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ABSTRAKT

Hlavnim oscilatorem cirkadidnnich rytmi jsou suprachiasmaticka jadra. Pomoci
hodinovych gent a jejich proteinovych produkta (tvoticich zpétnovazebné transkripcné-
translac¢ni smycky) predstavuji vyznamnou roli v fizeni mnoha télesnych funkcich. Diky
metodé vyuzivajici transgenni organismy byla méfena bioluminiscence, potazmo
mnozstvi hodinového proteinu PER2. V této praci byl vyuzit cykloheximid k inhibici
proteosyntézy a k naslednému sledovani degradace tohoto hodinového proteinu v realném
Case. Protein byl méfen v explantatech suprachiasmatickych jader dospélych mysi, v
suprachiasmatickych jadrech féti a v placentach. Déle byly porovnavany vlivy inhibitort
glykogensyntasykinasy 33 na dynamiku degradace proteinu PER2. Vyuzit byl selektivni
inhibitor CHIR-99021 a nespecificky inhibitor chlorid lithny. Z experimentu vyplyva, ze
inhibitor CHIR degradaci proteinu zpomaluje, a to ve vSech pouzitych tkanich. Oproti
tomu vliv nespecifického inhibitoru chloridu lithného nebyl jednoznacné urcen. U
fetalnich jader byl jeho vliv na dynamiku degradace zpomalujici, zatimco u dospélych
jader byla degradace vyrazné zrychlovana. U explantati placent nebyly pozorovany
signifikantni vysledky. Vyzkumy, zamétujici se na ovlivnéni téchto hodinovych gent,

resp. jejich proteinti, by v budoucnu mohly byt vyuzity k terapeutickému cileni.
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ABSTRACT

Suprachiasmatic nuclei are the main oscillator of circadian rhythms. Using clock
genes and their protein products (forming transcription-translation feedback loops),
suprachiasmatic nuclei play an important role in the control of many physiological
functions. Bioluminescence (the amount of hourly protein PER2) was measured by a
method using transgenic organisms. In this work, cycloheximide was used to inhibit
proteosynthesis and to subsequently monitor the degradation of PER2 in real time. The
protein was then measured in explants of suprachiasmatic nuclei of adult mice, in
suprachiasmatic nuclei of fetuses and in placentas. Furthermore, the effects of glycogen
synthasykinase 3p inhibitors on the dynamics of PER2 protein degradation were
compared. A selective inhibitor CHIR-99021 and a non-specific inhibitor lithium chloride
were used. The experiment shows that the CHIR inhibitor slows down protein
degradation in all tissues used. In contrast, the effect of a non-specific lithium chloride
inhibitor has not been clearly demonstrated. In fetal nuclei, its effect on the dynamics of
degradation was slowing, while in adult nuclei, degradation was significantly accelerated.
No significant results were observed in placental explants. Research focusing on the
influence of these clock genes, respectively their proteins could be used for therapeutic

targeting in the future.
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SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

AMPK
AVP
bHLH-PAS

Bmall
BMALI1
B27

CCGs
CHIR
CHX
CKleg/o
Clock

CLOCK
CRE

CREB

Cry 1,Cry 2
CRY
DMEM

dmSCN
DMSO
DMV

"AMP-activated protein kinase", AMP-aktivovana protein kinasa
"Arginine vasopressin", arginin-vazopresin

"basic helix-loop-helix PAS" doména, Per-Arnt-Sim doména -
proteinova doména slouzici jako receptor, nazev je sloZzeny ze tii
proteinil (period circadian protein, aryl hydrocarbon receptor
nuclear translocator protein, single minded protein), Sroubovice-
smycka-Sroubovice je strukturni motiv, ktery charakterizuje tento
receptor

"Brain and muscle ARNT-like protein 1", jeden z hodinovych genii
protein genu Bmall

"biotin", mnohaslozkovy dopln¢k podporujici zivotaschopnost
neuronl

"Clock Controlled Genes", hodinami kontrolované geny
CHIR-99021, derivat aminopyrimidinu, inhibitor GSK3
"cycloheximide", cykloheximid, inhibitor syntézy bilkovin
"Casein kinaze 1 /8", kasein kinasa 1 izoformy € a 6

"Circadian Locomotor Output Cycles Kaput", jeden z hodinovych
genll

protein z rodiny genti Clock

"cyclic AMP responsive element", cyklicky AMP responzivni
element, Gisek na DNA regulujici transkripci

"cyclic AMP responsive element binding protein", protein
vazajici cAMP responzivni element (CRE)

"Cryptochrome 1, 2", hodinové geny

protein z rodiny genti Cryptochrom

"Dulbecco's modified eagle's medium", médium pro bunééné
kultury

"dorsomedial", dorzomedialni ¢ast SCN

"Dimethylsulfoxide", dimethylester kys. sifiCité, rozpoustédlo
"Dorsal motor nucleus of the vagus", dorzalni motorické jadro

bloudivého nervu



DPBS
E12
E15
E-box
E3 ubiquitin ligasa
FBS
GABA
GHT
GR
GRE
GRP

GSK3p

HBSS
HEPES

HSE

HSF

IGL
IML

ipRGCs

LD

LH

"Dulbecco's phosphate buffered saline", pufrujici solny roztok
"embryonal", emryonalni 12. den

"embryonal", embryondlni 15. den

"Enhancer box" - regulacni oblast na promotoru hodinovych gent
(sekvence 5'-CACGTG-3")

enzym katalyzujici pfenos ubiquitinu

"Fetal bovine serum", hovézi fetalni sérum
"Gamma-aminobutyric acid", kyselina y-aminomaselna, inhibi¢ni
neurotransmiter

"Geniculohypothalamic tract", genikulohypothalamicky trakt
"Glucocorticoid receptor"”, glukokortikoidni receptor
"Glucocorticoid responsive element", glukokortikoidni
responzivni element, usek DNA regulujici transkripci
"Gastrin-releasing peptide", neurotransmiter stimulujici uvolnéni
gastrinu

"Glycogen synthase kinase 3 B", glykogensyntasakinasa 3
izoforma 3

"Hank's balanced salt solution", smés pufrii fyziologického pH
"(HydroxyEthyl) Piperazine-EthaneSulfonic acid", univerzalni
pufrujici roztok fyziologického pH

"Heat shock element", element teplotniho Soku, regulaci oblast
DNA

"Heat shock transcription factor 1", transkripéni faktor teplotniho
Soku 1

"Intergeniculate leaflet", intergenikulatni list thalamu
"Intermediolateral nucleus", intermediolateralni sloupec pateini
michy

"intrinsically photosensitive retinal ganglion cells", vniting
fotosenzitivni gangliové burky sitnice, fotoreceptory sitnice
obsahujici melanopsin

"light-dark cycle", cyklus svétlo-tma, 12 hodin svétlo a 12 hodin
tma

"Luteinizing hormone", luteiniza¢ni hormon



LHRH
LL
MAPK

mPer2tve

NREM
PACAP

Per 1, Per 2, Per 3
PER 2
PER2::LUC
PTMs

PVN

REM

Rev-erba
REV-ERBa

RHT

RN

Rora
RORa
SCN
SRE
SRF

SUMO

TTFL

"Luteinizing hormon releasing hormone", gonadoliberin
"light-light cycle ", podminky stalého svétla, 24 hodin svétlo
"Mitogen-activated protein kinases", mitogenem aktivované
kinasy

oznaceni transgenniho organismu, gen Per?2 je sfizovan s genem
pro luciferasu

"non-REM", spankova protifaze REM

"Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide", hypofyzarni
adenylatcyklasu aktivujici polypeptid

"Period 1,2,3", hodinové geny

protein genu Per 2

fazni protein PER2 a luciferasy

"Post-translational modifications", post-translacni modifikace
"Paraventricular nucleus", paraventrikularni jadro hypothalamu
"rapid eye movement", faze spanku

alternativni oznaceni genu NR1D1, jeden z hodinovych genli
jaderny receptor, protein genu Rev-erba

"Retinohypotalamic tract", retinohypotalamicky trakt

"Raphe nucleus", jadra raphe, neurony sahajici od prodlouzené
michy ke sttednimu mozku

"Retinoic acid-related orphan receptor a.", gen pro jaderny receptor
jaderny receptor, protein genu Rora

"Suprachiasmatic nuclei", suprachiasmatickd jadra

"Serum response element", sérum responzivni element

"Serum response factor", sérum responzivni faktor, transkripcni
faktor vazajici SRE

"Small ubiquitin-related modifier", maly modifikéator podobny
ubiquitinu, molekula podobna degrada¢ni znacce - ubiquitinu
perioda endogennich oscilaci

perioda vnéjsiho solarniho dne

"Transcription-translation feedback loop", transkrip¢né-transla¢ni

zpétnovazebné smycky



VIP "vasoactive intestinal peptide", vasoaktivni stievni peptid,
neurotransmiter

vISCN "ventrolateral SCN", ventrolateralni ¢ast SCN
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1

Teoreticky uvod

Zivé organismy se piizpusobily periodicky opakujicim se d&tm v
zivotnim prostiedi (napfiklad stfidani dne a noci, ¢i stfidani ro¢nich obdobi), a to
vyvinutim vlastniho vnitiniho ¢asového systému. Diky této adaptaci mohou
predvidat cyklické zmény v prostiedi a pfipravit se na n€. Pomoci tohoto vnitiniho
systému, tzv. biologickych hodin mohou sefidit vlastni metabolismus tak, aby byl
v souladu s okolim. Rytmické déje v organismu jsou fizené systémem centralnich
a perifernich hodin s molekularnim mechanismem zpétnovazebnych transkripéné-
translacnich smyc¢ek hodinovych gend. Tyto rytmy jsou endogenni povahy
(vrozené) a bézi i v prosttedi bez periodického podnétu s vlastni periodou blizkou
24 hodinam, tzv. cirkadidnni ("circa" - asi, "dies"- den) periodou. Centralni hodiny
jsou vsak za béznych podminek pravideln€ synchronizovany tak, aby nedochazelo
k postupnému zpozd'ovani ¢i predbihani rytmi vici t€ém okolnim. NejcastejSim

synchronizatorem (tzv. Zeitgeber) centralnich hodin je svétlo.

1.1 Biologické rytmy

Biologické rytmy jsou obecné jevy, pii nichz se urcitd biologickd proménna
pravidelné navraci do vychozi faze. Mohou to byt cyklicky se ménici hladiny
hormont nebo proteinti, pomoci kterych tyto rytmy nasledné ovlivituji fadu
fyziologickych funkci v organismech. Vyjadfeni rytmi nalezneme v ménici se
télesné teploté, v homeostaze glukosy, ve sttidani fazi aktivity a klidu ¢i u aktivity
traviciho traktu pfi pfijmu potravy. Dle délky periody jsou poté clenény na
ultradianni, cirkadidnni a infradianni. Jak jiz ndzvy napovidaji, ultradianni rytmus
ma periodu krat$i nez 24 hodin (pfedpony jsou vztazeny k frekvenci) a u savca je
to naptiklad stfidani spankovych fazi REM a NREM ¢i uvoliiovani hormont
LHRH a LH. Infradidnni rytmus ma naopak periodu del$i nez 24 hodin a fadime
sem napiiklad menstruacni cyklus a hibernaci. U posledni zminéné skupiny -
cirkadidnnich rytmd, je perioda pfiblizn€ jeden den, tedy 24 hodin [1].

Biologické wvnitini hodiny nalezneme ve vSech Zivych systémech od
fotosyntézy v rostlinnach po fizeni d&ju v téle Clovéka [2]. Rytmy pfedstavuji
evolu¢né konzervativni pfizpisobeni prostiedi poc¢inaje jiz u ranych forem zivota.

Stejné jako u ¢loveka, tak 1 u vyvojove nizsich forem zivota jsou oscilatory fizeny
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predevsim svétlem ¢i pfijmem potravy. Prvni zminky o cirkadiannich rytmech Ize
nalézt jiz na pocatku 18. stoleti, kdy francouzsky geofyzik a astronom sledoval
pohyb heliotropni rostliny (citlivka stydliva - mimosa pudica), kterd se i1 pfi
naprosté tme otacela smérem ke slunci [3] [4].

Cirkadianni rytmy savci jsou fizené hierarchicky organizovanymi vnitfnimi
oscilatory, neboli endogennim cirkadiannim ¢asovym systémem (od periodicky
exprimovanych genli po vyjadieni fyziologické funkce). Tento systém je
centralné fizen z ventralni (pfedni) Casti hypothalamu, kde sidli tzv. pacemaker
("master oscillator" - hlavni udavatel rytmu). Timto hlavnim oscildtorem jsou
suprachiasmatickd jadra (SCN), ktera nasledn¢ synchronizuji vSechny periferni

oscilatory v téle na Grovnich systémi, tkani i bun¢k [5].

1.2 Cirkadianni systém savci

Jak jiz bylo zminéno, cirkadianni rytmy maji periodu bliZici se 24 hodinam
a jsou fizené hierarchicky organizovanymi oscilatory. Rytmy jsou endogenni
povahy, coz znamen4, Ze jejich vlastni perioda je udrzovana i v neperiodickém
prostfedi. Aby vSak nedochézelo k predbihani ¢i zpozdéni tohoto rytmu oproti
vngj$im rytmim, je tato perioda pravidelné synchronizovana s okolnim
prostiedim. Centralnimi hodinami jsou suprachiasmaticka jadra (SCN) sidlici v
hypothalamu, kterd nésledné tidi periferni oscilatory pomoci mnoha signala.
Periferni hodiny se nachazejici v jinych oblastech mozku ¢i v riznych tkanich a
organech [6]. Pro spravné fungovani metabolismu je potfeba synchronizovat
nejen centralni hodiny s okolim, ale také oscilatory navzdjem mezi sebou [7].
Nejdulezitéjsi synchronizace je zajiSténa spojenim retiny s SCN, diky které
ziskavaji centralni hodiny signal o svétle a mohou nasledné¢ setizovat periferni
oscilatory [8] [9].

Ne vSechny oscilatory v téle jsou vSak schopné sebeudrzujicich oscilaci a
synchronnich vystupnich signalt 1 v izolaci. Tuto funkci zastdva pouze tzv.
pacemaker ("master oscillator"), kterému jsou nasledné podfizeny semiautonomni
oscilatory. Témi jsou buiiky samostatné vytvarejici rytmy (napf. exprese gentl),
které jsou vSak zavislé na centralnim oscilatoru. Nejsou schopné rytmicitu udrzet

dlouhodobé¢ synchronizovanou v ramci jednoho organu. Poslednim typem jsou
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podiizené oscilatory ("slave" oscillator), které jsou schopné oscilace pouze za

pritomnosti pravidelného signalu z vyse postaveného oscilatoru [10] [2].
Vyjadienim cirkadianniho systému jsou ruzné rytmické fyziologické

funkce, jako naptiklad aktivita a spanek, uvoliiovani hormont, faze krevniho tlaku

¢iteploty [11].

1.2.1 Suprachiasmaticka jadra

Suprachiasmatickd jadra (suprachiasmatic nuclei - SCN) jsou hlavnim
cirkadiannim oscilatorem (pacemaker) [11], bez kterého by organismus ztratil
cirkadianni rytmicitu. U hlodavci je kazda ¢ast této parové struktury sloZena z
ptiblizn¢ 8 - 10 tisic neuront, pficemz kazdé buiika je samostatnym osciladtorem
[12]. Pfesto SCN produkuji jednotny rytmicky signal diky jejich vzajemnému
propojeni a synchronizaci [9].

Jak jiZz nazev napovidd, tyto dv€ jadra ovalné¢ho tvaru se nachazi v

hypothalamu nad opickym chiasma (zktizeni optickych nervil). Viz obr. €. 1 str.

13.
22N

Obr.1: Rez mozkem hlodavce s vyznadenym umisténim suprachiasmatickych
jader. SCN se nachdzeji tésné nad optickym chiasma (OC) a obstupuji treti
mozkovou komoru (V3). Prevzato a upraveno z [13].

Kazdé toto jadro je morfologicky a funkéné déleno na dorzomedialni obal

-"shell" - (dAmSCN) a ventrolateralni jadro - "core" - (vVISCN) [14]. Ob¢ tyto Casti
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jsou propojeny mnoha synapsemi a maji odliSnou ulohu [15]. Ventrolateralni
j&dro je blize optickému zkiizeni a je tedy zodpovédné za piijem svételnych
signalt ze sitnice oka, také z thalamu a hypothalamu, zatimco dorzomedialni obal
ziskava signaly z oblasti predniho mozku a mozkového kmene [16].

Vzijemna komunikace oblasti SCN je zajiSténa nejen elektrickou
aktivitou, ale i neurotransmitery, jako je napiiklad kyselina y-aminomadselna
(GABA) ¢i produkce neurotransmiterii specifickych pro danou oblast [17].
Zatimco neurony dorzomedidlniho obalu produkuji arginin-vasopresin (AVP), u
ventrolateralniho jadra je typickd produkce vasoaktivniho intestindlniho peptidu
(VIP) ¢i gastrin uvoliiujiciho peptidu (GRP) [14].

Zajimavym faktem, kterym se potvrdila funkce pacemakeru, je, ze pfi
odstranéni SCN dojde ke ztraté celkové rytmicity. Naslednou transplantaci
rytmujicich SCN je vSak tato funkce obnovena a to s periodou odpovidajici darci

transplantu [18].

1.2.2 Periferni oscilatory

Cirkadianni hodiny lze nalézt i v jinych ¢astech organismu (nejen v SCN)
a 1 tyto oscilatory tvofi autonomné rytmické signaly [19]. Pro synchronizaci fazi
v celém organismu je vSak stidle nutné jejich pravidelné sefizovani
suprachiasmatickymi jadry pomoci neurondlnich a humoralnich drah [8].
Nachazeji se naptiklad v jatrech, stfevu, slinivce bfi$ni, srdci, nadledvinach,

kosternim svalstvu a jinych oblastech mozku ¢i v tukové tkéni [7] [20].
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LEDVINY JATRA

Obr.2: Hierarchicky systém oscilatori. SCN ziskavaji informace z vnéjsiho
prostredi a poté serizuji podiizené oscilatory v organismu. Prevzato a upraveno

z [21].
Periferni oscilatory jsou sefizovany nejen signaly z SCN, ale téZ nezavisle

pomoci zmény rezimu v piijmu potravy [22].

1.2.3 Podstata molekularniho mechanismu

Za tvorbu rytmickych signala je zodpovédny autoregulacni mechanismus
zpétnovazebnych transkripcné-translacnich smycek (TTFL =z anglictiny
"transcription-translation feedback loop"), jehoz se GiCastni hodinové geny a jejich
proteinové produkty, které ovliviiuji transkripci vlastnich mRNA. Do sady
hodinovych gent tedy fadime ty, které jsou rytmicky exprimovany diky zp&tnym
vazbam svych produktd, a jejichz vytazenim z funkce by doslo ke ztraté rytmicity.
Cyklus téchto smycek je opakovan s cirkadianni periodou a oscilace jsou samy
udrzovany [23]. (V nasledném popisu smycek jsou geny psany kurzivou a
proteiny velkymi pismeny.)

Mezi hodinové geny zapojené do TTFL tfadime geny - Per I, Per 2, Per 3
(Period), Cry 1, Cry 2 (Cryptochrom), Clock (Circadian Locomotor Output Cycles
Kaput), Bmall (Brain and Muscle ARNT-like protein 1), CK/& /6 (kasein kinasa

1 €/9), Rev-erba a Rorar (Retinoic acid-related orphan receptor) [24].
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Proteinové produkty CLOCK a BMALL tvofi na zacatku dne heterodimer
(pfes bHLH-PAS doménu), ktery je pozitivnim regulatorem transkripce. Vazbou
na E-box elementy pfitomné na promotorech genti Per, Cry, Rora a Rev-erba
aktivuje CLOCK:BMALI1 heterodimer transkripci piislusnych gena [25].
Nasledné produkty PER a CRY tvofii v cytoplazmé taktéz heterodimery, které jsou
po fosforylaci kinasami (CKle /9) translokovany do jadra. V jadie se vazi na
komplex CLOCK:BMALI, inhibuji jeho aktiva¢ni vliv na transkripci a tim
potlacuji svou vlastni tvorbu [26]. Exprese genu Bmall je regulovana ptitomnosti
jadernych receptori RORa (aktivace transkripce) a REV-ERBa (inhibice
transkripce), které kompetuji o vazebné misto na promotoru tohoto genu [27].
Tyto proteiny jsou rytmicky tvofeny diky vazbé€ jiz zminéného heterodimeru
CLOCK:BMALI. Tento komplex tedy neptimo ovliviiuje transkripci svych genti
[23] (viz obr. €. 3 str. 13).

Na chodu hodin se vyznamné podileji post-transla¢ni modifikace (PTMs)
hodinovych proteinii. Patii sem fosforylace, acetylace, ubiquitinace ¢i sumoylace,
které urcuji stabilitu proteint a jejich lokaci. Vyznamnou tlohu maji fosforylace.
Proteiny PER a CRY jsou fosforylovany nejen pro transport do jadra, ale i1 pro
pfipravu na degradaci. Tyto negativni regulatory transkripce se b&hem dne
hromadi v cytoplazmé a je potteba, aby byly degradovéany a tim byla opozd’ovéana
jejich translokace do jadra. Diky tomuto procesu je transkripéné-translaéni cyklus
prodlouzen tak, aby bézel s cirkadianni periodou. Kinasy jako CKle /6, AMPK
(AMP-aktivovana protein kinasa) ¢i GSK3p (glykogensyntasakinasa 3p3)
spoustéji signalni kaskady pro E3 ubiquitin ligasu, ¢imZ zajiStuji néslednou
degradaci proteinii v proteasomu [28] [29]. Zavisi vSak na misté fosforylace,
které rozhodne, zda bude ptislusny protein degradovan ¢i translokovan do jadra.
Zminéné kinasy CKle /8 ¢1 GSK3p fosforyluyji PER v dimeru PER:CRY
(vytvofenim ternarniho komplexu) a umoziuji tim translokaci dimeru do jadra
[30]. Fosforylace samotného PER proteinu vSak vede k jeho degradaci
(fosforylace na jiném serinu/threoninu, bez vazby CRY) a to navazidnim
ubiquitinové znacky, kterou rozpoznava E3 ubiquitin ligasa s naslednou degradaci
v proteasomu [31]. Inhibici kinasy CKle se degradace PER zpomali a perioda
hodin se prodlouzi, zatimco pifi mutaci kinas dochazi k hyperfosforylaci PER

proteini, rychlejsi degradaci a tim zkraceni cirkadianni periody [32] [33]. CKle
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také fosforylaci BMALI1 zvySuje transkaktiva¢ni funkci dimeru CLOCK:BMALLI
[30]. Pokud je vSak BMALI fosforylovin MAPK (mitogenem aktivované
kinasy), vede to naopak k inhibici této transaktivacni funkce [34]. Destabilizacni
kaskada, vedouci k degradaci CLOCK a BMALI, je zajisténa fosforylaci téchto
proteint kinasou GSK3f3 [35]. Pro translokaci BMALI do jadra je vyuzivana
fosforylace kinasou CKla a fosforylace PKC (protein kinasa C) pro CLOCK [30]
[36]. Protein CRY je veden k degradaci fosforylaci GSK33 a AMPK [37] [38].
Nefunk¢ni ubiquitin ligaza vede k prodlouzeni periody rytmt [39].

Dalsi posttranslaéni modifikaci je acetylace respektive deacetylace.
Napriklad protein CLOCK ma acetylazovou aktivitu (acetyluje vazebného
partnera BMALL), kterd je vyuzita pro usnadnénou tvorbu dimeru
CLOCK:BMAL1 [40]. Zaroven je ndsledné¢ umoznéna vazba CRY pro inhibici
transaktivacni funkce dimeru. Dale je zajiStovédna acetylace PER2 pomoci
O-GlcNAc transferasy, a to v mistech, které jsou zarovein cili pro fosforylaci.
Acetylace je zde tedy antagonistou fosforylace, z ¢ehoz vyplyva, ze pfi inihibici
acetylace dochézi ke zkraceni periody hodin a pfi inhibici deacetylace k jejimu
prodlouzeni [41].

Pti sumoylaci dochdzi k pfipojeni proteini SUMO (maly modifikétor
podobny ubiquitinu) na BMALI, coz je signal vedouci k degradaci. Zaroven vSak
sumoylace podporuje transaktivaci dimeru BMAL1:CLOCK [42].

Jiz zmin€nou ubiquitinaci zna¢ime reakci, pii které jsou navazanim
ubiquitinu oznaceny proteiny k degradaci. Ubiquitin slouzi jako signal pro
naslednou degradaci proteinu v proteasomu.

Poruchy v mechanismu PTMs mohou zpusobit defekt rytmicity, a to
zejména zmény v délce vnitini periody.

Kromé promotorti hodinovych gent jsou E-boxy pro vazbu aktivatoru
CLOCK:BMALI pfitomny i na promotorech tzv. hodinami kontrolovanych geni
(CCGs - "Clock Controlled Genes"), kter¢ nejsou piimo nutné pro tvorbu oscilaci,

ale zajist'uji prenos cirkadidnnich signalti z hodin na periferii [43].
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Obr.3: Molekuldarni mechanismus cirkadiannich hodin u savcit. Autoregulacni
zpétnovazebné transkripcné-translacni smycky. Schéma pozitivnich a negativnich
regulaci exprese hodinovych geniui. Produkty hodinovych genii Per a Cry tvori
heterodimery, které se translokuji do jadra a zpétné inhibuji transkripci viastnich
i dalSich hodinovych genii. Heterodimer proteinii BMALI a CLOCK, ktery seda
na E-box promotoru genii, ma aktivacni funkci. Proteiny jsou fosforylovany a
degradovany v cytoplazmé pomoci proteazomii. Dalsimi produkty hodinovych
genii jsou receptory ROR a REV-ERB, které aktivuji (ROR) ¢i potlacuji (REV-
ERB) expresi genu Bmall. Prevzato a upraveno z [5].

1.2.3.1 Period geny

Period geny a jejich proteinové produkty tvoii negativni regulacni Cast
zpétnovazebnych smycek vysSe zminéného mechanismu. U savcl jsou znamy tii
homology Per genii - Perl, Per2, Per3. Mutace Perl a Per2 gent ovliviiuje délku
periody i1 udrZeni rytmicity [44].

Pro spravnou funk¢énost zpétnovazebnych smycek jsou exprese
jednotlivych hodinovych geni s ndslednymi hladinami danych mRNA vici sobé
vzajemné nastaveny na urcitou fazi (viz obr. €. 4 str. 19). V suprachiasmatickych
jadrech je exprese genu Per?2 nejvyssi uprostied svetlé ¢asti dne a nejnizsi béhem
noci [45].

Hladiny proteini jsou za hladinami mRNA opozdény o pfiblizné 6 hodin
[46] [29]. Nami sledovany protein PER2 (viz obr. €. 5 str. 20) mé tedy v
podminkach cyklu 12 h svétlo - 12 h tma (LD12:12) nejvyssi hladinu na zacatku

tmavé ¢asti dne.
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Obr.4: Schématické znazornéni oscilujicich hladin mRNA hlavnich hodinovych
genii v zdvislosti na case. Cas je zndzornén v hodindch, jako $kdla subjektivniho
dne (od usvitu k usvitu). Pod osou je cernym pruhem vyznacena tmava cast dne
(subjektivni noc) poukazujici na 12 hodin tmy a 12 hodin svétla. Hladiny mRNA
Rev-erba a Perl vrcholi brzy v subjektivnim dni, pozdéji ve sveétle fazi dne vrcholi
Per2, Cryl a v protifazi se stavi Bmall. Prevzato a upraveno z [46].

Per geny navic zastavaji funkci jako tzv. geny ¢asné odpovédi, jejichz
exprese (transkripce s naslednou translaci) je rychle indukovatelnd riiznymi
stimuly [47].

Na svém promotoru maji mista pro navazani transkripénich faktoru,
kterymi mohou byt cyklicky AMP responzivni element (CRE) vazajici pfislusny
fosforylovany protein (CREB), element teplotntho Soku (HSE) vazajici
transkripéni faktor teplotniho Soku 1 (HSF), sérum responzivni element (SRE) pro
vazbu sérum responzivniho faktoru (SRF) ¢i glukokortikoidni responzivni
element (GRE) vézajici glukokortikoidni receptor (GR). Modulace exprese Per
gend témito transkripénimi faktory (snimajici signaly) hraje dileZitou roli pfi

synchronizaci hodin [48].

19



Obr.5: Protein PER2. PER2 (Mus musculus) s barevné rozliSenymi strukturami
(Cervene alfa-helixy, zluteé beta-skladané listy, zelené smycky). Vytvoreno v
PyMOL verze 2.4.1. - Schrodinger (zdroj kodu - uniprot 3GDI).

1.2.4 Synchronizace cirkadidnniho systému

Jak jiz bylo zminéno, centralni hodiny tvofi cirkadidnni oscilace, které jsou
udrzovany 1 bez vnéjSich podnétl - tzv. volny b&h. Aby vsak nedochézelo k
predbihani ¢i zpozdéni fazi rytmd vici sobé, je nutnd pravidelna synchronizace
endogenni periody cirkadiannich hodin organismu (t) s vné¢j$i periodou solarniho
dne (T). Setizeni probiha nejen na irovni SCN s okolnim prostfedim, ale 1 mezi
oscilatory navzajem. Je tim zarufena spravna funkce hodinového systému,
potazmo celého metabolismu. Hlavnim synchronizatorem (tzv. Zeitgeber) SCN je

svétlo.

1.2.4.1 Synchronizace oscilatori

svétlo. Signal o svétle je zachycen na sitnici (retin€) oka retinadlnimi fotoreceptory
- svétlocivnymi gangliovymi bunikami ipRGCs ("intrinsically photosensitive
retinal ganglion cells") [50]. Tyto bunky tvofi fotopigment melanopsin, ktery
absorbuje fotony (podobné jako dal§i opsiny fotoreceptort) a diky kterému je

informace zachovana 1 v ptipad¢ absence tyCinek a ¢ipka [51].
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Nasledny ptenos informace do VISCN je zajistén axony gangliovych
bunék, tvoficich retinohypothalamicky a genikulohypothalamicky trakt (schéma
drah viz obr. €. 6 str. 21).

Sitnice //-' GHT

RHT e

s \/stupni drahy svételné povahy
"""" Vstupni drahy nesvételné povahy Raphe-HT
e w \/ystupni drahy

Obr.6: Vstupni a vystupni drahy SCN. Jednou z hlavnich drah privadeéjicich
signal o svetle do vISCN je retinohypothalamicky trakt (RHT). Z nervovych
zakonceni této drahy se vylévaji neurotransmitery glutamat a PACAP
(hypofyzarni adenylatcyklazu aktivujici polypeptid), které aktivuji specifickou
signalni kaskadu vedouci k fosforylaci proteinu CREB [53]. Ten se ndsledné vaize
na specificky usek promotoru (CRE) genit Per, a tim indukuje jejich transkripci.
Nasledné zvysovani hladiny PER proteinit ma vliv na dynamiku zpétnovazebnych
smycek, a tim vyvolava posun fdze exprese hodinovych genii. Dalsi moznou
drdahou pro prenos informace o svétle je genikulohypothalamicky trakt (GHT),
ktery je z retiny neprimo veden skrze intergenikulatni listek thalamu (IGL) [56].
Na synapsich ve vISCN je uvoliiovanym medidatorem neuropeptid Y. V této draze
dochazi k integraci svételnych a nesvetelnych podnéti, které jsou do thalamu
privadeny z jinych casti mozku [57]. Z epifyzy a jader raphe (RN) prijimaji SCN
skrze serotonergni drahu podnéty nefotickych signalii (raphe-hypothalamicky
trakt Raphe-HT), jako je napriklad pohybova aktivita [60]. Hlavni vystupni drahy
z SCN sméruji k RN (informace o fazi cirkadiannich hodin a regulace stavu
bdélosti) a k epifyze, kde se produkuje melatonin. Drahy tvori vzdjemné smycky.
Prevzato a upraveno z [61].

Svételny signal neni jedinym synchronizatorem cirkadidnnich rytmi SCN.
Napftiklad v podminkéch stalého svétla (light-light cyklus - LL) mohou byt SCN
ovlivnény rytmickym reZimem piijmu potravy. Je zde napiiklad obnovena
exprese genti Bmall a Rev-erba [22]. Po néjakém cCase vSak vznikne
desynchronizace mezi jednotlivymi neurony (oscilatory) a ztrdtou vzajemné
rytmicity dojde k naruseni vystupnich rytma [62]. Pfesny mechanismus zatim

neni znam.
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Dale jsou SCN citlivd i na mnohé dal$i nesvételné podnéty [63]. Témi
mize byt pohybova aktivita [64] ¢i humoralni signdly. Napiiklad ptitomnosti
melatoninovych receptorii jsou SCN zpétné ovliviiovana melatoninem, jehoz
tvorba v epifyze je jadry rytmicky fizena [65]. Dale jsou zde pfitomné receptory i
pro leptin ¢i ghrelin [66] [67].

Ze suprachiasmatickych jader jsou vedeny vystupni nervové drahy
smérem k dalSim oblastem mozku a nasledn¢ do michy a perifernich organt. Zde
je dilezitym ptfepojovacim centrem paraventrikularni jadro hypothalamu (PVN).
Je tim zajiStovana synchronizace podfizenych oscilatori v celém organismu s

okolnimi podminkami [68].

M
Hypofyzéarni
hormony
Hormony

(Endokrinni)
ORGANY

Obr.7: Schéma zdkladnich cest vedoucich 7 SCN smérem k perifernim
organum. Hlavni vystup SCN vede pres paraventrikularni jadro hypothalamu
(PVN) do hypofyzy, cimz je zajisténa kontrola tvorby hormonii. Pres PVN je také
ovlivnéno dorzalni motorické jadro bloudivého nervu (DMV) ¢i preganglionické
neurony michy v intermediolaterdlnim sloupci paterni michy (IML). Prevzato a
upraveno z [68].

Kromé SCN jsou v organismu 1 jiz zminéné periferni oscilatory, které se
nachazeji v mnoha tkéanich, jimiZ mohou byt jatra, stfeva, slinivka ¢i Zaludek.
Periferni hodiny nejsou pfimo ovlivnéné svétlem, nebot’ zde neni pfimé spojeni s
retinou. Jsou vSak synchronizovany rytmickymi multisynaptickymi drahami z
SCN. Tyto drahy jsou zprostiedkovany autonomnim nervovym systémem i

signaly humoralni povahy [69]. Hlavnim synchronizatorem v téchto drahéach jsou
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glukokortikoidy. Z SCN mifi signaly do PVN (jiz zminéné drahy v 1.2.4.1), odkud
jsou dale ptenaseny do jader sympatiku a parasympatiku. Naslednd sympaticka
inervace diené nadledvin zptsobi vyliti zminénych glukokortikoida. Po jejich
navazani na piislusné receptory (GR), s néslednou vazbou na usek (GRE)
promotoru Per gend, je spusténa transkripce ptislusnych genti s fazi endogennich
oscilaci [70].

Krome¢ signalizace od SCN mohou byt periferni hodiny synchronizovany
1 Casem dostupnosti potravy. V pfipad¢, ze je potrava zpfistupnéna jen v
omezeném ¢asovém intervalu béhem dne, hovoiime o rezimu "restricted feeding"
(RF). V tuto dobu dochazi ke zvyseni aktivity organismu a pfijem potravy se tak
stdva hlavnim Zeitgeberem pro sefizeni perifernich oscilatori. Touto
synchronizaci dochézi k posunu fazi exprese hodinovych gent, a to az o 12 hodin,
zatimco exprese danych genii v SCN zistava nezménéna. Diky vyraznému posunu
fazi tak vznikéa desynchronizace rytmt v SCN a v periferii [71].

Dalsi roli v synchronizaci perifernich hodin maji 1 rytmické zmény v
télesné teploté. I tyto rytmy jsou kontrolované SCN a mediatorem téchto
synchronizaci je faktor teplotniho Soku (HSF1). Pfi zvySeni teploty je faktor
aktivovan fosforylaci, ¢imz je umoznéna vazba do promotoru hodinovych Per

gent (isek HSE) a dochazi k transkripei [72].

1.2.4.2 Vyvoj a synchronizace fetalnich SCN

Hlavni pacemaker cirkadiannich rytmt se u mysi vyviji pfedev§im od
dvanactého do patnictého dne prenatalniho obdobi (E12 - E15), tedy pozdé&ji v
embryonalni fazi (bfezost u mysi trva asi 20 dni) [73]. Vyvoj rytml v expresi
hodinovych gentl je detekovatelny jiz v E17, a to rytmickou expresi Perl, av§ak
nejsou pozorovany hladiny proteind hodinovych genii, kromé BMALI1 [74]. Tyto
rytmy jsou shodné s rytmy matefskych SCN. JelikoZ neni umoZnéno pfimé spojeni
se svételnym signalem, fetdlni SCN jsou synchronizovana matetskou signalizaci
skrze rytmické nesvételné podnéty. Jednou z moznych signaliza¢nich molekul
muze byt naptiklad melatonin, ktery prochazi placentou a jehoZ receptory jsou
pfitomné na fetdlnich SCN. Pfesny mechanismus neni znam, ale rytmicka
pritomnost melatoninu ve fetdlnich SCN poukazuje na moznou synchronizacni
funkci, protoze féta melatonin nejsou schopna tvofit [74]. Dal§i moznosti s
opacnou fazi signalizace muze byt dopaminergni systém. V zavislosti na zvySeni
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neuronové aktivity SCN béhem dne jsou aktivovany receptory pro dopamin, ktery
mize pusobit jako synchroniza¢ni signal [75]. Nedavno bylo prokazano, Ze se
mateiské synchronizace fetalnich SCN mohou ucastnit také glukokortikoidni
hormony [70].

Fotosenzitivnost SCN se vyviji postupné béhem postnatalniho vyvoje [71].
Svételnd synchronizace tedy zcela nahrazuje matetskou signalizaci az kolem

osmého dne po narozeni [72].

1.2.5 Transgenni organismus - PER2::LUC mys

Geneticky modifikovany organismus (transgenni organismus) ma
pozménény genom lidskym zésahem. Jednda se o cilené vneseni useku
rekombinantni DNA do genetické informace organismu.

V naSem ptipad¢ jsme vyuzili my$ s vnesenym genem pro luciferasu, ktery
je pfitomen u svétlusky. Vznika tak reportér cirkadianni genové exprese v redlném
Case, kterym lze sledovat dynamiku cirkadianné regulovanych proteint (v nasem
pripad¢ PER2) [73]. Sekvence kdédujici enzym luciferasu je fizovana s 3' koncem
genu Per2. Nasledna exprese tohoto fizniho genu je fizena promotorem Per2, coz
umoznuje sledovat tvorbu fuzniho proteinu PER2::LUC, potazmo proteinu PER2
[73].

Luciferasa je enzym, ktery s vhodnym substratem vede k produkci svétla
k tzv. bioluminiscenci. Mechanismus reakce, kterd je luciferasou katalyzovana,

spo¢ivé v oxidaci luciferinu za p¥itomnosti molekularniho kysliku, ATP a Mg**,

HO O/O
HO s. N Jucif HO s N +AMP
N S > Mg™", U N s +H20

HO S N_ 20
> / + C02
\O: /> < f +hv
N S

Obr.8: Mechanismus reakce oxidace luciferinu. Za pritomnosti horecnatych
iontu, kysliku a ATP je schopen enzym luciferasa oxidovat luciferin (pigment
emitujici energii v podobé svétla). Reakce je vedena pres reaktivni intermedidt
(skrze excitovany stav), ktery se rozpada za uvolnéni CO: a fotonu (hv).
Mechanismus nakreslen v ChemDraw 18.1.
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2

Cil prace

Cilem prace bylo zaznamenat dynamiku degradace proteinu PER2 v redlném cCase

a jeji farmakologické ovlivnéni ve vzorcich tkani obsahujicich cirkadidnni hodiny

s vyuzitim geneticky modifikovaného mysiho modelu mPer2*,

Jednotlivé dil¢i kroky:

monitorovani degradace proteinu PER2 v readlném case pomoci méfeni
bioluminiscence v organotypickych explantitech obsahujicich a)
suprachiasmaticka jadra dospélych jedinctli, b) suprachiasmaticka jadra féti
a placenty odebrané v embryonélnim dni 17

porovnani degradacnich kiivek pro PER2 protein u dospélych a fetalnich
suprachiasmatickych jader a placent

porovnani vlivu selektivniho inhibitoru GSK3p (CHIR-99021) na dynamiku
degradace proteinu PER2 ve vSech sledovanych tkanich

porovnani vlivu nespecifického inhibitoru GSK3p (LiCl) na dynamiku

degradace proteinu PER2 ve vSech sledovanych tkanich
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3

Material a metody

3.1 Pouzité pristroje a programy

Analytické vahy

Box s laminarnim proudénim

Heater - suchy ohtivac, termoblok

Inkubétor pro lumicycle

Inkubétor pro uchovani vzorka

LumiCycle

Magnetick4 michacka

Mechanicky sekacek

Mikroskop

Mraznicka

pH metr
Pipetové plnidlo s Cerpadlem

Vibratom

Vodni lazen

ChemDraw
LumiCycle Analysis
Microsoft Excel
Prism

PyMOL

KERN, ABJ 220-NM
Safe Flow 1.2 - Biohazard box, Bioair

Cube dry bath, Cleaver Scientific Ltd, EL-01

Binder KB 115
Incubator BD 53, WTB Binder

LumiCycle 32 color, Actimetrics

ARED heating magnetic stirrer high power,

VELP Scientifica

FMI Gmbh D-64342 Seeheim/Ober-
Beerbach, (chopper)

Mikroskop NIB-100, Novel optics
Ultra low temperature freezer, KM-
DU73Y1, Panasonic

VWR pHenomenal, pH 1100L
Hirschmann Pipetus standard
Vibratom Leica VT 12008, Leica
Biosystems Nussloch GmbH
Termostat, Grant, GD 120

verze 18.1., PerkinElmer
Actimetric

verze 16.50, Microsoft
verze 7, GraphPad
Molecular Graphics System, verze 2.4.1.,

Schrodinger, LLC
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3.2 Pouzité chemikalie a jiny material

B27
cykloheximid
ddH>O
DMEM
DMSO
DPBS
ethanol

FBS

glukosa
glutamax

HEPES

hydrogenuhli¢itan sodny

hydroxid sodny

CHIR

chlorid lithny

chlorid sodny

kyselina chlorovodikova
luciferin
Penicillin-Streptomycin

RNase-free water

B-27™ Supplement (50x), Gibco (USA)
Cycloheximide C4859, Sigma-Aldrich (USA)
destilovana deionizovana voda, WATEK (CR)
DMEM D5030, Sigma-Aldrich (USA)

Dimethyl sulfoxide D2650, Sigma-Aldrich (USA)
DPBS D8537, Sigma-Aldrich (USA)

Ethanol 96% p.a., 64-17-5, Penta (CR)

Fetal Bovine serum F9665, Sigma-Aldrich (USA)
D-(+)-Glucose, G-6152, Sigma-Aldrich (USA)
GlutaMAX™ Supplement (100x), Gibco (USA)
N-(2-Hydroxyethyl)piperazine-N'-(2-
ethanesulfonic acid), HEPES H0887, Sigma-
Aldrich (USA)

Sodium bicarbonate S8761, 7,5% roztok, Sigma-
Aldrich (USA)

Sodium hydroxide S5881, Sigma-Aldrich (USA)
CHIR 99021, SML1046, Sigma-Aldrich (USA)
Lithium chloride L9650, Sigma-Aldrich (USA)
Chlorid sodny p.a., 7647-14-5, Penta (CR)
Hydrochloric acid 35% g.r., Lach-ner (CR)
Luciferin V8921, Promega (USA)

Pen-Strep P0781, Sigma-Aldrich (USA)
ultracista voda bez ribonukleasy, 160032064,
QIAGEN GmbH (Némecko)
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3.3 Seznam roztoku a médii

HBSS medium

"Air medium"

medium s luciferinem

(explantaty SCN)

medium s luciferinem

(explantaty placent)

500 ml fosfatovy pufr ,,Dulbecco's phosphate
buffered saline" - DPBS, 5 ml 1M HEPES roztok,
2,5 ml 7,5% roztok hydrogenuhli¢itanu sodného

10 ml 1M HEPES roztok, 8,3 g pevné médium pro
bunécné kultury tzv. DMEM (z anglického
,Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium"), 10 ml
komer¢ni roztok antibiotik penicillinu a
streptomycinu, 4,7 ml 7,5% roztok

hydrogenuhlic¢itanu sodného, 4,5 g glukosa

47,95 ml Air medium, 1 ml B27, 0,5 ml roztoku
Glutamax, 0,3 ml 16,6 mM roztok luciferinu,

0,25 ml 5,36 M roztok chloridu sodného
41,2 ml Air medium, 0,5 ml Glutamax, 0,5 ml B27,

0,3 ml 16,6 mM luciferinu, 7,5 ml fetalni hovézi

sérum FBS (z anglického ,.fetal bovine serum")
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3.4 Metody

Mysi, vyuzité pro tuto praci, byly chovany v podminkach LD (12 hodin
svétlo : 12 hodin tma) s volnym pfistupem k jidlu a kontrolovanou teplotou.

Vsechny popsané pouzité nadoby, ndastroje 1 pracovni plochy, byly
udrzovany sterilni po celou dobu prace. Laboratorni sklo bylo autokldvovano a
neustale byl vyuzivan 70% ethanol, pro dezinfekci ploch, nastrojt a rukavic.

Ptipravy roztokd, médii a dalsi nize popsané ikony (mimo piiprav tkadn¢)
byly provadény v laminarnim boxu (flowbox), ktery filtraci vzduchu zajistuje

sterilni prostredi.

3.4.1 Priprava explantatu - Feza tkané

Pro ptipravu explantati byl vyuzivan Vibratom, pomoci kterého byly
mozky pravé usmrcenych mysi nafezany na 250um fezy. Tento stroj vyuziva
posuvnou, jemnég vibrujici, ostrou tenkou Ziletku, aby byl fez tkdni co nejrovné;si
a tkan byla co nejméné rozrusena. Po celou dobu (od smrti zvifete, ptes fezani na
vibratomu az k findlnimu zisku ¢asti fezu obsahujici SCN) byly tkdn¢ uchovéavany
v chlazeném (pfedem pfipraveném) médiu tzv. HBSS z anglického ,,Hank's
balanced salt solution" (smés pufrit vhodnych pfi pfipravé explantatl), a to v
Petriho miskach na ledu.

Slozky média HBSS pro uchovavani fezané tkan¢, byly odméfeny do
uzaviratelné lahve, ve které bylo nasledné upraveno pH tohoto roztoku (za pouZiti
klasické sklenéné elektrody a roztoki 1M kyseliny chlorovodikové a 1M
hydroxidu sodného), a to na hodnotu pH 7,2. Roztok byl poté ponechdvan v
lednici.

V piipadé€ velmi mékkych tkéni, jakymi jsou nami pouzité placenty a ¢asti
fetalnich mozk, byl vyuzit misto Vibratomu mechanicky sekacek "chopper".

Ze zminénych fezi byly nasledné vyfiznuty (kouskem Ziletky v klestich)
oblasti s cilenymi SCN ¢1 malé ¢asti matefske strany placenty (s Casti pfeménéné
délohy, tzv. decidua). Takto vyjmuté a pfipravené explantaty byly zkontrolovany
pod mikroskopem (zvétSeni 200%) a dany na pfipravené Petriho misky s médiem
luciferinu a s tkanovymi "inzerty" (mikropdérové desticky). Pokud nebyly
explantaty ihned dany k méfeni do pftistroje LumiCycle, byly ponechany v
inkubétoru pti 37°C.
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Obr.9: Ukiizky z pFipravy thin.
A: Rezy mysiho mozku v HBSS médiu (nadobka obklopena ledem) v procesu rezani
na Vibratomu.

B: Mysi fetus (E17) s placentou.

C: Mysi dospely mozek pripraven k rezani.

3.4.2 Priprava média s luciferinem

Pro ptipravu média s luciferinem byl nejdiive pfipraven podporujici
roztok, obsahujici aminokyseliny, vitaminy a antibiotika (vzduchem pufrované
zivné "Air" medium). Do velké sterilizované kadiny bylo ptevedeno asi 800 ml
ultra Cisté deionizované vody a za stdlého michani na magnetické michacce, byly
postupné pridany slozky tohoto roztoku. Roztok byl michan asi 10 minut, nez se
vSechny slozky tadné rozpustily a nasledné bylo upraveno pH na hodnotu 7,2
(opét vyuzitim sklenéné elektrody). Roztok byl pielit do litrového odmérného
valce, doplnén deionizovanou vodou na objem jednoho litru a byl filtrovan. Na
plastovou uzaviratelnou naddobu byla naSroubovdna podobnad shora oteviena
nadoba s filtrem (0,2 um pory) a s vypusti pro vakuové odsati, do které byl nami
pfipraveny roztok pielit. Po zapnuti odsavani a vytvofeni podtlaku, byl roztok
velmi rychle pfefiltrovan a tim sterilizovan. Takto pfipraveny roztok ("Air
medium") byl skladovan v lednici.

Média s luciferinem pro vzorky SCN a placent byly pfipraveny do
plastovych uzaviratelnych 50ml zkumavek a promichany kratkym intenzivnim
ttepanim v ruce. Pro placentarni vzorky bylo pfipravovano médium s malym
rozdilem ve slozeni. K zajisténi sterilizace roztokl byla vyuzita opét filtrace.

Na novou 50ml zkumavku byl ptilozen kruhovy filtr (0,22 pum poéry) se
Sroubovitym vystupem pro stfikacku. Stfikacka (bez vnitfniho pistu) byla

naSroubovéana na filtr a byl do ni pfeveden promichany roztok. Nasledné byl
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roztok stlaCen (zasunutim pistu) do zkumavky pod filtrem. Médium bylo

uchovavano taktéz pti 5 °C.

3.4.3 Priprava Petriho misek pro méfeni explantatu

Petriho misky (pramér 35 mm) s "inzerty" a s médiem obsahujici luciferin,
byly pfipravovany pro explantaty soubézn¢ s fezanim tkane.

Zkumavky s médiem byly piedehiivany asi 20 minut pied aplikaci ve
vodni l4zni o teploté 37 °C. Na vydezinfikované plose bylo do jednotlivych misek
odméfeno po 1 ml pfedem vyhtatého média s luciferinem. Krouzivym pohybem
byl roztok rozprostien po miskach a nasledné byly doprostfed pinzetou pokladany
"inzerty" (porovité desticky o pruméru 30 mm s velikosti port 0,4 um). Petriho
misky byly ptrikryty pfislusnymi vicky a uchovéany v inkubatoru (37 °C) do chvile,

nez byly pfipraveny a naneseny explantaty.

3.4.4 Méreni pomoci pristroje LumiCycle

Ptistroj LumiCycle umoziuje vysoce vykonnou luminometrii, tedy velmi
citlivé zaznamenani emitovanych fotonl z tkan¢, kterad je diky genu luciferasy
samozafiva. Nami pouzity typ pfistroje méti az 32 vzorkl najednou a vyuziva
Ctyfi fotonasobice, coz jsou vakuové trubice detekujici zareni. Pomoci fotoefektu
jsou pii dopadu fotoni na fotokatodu vyrdzeny elektrony, které jsou dale
urychlovany mezi fadou dynod (elektrickym napétim), ¢imz je postupné vyraZzen
vétsi pocet elektronli. Na konci trubice dopada zesileny proud elektront na anodu
a je tak detekovan signal. LumiCycle je po celou dobu chodu uchovavéan v
inkubatoru pti 37 °C.

Pted vlozenim Petriho misek s explantaty do LumiCycle, byla na misky
nalepena tenkd sterilni kruhovéd sklicka. Podél celého okraje sklicka byla
stfikackou nanesena vazelina, sklo bylo nalepeno na Petriho misku a vzorek byl
popsan (pfifazené Cislo a zkratka tkan€). Takto pfipravené vzorky byly vlozeny

do pfistroje.

3.4.5 Priprava roztoku inhibitora
Do 1ml plastovych mikrozkumavek byly pfipraveny roztoky inhibitorti a

jejich ptisluSnych srovnavacich roztokt. Pro inhibitor chlorid lithny byl pfipraven
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kontrolni roztok chloridu sodného a pro roztok inhibitoru CHIR (derivat
aminopyrimidinu) bylo kontrolou samotné rozpoustédlo dimethylsulfoxid
(DMSO).

Pro piipravu 10M roztoku chloridu lithného bylo navazeno 0,2140 g LiCl,
¢emuz odpovida objem roztoku 0,5048 ml. Do mikrozkumavky byla kvantitativné
pfevedena navazka, odméfen objem 505 pl ultra Cisté vody (bez ribonukleasy) a
ttepanim byla navazka rozpusténa.

Pro kontrolni 10M roztok chloridu sodného byla pfipravena navazka
0,5820 g této soli a byl uréen objem roztoku. Navazka byla kvantitativné
pfevedena do 1ml mikrozkumavky a rozpusSténa v 996 pl ultra ¢isté vody (bez
ribonukleasy).

Inhibitor CHIR byl jiz pfipraveny jako roztok (rozpusténo v DMSO) s
koncentraci 20 mM. Tento roztok byl uchovavan pii — 20 °C a pied pouzitim byl
vzdy 10 minut rozehtivan ve vodni lazni.

Dale byl ptipraven 142,2 mM (40 mg/ml) roztok nespecifického inhibitoru
translace cykloheximidu (CHX). Do mikrozkumavky bylo aplikovano 120 pl
DMSO a 80 pl zasobniho roztoku CHX o koncentraci 100 mg/ml. Tento roztok

byl taktéz skladovan v mraznicce.

3.4.6 Aplikace inhibitori a méreni degradace proteinu

Po asi 30 hodinach méfeni v pfistroji LumiCycle, ve chvili, kdy byla
hladina méfeného proteinu nejvyssi (nejvétsi amplituda v zobrazovanych
sinusoidnich kfivkach) byly aplikovany inhibitory. Pouzivany byly pouze ty
vzorky, které mély méfitelné vysokou luminiscenci sinusoidniho tvaru. Pokud
byla naméfend hodnota svitivosti velmi mala ¢i vykazovala plochy tvar méfené
ktivky, vzorek byl vyjmut a zlikvidovan z divodu nizké viability vzorku.

Me¢éieni bylo pozastaveno a vybrané vzorky vyjmuty z LumiCycle. V
lamindrnim boxu byly pfipraveny roztoky inhibitorli, nastroje a termoblok,
vyhtaty na 45 °C. Z misek byla opatrné odlepena popsana sklicka. Inzert s
explantatem byl pinzetou vyjmut a poloZen na sterilni Petriho misku, lezici na
termobloku. Do Petriho misek s médiem byl odméten vzdy 1 pl pfipraveného
roztoku CHX (pro vyslednou koncentraci 142,2 uM (0,04 mg/ml)) a zaroveii 1 pl

vybraného inhibitoru ¢i kontrolniho roztoku. K ¢asti vzorkl byl tedy ptidan 1 pl
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10M chloridu lithného (pro kone¢nou koncentraci 10 mM), k dalsi ¢asti 1 ul 10M
chloridu sodného (vysledna koncentrace taktéz 10 mM), dale 1 ul 20mM roztoku
CHIR (o vysledné koncentraci 20 uM) ¢i 1 ul DMSO. Po aplikaci inhibitoru bylo
miskou mirné¢ zato¢eno pro promichani média, byl vracen pfisluSny inzert s
explantatem a miska opét zaviena danym sklickem.

Po naneseni inhibitorti do vSech misek byly vzorky vraceny k méfeni v
LumiCycle. Okamzité byl znatelny zacinajici pokles signalu, tedy nami cilena

klesajici kiivka.

3.4.7 Odmyvani inhibitoru

Nasledujici den, po asi 15 hodinéch, byly inhibitory odstranény promytim
inzertl s explantaty a néslednou zménou média. Pfedem bylo ve vodni 14zni
(37 °C) ptedehrato luciferinové medium a DPBS pufr. Do Sestijamkové plastové
kultiva¢ni desti¢ky bylo aplikovano po 1 ml DPBS pufru do kazdé jamky (kruhové
jamky o priméru 35 mm).

Vzorky byly vyjmuty z pfistroje, nasledn¢ byla odejmuta sklicka s
vazelinou a inzerty s explantaty byly po tiech dany do Sestijamkovych destic¢ek.
Ve vyhtatém pufru byly ponechdny po dobu 5 minut, a to dvakrat za sebou. Po
uplynuti prvnich péti minut byly pfeneseny do zbyvajicich tfech jamek (s ¢istym
vyhtatym pufrem) a opét ponechany odmyti 5 minut. Mezitim bylo odméteno do
novych Petriho misek po 1 ml vyhtatého média, kam byly nasledné ptfeneseny
promyté inzerty s tkanémi.

Takto promyté vzorky s obnovenou translaci byly bud’ ddle méfeny (pro
dikaz odmyti inhibitort1), nebo ponechany v inkubatoru pii 37 °C a vyuzity

pozdéji k jinym ucelim.

3.4.8 Statisticka analyza

Luminiscen¢éni kiivky zaznamenané pfistrojem LumiCycle byly
zpracovany v programech LumiCycle Analysis a Prism (verze 7, GraphPad). Pro
srovnani vlivu inhibice GSK3p na rychlost degradace PER2, byl pouzit usek
luminiscen¢niho signdlu zacinajici maximalni hladinou PER2 a trvajici piesné
12h od podani cykloheximidu a zastaveni translace. BEhem této doby doslo k

exponencialnimu poklesu PER2. Pro kvantifikaci rychlosti poklesu byla vyuzita
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nelinearni regrese implementovana v programu Prism 7 - nejprve byla data v
kazdé skupin¢ normalizovédna, poté do nich byla metodou nejmensich ctverct
vlozena  jednofazova  kiivka  exponencialniho  rozpadu  (rovnice:
y= (o —ADe ¥+ 21, kde K je degradacni konstanta, y, pocate¢ni hladina
PER?2 a x je ¢as). Vypocitana byla primérna degradacni konstanta K a pomoci F
testu bylo srovnano K po aplikaci inhibitoru GSK3p (CHIR nebo LiCl) a po
aplikaci negativni kontroly (DMSO nebo NaCl).

34



4

Vysledky

4.1 Méreni degradac¢nich krivek proteinu PER2

Vyuzitim transgennich ,,knockin“ mysi, které maji gen Per2 sfuzovany s
genem [uciferasy, bylo umoznéno sledovani degradace proteinu PER2 v realném
case. Bunkami tvofena luciferasa katalyzuje pfeménu luciferinu pfitomného v
pouzitém médiu za vzniku svétla (viz schématicka rovnice na obr. €. 8 str. 24),
které bylo méteno fotondsobici v pristroji LumiCycle. Mnozstvi svétla je pak
piimo tmémné hladiné PER2 proteinu, regulované cirkadiannimi hodinami v
analyzované tkani.

Koncentrace luciferinu, v nami pfipravovaném médiu pro méieni mnozstvi
proteinu, byla 99,6 uM. Vyuzivany byly SCN dospélych jedinct, fetdlni SCN a
placenty s &asti pfeménéné matetské délohy. Rezy pro dosp&lé SCN byly 250 um
silné a 500 pum silné v piipad¢ fetalnich SCN a placent.

Ptipravené tkanové explantaty byly na mikroporéznich inzertech dany do
Petriho misek s 1 ml média. Pro zjisténi momentalni faze hladiny proteinu PER2,
byly vzorky méteny v piistroji LumiCycle po dobu dvaceti az tficeti hodin. Ve
chvili, kdy byla vysledovdna maximalni hladina proteinu, byly ke vzorkim
pfidany inhibitory pro nasledné sledovani degradacnich kiivek. Ke vSem
explantatiim byl pfidavan nespecificky inhibitor translace cykloheximid, a déle
pak byly k jednotlivym skupindm vzorki pfidavany inhibitory ovliviiujici GSK3[3
¢1 jejich srovnavaci roztoky negativnich kontrol (roztok chloridu lithného, roztok
CHIR, chlorid sodny, DMSO). Kone¢né koncentrace inhibitorti a kontrol v
méteném mililitru média byly 10mM pro chlorid lithny a chlorid sodny, 20uM
pro CHIR a 40 pg/ml pro cykloheximid. Po inhibici translace doslo béhem 8-10h
k exponencidlnimu poklesu hladiny PER2.

Po ustileni minimalni hodnoty hladiny proteinu, byly vybrané vzorky
promyty pufrem a dany do nového média, ¢imz bylo zaru¢eno odstranéni
inhibitort. Na obr. ¢. 10 str. 36 je ukazka ucinku aplikace a nasledného odmyti

samotného cykloheximidu na hladinu PER2 v ¢ase.
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dospélé SCN, aplikace CHX a jeho odmyti
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Obr.10: Aplikace a nasledné odmyti cykloheximidu ma viliv na hladinu PER2
méienou v case. Cerna Sipka — aplikace inibitoru translace cykloheximidu. Bila
Sipka — odmyti cykloheximidu.

Po nameéteni dostateného poctu vzorki byly kiivky zpracovany v

programech LumiCycle Analysis a Prism tak, aby byla ur€ena rychlost degradace
PER2. Vysledné grafy viz obr. €. 11 str. 36.

A fetalni SCN CHIR B fetdIni SCN LiCl
100
— — DMSO . — NaCl
IS S )
S — CHIR 1 — LiCl
< =
[ [
° S
S 50 5
- z
By P=0,0107 g
2 2
7 2
< <
o 4 8 12
Cas (h)
C dospéla SCN CHIR D dospéla SCN Licl
100 100
g — DMSO g — NaCl
S — CHIR > — LiCl
£ £
&3 [
s s
Q (=%
= 50 = 50
8 8
> >
2 P =0,0061 2 P <0,0001
N <
0+ T Y Y 0 :
0 4 8 12 0 4 s 12
Cas (h) Cas (h)
E placenta CHIR F placenta LiCl
100
— — DMSO —~ — NaCl
& S
< — CHR =1 — Licl
£ £
GJ I3
° S
S 50 2
c c
g 8
2 P=0,7516 3
7 2
< <
o 5 10 15

Obr.11: Grafy vyslednych degradacnich kiivek v realném case. Normalizované
krivky degradace proteinu PER2, sledované u fetalnich SCN, dospélych SCN a
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placent. Intenzita mérené luminiscence je primo umérnd mnozstvi proteinu.
Casova osa (v hodindch) ukazuje redlny cas, po ktery probihala degradace
proteinu PER2. V ¢ase nula byl nanesen inhibitor translace s inhibitorem GSK3
i kontrolou (pocatek degradace) a bylo zapocato méreni. Kontrolni reakce jsou
vyznaceny modrymi kiivkami. Cervené kiivky oznacuji dynamiku degradace, kdy
byly do média pridany inhibitory GSK3p. Ve vSech grafech jsou zndzornény
chybové usecky.

A: Normalizované degradacni krivky proteinu PER2 u E17 fétalnich SCN.
Cervend kiivka znazorrnuje dynamiku degradace za pritomnosti inhibitoru CHIR,
modra kiivka je kiivkou kontrolni. V kontrolni reakci je pouzito DMSO misto
inhibitoru CHIR.

B: Normalizované degradacni krivky proteinu PER2 u E17 fétalnich SCN.
Cervend kiivka zndzorriuje reakci piii pouziti inhibitoru chloridu lithného, modra
krivka kontrolni reakci s chloridem sodnym.

C: Normalizované degradacni kiivky proteinu PER2 v SCN dospélych
Jedincii. Cervend kivka znaci degradaci za pouZiti inhibitoru CHIR, modra kiivka
je kontrolni reakci s pouZitim DMSO.

D: Normalizované degradacni krivky proteinu PER2 v SCN dospélych
jedincii. Cervend kiivka zobrazuje degradaci pii pouZiti inhibitoru chloridu
lithného, modra pak kontrolni reakci s chloridem sodnym.

E: Normalizované degradacni krivky proteinu PER2 v explantdtu
placenty. Cervend kifivka zndzoriuje reakci za pouziti inhibitoru CHIR, modrd
kirivka zobrazuje kontrolni reakci s pouzitim DMSO misto inhibitoru.

F: Normalizované degradacni kiivky proteinu PER2 v explantdtu
placenty. Cervend kiivka znact pouZiti chloridu lithného a modra ki'ivka kontrolni
reakci s pouzitim chloridu sodného.

Vsechny kiivky maji vyznacené i chybové usecky, které oznacuji velikost stredni
chyby primeéru (SEM) - F test P <0,05.

Statistickym srovnanim degradacnich konstant byly ziskany tyto vysledné
hodnoty:
pro fetalni SCN: Kpmso = 0,553 + 0,019 h', Kenr = 0,430 + 0,028 h'!,
P =0,0107, ti2 omso) = 1,252 h, ti2 crr) = 1,610 h, Knaci = 0,487 + 0,028 h'!,
Krici = 0,354 £ 0,021 h'', P = 0,0002, ti/2 vacty = 1,422 h, ti2 wicyy = 1,958 h
pro dospélé SCN: Kpmso = 0,526 = 0,013 h!, Kcur = 0,449 + 0,017 h'!,
P =0,0061, ti2 omsoy = 1,317 h, ti2 cury = 1,541 h, Knaci = 0,412 £ 0,018 h'!,
Krici = 0,779 £ 0,061 h', P < 0,0001, ti2 acty = 1,682 h, ti2 wicy = 0,889 h
pro placenty: Kpmso = 0,258 = 0,031 h!, Kenr = 0,244 + 0,032 h'!', P =0,7516,
t1/2 (Ms0) = 2,686 h, ti2 (cHir) = 2,835 h, Knact = 0,262 + 0,043 h™!, Krici = 0,255 +
0,022 h'', P = 0,8748, ti/2 (Nacty = 2,646 h, ti2 iy = 2,715 h.

Z vyslednych grafii a hodnot K je ziejmé, ze u fetalnich SCN (v obr. €. 11
str. 36 grafy A,B) nami pouZité specifické inhibitory CHIR a chlorid lithny

fungovaly stejné, a to zpomalenim degradace proteinu PER2. U dospélych jedinct
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se v8ak jejich funkce 1isi. Zatimco CHIR opét degradaci zpomaluje, chlorid lithny
reakci velmi povzbuzuje a degradace ma rychly spad.

U placent jsou bohuzel vysledky nesignifikantni, mozna z divodu velké
variability mezi jednotlivymi explantaty, nelze tedy s jistotou urcit, zda inhibice
GSK3[ mé néjaky vliv na stabilitu PER2 v této tkani.

Vysledky experimentll tedy prokazaly, ze inhibitor CHIR zpomaluje
degradaci proteinu PER2 ve fetalnich i dospélych SCN, zatimco u LiCl byl efekt
zéavisly na stupni vyvoje SCN a u dospélych SCN vyvoléaval opacnou reakci nez u

fétalnich SCN.
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5

Diskuze

V uvodu této prace je struéné naznaceno, jak komplexni je téma tykajici
se cirkadidnnich hodin a fizeni ¢asu v téle organismu. Zcela nepochybné by mohly
vyzkumy tohoto oboru pfinést objevy zatim nezjiSténych spojitosti a tim pomoci
v 1écbe stavil, spojenych s poruchou cirkadidnnich rytmii. Z tohoto divodu je
potieba hledat a nalézat mechanismy a latky,které je ovliviuji.

Naptiklad zménou dynamiky degradace cirkadianné tvotenych proteinti by
bylo mozné ovlivnit chod hlavniho oscilatoru - SCN - a tim pozménit vnitiné
vnimany cas organismu. Cilem této bakalaiské prace bylo sledovat a porovnat
vlivy dvou inhibitori glykogensyntasykinasy 3 izoformy 3 (GSK3). Prvnim je
selektivni inhibitor CHIR-99021 [28] a druhym nespecificky inhibitor LiCl [74].
Kinasa GSK3p je zodpovédna za fosforylaci proteinu PER2 vedouci k degradaci
tohoto proteinu [28]. Je tedy predpokladano, Zze pokud bude tato kinasa
inhibovana, nebude s béznou ucinnosti fosforylovat protein PER2 a tak bude jeho
hladina snizovana pomaleji (dynamika degradace bude zpomalovana).

V piipad¢ selektivniho inhibitoru CHIR-99021 byl tento pifedpoklad
potvrzen ve vSech pouzitych explantatech a prokdzala se tim funkcnost tohoto
inhibitoru. Jeho pfitomnost méla zpomalujici vliv na pokles hladiny proteinu
PER?2 (viz obr. €. 11 str. 36).

Vliv LiCl na degradaci proteinu PER2 byl odliSny od efektu CHIR-99021
a zavisel na tom, zda byl testovan u dospélych ¢i fetalnich SCN. U fetalnich SCN
LiCl degradaci zpomaluje stejné jako CHIR, zatimco u dospelych SCN ma LiCl
opacny efekt, a to rapidni zrychleni degradace PER2. Z grafu (D na obr. ¢. 11 str.
36) je ziejmy rychly a strmy pokles hladiny proteinu. Dfive bylo prokazano, Ze
CHIR a LiCl maji opacny efekt na délku periody hodin, kdy CHIR periodu
zkracuje a LiCl naopak prodluzuje [75], avSak vliv na stabilitu PER2 proteinu
nebyl zkouman. Protoze je LiCl nespecificky inhibitor [76], je pravdépodobné,
ze ovliviiuje fadu jinych pfitomnych enzymu a tim prokazuje odli$né pisobeni na
stabilitu PER2 proteinu.

U vzorkil placent se bohuzel nepodafilo prokazat vlivy Zadného z
testovanych inhibitori. V grafech je zifejma velkd variabilita v odpovédi.
Dlivodem miZe byt bud’ to, Ze tkan placenty je vice ndchylnd k ndhlym zménam

a také to, Ze pouzivané médium neni zcela vhodné pro placentarni tkan. Zména
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slozeni (¢i pomérit) pufrt a jednotlivych vyzivujicich slozek by mozna napomohla
k delsi zivotnosti explantatii. Velkou roli ale ziejmé hraje fakt, Ze placenta nema
stejné robustni cirkadianni hodiny, jako SCN. VétSina vzorkl placent vykazovala
proto velmi slabé oscilace (ploché s nizkymi amplitudami) a tudiz i degradac¢ni
ktivky vykazovaly velkou variabilitu. Navic, znacna ¢ast placentarnich explantatt
ztratila béhem experimentu zivotaschopnost.

Ve chvili, kdy byl pokles hladiny proteinu minimalni (po 12-15 hodinéach),
byly vzorky vyjmuty z méfeni a inhibitory byly odmyty. Viabilni explantaty by
po vyméné média by mély byt explantaty schopné opét vykazovat rytmicitu. To
vsak bylo zaznamenano jen v nékolika pfipadech. VétSina vzorkl jiz nebyla
ozivena ziejm¢ v disledku neopatrného zachdzeni (teplotni Soky ¢i kontaminace
bakteriemi). K experimentiim s inhibitory bylo pouzito asi 85 vzorki z celkovych
125, ale kiivky vhodné k vyhodnoceni byly ziskany z pouhych 23 vzorkd.

Vyznamnym vysledkem bakalarské prace bylo zjisténi, ze LiCl ovliviuje
stabilitu PER2 odliSnym mechanismem neZ specificky inhibitor GSK3, a tento
ucinek je navic zavisly na stupni vyvoje hodin v SCN. Bakalaiska prace tak
poskytla dilezité pilotni vysledky pro dal§i zkouméani mechanismii, jakymi post-
transla¢ni modifikace, a konkrétn€ aktivita GSK3f3, ovliviiuji hodiny v SCN a
dalsich tkanich.

Na tuto pilotni studii navaZe dalSi vyzkum s cilem potvrdit pozorované
efekty a zjistit mechanismy, které je zprosttedkovavaji. Zvlastni pozornost bude

vénovana moznosti zkoumani vlivu inhibitort 1 u hodin v placenté.
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Z.aveér

Metodou meéteni bioluminiscence byla zachycena dynamika degradace
proteinu PER2 v realném case v explantdtech cirkadidnnich hodin v
dospélych a fetalnich SCN a placenty.

Porovnavany byly ucinky inhibitort ovliviujicich GSK3, a to LiCl a CHIR-
99021.

Na zéklad¢ vysledki 1ze usoudit, ze CHIR degradaci PER2 proteinu mirné
zpomaluje, zatimco u chloridu lithného zalezi, zda jsou SCN jiz plné
vyvinutd (dospély jedinec) ¢i nikoli (fetus). U explantétii placenty nebyl vliv

inhibitord prokazatelny.
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