného cyklu a apoptdzy je patrny silngjsi
efekt véku nez efekt neoplastické transformace.

e Konkrétni miRNA mohou vykazovat cirkadianni rytmicitu, kterd neni zachovana

v kolorektalnim tumoru.
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10 Dodatky

10.1Dodatek ¢. 1 - Souhrnna tabulka vSech provedenych analyz u mRNA

; 1-way ANOVA kosinorova analyza
Vysledky
10w E N 10W E N
Tef 0,016 0,000 0,001 0,000 0,000 0,001
Dbp 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,001
e
Cend1 0,255 0,003 0,705 0,239
Ccnel 0,033 0,010 0,083 0,023 0,001
Ccnal 0,015 0,079 0,745 0,011
Ccnb1 0,006 0,064 0,582 0,000
[
Casp3 0,035 0,259 0,645 0,029
Bcl2 0,016 0,402 0,471 0,003
‘ Bad 0,297 0,367 0,227
i 2-way ANOVA: Evs. N post hoc Fishertiv LSD test: Evs N
Vysledky
Cas tkan interakce 4 8 12 16 20
Tef 0,000 0,000 0,000 ns o ok ok o ns
Dbp 0,000 0,000 0,000 ns *x HHE *x ns ns
[ Y
Ccnd1 0,796 0,000 0,510 ns ns *x ns ns ns
Ccnel 0,031 0,270 0,001 ns ns ns ** ns ns
Ccnal 0,015 0,000 0,021 ok Hokk ns * HoHk Hork
Ccnb1 0,073 0,019 0,055 * ns ns ns ns *
e
CGSp3 0,070 0,000 0,113 * % % * % % * % * * %k % * %k %
Bcl2 0,090 0,000 0,252 ns o o * * *
Bad 0,352 0,000 0,234 * % % * % % * % * % % * % * %k %
|
; 2-way ANOVA: 10W vs. E post hoc Fishertv LSD tst: 10W vs E
Vysledky
cas tkan interakce 4 8 12 16 20
Tef 0,000 0,136 0,313 ns ns ns ok ns ns
Dbp 0,000 0,037 0,042 ns ns ok ns ns ns
e
Cend1 0,027 0,003 0,003 ns ns ok ns ok ns
Ccnel 0,000 0,001 0,053 ns ns ns ok * ns
Ccnal 0'036 0'000 0'009 k k% k k% ns * k% kK %
Ccnb1 0,008 0,284 0,023 ns ns ns ns ns ok
N
Casp3 0,140 0,000 0,060 ok * ns ns ok ok
Bcl2 0,007 0,002 0,588 ns ns * * ns ns
Bad 0,725 0,000 0,127 ns ok ns ok ns ok
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10.2Dodatek ¢. 2 - Souhrnna tabulka vSech provedenych analyz u miRNA

1-way ANOVA kosinorova analyza 2-way ANOVA: Evs. N
Vysledky
E N E N c¢as tkan interakce
miR-1-3p 0,001 0,783 0,014 0,031 0,000 0,028
miR-16-5p 0,065 0,097 0,036 0,253 0,000 0,091
miR-34a-5p 0,002 0,634 0,091 0,015 0,000 0,000
miR-155-5p 0,325 0,182 0,144 0,001 0,067
miR-192-3p 0,256 0,007 0,102| 0,334 0,000 0,449
post hoc Fishertv LSD test: Evs N
Vysledky
0 4 8 12 16 20 24
miR-1-3p ns ns ns * ok ns ns
miR-16-5p | ns ns * ok A ns ns
miR-34a-5p |ns ns ns ns ok ns ns
miR-155-5p |ns ns HAE ns ns ns ok
miR-192-3p |ns * ek ns ns ns ns
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