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Abstrakt

N6-metyladenosin  (m6A) je nejbeznéjsSi post-transkripéni modifikace RNA, ktera
vyznamné ovlivituje osud mRNA transkripti. Mezi vyznamnymi proteiny regulujici tuto
takzvanou m6A drahu patifi metyltransferazy (enzymy zrodiny METTL), demetylazy
(FTO, enzymy z rodiny ALKBH) a proteiny vézajici se na m6A (napi. rodina YTHDF),
které rozpoznavaji sekvence RNA v zavislosti na mnoZzstvi a lokalizaci m6A v cilovych
transkriptech. Jejich navazani ovliviiluje osud mRNA transkriptii, zatimco ukolem
metyltransferdz a demetyldz je zajistit dynamickou rovnovahu hladiny mRNA a patrné 1

dosud neobjasnéné mechanismy specificity téchto tzv. epitranskriptomickych znacek.

Hlavnim cilem této prace bylo stanovit relativni zmény exprese proteinti uplatiiujicich
se vmo6A regulaéni draze mozku potkana v prubéhu rané¢ho postnatalniho vyvoje a v
dospélosti. Zjistili jsme, ze hladina exprese hlavnich proteint m6A drahy postupné klesa
od narozeni do dospélosti s vyjimkou obdobi pfechodného zvyseni mezi 10. az 18.
postnatalnim dnem. Soucasn€é jsme pozorovali vyznamné zmeény v expresi proteind
dychaciho fetézce mezi témito postnatalnimi dny. Je vSak zapotiebi dalsiho vyzkumu, aby
bylo mozné prokazat mechanistické spojeni mezi m6A drdhou a regulaci energetické
homeostdzy mozku béhem raného vyvoje. Poznani ulohy m6A drahy v regulaci
ontogenetického vyvoje a energetického metabolismu mozku by mohlo byt pfinosné pro

pochopeni a Ié¢bu neurologickych onemocnéni.
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Abstract

N6-methyladenosine (m6A) is the most ubiquitous post-transcriptional RNA
modification and has an important role in determining the fate of mRNA transcripts.
Among the key proteins of the m6A pathway are methyltransferases (METTL family
enzymes), demethylases (FTO, ALKBH family enzymes), and m6A binding proteins (e.g.,
YTHDF family) which recognize RNA sequences depending on the amount and
localization of m6A in target transcripts and subsequently influence the fate of mRNA
transcripts. The role of methyltransferases and demethylases is to provide a dynamic
balance of m6A levels and possibly to convey mechanisms of specificity for these so-

called epitranscriptomic marks, which are not yet fully understood.

The main objective of this work was to determine the relative changes in the expression
of key m6A pathway proteins during early postnatal development and adulthood in the rat
brain. We found that the level of expression of key m6A pathway proteins decreases from
birth to adulthood, with the exception of a transient increase between postnatal days 10 and
18. During this period, we also found significant changes in the expression of respiratory
chain complexes. However, further research is needed to provide evidence of a mechanistic
link between the m6A pathway and brain energy homeostasis during early development.
Determining the role of the m6A pathway in the regulation of brain ontogeny and energy
homeostasis could bring advancement in the understanding and treatment of neurological

disorders.
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1. UVOD

V poslednich desetiletich se neustale zvySuje prevalence onemocnéni jako obezita,
diabetes 2. typu, kardiovaskularnich onemocnéni, kognitivnich poruch, poruch
metabolismu a také neurodegenerativnich onemocnéni. Bohuzel pficiny téchto onemocnéni

jsou mnohdy neznamé ¢i ne zcela objasnéné.

N6-metyladenosin  (m6A) je dynamickd a reverzibilni mRNA modifikace, kterd
pfedstavuje pfirozeny substrat pro RNA demetylazu FTO. Genetické polymorfismy v
hlavni m6A demetylaze FTO jsou siln€ asociovany s rizikem obezity a jsou také spojovany
s diabetem, rakovinou a neurologickymi onemocnénimi v¢etné¢ Alzheimerovy choroby.
Metylace RNA patrné¢ predstavuje dulezity faktor ve vyvoji mozku. Vyvazena funkce
metyltransferdz a demetylaz v nervovém systému by mohla byt jednim z vyznamnych
faktori uplatiiujicich se v ontogenezi mozku a ovliviiyjicich riziko vzniku ftady
neurologickych onemocnéni. Protein RNA demetylazy FTO je koédovan FTO genem a
jedna z jeho hlavnich funkci je ovliviiovani regulace metabolickych procest. Exprese genu
FTO probiha v riznych tkanich srde¢ni a kosterni svaloviny, tukové tkang, slinivky a jater.

Nejvyssi mira exprese RNA demetylazy FTO je v§ak v mozkové tkéni.

V priibéhu ontogeneze ¢loveka dochédzi k vyraznym zménam bioenergetické spotieby v
mozkové tkani. Pfedchozi studie ukazaly, Ze m6A draha, jejimZz vyznamnym regulatorem
je demetylaza FTO, ovlivituje energetickou homeostazu a jeji dysregulace mize vést ke
zméndm morfologie mozku a k vyvojovym malformacim. VétSina téchto studii se
zamé&fovala na hypotalamus, pfedev§im na jeho jadra podilejici se na fizeni energetické

homeostaze.
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2. m6A regulacni draha

2.1. Charakteristika m6A

N6-metyladenosin je nejcastéjsi a nejdéle znamou modifikaci mRNA (Wei et al. 1975).
Tato mRNA modifikace je rozsifend v mnoha tkanich, zejména v mozku, kde jsou jeji
hladiny nejvyssi (Meyer et al. 2012). Studie z roku 2017 dokazuje vysoké zastoupeni m6A
pirevazné v neuronech (Chang et al. 2017). Ke zvySovani mnoZstvi N6-metyladenosinu
v mozku dochazi béhem zrani neuronti (Meyer et al. 2012). Za tuto modifikaci mRNA
odpovida metyltransferdzovy komplex, v némz patrné¢ maji vyznamnou regulac¢ni ulohu
zejména podjednotky methyltransferase like 3 (MTTL3) a methyltransferase like 14
(MTTL14) a Wilms’ tumor 1-associating protein (WTAP) (Liu et al. 2014).
Metyltransferdzova aktivita celého komplexu je realizovana proteiny METTL3 a
METTL14 (Liu et al. 2014, Sledz et al. 2016). Komplex METTL3-METTL14 interaguje
s proteinem WTAP, ktery neprokazuje metyltransferdzovou aktivitu, nicméné po jeho
odstranéni dochazi k podstatné redukci m6A (Ping et al. 2014, Liu et al. 2014, Schwartz et
al. 2014). Metyltransferazovy komplex je lokalizovan v tzv. jadernych skvrnach (Jia et al.
2011), za coz nese zodpovednost protein WTAP (Ping et al. 2014). KIAA1429 je dalSim
proteinem nachdzejicim se v jadernych skvrnach spole¢n€ s metyltransferdzovym
komplexem a proteinem WTAP (Horiuchi et al. 2013). Protein KIAA1429 integruje se
slozkami metyltransferazového komplexu a zaroven ovliviiuje metylaci mRNA (Schwartz
et al. 2014). Zména aktivity metyltransferazy vede k podstatnym zméndm genové exprese

(Dominissini et al. 2012) a mtze ovliviiovat i expresi mRNA (Ronkainen et al. 2016).

Za odstraiiovani metylové skupiny z RNA jsou zodpovédné demetylazy, a sice prvni
identifikované mRNA demetylazy FTO (Jia et al. 2011) a ALKBHS (Zheng et al. 2013),
oba patfici ke skupiné 2-oxoglutarat dependentnich demetylaz nukleovych kyselin (Gerken

et al. 2007).

Metyltransferazy a demetyldzy jsou primarné lokalizované v jadfe. Tam také dochazi
k rozpoznani modifikace m6A specifickymi ¢tecimi proteiny nebo ribonukleoproteinovymi
Casticemi (readers) HNRNPA2B1, HNRNPC, YTHDCI1 nebo IGF2BP1/2/3, zatimco
v cytoplazmé je m6A rozpoznana proteiny YTHDF1/2/3, YTHDC2, elF3 a IGF2BP1/2/3

(Dominissini et al. 2012, Fu et al. 2014, Luo et al. 2018). Prostiednictvim vSech téchto
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proteinit m6A dokaze regulovat mj. degradaci RNA (Wang et al. 2014), jaderny transport
(Zheng et al. 2013), sestfih RNA (Xiao et al. 2016) a dalsi zpracovani v bunce (Cao et al.
2016). To tfadi N6-metyladenosin mezi dilezité regulatory dal§iho osudu mRNA. Tlustra¢ni
schéma m6A drahy je na obrazku (Obr. 1). Nékteré recentni studie ukazaly, ze tato
modifikace mRNA se podili na diferenciaci bunck, regulaci spermatogeneze a vyvoji

mozku (Mendel et al. 2018, Li et al. 2017).

m6A rozpoznavajici protein

elF3

J Sestfih
Translace
Stabilita

m6A metyltransferdzal
METTLS

FTO

ALKBH5
RNA

HNRNPC
Lokalizace

Export

Obr. 1 m6A regula¢ni driaha. Regulacni tloha metylace a demetylace mRNA prostfednictvim
metyltransferazového komplexu (MTTL3, MTTL14, WTAP) a demetylaz (FTO, ALKBHSY)
probihajici v jadife bunky, kde se nachazi i1 ribonukleoproteinova partikule HNRNPC
rozpoznavajici m6A. V cytoplazmé tuto mRNA modifikaci identifikuji rozpoznavajici proteiny
(YTHDF1, YTHDEF2, elF3), které ovliviiuji dalsi osud mRNA. Vlastni tvorba, zdroj: (Cao et al.
2016).

2.2. Funkce a vyznam m6A drahy v CNS

2.2.1 Rizikové alely FTO

Protein FTO je oznacovan v odborné literatufe riznymi ndzvy, jako napiiklad fat mass
and obesity associated protein, ALKBH9 nebo alfaketoglutarat-dependentni dioxygendza
FTO. Poprvé byl FTO objeven pii popisu mysi, které postihly vrozené vady, které mély
dopad zejména na nezvykly vyvoj kraniofacialni struktury (Peters et al. 1999). V lidském
genomu se gen FTO nachazi na dlouhém raménku 16. chromozomu, pfesnéji na pozici

16q12.2. V mySim genomu se tento gen nachazi na 8. chromozomu.

13



Byly zjistény souvislosti mezi jednonukleotidovym polymorfismem SNP (single
nucleotide polymorphism) FTO genu s rizikem obezity a vyskytem dalSich nemoci jako
diabetes 2. typu nebo s problémy kardiovaskuldrniho ptvodu (Frayling et al. 2007).
Nejvice studovanym jednonukleotidovym polymorfismem FTO genu je varianta
1s9939609. Tento jednonukleotidovy polymorfismus FTO genu obsahuje alely A a T, kde
se zda, ze rizikova alela A je pfimo spojena se zvySenou akumulaci télesného tuku,
zejména kdyz se jedna o homozygota AA (Frayling et al. 2007). Rizikov¢ alely varianty
r$9939609 mohou mit negativni vliv také na nékteré kognitivni funkce souvisejici se
zhorSenim vysledkti kognitivnich testii verbalni fluence (Benedict et al. 2011). Dalsimi
rizikovymi alelami SNP genu FTO jsou rs1421085 a rs17817449, jejichz projevy jsou
spojovany se snizenim velikosti nékterych struktur mozku u ¢lovéka. Dochazi ke snizeni
objemu mozku pramémé o 8 % ve frontalnich lalocich a 12 % v okcipitalnich lalocich
v porovnani s jedinci bez ptitomnosti téchto rizikovych alel (Ho et al. 2010). Studie iracké
obézni populace poukazuje na rs9939609 a rs17817449, jakozto polymorfismy FTO genu,
které jsou spojeny s vysSim rizikem rozvoje diabetu 2.typu, zejména u nositelil
homozygotniho genotypu (TT) v 1s9939609, kde je az trikrat vyssi riziko rozvoje tohoto
onemocnéni (Younus et al. 2017). Riziko rozvoje neurologickych onemocnéni, jako jsou
poruchy kognitivnich funkci a Alzheimerova choroba, se zvySuji pfi pfitomnosti rizikové
alely FTO rs9939609 spole¢né¢ s alelou APOE €4 (Keller et al. 2011). Dalsi vyzkum
ukazal, Ze fenotypové projevy spojené s rizikovymi variantami genu pro FTO jsou dany

zménami v aktivité a expresi enzymu (Church et al. 2009).

Byl prokazan vliv FTO na regulaci potravni motivace v mozku. Potravni motivace je
krom& hypotalamickych center hladu a sytosti vyznamné ovliviiovana také cinnosti
dopaminergnich obvodli zapojenych do regulace pociti odmény a slasti. Podatilo se
prokazat vliv FTO na tyto dopaminergni drahy (Hess et al. 2013). To by mohlo znamenat,
ze nositelé téchto alel uptfednostiuji potravu s vysokou energetickou hodnotou, coz
ptispiva k obéznimu fenotypu. U mysi se zvySenou expresi FTO se projevuje nadmérny
pfijem potravy a nasledny rozvoj obezity (Church et al. 2010). Bylo zji§téno, ze mutace v
sekvenci kodujici mySi FTO protein snizuje funkéni aktivitu FTO a zplisobuje sniZenou
hmotnost tuku a télesnou hmotnost, pfiCemz piijem potravy a aktivita byla normalni, ale
mutantni mysi mély zvySenou metabolickou aktivitu (Church et al. 2009). Celkovy utlum
¢i ztrata funkce tohoto enzymu predstavuje velka rizika spojend se vznikem vyvojovych

retardaci (Fischer et al. 2009).
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2.2.2 Mechanismus a funkce FTO

Mechanismus funkce FTO byl dlouhou dobu neznamy. Funkce téchto 2-oxoglutarat
dependentnich demetylaz zahrnuji opravy nukleovych kyselin a kontrolu hladin glukozy a
esencialnich aminokyselin v bufice. Pfi nedostatku téchto zivin dochazi k vyvolani reakce,
ktera vede k pozastaveni bunééného cyklu a exprese celkové mRNA v bunice (Loenarz &

Schofield 2008).

Jak jiz bylo feceno, mechanismem pisobeni RNA-demetylazy FTO je odstranéni
metylové skupiny (Jia et al. 2011). Z pohledu fyziologického vyznamu se demetyldza FTO
jevi také jako nadfazeny regulator metabolickych drah v energetickém metabolismu (Fu et
al. 2014). Gen pro FTO dale ovliviiuje gen pro IRX3 interakci na dels§i vzdalenosti (long-
range interactions; Smemo, 2014). FTO se tak miize fadit mezi vyznamné regulatory

genové exprese (Jowett et al. 2010).

2.2.3 FTO jako regulator energetického metabolismu

FTO je exprimovan v periferiti 1 v mozkové tkani, pficemZ v mozku hladina
exprimovaného genu FTO dosahuje vyrazné vysSich hodnot neZ v periferii (Madsen et al.
2010, McTaggart et al. 2011). V mozku je nejvyssi exprese FTO v hypotalamu, konkrétné
v obloukovém, paraventrikularnim, ventromedialnim a dorsomedialnim jadfe. Tato
hypotalamicka jadra jsou vyznamné zapojena do regulace energetické rovnovahy (Gerken
et al. 2007). Diky této skutecnosti se FTO fadi mezi potencidlni kandidaty ovliviujici

energeticky metabolismus.

V periferii se protein FTO exprimuje zejména v srdci, kosternich svalech, v tukové
tkani, jatrech, slinivce nebo ledvinach savcii (Gerken et al. 2007). U prasat plemena
Suzhong byla prokdzana nejvyssi exprese proteinu FTO v hibetnim tuku, déale v zddovém
svalu musculus longissimus dorsi a v srdeénim endometriu (Fu et al. 2013). Jestlize FTO
skutecné reguluje energetickou homeostazu, miiZze byt tento protein silnéji exprimovan ve
tkdnich, které se pfimo podileji na regulaci energetické bilance. Jedna z prvnich studii
ukézala, 7e mezi perifernimi tkdnémi citlivymi na metabolismus byla exprese FTO v
jatrech a kosternim svalstvu vys$si nez v tukové tkani (Wang et al. 2011).
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Leptin reguluje energetickou rovnovahu v téle kontrolou procest, které se tykaji piijmu
energie a jejiho vyuziti jak na periferii, tak v mozku (Ahima & Flier 2000, Villanueva &
Myers 2008). Bylo prokazano, ze FTO kolokalizuje s dlouhou formou leptinového
receptoru (OBRb, LepRb) v hypotalamu, a Ze leptin snizuje hladiny FTO proteinu (Wang
et al. 2011). Jina studie zkoumajici funk¢ni ulohu FTO v kardiomyocytech potkana zjistila,
ze FTO je upregulovan leptinem prostfednictvim transkripniho faktoru CUXI1 (cut-like
homeobox 1), ktery je indukovan JAK2/STAT3 signalni drahou. Autofii proto navrhuji, ze

v kardiomyocytech je exprese FTO regulovana leptinovou signalizaci (Gan et al. 2013).

FTO je také asociovéana s inzulinovou rezistenci v kosternim svalu. Jeho exprese je
zvySena ve svalové tkani pacientd s diabetem 2. typu a ziejmé se ptimo podili na snizené

citlivosti svalu na inzulin a zvySeném oxidativnim stresu (Bravard 2011).

2.2.4 Vliv m6A na vyvoj mozku

N6-metyladenosin hraje dulezitou roli v postnatalnim vyvoji mozkové tkdné. Nicméné
zpusob, jakym mo6A reguluje vyvoj mozku savcl zatim neni jeSté zcela objasnén. Nedavné
studie popisuji vliv nékterych proteini regulujicich m6A drahu na adultni neurogenezi,
uceni a pamet’ (Li et al. 2017, Chen et al. 2019). N¢ekteré studie pozorovaly, ze se celkova
hladina m6A modifikace v mozku béhem Zivota miize ménit. Hladina m6A byla v pribehu
prenatdlniho vyvoje nizkd a v dospélosti se dramaticky zvySovala (Meyer et al. 2012).
Demetyldza FTO je exprimovana v neurdlnich kmenovych bunkach i1 v diferencovanych
neuronech (Li et al. 2017). Podobné jako relativni zastoupeni m6A, také mira exprese FTO
v mozku neni v pribéhu Zivota konstantni. Knockout FTO v hipokampu dospélych mysi
vede ke snizené proliferaci neurdlnich kmenovych bunék (Li et al. 2017). Nicméné hladina

exprese FTO v prubéhu postnatalniho vyvoje nebyla dosud podrobné popsana.

FTO vyrazné ovliviiuje volumetrické parametry mozku v dospélosti (Li et al. 2017).
Vliv FTO na redukovany objem nékterych mozkovych struktur byl pozorovan nejen u
mysi, ale 1 u ¢loveéka (Ho et al. 2010, Gao et al. 2010). Hladina exprese genu FTO se
zjiStovala také u prasat, jakoZzto optimalnich modelovych zvifat, jejichz metabolismus,
velikost organli a stravovaci navyky se podobaji tém lidskym. Ukazalo se, ze hladiny
exprese proteinu FTO v mozku jsou nejvyssi zejména v mozecku, hipokampu a mozkové

ktte (Madsen et al. 2010).
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Mysi s celotélovym knockoutem FTO vykazuji postnatalni ristové retardace, které se
projevuji zkracenou délkou téla, nizkou télesnou hmotnosti nebo snizenou kostni mineralni
denzitou. Specificka delece FTO v centrdlnim nervovém systému se projevuje podobnymi
fenotypovymi retardacemi ristu jako u delece v celém téle, coz tadi FTO do role
potencialniho centralniho regulatora postnatalniho ristu (Gao et. al 2010). FTO se také jevi
jako dulezity regulacni protein ucastnici se vyvoje struktur mozku. Neddvna studie
popisuje prokazatelné snizené volumetrické hodnoty mozecku u mysi s depleci FTO (Li et

al. 2017).

Dalsi znama mo6A demetylaza ALKBHS je nejvice exprimovana ve varlatech a je
potfebna pro regulaci spermatogeneze (Zheng et al. 2013). U ALKBHS knockouta mysi
nebyla pozorovana zadna viditelnd zména ve velikosti nebo stavbé mozku, coz mohlo byt
¢aste¢né zplisobeno kompenzacni funkei FTO (Barbaric et al. 2007). V okamziku, kdy byli
potkani vystaveni hypoxii, doSlo k omezeni kompenzacnich mechanismii a nasledné
redukci tkdn¢ a vyskytu defektii ve vyvoji mozecku (Ma et al. 2018). Exprese ALKBHS se
meéni pii hypoxii v mozku. Piesnd fyziologicka funkce ALKBHS v mozku ale neni zatim

zcela objasnéna.

Protein METTL3 ma stejné jako FTO velky vliv na volumetrické parametry mozku. U
METTL3 knockouta mysi byl prokazan vznik vyvojovych defektii v nervovém systému.
Deplece této metyltransferazy vede k vyraznému ovlivnéni morfologie mozku, vcetné
zvétieni lateralnich komor a vyrazného snizeni objemu mozetku. Ubytek METTL3
v mozecku zplisobuje zvySenou apoptéozu nove vznikajicich neuronli ve vnéjsi granularni
vrstvé mozecku (Wang et al. 2018). Bylo prokazano snizeni hladin m6A u neurdlnich
kmenovych bundk vlivem poklesu exprese METTL3. Ubytek METTL3 inhiboval
proliferaci téchto bunék v dospélém mozku u mysSi (Chen et al. 2019). Pfi redukci
METTLI14 dochézi k ristovym retardacim v raném embryonalni v€ku a naslednému tmrti
embrya jesté pfed narozenim (Meng et al. 2019). To naznacuje vyznamnou roli METTL14

v prenatalnim obdobi.
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3. Cile diplomové prace

Metylace adenosinu mé vliv na osud mRNA, tudiz hraje zasadni roli v regulaci
nekterych bunéénych procest. V prubéhu ontogeneze je m6A regulovana, coz vyvolava
zmény ve vyvoji mozku. Riizna hladina proteint, podilejicich se na regulaci m6A drahy,
ovlivitluje metabolismus v mozkové tkani. Vzhledem k vysokému zastoupeni mo6A

v mozku se jednd o vyznamny regula¢ni mechanismus spjat s bioenergetickymi zménami.

V pribéhu ontogeneze clovéka dochéazi k vyraznym zménam bioenergetické spotieby v
mozkové tkani. V roce 2014 se pfislo na to, Ze okolo patého roku véku mozek dosahuje
nejvyssi metabolické narocnosti. Tato metabolickd naroc¢nost €ini asi 66 % klidové
metabolické spotieby téla. V dospélosti mozek zodpovida az za 20 % klidové metabolické
spotieby téla (Kuzawa et al. 2014). Vyraznéjsi pokles metabolické spotieby v pozdni
dospé€losti je vyznamnym rizikovym faktorem a markerem budouciho rozvoje

neurodegenerativnich onemocnéni jako je Alzheimerova choroba (Mosconi 2013).
Hypotéza:

Béhem casného postnatdlniho vyvoje a v pribéhu dospélosti se v mozku potkana
vyrazné¢ méni hladina exprese proteind kli¢ovych pro regulaci m6A drahy. Tyto zmény
v expresi proteini by mohly byt asociovany se zménami energetického metabolismu

behem ontogenetického vyvoje.
Cile:

1. Stanoveni Urovné proteinové exprese hlavnich regulacnich proteinli m6A drahy v
mozku potkana kmene Fisher 344 bé&hem cCasného postnatdlniho vyvoje a
v dospélosti.

2. Stanoveni zmén hladin mitochondridlnich respira¢nich komplexii.

3. Stanoveni miry metylace mRNA ve vybranych postnatalnich dnech.
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4. Material a Metody

4.1. Zvirata

Jako experimentalni zvifeci model byli pouziti samci a samice potkani kmene
Fisher 344 (F344). Potkani byli umisténi do chovnych boxt, ve skupinach po 1-5
jedincich s volnym pfistupem k potravé a napdajeci lahvi s vodou. Boxy se zvitraty se
nachazely v mistnosti se svételnym rezimem 12 h tma/12 h svétlo (ranni ¢as rozsvéceni

v 7:00 hodin), teplota vzduchu v mistnosti dosahovala 23 +1 °C.

4.2. Pristroje, pomiicky

K zajisténi experimentdlni Casti byly k dispozici pfistroje v laboratofich katedry

fyziologie Pfirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy.

Pipetman a pipety (Ependorff), Homogenizator (IKA EUROSTAR power), Centrifuga
(Schoeller), Analytické vahy (SCALTEC), pH metr (METTLER TOLEDO), Nap4jeci
elektroforetické zdroje (Bio-Rad), Aparatura pro elektroforézu a blotting (Bio-Rad),
Vyvoléavaci automat na X-ray filmi (Optimax), X-ray filmy (Agra), Autoradiografické
kazety (Amersham Hypercassette), Termoblok (Techne Dri-Block DB 2A),
Spektrofotometr Synergy HT (BioTek).
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4.3. Chemikalie

Tab. 1 Chemikélie potiebné pro homogenizaci tkani a pro metodu SDS-PAGE/Western blot

Nazev Vyrobce
Bromfenolova modr SERVA, Némecko
Dithiotreitol (DTT) Sigma-Aldrich, USA

Dodecylsiran sodny (SDS)
Kyselina ethylendiamintetraoctova
(EDTA)

Etanol
Glycerol
Glycin
Chlorid hote¢naty (MgCl2)
Chlorid sodny (NaCl)
Kyselina octovd (CH3COOH)
Metanol
Metylceluloza

Mléko (susené odstiedéné)

NNNN' Tetrametyletylnediamin
(TEMED)
Persiran amonny (APS)
Ponceau S
Sacharoza
Tris (Trizma base)

Tween 20
Acrylamide/Bis Solution 30%
Femtosubstraty (SuperSignal West
Femto)

SERVA, Némecko
Sigma-Aldrich, USA

SERVA, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
SERVA, Némecko
SERVA, Némecko
Carl Roth, Némecko
Lachema, Ceska republika
SERVA, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Artifex Instant s.r.o, Ceska
republika

SERVA, Némecko

Sigma-Aldrich, USA
Merck, USA
SERVA, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
SERVA, Némecko
SERVA, Némecko

Thermo Scienticic, USA
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4.3.1 Roztoky a pufry

Tab. 2 Roztoky a pufry potiebné pro homogenizaci tkiani a pro metodu SDS-PAGE/Western blot

Nazev SloZeni
Homogenizacni pufr |20 mM Tris; 3 mM MgCI2; 1 mM EDTA; 250
TMES mM sacharéza; H,O, pH = 7,4
APS
(ammonium persulfate) 10% (w/v) APS; HO
Pufr 1 (pH 8,8) 1,5M Tris 18,17g; H,O 100ml
Pufr 2 (pH 6,8) 0,5M Tris 6,05g; HO 100ml
Elektroforeticky pufr

0,25M Tris 30,3g; 2M Glycin 141,1g; 35mM
SDS 10g; H,O 11

0,24M Tris (pH 6,8); 10% (v/v) Glycerol 1ml;

Laemmli nanaSeci pufr [28mM SDS 0,8g; 2mM DTT 0,8g; 145mM
(SLB, pH 6,8) bromfenolova modf 1mg; mili-Q H,O 10ml;

pH=6,8

TBS pufr (pH 7,4) 1,5M NaCl 43.83¢g; 0,1M Tris 6,057g; H,O

10x koncentrovany 50ml; pH="7,4

Blokujici pufr 5% 10% (v/v) TBS 10ml; 0,1% (v/v) Tween 20

(lglocking buffer) 100ul; 5% (w/v) mléko 5g; HO 90ml

(running buffer)
10x koncentrovany

Redici pufr 1% 10% (v/v) TBS 10ml; 0,1% (v/v) Tween 20
(diluting buffer) 100ul; 1% (w/v) mléko 1g; H,O 90ml
Promyvaci pufr 10% (v/v) TBS 100ml; 0,3% (v/v) Tween 20
(washing buffer) 3ml; H,O 900ml

Blotovaci pufr 25 mM Tris 3,02g; 190 mM Glycin 14,26g; 20%

(blotting buffer, 11) (v/v) metanol 200ml; dH,O 1000ml
0,1% (w/v) Ponceau S; 5% (v/v) kyselina

Ponceau barvivo ,
octova; H,O

Tab. 3 Roztoky reagencii potfebnych pro stanoveni koncentrace proteini metodou BCA

Reagencie SloZeni

A 8 g Na2CO3 . H20; 1,6 g vinanu sodného; doplnéno
destilovanou H20O do 100 ml; pH 11,2

B 3 g BCA (bicinchoninova kyselina); doplnéno destilovanou
H20 do 100 ml

C 0,5 g CuSO4 . 5SH20; doplnéno destilovanou H20 do 10 ml
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Tab. 4 Roztoky reagencii a kity potifebné pro stanoveni totalni RNA, mRNA a tirovné metylace mRNA

Nazev Kat?’logove Vyrobce
Cislo
Totalni RNAzol® RT RNA Isolation E01010A GeneCopoeia,
RNA Reagent Inc., USA
Dynabeads™ mRNA DIRECT™ ThermoFisher,
mRNA Purification Kit 61012 USA
o : EpiGentek
Metylace Epqulk m§A RNA Methyla‘ugn P-9005-96 Group Inc.,
Quantification Kit (Colorimetric) USA
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4.3.2 Protilatky

Tab. 4 Primarni protilatky

. _ Cislo
Primarni ., Sekundarni “ ,
Ay Redéni o s Sarze | Vyrobce
protilatka protilatka (#lot)
Anti-FTO antibody : G
10 000x Anti-Mouse 288074- | Abcam
(5-2H10) 20
Anti-METTL3 GR
antibody 10 000x Anti-Rabbit 233964-2 Abcam
(EPR18810)
YTHDF1 Rabbit Proteinte
polyclonal antibody | 10 000x Anti-Rabbit 44548 h
(17479-1-AP) ¢
ALKBHS5 Rabbit Proteinte
polyclonal antibody | 10 000x Anti-Rabbit 46245 h
(16837-1-AP) ¢
Total OXPHOS
Rodent WB 250x Anti-Mouse ab110413 | Abcam
Antibody Cocktail
Tab. 5 Sekundarni protilatky
Sekundarni . Cislo Sarze ,
protilatka Redéni (#lot) Vyrobee
Anti-mouse 1gG
Slsa 20 000x 16810268 | GE Healthcare
Peroxidase-linked
(LNXA931V)
Anti-rabbit IgG
Horseradish 40 000x 16836138 | GE Healthcare
Peroxidase linked
(NA934V)
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4.4. Priprava vzorki

4.4.1 Odebirani tkani

Potkani F344 ve stari 1, 4, 6, 7, 10, 12, 14, 18, 21, 25, 28, 90 postnatalnich dnt (n=3-5
na vékovou skupinu; neboli tézZ P1 az P90) byli uvedeni do celkové anestezie pomoci
inhala¢niho anestetika Isofluranu (AERRANE isofluranum, Baxter) nebo aplikaci smési
injekénich roztokti Narketanu (Narketan 100 mg/ml, Vétoquinol s.r.0.) a Xylazinu
(Xylazin Ecuphar 20mg/ml, BIOVETA) injikované intraperitonedlné. Nasledn¢ byla
odebrana mozkova tkan levé hemisféry a okamzité zamrazena v tekutém dusiku. Tkan¢

byly uchovavany v mrazicim zafizeni v teploté -80 °C.

4.4.2 Homogenizace

Tkan byla zvazena a nasledné vlozena do homogeniza¢niho pufru TMES (1g tkané na
10 ml pufru TMES) spolecné s odpovidajicim mnozstvim inhibitoru proteaz (Complete
protease inhibitor cocktail tablets, Roche) 25x fedénym v destilované vodé. Tkan se
v roztoku rozd¢lila laboratornimi pinzetami na co nejmensi kousky a homogenizovala
pomoci homogenizatoru pii 1200 rpm. Nésledné probéhla centrifugace homogenatu
v centrifuze nastavené na 2100 rpm, po dobu 10 min a se zrychlenim 9 a zpomalenim O.
Nov€ vznikly supernatant byl rozalikvotovan, zmrazen v tekutém dusiku a vlozen do

mraziciho zatizeni do teploty -80 °C.

4.5. SDS-PAGE/ Western blot

4.5.1 Metoda BCA

Metoda BCA slouzi ke stanoveni koncentrace proteinti ve zkoumaném vzorku. Pro
ptipravu kalibra¢ni kiivky byly do 96jamkové desticky naneseny standardy ptipraveny
podle tabulky (Tab. 6). Standardy obsahovaly koncentrovanané roztoky tvotené z hovéziho
sérového albuminu (BSA 0,1 pg/ul a lpg/ul, Sigma Aldrich) a destilované vody.
Homogenizované vzorky byly 100x natedény destilovanou vodou a naneseny na desticku
v triplikatech po 100 pl pod standardy. Do vSech jamek (jamky obsahujici vzorky i
standardy) se pfidal roztok vytvoreny smési reagencii A, B, C v poméru 26:25:1 (Tab. 3,
viz. kapitola 4.3.1). Nasledn¢ byla desticka ptelepena lepici paskou a zahtata na 60 °C na
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termobloku po dobu 30 minut. Celkova koncentrace proteinu se projevuje zmeénou barvy
ze zelené na fialovou v poméru ke koncentraci proteinu. Poté byla lepici paska odstranéna
a vzorky byly zméfeny na spektrofotometru Synergy HT pii vinové délce 529 nm.

Vysledné mnozstvi proteint bylo vyhodnoceno s pouzitim programu Gen5 1.08.

Tab. 6 Priprava standardi s riznou koncentraci BSA pro vytvoreni kalibra¢ni kiivky

Standard BL 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
obsah BSA (ug) 0O 02 05 1 15 25 4 6 10 15 20 30 50

BSA(Olpgm) / 2 5 10 15 25 40 60 100 / / [/ /
BSA (1pg/pl) /' / / / / / [ 15 20 30 50
H20 100 98 95 90 85 75 60 40 / 85 80 70 50

A B C D E F G H|A B C D E

Zkratky: BL, blank; BSA, hovézi sérovy albumin

4.5.2 SDS-PAGE elektroforéza

SDS-PAGE elektroforéza je metoda pro separaci molekul a stanoveni hladin proteini
podle jejich molekulové hmotnosti ¢i odlisSného elektrického naboje. Princip spociva ve
schopnosti pohybu nabitych ¢éstic v elektronickém poli. Polyakrylamidovy gel vytvaii
trojrozmérnou kompaktni sit’, kterou mensi molekuly prochazi rychleji nez molekuly vétsi.

Tyto ¢astice jsou zaporn€ nabité a migruji skrz gel smérem ke kladné anodé.

Material:

Po stanoveni koncentrace proteinti metodou BCA (viz. kapitola 4.5.1), byly vzorky
smichany s destilovanou vodou a SLB tak, aby kone¢na koncentrace proteinti byla 2 pg/pl.
Posléze byly vzorky zdenaturovany vlozenim na termoblok zahtaty na 95 °C po dobu dvou
minut. Tento denaturacni krok byl vynechdn pii detekci komplexii mitochondridlniho

dychaciho fetézce.

Postup:

Na pfipravu 10% separacniho gelu byly postupné pipetovany jednotlivé roztoky do
sklenéné kadinky v potfadi, uvedeném v tabulce nize (Tab. 7). Nasledné¢ bylo potieba
vycistit etanolem vzdy dvé skla na jeden gel s mezerou 1,5 mm. Takto nachystana skla se
uzaviela do kazet, které byly soucasti specidlni aparatury na elektroforézu. Do mezery

mezi skly byl nalit tekuty 10% separacni gel, ktery byl pfevrstven 350 ul vodou
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nasycenym butanolem. Néasledné se gen nechal polymerizovat po dobu 40-60 minut pii
pokojové teploté. Poté byl butanol slit a oplachnut destilovanou vodou zjiz
polymerizovaného separacniho gelu. Povrch separacniho gelu byl opatrné vysusen
filtraénim papirem a pfevrstven zaostfovacim gelem. Do zaostfovaciho gelu mezi skla byly
vsunuty etanolem vy¢isténé rozdélovaci hiebinky, které vytvorily v gelu 15 separovanych
jamek. Po 30 minutdch polymerizace byla skla s gely pfesunuta do aparatury na
elektroforézu a naplnéna elektroforetickym pufrem. Do destilovanou vodou
proplachnutych jamek byly naneseny pfipravené vzorky s proteiny (nanaSka byla 10ul/1
jamka). Takto pfipravend aparatura byla zapojena do zdroje a spusténa pii napéti 200 V po

dobu 50 minut.

Tab. 7 SloZeni na piipravu separacniho a zaostfovaciho gelu (mnoZstvi potiebné pro 4 gely)

SloZeni 10 % separacni gel 4% zaostrovaci gen
Destilovana H20 16 ml 12 ml
Pufr 1 10 ml /
Pufr 2 / S5Sml
Acrylamldgol(i;s Solution 13.4 ml 2.6 ml
SDS 10% 400 pul 200 ul
APS 10% 180 ul 180 ul
TEMED 16 ul 16 ul

4.5.3 Western blot

Metodou  Western  blot dochazi k pfenosu  zdporné nabitych  proteinli
z polyakrylamidového gelu na povrch nitrocelul6zové membrany. Specifické proteiny se

zviditelni reakci s protilatkou.

Postup:

Po skonceni elektroforézy byl zaostfovaci gel odd€len od separacniho gelu. Separacni
gel byl vloZen na nitrocelulozovou membranu do blotovaciho ,,sendvice®, okamzité
pfemistén do apartatury pro Western blot a blotovan v blotovacim pufru pii napéti 100 V

po dobu 60 minut. Nasledné¢ byla nitrocelulézovd membrdna vyjmuta z aparatury,
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oplachnuta destilovanou vodou a vlozena do roztoku Ponceau po dobu 10 minut. Poté byla
membrana promyta v destilované vod¢ a oskenovana pro pozdé¢jsi analyzu dat v programu
Image J. Membrana byla vlozena do blokujiciho pufru, kde se inkubovala po dobu 25
minut. Zablokovand membrana byla pfesunuta do fediciho pufru, kde se spole¢né

s primarnimi protilatkami (Tab. 4) inkubovala pies noc pii teploté 4 °C.

Druhy den po inkubaci byly primarni protilatky opatrné vylity a membrana byla 3x
proplachnuta destilovanou vodou. Nasledné byla membrana 3x promyta v promyvacim
pufru po dobu 10 minut. Poté nasledovala inkubace v fedicim pufru spolecné se
sekundarnimi protilatkami (Tab. 5) po dobu 1 hodiny pfi pokojové teploté. Po uplynuti
inkubacni doby byla membrana ptevrstvena 500 pl chemiluminiscenénim roztokem
luminolu a peroxidu vodiku poméru 1:1 po dobu 5 minut. Ddle byla membrana uzaviena
do vyvolévajici kazety a vyvolana ve tmé na film, ktery byl vyhodnocen v programu Image

J.
Opakované pouZziti membrany

Po vyvoléani filmu byly membrany vyjmuty z kazety, 3x promyty destilovanou vodou a
nasledné¢ 3x po dobu 10 min promyvany promyvacim pufrem. Poté byly membrany
vloZeny do blokujicim pufru po dobu 25 minut a nasledn¢ inkubovéany pies noc v fedicim
pufru s primarnimi protilatkami pii 4°C. DalSi den se opakoval postup druhého dne metody

Western blottingu.

4.6. Kvantifikace m6A v mRNA

Izolace totalni RNA

Pro metodu izolace totalni RNA od ostatnich molekul byl pouzit protokol RNAzol® RT
RNA Isolation Reagents. Vzorky mozkové tkdné¢ byly homogenizovéany v tekutém dusiku
na prasek. K zmrzlému prasku byl ptidan RNAzol® RT v poméru 100mg/ml a nasledné
také sterilizovand Milli-Q voda v poméru 0,4ml/ml. Vyslednd smés byla intenzivné
protfepana po dobu 15 sekund a na 5-15 minut inkubovana pii pokojové teploté. Nasledné
byly vzorky centrifugovany pii ptetizeni 12 000 g po dobu 15 minut. VSechny centrifugace
probihaly pfi teplote 4-28 °C. Pelet s obsahem DNA, proteintl a polysacharidl se odstranil
a zbyly supernatant s obsahem RNA byl odebran a smichén s isopropanolem v poméru 1:1.
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Vzorky byly uskladnény po dobu 10 minut v pokojové teploté a poté stoCeny na centrifuze
op¢t pii pretizeni 12 000 g po dobu 10 minut. V tomto kroku byl supernatant odstranén a v
nove vzniklém peletu bilé barvy byla obsazena totdlni RNA. Nésledné byl pelet promyvan
pfidanim 75% etanolu. Poté byla nékolikrat za sebou provedena centrifugace peletu pii
pietizeni 4000-8000 g, po dobu 1-3 minut. Na zavér byla pfidana sterilni voda (OmniPur®
Water, Sterile, Nuclease Free, Calbiochem) do peletu s RNA tak, aby kone¢na koncentrace
RNA byla 1-2 pg/ml. VSe bylo disledné vortexovano po dobu 2-5 minut pfi pokojové
teplote.

Izolace mRNA

Postup prace byl proveden podle pokynl vyrobce, taktéz presné hodnoty a poméry
roztoki byly uvedeny v manualu vyrobce. Po izolaci totdlni RNA byl pouzit kit
Dynabeads® mRNA DIRECT™ Kit pro izolaci ¢isté mRNA. Roztok Dynabeads® Oligo
(dT)25 ptidan do vzorku a inkubovan za stalého michani po dobu 3-5 minut v pokojové
teploté. Nasledné byl oddélen supernatant a komplex RNA byl promyvan s ptislusnym
mnozstvim promyvaciho pufru A pii pokojové teploté. Poté bylo provedeno opétovné
promyvani, tentokrat s pfisluSnym mnozstvim promyvaciho pufru B, opét pii pokojové
teploté. Zavérecné promyvani probéhlo v enzymatickém pufru. V ziskaném supernatantu

byla obsaZena vyizolovana mRNA.

Urceni urovné metylace mRNA

Postup prace byl proveden podle pokynl vyrobce, taktéz pfesné hodnoty a poméry
roztokli byly uvedeny v manuélu vyrobce. Pro zjisténi miry metylace ve vzorcich byl
pouzit kit EpiQuik Methylation Quantification Kit (Colorimetric). Tento kit obsahoval
kompletni sadu optimalizovanych pufri a reagencii urCenych ke kolorimetrické
kvantifikaci mnoZstvi N6-metyladenosinu (m6A) v RNA. V kazdém analyzovaném vzorku
bylo obsazeno 250 ng mRNA. Nasledné byl pfipraven promyvaci pufr, ktery byl vyuzit na
pfipravu ostatnich roztokli. V kitu byl obsaZena negativni kontrola (RNA bez obsahu

metyladenosinu) a pozitivni kontrola (RNA s obsahem cistého metyladenosinu).
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V jamkach cteci desticky byla zméfena absorbance pomoci spektrofotometru Synergy HT,

pii vinové délce 450 nm.

Podle nésledujiciho vypoctu bylo stanoveno procentualni mnozstvi m6A ve vzorku:

cnoy - (SAMPLEOD-NCOD) =S
moRY = T pcoD-NCOD) = P

SAMPLE OD - absorbance vzorku
NC OD — negativni kontrola

PC OD - pozitivni kontrola
P-1ng

S — Nanaska mRNA (250 ng)

4.7. Analyza dat

Analyza dat pouzitych v grafech byla provedena pomoci softwaru Imagel 1.52a (W.

Rasband, US National Institutes of Health, imagej.nih.gov). Vyhodnocovani dat

spektrofotometricky bylo provedeno pomoci fidiciho a analytického softwaru Gen5 1.08

(BioTek £ Instruments, Inc., UK, www.biotek.com). Statisticka analyza byla provedena v

GraphPad Prism 5.03 (GraphPad Software Inc., California, USA, www.graphpad.com).
Zjisté€né hodnoty byly porovnany podle jednocestné a dvoucestné analyzy ANOVA.
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5. Vysledky

5.1. Exprese proteinii m6A drahy ve vyvojové iradé

Pomoci metod SDS-PAGE celektroforézy a Western blotu bylo provedeno né¢kolik

meéteni, kterd detekovala pfitomnost vybranych proteini zapojenych do m6A regulaéni

drahy. Pro méfeni zmén exprese bylo pouzito pét blotl. Nejprve byly stanoveny jednotlivé

vzorky zvlast v randomizovaném potadi na Ctyfech blotech, na kterych byl soucasné i

triplikat vzorku dospélého mozku (P90), ktery

byl pouzit pro porovnani vysledkl

jednotlivych blotti. Dale byl proveden paty kontrolni blot, ve kterém byly smiSené vzorky

z jednotlivych postnatalnich dnti. Schema pokusu je na obrazku (Obr. 2).

s8kDa FTO Pp T

B

P90 P90 P7 P14 P28 P4 P18 P90 P21 P10 P25 P1 P3O P12 P21

P21 P10 P1 P90 P25 P18 P12 P90 P28 P7 P14 P4 P90 P90 P30

P90 P90 P12 P28 P4 P90 P14 P21 P90 P25 P1 P18 P7 P10 P1

P14 P14 P7 P25 P18 P1 P90 P12 P90 P90 P4 P21 P10 P28 P28

e e I A ey g L PR ' S 38

C

P1 Pa P7 P10 P12 P14 P18 P21 P25 P28 P90

Obr. 2 Stanoveni exprese proteinu FTO u samci. (A) Reprezentativni snimek membrany po
barveni Ponceau. (B) Snimky imunoblotli s randomizovanym potadim vzorkii, zobrazeni intenzity
chemiluminiscencniho signalu proteinu na filmu. (C) Kontrolni blot ze smiSenych vzorki

z jednotlivych postnatalnich dnti.
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Vysledky potvrdily zmény v relativni expresi proteint FTO, METTL3, ALKBHS a
YTHDEF1 u samct (Obr. 3) a samic (Obr. 4) v prubéhu postnatalniho ontogenetického
vyvoje potkani F344. Bylo analyzovano celkem 11 veékovych skupin (P1, P4, P7, P10,
P12, P14, P18, P21, P28, P90), vzdy se 3-4 jedinci na jednu vekovou skupinu.
Nejvyraznéjsi zmény v expresi u vSech 4 detekovanych proteinii byly zaznamenany u
potkanti ve stafi P10-P18 postnatalnich dnti. U proteini FTO a METTL3 dosahovaly miry
hladiny jejich exprese nejvyssich hodnot v brzkych postnatalnich dnech kratce po narozeni
(P1-P4). S nésledujicim zvysujicim se vékem zvifete (P18-P90) se projevoval signifikantni
pokles hladin proteini FTO a METTL3. U proteinu ALKBHS se vSak neprojevily vyrazné
rozdily v expresi v brzkém postnatalnim obdobi a v dospélosti. Vysledky exprese proteinu
YTHDF1 napii¢ veéky ukazovaly podobny klesajici trend jako v piipadé¢ FTO a METTLS3,
pficemz zmény relativni exprese YTHDF1 byly daleko markantnéj§i mezi 10. a 18.
postnatalnim dnem. Statistické testy identifikovaly pozorované zmény jako signifikantni

u vSech pozorovanych proteinti u obou pohlavi (Obr. 3, Obr. 4).
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Obr. 3 Proteiny m6A drahy u samci. (A) Relativni exprese proteini FTO, METTL3, ALKBHS a
YTHDF1 v pribéhu vybranych postnatalnich dnd. Data grafech reprezentuji primérmé hodnoty s
Newmanova—Keulsova metoda

vynesenim  stfedni
mnohonasobného porovnavani.

chyby pruméru.

(B) Post-hoc test.

33

SN H N
SN VeV

Nesignifikantni
= | p<0,05
= p<0,01
p<0,001



p

FTO METTL3
@ @
w 6- w» 6+
5 &
H s
"o ~U
> 44 > 4
2 2
K 3
S °
& 2- 8 24
s z
k] ]
gt T T+ golr—V—F 7+
Nook A LS L B R N B B S N oob G\, BB N B D S
QT RV VNN NG VGV P T S Qa"'qk PP AR
Postnatalni dny Postnatalni dny
ALKBH5 YTHDF1
® @
@ 1.5q ® 31
g §
= =
s -
“u
2 1.0 zZ 29
2 2
B 2
“5 o
S 0.5 811
S s
k] ®
g tr—1r—-"7—"T"TT"TTTT &04;«-&{;‘;;‘;{’&
> PO A P P TN NV IV
Postnatalni dny Postnataini dny
B
FTO METTL3 Nesignifikantni

P1 P4 P7 P10 P12 P14 P18 P21 P25 P28 PS0| P1 P4 P7 P10 P12 P14 P18 P21 P25 P28 PS0| * p<0905
p<0,01
p<0,001

ALKBH5 YTHDF1
PL P4 P7 P10 P12 P14 P18 P21 P25 P28 P30 P1 P4 P7 P10 P12 P14 P18 P21 P25 P28 P30

Obr. 4 Proteiny m6A drahy u samic. (A) Relativni exprese proteini FTO, METTL3, ALKBHS a
YTHDF]1 v prabéhu vybranych postnatalnich dnti. Data v grafech reprezentuji primérné hodnoty s
vynesenim stfedni chyby priméru. (B) Post-hoc test. Newmanova—Keulsova metoda
mnohonasobného porovnavani.
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5.2. Mitochondrialni respira¢ni komplexy

Metodou elektroforézy a Western blottingu byly stanoveny zmény v hladinach relativni
proteinové exprese podjednotek komplexti dychaciho fetézce mezi 10. a 18. postnatdlnim
dnem. Jednotlivé vzorky postnatdlnich dnd byly na gelech ndhodné rozmistény (Obr. 5).
Analyza byla provedena oddélen¢ u samct (Obr. 6) a samic (Obr. 7). Ziskand data ukazuji
signifikantné se zvysujici hodnoty exprese podjednotek komplext II a IV u samci, avSak
nikoli u samic. Také bylo prokazano zvySeni exprese podjednotek komplexu III v prib&hu
sledovanych vékl u obou pohlavi. Exprese ATP syntazy (dadle ATPazy) se liSila u samct
mezi 12. a 18. postnatadlnim dnem, u samic nebyly zaznamendny vyrazné zmény ¢i trendy
v expresi. Vysledky statistické analyzy pti pouziti dvoucestné ANOVy potvrdily

signifikantni  mezipohlavni  rozdily u komplexu II a  komplexu IV.

A B

P10 P12 P12 P12 P12 P18 P18 P18 P18 I'12 P12 P14 P10

55 kDa ATPiza P
48 kDa C111 P

40 kDa CIV P

30 kbva CII P

C
P1OPI2 P14 P18
55kDa ATPaza P

48 KkDa CIT P

40 kDa CIV P

30kpacI P

Obr. 5 Stanoveni exprese proteinovych komplexii respira¢niho fetézce u samic.
(A) Reprezentativni snimek membrany po barveni Ponceau S. (B) Snimky imunobloti
s randomizovanym pofadim vzorktl, zobrazeni intenzity chemiluminiscenéniho signdlu ATPazy,
CIII (komplex III), CIV (komplex IV) a CII (komplex II) na filmu. (C) Kontrolni blot ze smiSenych
vzorkl z jednotlivych postnatalnich dnt.
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Obr. 6 Exprese proteinovych podjednotek komplexu respiracniho retézce ve vybranych
postnatalnich dnech u samecii. V grafu na obrazku jsou zobrazeny vSechna namétfend pozorovani
(n=4 na vékovou skupinu). Data v grafu pfedstavuji primérné hodnoty s vynesenim stfedni chyby
prameéru. Statisticky signifikantni rozdily jsou oznaceny * (p<0.05), ** (p<0,01) a ***(p<0,001).
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Obr. 7 Exprese proteinovych podjednotek komplexiu respiracniho Fetézce ve vybranych
postnatalnich dnech u samic. V grafu na obrdzku jsou zobrazeny vSechna namétend pozorovani
(n=4 na v€kovou skupinu). Naméfena data predstavuji prumérné hodnoty s vynesenim stfedni
chyby priméru. Statisticky signifikantni rozdil je oznacen *** (p<0,001).
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5.3. Metylace mRNA

V pribéhu raznych postnatilnich dnt (1, 6, 10, 18, 21, 28) byly detekovany odlisné

urovné hladin metylace mRNA (Obr. 8). Byl pozorovan vrchol exprese u potkant stari P6,

cv w7
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Obr. 8 Mira metylace mRNA (v %) u samic ve vybranych postnatilnich dnech. V grafu na
obrazku jsou zobrazeny vSechna naméfena pozorovani (n=5 na v€kovou skupinu). Data v grafu
pfedstavuji jednotlivd méfeni a prumérné hodnoty, chybové tuse¢ky oznacuji stfedni chyby
praméru. Statisticky signifikantni rozdily jsou oznaceny * (p<0.05) nebo ** (p<0,01).
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6. Diskuze

V této praci jsme stanovili relativni zmény exprese hlavnich regulacnich proteini m6A
drahy v mozku potkana F344 v prib¢hu postnatalniho vyvoje. V m6A draze hraji hlavni
ulohu demetylazy, metyltransferazy a Cteci proteiny, které se v zavislosti na mife vyskytu
mo6A vazi na RNA a ovliviluji dalsi osud piislusSnych RNA transkriptii. Zaméfili jsme se
proto na klicové proteiny m6A drahy, demetylazy FTO a ALKBHS, metyltransferazovy
protein METTL3 a RNA-vazajici protein YTHDF1. Nedavné prace ukazaly, ze m6A dréha
vyznamné ovliviiuje ontogeneticky vyvoj mozecku. Knockout demetylazy FTO a
metyltransferdzového proteinu METTL3 vedl ke snizeni objemu mozecku (Li et al. 2017,
Wang et al. 2018). V jiné recentni praci byly analyzovany profily exprese proteint,
zahrnujici FTO, METTL3 a ALKBHS ve vyvojové fadé P7, P14, P21 a P60 (n=12 na
skupinu). Tyto proteiny byly v nejvyssi mife exprimovany v rané fazi vyvoje mozku (P7) s
postupnym snizovanim exprese az do P60 (Ma et al.2018). Dalsi studie se zamétila na
relativni zmény exprese proteinu FTO v hipokampu u mysi (Li et al. 2017). Prace zjistila,
postnatélni tyden 2 aZ do postnatdlniho tydne 8 (n=3 na vékovou skupinu). NaSe prace se
zaméfila na relativni zmény exprese proteini m6A dradhy v celém mozku. V souladu se
studii Ma et al (2018) jsme zaznamenali nejvyssi miru exprese téchto proteint ve véku P1

a nésledné snizovani az do dospélosti (P90).

Pozorované zmeény relativni exprese proteinu FTO v celém mozku jsou v souladu
s hypotézou, Zze FTO ma zasadni regulacni ulohu v raném postnatdlnim vyvoji a rlstu
mozku. Na vyznam FTO v raném vyvoji poukdzal vyskyt somatickych ristovych retardaci
u mysich knockouti FTO (Gao et al. 2010). Na vyznam FTO ve vyvoji mozku ukazuji
zmény v morfologii mysiho 1 lidského mozku asociované s pozménénou funkci FTO. U
mys$i doSlo k poklesu volumetrickych hodnot mozkovych struktur u FTO knockoutl (Gao
et al. 2010, Li et al. 2017). U lidskych nositeld SNP alel FTO rs1421085 a rs17817449,
které zvysuji riziko obezity, byly pozorovany zmény v objemu frontalnich lalokli o 8 %
a okcipitalnich lalokdt o 12 % u (Ho et al. 2010). Také byl prokdzan negativni vliv
rizikovych alel FTO na kognitivni funkce u obéznich seniori (Benedict et al., 2011) a u
seniori s kardiovaskularnimi poruchami (Alosco et al., 2013). Zatim nebylo objasnéno, jak
genetické varianty FTO spojené s vySSim rizikem obezity ovliviiuji strukturu a funkei

lidského mozku. Kromé vlivu na vyvoj mozku je funkce FTO spojena i s mechanismy
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paméti a neuralni plasticity na molekularni a bunécné trovni (Walters et al. 2017, Widagdo
et al. 2016, Li et al. 2017, Spychala & Riither 2019). Je proto nezbytné objasnit, do jaké

miry se na téchto zménéch podili funkce FTO v raném vyvoji a v dospé€losti.

Do skupiny m6A demetylaz se kromé FTO fadi také protein ALKBHS. Knockout genu
pro ALKBHS u mys$i za normdlnich okolnosti nevyvoldva defektni neuralni fenotyp
(Barbaric et al. 2007). Exprese ALKBHS v mozku se v§ak méni pfi hypoxii. Pokud jsou
mlad’ata mysi s knockoutem genu pro ALKBHS ve véku P5 spolu s matkami vystavena
hypobarické hypoxii po dobu 48 h, dochdzi k defektim ve struktuie Purkynovych a
gliovych bunék v mozecku (Ma et al. 2018). Je proto pravdépodobné, ze demetylaza
ALKBHS neni esencialni pro vyvoj mozku za normalnich podminek, ale jeji vyznam se
projevi v absenci kompenzacnich mechanismil pii hypoxickém stresu. V souladu s touto
hypotézou jsme u ALKBHS zaznamenali pouze o f4d men$i relativni zmény exprese

v prub&hu postnatalniho vyvoje.

Jelikoz hladiny proteini m6A drahy nemuseji nezbytné odrazet globalni hladinu
metylace adenosinu v mRNA, povazovali jsme za dilezité stanovit prub¢h vyvoje hladin
mo6A. Stanovili jsme hladiny m6A v mRNA v pribéhu vyvoje sami¢itho mozku. Seznali
jsme, Ze vrchol hladiny m6A nenastava v P1, ale az v Sestém postnatalnim dnu, po kterém
nasleduje pokles relativniho zastoupeni m6A. Pro kone¢nou interpretaci téchto vysledki je
vSak nezbytné doplnit naméiend data o vice vékovych skupin a o vyvojovou fadu samct,

na coZ se zamé&fime v ptistich obdobich.

Oproti dosud publikovanym studiim bylo zajimavym zjisténim, ze obecny trend poklesu
exprese proteinli m6A drahy mezi P1 a P90 je docasné prerusen v obdobi P10-P18, kdy
byla exprese sledovanych proteinli pfechodné zvySena. Nejnapadnéji je tato doCasna
zmeéna patrnd v expresi cteciho proteinu YTHDF1. Toto pfechodné zvySeni exprese miize
znamenat, Ze zde dochazi k vyvojovym zméndm citlivym na regulaci m6A drahy. Tyto
zmény navic vykazuji ur¢itou pohlavni dvojtvarnost, kdy docasny vrchol exprese proteini

mo6A drahy u samic nastava pfiblizné o tfi dny pozd&ji v porovnani se samci.

V dalSich experimentech jsme se proto zaméfili na obdobi P10-P18. Pfedchozi dosud
nepublikovana data z na$i laboratofe poukazuji na ulohu FTO v regulaci energetické
homeostazy mozku v animalnim modelu Alzheimerovy choroby. Regulace energetické

homeostdzy mozku ma rovnéz velky vyznam v postnatalnim vyvoji mozku c¢lovéka, kdy
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k maximu energetické spotfeby dochazi okolo patého roku zivota ditéte a nasledné se
postupné snizuje do dospélého véku (Kuzawa et al. 2014). Proto nas zajimalo, zda zmény
v postnatalnim obdobi P10-P18 mohou byt asociovany se zménami exprese proteinli
mitochondrialniho dychaciho fetézce a zda jsou tyto zmény zavislé na pohlavi. V souladu
s touto hypotézou jsme zjistili vyrazné rozdily v expresi komplexu II a komplexu IV, kde
byly soucasné statisticky vyznamné mezipohlavni rozdily. Tato zjiSténi pirekvapive
odhalila rany mezipohlavni rozdil v expresi klicovych proteinti bioenergetické homeostazy
v souladu s ranym mezipohlavnim rozdilim v expresi proteini m6A drahy. K ovéteni

kauzalni souvislosti mezi obéma jevy vsak bude potieba provedeni dalSich experimentt.
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7. Zavér

V této praci jsme se zamétili na ilohu m6A v regulaci ontogenetického vyvoje v mozku
potkana Fisher 344. NaSe vysledky potvrdily zmény hladin exprese proteinii ucastnicich se
regulace m6A v prubéhu cCasného postnatilniho vyvoje a v dospélosti. U proteinti FTO,
METTL3, ALKBHS a YTHDFI1 byl pozorovan trend poklesu exprese, ktery byl prerusen
mezi 10. az 18. postnatalnim dnem. Detekovali jsme mezipohlavni rozdily, kdy u samic
vrchol exprese nastal v pozdéjSich postnatalnich dnech narozdil od samct. Analyzou
exprese proteinll respiracniho fetézce jsme zaznamenali signifikantni mezipohlavni rozdil
v komplexu II a komplexu IV. Nakonec jsme detekovali irovné hladin metylace v mRNA,

kde nebyl pozorovan zadny prokazatelny trend mezi vybranymi postnatalnimi dny.

Charakter zmén zaznamenanych v hladinach exprese proteinii zapojenych do regulace
m6A drdhy by mohly byt mechanismem ktery odrazi zmény energetické homeostazy

mozku béhem postnatalniho vyvoje.

Ziskané vysledky prokédzaly zmény v expresi proteinil zasahujicich vyznamné do m6A
dréhy. Tyto vysledky nam poskytly hypotézy a preliminarni data pro dalsi vyzkum.
V dalsich experimentech vyuzZijeme farmakologickou inhibici FTO a epitranskriptomickou
analyzu k ovéfeni hypotézy o kauzalni souvislosti mezi m6A drdhou a energetickym

metabolismem v raném vyvoji mozku.
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