ABSTRAKT

Molekulérne cirkadidnne hodiny umoziiuja predvidanie zmien v okolitom prostredi. U cicavcov
st molekuldrne hodiny pritomné prakticky vo vSetkych tkanivich a tvori ich sustava
transkripéno-translaénych  spitnovizbovych sluciek tzv. hodinovych génov. Centrdlne hodiny
predstavujti vndtorny pacemaker, ktory sa nachadza v suprachiazmatickych jadrach (SCN) hypotalamu
a synchronizuje periférne hodiny. Cirkadidnne hodiny v trdviacom trakte a ich podiel na reguldcii
¢revnych funkcii su nedostato¢ne preskimané. Preto bolo cielom tejto price charakterizovat
molekuldrne hodiny v jednotlivych ¢astiach ¢reva potkana a objasnit ich tlohu v reguldcii epitelidlneho
transportu, bunkového cyklu a nddorovej transformécie v hrubom ¢reve.

Na stanovenie cirkadidnnych profilov expresie hodinovych génov v epiteli duodena, jejuna, ilea
a hrubého ¢reva potkana sme pouzili kvantitativnu RT-PCR (qPCR). Dalej sme analyzovali expresiu
génov kodujuicich transportéry a kanaly umoznujtcich transport NaCl, ako aj regulatorov bunkového
cyklu v hrubom ¢reve. Na detailnejs$i popis expresie vramci $truktdr ¢revného epitelu sme pouzili
laserova mikrodisekciu. Elektrogénny transepitelidlny transport bol merany ako skratovaci prud v
Ussingovych komordch. Na urc¢enie ulohy hodin v procese tumorigenézy sme pouzili my$i model
azoxymetdnom indukovaného kolorektilneho karcindému asociovaného s kolitidou, na ktorom sme
$tudovali cirkadidnne expresie hodinovych a hodinami kontrolovanych génov v nddoroch.

Preukézali sme funkéné molekulirne hodiny vo vSetkych $tudovanych ¢revnych segmentoch,
kedze sme dokumentovali vyraznu rytmicka expresiu hodinovych génov Perl, Per2, Revrba a Bmall.
Detegovali sme cirkadidnnu expresiu aj génov Nhe3, Dra, Ael a Atplal, ktorych proteinové produkty
sa podielaju na transporte NaCl, konkréte Na*/H* vymennik (NHE3), CI/HCO; vymenniky (DRA,
AE1) a podjednotku Na*/K* ATPazy (Atplal). Okrem toho sme zaznamenali rytmickd expresiu u
NHES3 regulaéného faktoru 1 (Nherfl) a y regula¢nej podjednotky sodného kandlu ENaC (Scnnlig).
Casovo obmedzeny rezim prijmu potravy posunul fizu rytmov, ¢o naznacuje priame regula¢né
zapojenie lokdlnych periférnych hodin. Ukdzali sme denné zmeny v aktivite elektrogénneho transportu
Na* cez ENaC kandl ¢im sme poukazali na funk¢ny vystup cirkadidnnej regulicie Na* transportu.

Aby sme odhalili ulohu hodin v epitelovej bunkovej proliferdcii, merali sme cirkadidnne expresie
kluc¢ovych regulatorov bunkového cyklu. Pozorovali sme zjavny rytmus v expresii génu kédujiaceho
WEEL kinazu (Weel), ktory pozdrzuje prechod G2/M fazy bunkového cyklu. Toto zistenie je
podporené aj laserovou mikrodisekciou, pomocou ktorej sme nasli rytmickda expresiu Weel v baze i usti
krypty hrubého ¢reva. Rytmicku expresiu sme zaznamenali e$te 1 génov cyklin Aa B1a CDK inhibitoru
p27. Ziadny rytmus sme nepozorovali u proto-onkogénu c-Myq, ktory bol pozorovany ako rytmicky
vinych tkanivich v inych $tadidch. Podobne, ani gény p21, p16 a cyklin DI nedosiahli Statisticky
vyznamny rytmus expresie. Na zéklade vysledkov m6zeme povedat, ze (i) érevné cirkadidnne hodiny sa
aspon Ciasto¢ne podielaju na reguldcii proliferacie ¢revného epitelu, ale dalSie regula¢né drdh mozu
zohrévat podstatnu ulohu a (ii) zapojenie hodin vreguldcii bunkového cyklu je pravdepodobne
tkanivovo $pecifické.

V modeli azoxymetdnom indukovaného kolorektédlneho karcinému sme zistili v tkanive nddoru
vyrazne utlmené rytmy expresie hlavnych hodinovych génov Perl, Per2 a Revrba astratu rytmu
expresie Bmall v porovnani so zdravo vyzerajucim okolim nddoru a epitelom intaktnych kontrol.
Okrem toho sme pozorovali signifikantd zmenu cirkadidnnej expresie hodinovych génov nielen v
nadorovom tkanive, ale aj v zdravom prilahlom tkanive a vpeceni mys$i s nddorom v porovnani
s intaktnymi kontrolami. Tieto idaje poukazuji na tlohu cirkadidnnych hodin v procese tumorigenézy
kolorektalneho karcinému.

Mozeme zhrnat, ze sme charakterizovali cirkadidnne hodiny v ¢revnom epiteli, ukdzali ich
zapojenie do reguldcie transportu NaCl, epitelidlnej prolifericie a procesu tumorigenézy vhrubom
¢reve. Tieto zistenia prispievaju k pochopeniu fyziologického a patofyziologického vystupu
cirkadiannych hodin.



