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Abstrakt

Modifikace mRNA m°A metylaci byla poprvé objevena v 70. letech minulého stoleti a sou¢asné
studie ukazuji jeji vyznam v fadé fyziologickych funkci. Jednim ze studovanych funkci m®A
metylace mRNA je jeji vliv na regulaci cirkadidnniho systému a hodinovych genti. Na m°A
metylaci se podileji m®A metylazy a metylace je zp&tn& odstranitelnd m°®A demetylazami.
Demetyldza ALKBHS5 vykazuje vyznam ve spermatogenezi, rakovin€, vyvoji mozku a
v klinické depresi. NaSe studie sledovala vliv inhibice ALKBHS v centralnim regulatoru
cirkadidnniho systému suprachiasmatickych jader v potkanech a v PER2::LUC mySich. Efekt
inhibice ALKBHS byl sledovan na expresi hodinovych genti Per2, Bmall, Nridl, a dale gena
Socs3, Stat3, Gfap a Fto.

Kli¢ova slova: cirkadianni systém, m®A metylace, ALKBHS, SCN, hodinové geny



Abstract

The modification of mRNA by m°A methylation was first discovered in the 1970s and current
studies show its role in various physiological processes. One of the studied functions of m®A
methylation is its role in regulation of the circadian system and clock genes. The m°A
methylation is catalysed by m®A methylases. This methylation can be reversed by m°A
demethylases. The demethylase ALKBHS plays a role in spermatogenesis, cancer, the brain
development and major depressive disorder. Here, we study the effect of ALKBHS inhibiton in
the central regulatory component of the circadian system, the suprachiasmatic nucleus of rats
and PER2::LUC mice. We studied what effect ALKBHS inhibition has on the expression of
clock genes Per2, Bmall, Nridl and also genes Socs3, Stat3, Gfap and Fto.

Keywords: circadian system, m®A methylation, ALKBH5, SCN, clock genes
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Seznam pouzitych zkratek

ALKBHS5 — o-ketoglutarat zavisla dioxygenaza alkB homolog, z angl. Sa-ketoglutarate-
dependent dioxygenase alkB homolog 5

ANOVA - analyza rozptylu (variance)

BMALI - mozkovy a svalovy protein podobny aryl uhlovodikovému jadernému
translokacnimu receptoru 1 (z angl. brain and muscle aryl hydrocarbon receptor nuclear

translocator-like protein 1)

CK1 &/ 6 —kasein kinazy 1 ¢/ &

CLOCK - z angl. circadian locomotor output cycles kaput
CLOCK/BMALI1 — heterodimer proteinit CLOCK a BMALI
CRY - z angl. cryptochrome

CT — cirkadianni Cas

ctrl siRNA — negativni kontrola siRNA

DAA - 3-deazaadenosin

E-box — z angl. enhancer box

FOXMI1 — z angl. forkhead box m1

FTO — protein souvisejici s tukovou hmotou a obezitou, z angl. fat-mass and obesity-associated

protein

GFAP - glidlni fibrilarni kysely protein

KIAA1429 — také VIRMA, z angl. vir like m°A methyltransferase associated

mSA — metylace N°-metyladenosinu

METTL3 — z angl. methyltransferase-like 3

METTL14 — z angl. methyltransferase-like 14

mRNA — mediatorova ribonukleotidova kyselina (z angl. messenger ribonucleic acid)

Nfil3 — nuklearni faktor regulovany interleukinem 3



Nrld1 —jaderny receptor rodiny 1, skupina D, ¢len 1, gen pro REV-ERB «a
PER — z angl. Period
PER/CRY — heterodimer proteinii PER a CRY

REV-ERB - sirot¢i jaderny receptor z reverzniho viru erythroblastozy (z angl. orphan nuclear

receptor from the reverse erythroblastosis virus)
RNA - ribonukleova kyselina (z angl. ribonucleic acid)

ROR - kyselin€ retinové ptibuzny sirotci receptor (z angl. retinoic acid receptor-related orphan

receptor)

RUNXITI — z angl. RUNX1 partner transcriptional co-repressor 1
SCN — suprachiasmaticka jadra (z angl. suprachiasmatic nuclei)
SOCS3 — z angl. suppressor of cytokine signaling 3

SRSF3 — sestfihovy faktor bohaty na arginin/serin 3

SRSF10 — sestfihovy faktor bohaty na arginin/serin 10

STAT3 — z angl. the signal transducer and activator of transcription 3
U20S - lidské buiiky derivované z osteosarkomu

WTAP — Wilmstv tumor 1 asociovany protein

YTH doména — YT521-B homologni doména

YTHDCI1 - z angl. YTH domain containing 1

YTHDC?2 — z angl. YTH domain containing 2

YTHDFI1 — z angl. human YTH domain family 1

YTHDF2 — z angl. human YTH domain family 2



1. UVOD

Cirkadidnni systém umozituje organismim pfizplisobit se svételnym podminkdm a
sttidani dne a noci. Ovliviiuje jak chovani, tak 1 metabolismus a fyziologické procesy. Tyto
vnitini hodiny jsou fizeny suprachiasmatickymi jadry v hypotalamu a jejich molekularni
mechanismus spo¢ivd v transkripénich zpétnovazebnych smyckach hodinovych gent.
Hodinové geny se nachdzi ve vSech bunkach téla. Cirkadianni systém lze také regulovat
transkripénimi a posttranskripénimi modifikacemi, véetné nedavno objevené m®A metylace
mRNA. Na m°A metylaci se podili metylizy METTL3 a METTL14 a metylace je zp&tné
odstraiiovana demetylazami FTO a ALKBHS. Piesny mechanismus vztahu mezi cirkadiannim
systémem a m°®A metylaci zatim neni plné objasnén. Tato price ma za cil zajistit, jaky ma
inhibice ALKBHS5 demetyldzy vliv na expresi hodinovych genli v suprachiasmatickych
jéadrech.



2. LITERARNI PREHLED

2. 1 Cirkadianni systém

Cirkadianni systém umoziiuje zivoCichim pfizpusobit své chovani a fyziologické
funkce cyklu stfidani dne a noci. Cirkadianni systém reguluje napft. spanek, t€lesnou teplotu,
metabolismus a sekreci hormoni. Cirkadianni cyklus trva pfiblizné 24 hodin, odtud pochazi
jeho nazev (,,circa diem* v prekladu z latiny znamena piiblizn¢ den). Organismus je schopen
udrzovat cirkadianni rytmus autonomné, ale k tomu, aby trval pfesné¢ 24 hodin je nutnd
synchronizace autonomnich rytma vnéjSimi vlivy, tzv. zeitgebery. Nejucinngjsi Zeitgeber je
svétlo, ale vliv ma naptiklad i ¢asovany piijem potravy (Dibner et al., 2010; Heyde & Oster,
2019). Za generovani a synchronizovani cirkadidnnich rytma v organismu jsou zodpovédna
SCN (suprachiasmatickd jadra) ve ventralnim hypotalamu (Moore, 2013; Rosenwasser &
Adler, 1986). SCN dokazi udrzovat periodickou neuronalni aktivitu i in vitro po dobu nékolika
tydnt (Bos & Mirmiran, 1990). SCN integruje Casovou informaci zeitgeberii s vlastni,
endogenni rytmicitou, ¢imz nastavuje cirkadianni periodu podle solarniho cyklu (Dibner et al.,
2010). Nervovymi a endokrinnimi drahami jsou nasledné synchronizovéany cirkadianni rytmy
v perifernich organech, jako jsou jatra, slinivka, ledviny, srdce a plice (Dibner et al., 2010; Yoo
et al., 2004). Na molekularni Grovni je ve vSech organech zajistén cirkadianni rytmus pomoci

rytmické exprese hodinovych gent (Cox & Takahashi, 2019).
2.1.1 Suprachiasmaticka jadra

SCN jsou centralni hodiny cirkadidanniho systému. Je to parova struktura, ktera se
nachazi v hypotalamu v oblasti nad optickym chiasmem a u potkana obsahuje na kazdé¢ strané
cca 10000 neuroni (Moore, 2013). D¢€li se na ventrolaterdlni jadro, které sekretuje
vazointestialni peptid a polypeptid uvoliiujici gastrin, a dorsomedialni plast, ktery sekretuje
arginin vasopresin (Moore, 1996, 2013). SCN integruje informace z aferentnich drah z retiny,
genikulohypotalamické drahy, serotonergni drdhy a raphe nucleus. Informace o svétle jsou
pfedavany z  fotosensitivnich  retindlnich  gangliovych  bun€k  glutamatergnim
retinohypotalamickym traktem do ventrolateralniho jadra SCN (Dibner et al., 2010; Moore &
Lenn, 1972). Ve ventrolateralnim jadru SCN je produkovan vazointestialni peptid, ktery
synchronizuje cirkadianni rytmus v celé strukture SCN (Herzog et al., 2017). Z SCN vychaze;ji
eferentni drahy do ostatnich oblasti mozku, zejména dalSich oblasti hypotalamu, jako je

paraventrikularni a dorsomediélni jadro, a Casové signaly jsou vedeny také do perifernich
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organi, jejichz cirkadidnni hodiny tak udrzuje synchronizované se solarnim cyklem (Dibner et

al., 2010; Obrazek 1).
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Obrazek 1: Schéma cirkadianniho systému
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Centralnim regulatorem cirkadianniho rytmu jsou suprachiasmaticka jadra (SCN) v hypotalamu. SCN
dostava foticke informace z retiny pres retinohypotalamicky trakt, a tim synchronizuje cirkadianni
rytmus s cyklem dne a noci. SCN naddle synchronizuje periferni cirkadianni hodiny v ostatnich
oblastech mozku a v perifernich organech jako jsou ledviny, jatra, srdce a plice. Prevzato a upraveno z

Kondratova & Kondratov, 2012.
2.1.2 Transkrip¢ni zpétnovazebné smycky

Kazda bunka téla obsahuje tzv. hodinové geny, které tvoifi molekularni podstatu
cirkadianniho systému (Cox & Takahashi, 2019). Jako prvni byl objeveny hodinovy gen Per
(Period), ktery vykazoval cirkadianni oscilaci v Drosophila melanogaster (Hardin et al., 1990).
Hodinové geny jsou periodicky exprimovany diky transkripéné-translaénim zpétnovazebnym

smyckam (Cox & Takahashi, 2019; Obrazek 2).

Hlavni smycka je generovana heterodimerem proteint BMALI (z angl. brain and
muscle aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like protein 1) a CLOCK (z angl.
circadian locomotor output cycles kaput). Tento heterodimer translokuje do jadra a diky své

basic helix-loop-helix domén¢ se vaze na DNA do oblasti E-box (z angl. enhancer box) gent



Peri/2/3 a Cryl/2 (Cryptochrome 1/2). Vazba komplexu CLOCK/BMALI1 vede k transkripci
Per a Cry, jejichz mnozstvi postupné ptibyva béhem dne a vecer tvofti heterodimer PER/CRY
(Cox & Takahashi, 2019). PER1 a PER3 jsou v cytoplasmé fosforylovany CK1 ¢/ & (kasein
kinazy 1 ¢ &) a PER2 je fosforylovan glykogen syntdza kinazou 3, tyto fosforylace vedou
k translokaci PER do jadra (Gallego & Virshup, 2007). V jadie se PER/CRY véze na
CLOCK/BMALI1 komplex, inhibuje jeho aktivitu, a tim dojde i k inhibici transkripce geni Per
a Cry (Cox & Takahashi, 2019; Michael et al., 2017). Na protein PER se vaze CK1 ¢/ §, coz
vede k jeho ubikvitinaci a degradaci v proteazomu (Gallego & Virshup, 2007). Protein CRY je
fosforylovdin AMP-aktivovanou protein kindzou a také degradovan (Lamia et al., 2009).
Mnozstvi proteini PER/CRY tedy klesne béhem noci a tim je ukoncena inhibice komplexu
CLOCK/BMALI a za¢ne novy cyklus transkripce. Tento proces trva cca 24 hodin (Cox &
Takahashi, 2019).

V druhé smycce se CLOCK/BMALIL véaze na geny Nridl/2 (nuklearni receptor
podrodiny 1 skupiny D clen 1/2), jejichz produkty jsou proteiny REV-ERBo/f (sirotéi jaderny
receptor z reverzniho viru erythroblast6zy), a dale na geny Rora/f/y (kyseliné retinové pribuzny
sirotci receptor) a aktivuje jejich transkripci (Cox & Takahashi, 2019). Proteiny ROR a
REV-ERB kompetuji o vazbu na genu Bmall v oblasti ROR-vazebného elementu a maji opacny
efekt na transkripci Bmall. Vazba ROR vede k aktivaci transkripce Bmal/l a REV-ERB vede
k jeji inhibici. Spole¢né tak zajiStuji cirkadianni oscilace BMALI proteinu a stabilizuji tim

cirkadianni hodiny (Preitner et al., 2002; Sato et al., 2004).

Cirkadianni hodiny jsou dale regulovany smyckou, ve kter¢ CLOCK/BMALI aktivuje
transkripci D element-vazebného proteinu a Nfil3 (nuklearni faktor, regulovany interleukinem
3). Tyto proteiny se vazou na D-box oblasti n€kterych hodinovych genli a reguluji jejich
transkripci (Ripperger & Schibler, 2006; Ueda et al., 2005). Hodinové geny reguluji expresi
tisice genl, nazyvanych hodinami kontrolované geny, které vykonavaji regulaci bunécnych

funkci v cirkadiannim rytmu (Bozek et al., 2009).



(P) s e -
Oo Kinazy
. CRY  per () CK158/e m \ O
e e - R @
R oo [\
CRY 0, /
PER

w.mmm

2. @ CLOCK  BMAL1
4 - Regulace
Pa é

Hodinami kontrolované geny buné&énych funkci

Bmal1

/\/

Rcv-Erba.Rou

Obrazek 2: Molekuldarni mechanismus cirkadidnnich hodin

V hlavni transkripcné translacni smycce figuruji proteiny BMALI a CLOCK, které tvori heterodimer a
vazou se na E-box genii Per a Cry. PER a CRY v cytoplasmé dimerizuji a po fosforylaci kinazami CK15/e
translokuji do jadra, kde inhibuji transkripci aktivovanou komplexem CLOCK/BMALI. Fosforylace
mohou mit riizné funkce, a vedou i k degradaci PER a CRY. Komplex CLOCK/BMALI prestane byt
inhibovan a smycka zacne znovu. Timto je zajisténa cirkadidnni oscilace hlavnich hodinovych genii.
V druhé smycce CLOCK/BMALI aktivuje expresi proteinit REV-ERB a ROR, které kompetuji o vazbu
na ROR-vazebny elementu genu Bmall. ROR aktivuje transkripci Bmall a REV-ERB ji inhibuje, coz
vede k cirkadianni oscilaci exprese Bmall a stabilizaci hlavni smycky. CLOCK/BMALI reguluji
transkripci hodinami kontrolovanych genii, které vykonavaji riizné bunécné funkce. Prevzato a upraveno

z Agostinelli et al., 2016.



2.2 m°A metylace mRNA

Modifikace mRNA jako jsou polyadenylovany 3’ konec a 5’ ¢epicka jsou znadmy jiz pies
50 let. Nejhojn&jsi modifikaci vnitini ¢asti mRNA je vak metylace N®-metyladenosinu neboli
metylace m®A (Roundtree et al., 2017a). Metylace mRNA byla objevena v 70. letech 20. stoleti
na mysSich fibroblastech (Perry & Kelley, 1974) hepatomovych buikach (Desrosiers et al.,
1974) a v HeLa bunkach (Wei et al., 1975). Ze vSech metylaci na polyadenylovaném konci
mRNA tvotila 50 % m®A metylace (Desrosiers et al., 1974; Wei et al., 1975). Tato mSA metylace
byla pozdéji potvrzena sekvenacnimi metodami (Dominissini et al., 2012; Liu et al., 2019;
Meyer et al., 2012). Metylace m°A se vyskytuje v eukaryotnich i prokaryotnich buiikdch (Deng
et al., 2015), byla objevena v riznych tkanich, se zvySenym vyskytem v jatrech, ledvinach a
mozku (Dominissini et al., 2012). Krom& mRNA se m°A metylace vyskytuje i v transferdzové
RNA, ribozomalni RNA, mikro RNA a dlouhé nekddujici RNA (Jiang et al., 2021). V ramci
mRNA se m°A metylace vyskytuje v konsensualni sekvenci RRACH (R = G nebo A; H=A, C

nebo U) (Dominissini et al., 2012) a pfevazuje na 3’ neptekladané oblasti a v blizkosti stop

kodont (Meyer et al., 2012).

Na regulaci m®A metylace se podileji tzv. ,writers® neboli metyltransferazy, které
metyluji RNA, ,.erasers* neboli demetylazy, které m®A metylaci odstratiuji a ,,readers* m°A
vazebné proteiny, které specificky rozpoznavaji m°®A metylaci a vykonavaji jeji funkci (Jiang
et al., 2021; Robinson et al., 2019; Obrazek 3). Metylace m°A posttranskripéné reguluje témét
vSechny faze metabolismu mRNA (Zhao et al., 2016). Ovliviiuje sestfih (Dominissini et al.,
2012), transport z jadra (Fustin et al., 2013; Zheng et al., 2013), translaci (Wang et al., 2015c),
stabilitu a degradaci mRNA (Wang et al., 2013). Proteiny zapojené v procesu m®A metylace
hraji roli napft. v obezité¢ (Dina et al., 2007), diabetes (Frayling et al., 2007), depresi (Guo et al.,
2024) i v nadorovych onemocnénich (Tang et al., 2020; Zhang et al., 2019).
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Obrizek 3: Metylace m®A a jeji role v metabolismu RNA

(A) Metylace m°A je regulovana tremi typy proteinii, tzv. , writers“ (m°A metyltransferdazy), ,, erasers
(m°A demetyldzy) a , readers* (m°A vazebné proteiny). Metyl transferdzovy komplex m°A zahrnuje
proteiny METTL3, METTLI14, WTAP a KIAA1429 a pridava m°A metylaci na RNA. Metylace je zpétné
odstranitelnd m°A demetylazami FTO a ALKBHS. Za funkci m°A metylace jsou zodpovédné m°A vazebné
proteiny YTHDF1/2/3 a YTHDC1/2.

(B) Metylace m6A reguluje riizné procesy metabolismu RNA. Reguluje sekundarni strukturu a maturaci
mRNA, jaderné upravy a transport, translaci a degradaci mRNA. Prevzato a upraveno z Robinson et

al., 2019.
2.2.1 Metyltransferazy

Metylace m°A je posttranskripéné provedena v jadfe v oblasti jadernych skvrn
komplexem m°A metyltransferaz (Liu et al., 2014). Jako prvni byla z HeLa bunék izolovana
metyltransferdiza METTL3 (z angl. methyltransferase-like 3) (Bokar et al., 1997), kterd
vykazuje funkci v embryonalnim vyvoji, kdy m°A metylace je nezbytna k piechodu
embryonalnich kmenovych bunék z jejich pluripotentniho stavu k diferenciaci do specifickych
bunéénych typi (Aguilo et al., 2015; Geula et al., 2015). Metyltransferaza METTL3 tvofi
heterodimer s metyltransferaizou METTL14 (z angl. methyltransferase-like 14), ktera je
nezbytnd pro jeji aktivaci. Vazba METTL14 zptsobi konformaéni zménu v aktivnim misté

METTL3 a tim umozni vazbu RNA a donoru metylové skupiny S-adenosyl metioninu (Liu et



al., 2014; Wang et al., 2016). Soucasti komplexu je i protein WTAP (Wilmstv tumor 1
asociovany protein), ktery je zodpovédny za jeho lokalizaci do jadernych skvrn. Tyto tii
proteiny tvoii katalytické jadro m®A metyltransferazového komplexu (Liu et al., 2014; Ping et
al., 2014;0Obrazek 4). Dalsi soucasti komplexu je protein KIAA1429 (také VIRMA, z angl. vir
like m®A methyltransferase associated), ktery navadi cely komplex k specifickému mistu na
mRNA pro jeho metylaci na 3’oblasti a v blizkosti stop kodonti (Liu et al., 2018). Tento
komplex ptevazné metyluje geny, které se ucastni transkripce a uprav RNA. Piimo se podili na
alternativnim sestfihu a miize zajiStovat, ze vétSina mRNA genii, na kterou se komplex vaze,

ma vice isoforem (Ping et al., 2014).

A
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Obrdzek 4: Metyltransferdzovy komplex a proces m°A metylace

Metyltransferdazovy komplex je tvoren proteiny METTL3, METTL14 a WTAP. Metyltransferaza METTL3
dimerizuje s METTL14 a tato vazba zpiisobi konformacni zménu v aktivaim misté METTL3 a umozni
vazbu donoru metylové skupiny S-adenosyl metioninu (SAM). METTL3 ndsledné metyluje adenosin
v konsensudalni sekvenci mRNA RRACH (R = G nebo A; H = A, C nebo U) a vytvori tim m*A metylovanou
mRNA. Z demetylovaného SAM se nasledné stane S-adenosylhomocystein (SAH). Komplex je
lokalizovan do oblasti jadernych skvrn diky proteinu WTAP. Prevzato z Ping et al., 2014.

2.2.2 Demetylazy

Proces m®A metylace je reverzibilni a na odstranéni metylace se podili demetyldzy.
Prvni objevena demetylaza m°A je FTO (protein souvisejici s tukovou hmotou a obezitou, z
angl. fat-mass and obesity-associated protein), ktera katalyzuje oxidativni demetylaci m®A na
mRNA v jadie (Jia et al., 2011). FTO byla jiz diive znama jako rizikovy faktor pro obezitu a
byly nalezeny jednonukleotidové polymorfismy genu Fzo spojené s obezitou u déti i dospélych

(Dina et al., 2007; Scuteri et al., 2007). FTO je déle spojena a diabetem typu 2, coz je ziejme
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dospélych pacientd, kteti maji ob¢ rizikové alely, bylo pozorovano 1,38nasobn¢ vyssi riziko
nadmérné hmotnosti a 1,67ndsobn¢ vyssi riziko obezity (Frayling et al., 2007). FTO je vysoce
exprimovana v hypotalamu v paraventrikularnim, dorzomedialnim, ventromedidlnim jadru a
v nucleus arcuatus, coz jsou oblast dilezité pro regulaci energetického metabolismu (Gerken
et al., 2007). Mnozstvi Fto mRNA je navic regulovano potravou, u mysich, které hladovély po
48 hodin, pokleslo mnozstvi Ffo mRNA v nucleus arcuatus o 60 % (Gerken et al., 2007). FTO
ma také vliv na adipogenezi, a inhibice FTO vede k potlaceni diferenciace bun¢k na adipocyty.
Vliv  FTO na tuto diferenciaci miize byt vysvétlen regulaci alternativniho sestfihu
transkripéniho faktoru RUNXI1T1 (z angl. RUNX1 partner transcriptional co-repressor 1), ktery
je spojeny s adipogenezi. Metylace m®A v exonu genu pro RUNX1T1 reguluje, zda bude dany
exon zahrnuty v maturované mRNA (Zhao et al., 2014). FTO také reguluje dopaminovou
transmisi. Je totiz exprimovéana v dopaminergnich neuronech ve stfednim mozku mysi a jeji
inhibice vede k snizené autoininhibici dopaminovych receptort typu 2 a 3 (Hess et al., 2013).
Tato regulace by tak mohla vysvétlovat spojitost variant Ffo s poruchou pozornosti

s hyperaktivitou (Choudhry et al., 2013).

Dalsi objevenou m®A demetylazou je ALKBHS (o-ketoglutarat zavisla dioxygenaza
alkB homolog, zangl. 5a-ketoglutarate-dependent dioxygenase alkB homolog 5), ktera
demetyluje mRNA in vitro i in vivo ajeji inhibice vede k zvySeni celkové m°A metylace mRNA
v HeLa bunkach (Zheng et al., 2013). Autofi Zheng et al. (2013) dale ukézali, ze ALKBHS mé
vliv na mys$i spermatogenezi a na stabilitu mRNA a jeji export z jadra. Inhibice ALKBHS vedla
k zrychleni exportu mRNA z jadra a delece ALKBHS vedla k destabilizaci celkové mRNA.
ALKBHS je vysoce exprimovand v primarnich spermatocytech v mysich varlatech a mysi
s deleci Alkbh5 méli sniZzeny pocet spermii a morfologicky abnormalni spermie. Dalsi studie
ukazala, Ze demetylaza ALKBHS by mohla mit funkci ve vyvoji mozku, jelikoZ je vysoce
exprimovana béhem embryonalniho vyvoje mozku a spolu s vyvojem mozku se jeji mnozstvi
postupné snizuje (Du et al., 2020). Tato prace dale zkoumala lokalizaci exprese AlkbhS5.
Demetylaza ALKBHS byla u dospélych mysi exprimovéana ve vSech oblastech mozku, hlavné
v oblastech ¢ichového laloku a v mozecku. V mozkové kiife a v hipokampu byla ALKBHS

exprimovana téméf vyhradné v neuronech, a to pfevazné v jadre.

ALKBHS se ukazuje byt dulezity faktor u onkologickych nemoci. Jeji role vSak neni
pIn¢€ objasnéna a efekt se lisi u riznych typti nddorovych onemocnéni, ALKBHS mitize mit

tumor supresorovy i onkogenni efekt (Wang et al., 2020). U nadori Zaludku byla ukazana
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zvysena exprese ALKBHS a jeji inhibice vedla k sniZzeni metastdze nadorovych bun¢k (Zhang
et al., 2019). Zvysena exprese ALKBHS byla ukdzana také u bunék glioblastomu. ALKBHS
podporuje expresi transkripéniho faktoru FOXM1 (z angl. forkhead box ml) (Zhang et al.,
2017), ktery podporuje expresi a aktivaci STAT3 (z angl. the signal transducer and activator of
transcription 3), a tim pfispiva k proliferaci glioblastomovych kmenovych bunék (Gong et al.,
2015). U pacienti s karcinomem pankreatu byla vysoka exprese ALKBHS spojena s vys$si Sanci
na preziti pacientil (Cho et al., 2018). Naopak inhibice ALKBHS vedla k zvySeni proliferace a
migrace bun¢k adenokarcinomu (Tang et al., 2020). Vyssi exprese ALKBHS také korelovala
s del§i dobou pteziti pacientii s osteosarkomem, s potlacenim riistu nadoru diky potlaceni
bunécné proliferace a zvysené apoptoze (Yang et al., 2022). Autoii studie piisli s hypotézou, ze
tento mechanismus spociva v potlaceni signalni drahy STAT3. ALKBHS demetyluje mRNA
genu Socs3 (z angl. suppressor of cytokine signaling 3; Yang et al., 2022), ktery negativné
reguluje STAT3 (Nicholson et al., 2000). Metylovana mRNA Socs3 je rozpoznavana Y THDF2
(z angl. human YTH domain family 2) m®A asociovanym proteinem, ktery podporuje degradaci
SOCS3. Odstranéni m°A metylace na mRNA Socs3 diky ALKBHS5 demetylaze tedy vede
k stabilizaci této mRNA a k potlaceni STAT3 signalni drdhy proteinem SOCS3 (Yang et al.,
2022).

2.2.3 m°A vazebné proteiny

Proteiny zodpové&dné za vykonani funkci m®A metylace se nazyvaji ,readers”. Tyto
proteiny se vazou na m®A modifikovanou mRNA a reguluji ji bud’ ptimo vazbou specifickych
RNA-vazebnych proteind, anebo nepiimo, kdy dany ,,reader” zplisobi zménu v sekundérni
struktufe metylované mRNA, a tim umozZni nasednuti RNA-vazebnych proteinii na mRNA
(Zhao et al., 2016). Tyto proteiny obsahuji YTH (YT521-B homologni) vazebnou doménu,
kterd obsahuje hydrofobni kapsu se zbytky tryptofanu a leucinu rozpoznévajici metylovou
skupinu m°A v konsensus sekvenci mRNA (Theler et al., 2014; Xu et al., 2014). Cytosomalni
translace a podporuje iniciaci translace m®A metylované mRNA (Wang et al., 2015¢). Naopak
protein YTHDF2 podporuje lokalizaci m®A metylované mRNA do oblasti k degradaci a
vyfazeni YTHDF2 vede k prodlouzeni Zivotnosti m®A metylované mRNA (Wang et al., 2013).
YTHDF1 a YTHDF2 vykazuji vazbu na spole¢nou skupinu m®A metylované mRNA, YTHDF1
se vSak vaze dfive nez YTHDF2 (Wang et al., 2015¢). Kooperace YTHDF1 a YTHDF2 by
mohla mit funkei pro synchronizaci a rychlou translaci a degradaci m®A metylovanych mRNA
v procesech jako jsou bunécéna diferenciace (Zhao et al., 2016). Funkce téchto dvou proteint je
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dale regulovana tretim cytosolickym proteinem YTHDF3 (z angl. human YTH domain family
protein 3), ktery se spolu s YTHDF1 vaze na mA mRNA a podporuje translaci mRNA (Shi et
al., 2017). Snizeni exprese YTHDF3 vede k sniZeni vazebné specifity YTHDF1 a YTHDF2
k jejich cilovym mRNA, YTHDEF3 by tedy mohl piispivat k jejich vazebné specifité (Shi et al.,
2017). Protein YTHDC?2 (z angl. YTH domain containing 2) je vysoce exprimovan v mySich
varlatech, mozku a slezin¢ a podili se na spermatogenezi. Mysi s deleci genu Ythdc?2 jsou
infertilni. YTHDC?2 se ziejmé podili na ispéSnym priabehu meidzy v gametach, vaze se na geny

spojené s meidzou a je upregulovany v pocatecnich fazich meidzy (Hsu et al., 2017).

V jadie se nachazi m®A vazebny protein YTHDC1 (z angl. YTH domain containing 1),
ktery reguluje sestfih pre-mRNA. YTHDCI1 kompetitivné vaze sestfihové faktory SRSF3
(sestfthovy faktor bohaty na arginin/serin 3) a SRSF10 (sestfihovy faktor bohaty na
arginin/serin 10). Spolu se sesifihovym faktorem SRSF3 se YTHDCI podili na inkluzi exonu.
Vazba SRSF10 k pre-mRNA vede naopak k pfeskoCeni exonu a tomu YTHDCI zabraiiuje
blokovanim vazby SRSF10 na pre-mRNA (Xiao et al., 2016). YTHDCI1 se podili také na
exportu mRNA z jadra, inhibice YTHDC1 vede k zvy$eni mnozstvi jaderné m°*A mRNA, a

naopak jeji sniZzeni v cytoplasmé (Roundtree et al., 2017b).
2.3 Vztah m°A metylace a cirkadidnniho systému

Transkripéni 1 posttranskripéni modifikace hraji dilezitou roli v regulaci cirkadianniho
systému. Z ~ 9 % cirkadianné fizenych gent v jatrech (Akhtar et al., 2002) je pouze ~ 22 %
tfizeno de novo transkripci (Koike et al., 2012). Bylo ukazano, Ze hodinové geny a kindzy CK 19
obsahuji oblasti pro m°A metylaci (Fustin et al., 2013, 2018). Vztah mezi m°A metylaci a

cirkadiannim systémem zatim neni plné objasnén.

Zvyseni exprese m°A metylazy METTL3 vede ke zkraceni cirkadidnni periody, a
naopak inhibice METTL3 pomoci siRNA zplisobuje prodlouZeni cirkadianni periody a vede
k zpozdéni procesu Uprav Per2, Bmall a Clock transkriptii a k jejich opozdénému transportu z
jadra (Barajas et al., 2022; Fustin et al., 2013). Pfesny mechanismus vlivu m®A metylace na
délku cirkadianni periody neni znamy. Gibo a Kurosawa (2020) ve své teoretické studii
uvazovali dva mozné mechanismy. Vychézeli z faktu, Ze m®A metylace podporuje destabilizaci
a degradaci mRNA (Wang et al., 2013) a inhibice m®A metylace vede k stabilizaci mRNA,
véetnd mRNA hodinovych genti (Fustin et al., 2013). Inhibice m®A metylace by tedy mohla
prodlouzit cirkadianni periodu stabilizaci mRNA hodinovych genii jako jsou Per a Cry anebo

stabilizaci mRNA kinazy CK 10 (Gibo & Kurosawa, 2020). Transkript kindzy CK16 na svém 3'
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konci nepiekladané oblasti vykazuje nejvyraznéjsi maximum mC®A metylace v porovnani
s ostatnimi reguldtory cirkadidnni periody. Inhibice m®A metylace zpiisobuje zvy$eni mnozstvi
CK139 proteint a prodlouzeni cirkadianni periody (Fustin et al., 2018), v ptfedchozich studiich
byla vSak prodlouzena perioda zpusobena naopak inhibici CK16 kinazy (Etchegaray et al.,
2009; Lee et al., 2009). Autofi Fustin et al. (2018) ve své studii poprvé identifikovali dvé
isoformy CK196, které¢ se podileji na fosforylacich odliSnych mist proteinu PER2, ktery je
vyznamny pro regulaci cirkadianni periody (Wilkins et al., 2007). CK161 ptevazuje v SCN,
podporuje rozpad PER2 a jeji zvySena exprese vede ke zkraceni cirkadianni periody. Naopak
CK182 prevazuje v jatrech, stabilizuje PER2 a jeji zvySend exprese cirkadianni periodu
prodluzuje. Specificka inhibice CK 162 kinazy vede ke zkracené periodé (Fustin et al., 2018).
Mechanismus prodlouzeni periody v disledku zvysené exprese CK162 by mohl spocivat
v aktivaci rychlost limitujici reakce fosforylace PER2. Vypocetni modely ukazaly, Ze tato
aktivace prodluzuje cirkadianni periodu, naopak aktivace jinych fosforyla¢nich procest periodu
zkracuje (Fustin et al., 2018; Gibo & Kurosawa, 2020). Na prodlouZeni periody pfi inhibici
m°A metylace se mohou podilet také hodinové geny, jejichz mRNA jsou v disledku inhibice
m®A metylace stabilizovany (Fustin et al., 2013; Gibo & Kurosawa, 2020). Toto bylo potvrzeno
vypocetnimi modely s tim, ze k prodlouZeni periody pfispiva stabilizace zejména Perl, Per2, a
Cryl. Po inhibici m®A metylace vykazuje kfivka cirkadianni periody méné sinusoidni charakter,
coz odpovida prodlouzeni periody v disledku zvySené exprese CK1062. Nelze vsak vyloucit, ze

se na prodlouzené period¢ podili i stabilizace hodinovych genli (Gibo & Kurosawa, 2020).

Zatimco inhibice metylazy METTL3 vede k prodlouzené period¢ (Fustin et al., 2013),
inhibice demetylazy FTO nevedla ke zkraceni periody, ale také k jejimu prodlouzeni. To znaci,
interaguje s proteiny CRY1 a CRY2 a zvySena exprese FTO potlacuje transkripci gent
aktivovanou CLOCK/BMALT komplexem (Wang et al., 2015a).

Cirkadignni systém je tedy ovlivnén m®A metylaci, plati v8ak i opaény vztah. Metylace
m°A a hladiny proteini METTL14, ALKBHS, FTO a YTHDF2 vykazuji cirkadidnni rytmus
(Wang et al., 2015b; Zhong et al., 2018). Vytazeni genti pro CRY 1 a CRY2 vede ke ztraté téchto
rytmi a k celkovému snizeni mnoZstvi m®A metylace (Wang et al., 2015b). Delece Bmall
v jatrech vede k zvySeni exprese METTL3, METTL 14, YTHDF2 a ALKBHS a ke zvy$eni m®A
metylace (Zhong et al., 2018).
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3. CILE PRACE

Cilem diplomové prace bylo zjistit vyznam demetylazy ALKBHS pro funkci SCN.
Experimentalné jsme testovali vliv inhibice m®A demetylazy ALKBHS5 pomoci ALKBHS5
siRNA na expresi hodinovych genti Per2, Nridl a Bmall a nehodinovych genii Stat3, Socs3 a
Gfap v prubéhu 24 hodin v SCN potkant. Ze vzorkli odebiranych kazdé 4 hodiny byla
izolovana RNA, a mnozstvi mRNA jednotlivych gend bylo méfeno pomoci kvantitativni
polymerazové fetézové reakce RT-PCR. Dalsim cilem bylo zjistit vliv inhibice m®A demetylazy
ALKBHS pomoci ALKBHS5 siRNA na expresi genu Per2 v SCN PER2::LUC mySsi pomoci

LumiCycle luminometru.
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4. MATERIAL A METODY

4.1 Laboratorni zvirata

Pro experimenty byli pouziti potkani kmene Wistar a transgenni PER2::LUC mysi.
Zvitata byla chovédna ve svételném rezimu 12 hodin svétla nasledovanych 12 hodinami tmy

(LD12%12) a pii teploté 23 + 2 °C s ptistupem k vod¢ a potravé ad libitum.
4.2 Primarni kultury SCN

Laboratorni zvifata byla ve staii péti dnti eutanizovana dekapitaci. Nasledn¢ z nich byly
vyjmuty oblasti hypotalamu obsahujici SCN. Buniky byly extrahovany pomoci mechanické a
enzymatické disociace trypsinem dle publikovanych metod (Svobodova et al., 2018; Watanabe
et al., 1993). Na zacatku experimentu byly pfipraveny 4 roztoky ve falkonkéach. Falkonka M
obsahujici 12 ml média M199 a 300 ul penicilinu, falkonka T s 9 ml GBSS (Gey’s Balanced
Salt Solution) a falkonka 10/10 s 7 ml EBSS (Earle's Balanced Salt Solution) a 50 ul FBS. Do
falkonky 1/1 byl nasledné& napipetovan 1 ml z falkonky 10/10 a dale pfidano 7 ml EBSS, 80 pl
trypsin inhibitoru, 200 pul DNéazy. Tkan byla po vyjmuti ze zvifat vloZzena do falkonky s
roztokem M a vlozena do ledu. Po poklesnuti veSkeré tkan¢ na dno, byl odsdn supernatant a
pfidany 2 ml roztoku T, tento krok byl zopakovan 3-4krat. Tkan byla nasledné ptendana do
zbytku roztoku T, ve kterém bylo pfed tim rozpuSténo 5 mg trypsinu. Falkonka s tkani byla
nasledné promichavéana po dobu 20 minut na tfepacce v inkubatoru. Poté byla falkonka sto¢ena

v centrifuze vychlazené na 4° C po dobu 1 minuty na 1100 rpm.

Nasledovala mechanicka disociace. Po odsati supernatantu byl pfidan 1 ml z 1/1.
Mikropipetou byl opakované nasdvan a vypoustén roztok o sténu falkonky, nejprve 1000ml
mikropipetou a nasledn€¢ 200ml mikropipetou. Poté byly pfidany 3 ml roztoku 1/1. Falkonka
byla stocena v centrifuze po dobu 5 minut pti 4° C a 1100 rpm, odsén supernatant a pfidan 1 ml
Neurobasal média. Buiiky byly v spocitdny v Biirkerové komiirce. Byl pfidan Neurobasal a
10 % kotiského séra, tak aby mohly byt buiiky vysazeny v hustoté 3000 bun&k/mm? na kryci
skli¢ka potazena 0,01% roztokem poly-L-lyzinu v 24-jamkové desti¢ce (pro vzorky z potkantt)
nebo 35mm Petriho misce (pro vzorky z PER2::LUC mysi). Nésledné byla bunécna kultura
pestovana v mediu Neurobasal s 2% suplementem B27, 0,5 mM L-glutaminu, 100 U/mL
penicilinu a 100 pg/mL streptomycinu. Medium bylo vyménovano kazdé tfi dny a bunky byly

udrzovany v teploté 37 °C s 5 % COz ve vzduchu a saturované vlhkosti.
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4.3 AlkbhS siRNA experimenty

Po pétidenni kultivaci byla provedena transfekce primarni bunééné kultury s AlkbhS
siRNA (s154910, Thermo Fisher Scientific) nebo s ctrl siRNA (negativni kontrola siRNA, kat.
¢. AM4611, Thermo Fisher Scientific) pomoci transfekéniho ¢inidla lipofektaminu RNAIMAX
v OptiMEM médiu. Transfekce byla provedena dle instrukci vyrobce (5 pmol siRNA na kazdou
jamku v 24-jamkové desticce, 10 pmol siRNA na kazdou Petriho misku). Po 48 hodinach od
transfekce bylo médium vyménéno za synchroniza¢ni médium s dexametazonem (1uM). Po 1

hodin¢ bylo médium vyménéno za nové kompletni Neurobasal médium.
4.4 Izolace RNA a RT-qPCR

Vzorky z bun&énych kultur ziskanych z SCN potkanti byly odebirany kazdé 4 hodiny
(CTO az CT24). Celkova RNA byla extrahovana pomoci RNA izola¢niho kitu (NucleoSpin
RNA XS, Macherey-Nagel a RNeasy micro kit, Qiagen), izolace byla provedena podle navodu
od vyrobce. Nasledné bylo mnozstvi RNA zméfeno na pfistroji NanoDrop (Thermo Fisher
Scientific) a vzorky byly nafedény tak, aby mély stejnou koncentraci RNA. RNA byla poté
piepsana do c¢cDNA pomoci High-Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied
Biosystems, Waltham, MA, USA).

Vzorky ¢cDNA byly amplifikovany v 20 pL PCR reak¢ni smési obsahujici 5x HOT
FIREPol®Probe qPCR Mix Plus (Baria, Praha, Ceské republika) a TagMan assay (Applied
Biosystems). Mnozstvi exprese gent AlkbhS, Fto, Per2, NriD1, Bmall, Gapdh, Ppia Gfap,
Socs3 a Stat3 bylo méteno kvantitativni polymerazovou fetézovou reakci RT-PCR za pomoci
pre-developed TagMan®assays (Alkbh5: Rn01750503 m1, Thermo Fisher Scientific, Fto:
Rn01538186_ml,  Per2: Rn01427704 ml, NriDI: Rn01460662 ml, Bmall:
Rn00577590 _m1, Gapdh: Rn01775763 g1, Ppia: Rn00690933 ml, Gfap: Rn01253033 ml,
Socs3: Rn01470502 g1, Stat3: Rn00680715 m1, Applied Biosystems,). VSechny qPCR reakce
byly provedeny v tripletech v nastroji LightCycler 480 (Roche Life Science, Indianapolis, IN,
Spojené Staty). Stfedni hodnota crossing pointu (Cp) obdrzeného z qPCR byla normalizovana
na uroven pruméru housekeeping genit Ppia a Gapdh a pouzita pro analyzu relativni genové

exprese pomoci 24T metody (Livak & Schmittgen, 2001).
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4.5 Nahravani bioluminiscence

Primarni bunécéné kultury izolované z SCN PER2::LUC transgennich mysi byly
nasazeny na kryci sklicka uvnitf 35mm Petriho misek. Po pétidenni kultivaci byly bunky
transfekovany s AlkbhS siRNA nebo s ctrl siRNA po dobu 48 hodin. Poté byly synchronizovany
s 1uM dexametazonem po dobu 1 hodiny. Médium bylo nahrazeno za nahravaci médium
skladajiciho se z Neurobasalu, 2% B27 suplementu, 2% GlutaMAX suplementu, 100 U/mL
penicilinu, 100 pg/mL streptomycinu, 25mM HEPES a 0,1mM luciferinu. Misky byly utésnény
a umistény do LumiCycle luminometru (Actimetrics, Evanston, IL, USA), kde byla
monitorovana exprese Per2. Perioda a amplituda rytmu Per2 byly analyzovany pomoci

LumiCycle Analysis Softwaru (Actimetrics).
4.6 Statisticka analyza

Ke statistické analyze byl pouzit program GraphPad Prism verze 8. Rytmy hodinovych
genl byly vyhodnoceny kosinorovou analyzou podle nasledujici rovnice s konstantni vinovou

délkou o 24 hodinéch:
Y =mesor + (amplituda*cos (2* p *(X - akrofaze) / vinova délka)

Tato analyza popisuje vlastnosti cirkadidnniho rytmu a proklada sinusoidu danymi body na
grafu. Cirkadidnni rytmus lze charakterizovat amplitudou, coz je polovina rozdilu nejvyssiho a
mesorem, coz je sttedni hodnota rytmu (Obrazek 5). Hodnota P udavé pravdépodobnost, ze
dany vysledek by mohl byt zapti¢inény ndhodou, tedy pravdépodobnost tzv. nulové hypotézy.
Pokud byla hodnota P <0,05, byl rytmus exprese hodinovych genl potvrzen. V opacném
ptipadé byl jako alternativni hypotéza pouZzit model horizontalni ptimky. Pro porovnani mesoru,
amplitudy a akrofdze mezi Alkbh5 siRNA a ctrl siRNA byl pouzit neparovy oboustranny t test,

pro vyhodnoceni variance mezi skupinami byla pouzita dvoucestna ANOVA.
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Promé&nna Y

Proménna Y

Cirkadidnni £as (CT) Cirkadidnni €as (CT)

Obrazek 5: Viastnosti cirkadianniho rytmu a srovnani dvou rytmii

(A) Sinusoidni zobrazeni cirkadianniho rytmu pomoci kosinorovy analyzy., Amplituda — o je polovina

v

kdy rytmus dosahuje nejvyssi hodnoty.

(B) Srovnani parametrii dvou cirkadiannich rytmii. o — rozdil amplitud ¢; — rozdil akrofazi. Prevzato a

upraveno z Parsons et al., 2020.
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5. VYSLEDKY

5.1 Vliv AlkbhS siRNA na expresi genti v SCN potkana

5.1.1 Hodinovy gen Per2

Kosinorovou analyzou byl potvrzen rytmus v expresi genu Per2 (Obrazek 6A) pro
skupinu transfekovanou Alkbh5 siRNA (P <0,0001), pro skupinu transfekovanou ctrl siRNA se
rytmus nepotvrdil (P = 0,1144). Dvoucestnda ANOVA neprokézala signifikantni rozdil mezi
skupinami (P = 0,0566, F (1, 40) = 3,853; Tabulka 1). Vzhledem k tomu, Ze jeden ze
srovnavanych expresnich profilii nebyl rytmicky, lze srovnavat pouze hodnotu mesoru mezi
obéma skupinami, nikoliv amplitudu a akrofazi. Neparovy t test prokéazal signifikantni rozdil v

hodnotach mesoru mezi obéma skupinami (P = 0,0066; Obrazek 6B).

A Per2 B
Per2 mesor
1.0+ 0
§ 0.8 g o 0.5
[ [72] - *%
S ,edi o % ! o =
3 06" T = 0.6- L
\E ~2
E 0.4' | % 0_4_
& 0.2+ Alkbh5 siRNA E 0.2-
m- ctrl siRNA )
0.0- T T T T T T 0.0 I T
0 4 8 12 16 20 24 ctrl  AlKbhS
CT (h) siRNA siRNA

Obrazek 6: Vliv Alkbh5 siRNA na expresi genu Per2 v SCN potkana a porovndni pritméru mesoru u
skupin Alkbh5 siRNA a kontrolni siRNA.

CT — cirkadianni ¢as v hodindch, ctrl siRNA — negativni kontrola siRNA

(A) RT-gPCR profil exprese genu Per2 v burnkdach SCN transfekovanych ctrl siRNA (Sedé) a AlkbhS
SiRNA (modre). Rytmus exprese byl analyzovany kosinorovou analyzou, pro skupinu Alkbh5 siRNA bylo
P <0,0001, pro skupinu ctrl siRNA bylo P = 0,1144. Prerusovand cara znaci, ze analyza nezavrhla
nulovou hypotézu — horizontalni primku. Jednotlivé body znazornuji priumér 3-4 hodnot £ SEM.

(B) Priomerna hodnota mesoru u obou skupin byla zjisténa kosinorovou analyzou a nasledné porovnana
nepdrovym t testem. Rozdil mezi skupinami byl signifikantni s P = 0,0066. Hodnoty jsou uvedeny jako

prumeér relativni exprese + SD.
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5.1.2 Hodinovy gen Bmall

Rytmické exprese genu Bmall byla potvrzena kosinorovou analyzou u skupiny Alkbh5
siRNA (P =0,0002) i u ctrl siRNA (P =0,0002). Rozdil mezi skupinami prokazala dvoucestna
ANOVA jako signifikantni (P = 0,0023, F (1, 39) = 10,67; Obrazek 7; Tabulka 1). Neparovy t
test prokazal signifikantni rozdil u mesoru mezi skupinami (P = 0,0007; Obrazek 8A). Rozdil

nebyl signifikantni u amplitudy (P = 0,0932; Obréazek 8B) ani u akrofaze (P = 0,1990; Obrazek
8C).

0.4% Alkbh5 siRNA
0.2 - ctrl siRNA

Relativni exprese

0-QI I I 1 I I I
0 4 8 12 16 20 24

CT (h)

Obrazek 7: Viiv Alkbh5 siRNA na expresi genu Bmall v SCN potkana

CT - cirkadianni cas v hodinach, ctrl siRNA — negativni kontrola siRNA

RT-qPCR profil exprese genu Bmall v burikach SCN transfekovanych ctrl siRNA (Sedé) a Alkbh5 siRNA
(modre). Rytmus exprese byl analyzovany kosinorovou analyzou, pro skupinu Alkbh5 siRNA bylo
P <0,0002, pro skupinu ctrl siRNA bylo P = 0,0002. Jednotlivée body zndazornuji primér
3-4 hodnot = SEM.
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Obrazek 8: Porovnani priuméru mesoru, amplitudy a akrofize skupin Alkbh5 siRNA a ctrl sSiRNA u
genu Bmall

CT — cirkadianni cas v hodinach, ctrl siRNA — negativni kontrola siRNA

(A) Priomerna hodnota mesoru u obou skupin byla zjistena kosinorovou analyzou a nasledné porovndna
nepdrovym t testem. Rozdil mezi skupinami byl signifikantni s P = 0,0007. Hodnoty jsou uvedeny jako
primeér relativni exprese £ SD.

(B) Primérna hodnota amplitudy u obou skupin byla zjisténa kosinorovou analyzou a ndsledné
porovnana nepdrovym t testem. Rozdil mezi skupinami nebyl signifikantni, P = 0,0932. Hodnoty jsou
uvedeny jako primeér relativni exprese = SD.

(C) Prumérna hodnota akrofdaze u obou skupin byla zjisténa kosinorovou analyzou a nasledné
porovndana nepdrovym t testem. Rozdil mezi skupinami nebyl signifikantni, P = 0,1990. Hodnoty jsou

uvedeny jako primeér relativni exprese = SD.
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5.1.3 Hodinovy gen Nrldl

Rytmus exprese genu Nridl (Obrazek 9) byl prokazan kosinorovou analyzou u Alkbh5
siRNA (P =0,0004) a ctrl siRNA (P =0,0115). Signifikantni rozdil mezi skupinami dvoucestna
ANOVA neprokézala (P = 0,4981, F (1, 37) = 0,4683; Tabulka 1). Neparovy t test neukazal
signifikantni rozdil mesort (P = 0,4083; Obrazek 10A), amplitud (P = 0,1829; Obrazek 10B)
ani akrofazi (P = 0,8405; Obrazek 10C).

Nri1d1

o
(o]
|
'\
-y

Relativni exprese
o o
H D
1 1
F»/
HER

= Alkbh5 siRNA
- ctrl siRNA

o
[
I

o
=)

1 1
0 4 8 12 16 20 24

CT (h)

Obrazek 9: Viiv Alkbh5 siRNA na expresi genu Nrldl v SCN potkana

CT - cirkadianni cas v hodinach, ctrl siRNA — negativni kontrola siRNA

RT-qPCR profil exprese genu Nridl v bunikach SCN transfekovanych ctrl siRNA (Sede) a Alkbh5 siRNA
(modre). Rytmus exprese byl analyzovany kosinorovou analyzou, pro skupinu Alkbh5 siRNA bylo
P <0,0004, pro skupinu ctrl siRNA bylo P = 0,0115. Jednotlivé body zndzornuji priimér
3-4 hodnot = SEM.
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Obrazek 10: Porovnani priiméru mesoru, amplitudy a akrofize u skupin Alkbh5 siRNA a ctrl siRNA
u genu Nrldl

CT — cirkadianni cas v hodinach, ctrl siRNA — negativni kontrola siRNA

(A) Priomerna hodnota mesoru u obou skupin byla zjistena kosinorovou analyzou a nasledné porovndna
nepdrovym t testem. Rozdil mezi skupinami nebyl signifikantni, P = 0,4083. Hodnoty jsou uvedeny jako
prumeér relativni exprese £ SD.

(B) Priumérna hodnota amplitudy u obou skupin byla zjistena kosinorovou analyzou a ndsledné
porovnana nepdarovym t testem. Rozdil mezi skupinami nebyl signifikantni, P = 0,1829. Hodnoty jsou
uvedeny jako priumer relativni exprese + SD.

(C) Prumeérna hodnota akrofize u obou skupin byla zjistena kosinorovou analyzou a ndsledné
porovnana nepdrovym t testem. Rozdil mezi skupinami nebyl signifikantni, P = 0,8405. Hodnoty jsou

uvedeny jako primeér relativni exprese + SD.
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5.1.4 Geny Socs3 a Stat3

Expresni profily genti Socs3 a Stat3 nebyly rytmické ani u jedné skupiny (Socs3: AlkbhS
siRNA: P=0,3014, ctrl siRNA: P=0,3060; Stat3: Alkbh5 siRNA: P =0,6674, ctrl siRNA: P=
0,1912). Pro gen Socs3 (Obrazek 11A) ukazala dvoucestnda ANOVA signifikantni rozdil mezi
skupinami Alkbh5 siRNA a ctrl siRNA (P =0,0013, F (1, 39) = 12,06; Tabulka 1). Neparovy t
test prokazal signifikantni rozdil mesorti (P = 0,0004; Obrazek 11B).

U genu Stat3 (Obrazek 12A) nebyl dvoucestnou ANOVA analyzou prokazan
signifikantni rozdil mezi skupinami Alkbh5 siRNA a ctrl siRNA (P=0,1069, F (1, 28) =2,774;
Tabulka 1). Neparovy t test vSak prokazal signifikantni rozdil mezi mesory (P = 0,0352;
Obrazek 12B).
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Obrazek 11: Vliv Alkbh5 siRNA na expresi genu Socs3 v SCN potkana a porovndni priiméru mesoru
u skupin AlkbhS5 siRNA a kontrolni siRNA

CT - cirkadianni cas v hodinach, ctrl siRNA — negativni kontrola siRNA

(4) RT-gPCR profil exprese genu Socs3 v bunikach SCN transfekovanych ctrl siRNA (Sedé) a Alkbh5
SiRNA (modre). Data byla proloZzena kosinorovou kiivkou. Prerusovand cara znaci, Ze analyza
nezavrhla nulovou hypotézu — horizontdalni primku. Jednotlivé body znazornuji primeér 3-4
hodnot £ SEM.

(B) Primérna hodnota mesoru u obou skupin byla vyhodnocena kosinorovou analyzou a nasledné
porovnana neparovym t testem. Rozdil mezi skupinami byl signifikantni s P = 0,0004. Hodnoty jsou

uvedeny jako prumer relativni exprese = SD.
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Obrazek 12: Vliv Alkbh5 siRNA na expresi genu Stat3 v SCN potkana a porovndni priiméru mesoru
u skupin Alkbh5 siRNA a kontrolni siRNA

CT — cirkadianni cas v hodinach, ctrl siRNA — negativni kontrola siRNA

(4) RT-gPCR profil exprese genu Stat3 v buiikach SCN transfekovanych ctrl siRNA (Sede) a Alkbh5
SIRNA (modre). Data byla proloZena kosinorovou krivkou. Prerusovand cCdra znaci, Ze analyza
nezavrhla nulovou hypotézu — horizontalni primku. Jednotlivé body znazornuji prumér 3 hodnot £ SEM.
(B) Primérna hodnota mesoru u obou skupin byla vyhodnocena kosinorovou analyzou a nasledné
porovnana neparovym t testem. Rozdil mezi skupinami byl signifikantni s P = 0,0352. Hodnoty jsou

uvedeny jako priumer relativni exprese + SD.
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5.1.5 Gen Gfap

Expresni profil genu Gfap nebyl rytmicky ani u jedné skupiny (AlkbhS siRNA: P =
0,7625, ctrl siRNA: P = 0,2829; Obrazek 13A). Dvoucestna ANOVA prokézala signifikantni
rozdil mezi skupinami Alkbh5 siRNA a ctrl siRNA (P = 0,0050, F (1, 40) = 8,808; Tabulka 1).
Neparovy t test prokazal signifikantni rozdil mezi primérem mesoru u obou skupin (P =0,0008;

Obrazek 13B).
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Obrazek 13: Viiv Alkbh5 siRNA na expresi genu Gfap v SCN potkana a porovndni priiméru mesoru
u skupin AlkbhS5 siRNA a kontrolni siRNA

CT - cirkadianni cas v hodinach, ctrl siRNA — negativni kontrola siRNA

(4) RT-qPCR profil exprese genu Gfap v bunkdach SCN transfekovanych ctrl siRNA (Sedé) a Alkbh5
SiIRNA (modrie). Data byla prolozena kosinorovou krivkou. Prerusovana cara znaci, Ze analyza
nezavrhla nulovou hypotézu — horizontdlni primku. Jednotlivé body zndzornuji  priumér
3-4 hodnot = SEM.

(B) Primérna hodnota mesoru u obou skupin byla vyhodnocena kosinorovou analyzou a nasledné
porovnana neparovym t testem. Rozdil mezi skupinami byl signifikantni s P = 0,0008. Hodnoty jsou

uvedeny jako priumer relativni exprese + SD.
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5.1.6 Geny demetylaz Fto a Alkbh5

Efekt Alkbh5 siRNA byl sledovan i na expresi genli m®A demetylaz Fto a AlkbhS.
Expresni profily obou genii nebyly rytmické ani u jedné skupiny (Fro: AlkbhS siRNA:
P=0,7571, ctrl siRNA: P = 0,5433; Alkbh5: Alkbh5 siRNA: P = 0,3350, ctrl siRNA:
P=0,3480). U genu Fto (Obrazek 14A) neprokédzala dvoucestnda ANOVA rozdil mezi
skupinami (P = 0,4172, F (1, 40) = 0,6720; Tabulka 1). Signifikantni rozdil nebyl prokdzan ani
neparovym t testem mezi mesory (P =0,1107; Obrazek 14B). Porovnanim exprese genu Alkbh5
u Alkbh5 siRNA a ctrl siRNA (Obrazek 15A) byla ovéfena ucinnost Alkbh5 siRNA.
Dvoucestna ANOVA prokézala signifikantni rozdil mezi skupinami (P <0,0001, F (1, 39) =
69,16; Tabulka 1). Neparovy t test prokazal rozdil mesord jako signifikantni (P <0,0001;
Obrazek 15B).
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Obrazek 14: Viiv Alkbh5 siRNA na expresi genu Fto v SCN potkana a porovndni pritméru mesorii u
skupin Alkbh5 siRNA a kontrolni siRNA

CT - cirkadianni c¢as v hodinach, ctrl siRNA — negativni kontrola siRNA

(4) RT-qPCR profil exprese genu Fto v bunikdach SCN transfekovanych ctrl siRNA (Sedé) a Alkbh5 siRNA
(modre). Data byla prolozena kosinorovou kiivkou. Prerusovand cdra znaci, ze analyza nezavrhla
nulovou hypotézu — horizontalni primku. Jednotlivé body zndzornuji priomér 3-4 hodnot = SEM.

(B) Rozdil mesorii skupin a Alkbh5 siRNA a ctrl siRNA u genu Fto. Primerna hodnota mesoru u obou
skupin byla zjistena kosinorovou analyzou a ndsledné porovnana neparovym t testem. Rozdil mezi

skupinami nebyl signifikantni, P = 0,1107. Hodnoty jsou uvedeny jako primer relativni exprese = SD.
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Obrazek 15: Vliiv Alkbh5 siRNA na expresi genu Alkbh5 v SCN potkana a porovndni priiméru mesorii
u skupin AlkbhS5 siRNA a kontrolni siRNA

CT - cirkadianni c¢as v hodinach, ctrl siRNA — negativni kontrola siRNA

(4) RT-qPCR profil exprese genu Alkbh5 v busikach SCN transfekovanych ctrl siRNA (Sedé) a Alkbh5
SiRNA (modre). Data byla prolozena kosinorovou krivkou. Prerusovand cara znaci, Ze analyza
nezavrhla nulovou hypotézu — horizontalni primku. Jednotlivé body znazornuji primér 3-4
hodnot £ SEM.

(B) Rozdil mesorii skupin a Alkbh5 siRNA a ctrl siRNA u genu AlkbhS5. Primérna hodnota mesoru u
obou skupin byla zjisténa kosinorovou analyzou a nasledné porovnana neparovym t testem. Rozdil mezi
skupinami byl signifikantni s P <0,0001, byla tak potvrzena uspésna transfekce s Alkbh5 siRNA.

Hodnoty jsou uvedeny jako primeér relativni exprese £ SD.
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Tabulka 1: Dvoucestnd ANOVA zobrazujici varianci mezi skupinami Alkbh5 siRNA a ctrl siRNA u
Jjednotlivych genii

Tabulka ukazuje vliv casu, viiv siRNA a jejich interakci. V tabulce je uvedena F distribuce a hodnota P.
F distribuce md dva parametry, stupné volnosti Citatele (DFn, z angl. degrees of freedom numerator) a
stupné volnosti jmenovatele (DFd, z angl. degrees of freedom denumenator), které udavaji kritickou

hodnotu, kterou musi hodnota F presahnout pro vyvraceni nulové hypotézy. Signifikantni variance

s P <0,05 jsou vyznaceny tucné.

Per2 Bmall
F (DFn, DFd) P hodnota |F (DFn, DFd) P hodnota
Interakce F (6, 40) = 1,000 0,4387|F (6, 39) = 1,029 0,4214
Vliv ¢asu F (6, 40) = 5,309 0,0004|F (6, 39) = 8,465 <0,0001
Porovnani skupin |F (1, 40) = 3,853 0,0566]F (1, 39) = 10,67 0,0023
Nridi Socs3
F (DFn, DFd) P hodnota |F (DFn, DFd) P hodnota
Interakce F (6, 37) = 0,8551 0,5365|F (6, 39) = 0,5452 0,7705
Vliv ¢asu F (6, 37) = 6,368 0,0001|F (6, 39) = 0,5523 0,7651
Porovnani skupin |F (1, 37) = 0,4683 0,4981|F (1, 39) = 12,06 0,0013
Stat3 Gfap
F (DFn, DFd) P hodnota |F (DFn, DFd) P hodnota
Interakce F (6, 28) = 1,100 0,3870|F (6, 40) = 0,6097 0,7211
Vliv éasu F (6, 28) = 1,643 0,1723|F (6, 40) = 0,3605 0,8994
Porovnani skupin |F (1, 28) = 2,774 0,1069|F (1, 40) = 8,808 0,0050
Fto Alkbhb
F (DFn, DFd) P hodnota |F (DFn, DFd) P hodnota
Interakce F (6, 40) =0,4704 0,8261|F (6, 39) = 0,7629 0,6034
Vliv éasu F (6, 40) = 0,3519 0,9046|F (6, 39) = 1,246 0,3048
Porovnani skupin |F (1, 40) = 0,6720 0,4172|F (1, 39) = 69,16 <0,0001
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5.2 Vliv AlkbhS siRNA na expresi genu Per2 v SCN PER2::LUC mysi

Nahravanim bioluminiscence pfistrojem LumiCycle byla méfena exprese genu Per2 v
bunéénych kulturach SCN PER2::LUC mysi s Alkbh5 siRNA nebo s ctrl siRNA. Vysledek byl
vyhodnocen pomoci LumiCycle Analysis Softwaru (Obrazek 16). Data byla zpracovéana i
v programu GraphPad Prism a analyzovadna kosinorovou analyzou, kterd prokazala rytmus
exprese pro obé skupiny (P <0,0001). Data byla zanesena do grafu (Obrazek 17A). Neparovym
t testem byl porovnana primérnd amplituda a perioda u obou skupin. Rozdil amplitudy

(P =0,5079; Obrazek 17B) ani periody (P =0,1967; Obrazek 17C) nebyl signifikantni.

1 1 1 1 1 1 1

1 I 1 1 1
08 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42
Time (days)

Obrazek 16: Zaznam bioluminiscence exprese genu Per2 v SCN PER2::LUC mysi 7 LumiCycle
luminometru.

Osa Y ukazuje amplitudu rytmu. Osa X ukazuje cas v rdmci dniu, kdy byla hodnota zaznamendna
(4,2 dny). Prvni vrchol byl pro zvysSeni presnosti odstranén. Zaznam obsahuje 10 vzorkii, z toho 5 vzorkil
transfekovanych Alkbh5 siRNA a 5 vzorkii transfekovanych ctrl siRNA, skupiny nejsou v tomto grafu

rozliseny.
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Obrazek 17: Viiv Alkbh5 siRNA na expresi genu Per2 mérenou v LumiCycle luminometru.

CT - cirkadianni cas v hodinach, ctrl — negativni kontrola siRNA

(4) Graf zndzornuje priumérny rytmus exprese genu Per2 pro skupinu transfekovanou Alkbh5 siRNA
(modre) a skupinu transfekovanou ctrl siRNA (Sedé). Data byla analyzovana kosinorovou analyzou,
rytmus byl potvrzen pro obé skupiny s P <0,0001. Kazda skupina obsahovala 5 vzorkii.

(B) Porovnani priimeru amplitud mezi skupinami s Alkbh5 siRNA a ctrl siRNA. Pro porovnani byl pouzit
nepdrovy t test, rozdil nebyl signifikantni, P = 0,5079. Cerné body vyznacuji primérnou hodnotu
amplitudy jednotlivych vzorkii vyhodnocenych pomoci LumiCycle Analysis Software. Hodnoty ve sloupci
ukazuji primer amplitudy z 5 hodnot + SD.

(C) Porovnani priimérné periody mezi skupinami s Alkbh5 siRNA a ctrl siRNA. Pro porovnani byl pouZit
nepdrovy t test, rozdil nebyl signifikantni, P = 0,1967. Cerné body vyznacuji primérnou periodu
Jjednotlivych vzorkii vyhodnocenych pomoci LumiCycle Analysis Software. Hodnoty ve sloupci ukazuji

prumeér periody z 5 hodnot = SD.
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6. DISKUSE

L4

Metylace m°A je nejhojnéjsi modifikace na vnitini oblasti mRNA (Roundtree et al.,
2017a). Metylace je provadéna metylazami METTL3 a METTL14 (Bokar et al., 1997; Liu et
al., 2014) a zpétn¢€ odstranovana demetylazami FTO (Jia et al., 2011) a ALKBHS (Zheng et al.,
2013). Studie z poslednich let ukazuji na vzdjemny vztah metylace m°A a cirkadianniho
systému (Fustin et al., 2013, 2018; Wang et al., 2015b; Zhong et al., 2018). Transkripty
hodinovych gent, které zajistuji molekularni mechanismus cirkadiannich hodin (Cox &
Takahashi, 2019) jsou cilem m°A metylace (Fustin et al., 2013) a inhibice m°A metylace,
metylazy METTL3 ¢i demetylazy FTO ma vliv na délku cirkadianni periody (Fustin et al.,
2013; Wang et al., 2015a; Filipovska et al., 2024). Vliv demetylazy ALKBHS na expresi

hodinovych genil a délku cirkadianni periody vSak neni prozkouman.

V nasem experimentu jsme zkoumali vliv inhibice ALKBHS na expresi gentt v SCN
potkant a PER2:LUC mysi. Usp&né jsme transfekovali primarni bunéénou kulturu
z potkanich SCN Alkbh5 siRNA. Uspé&sna transfekce byla potvrzena signifikantnim snizenim
mesoru expresniho profilu genu A/kbhS5. Ze vzorkl odebiranych kazdé 4 hodiny byla nasledné
pomoci izolace RNA a kvantitativni RT-PCR méfena exprese genii Per2, Bmall, Nridl, Socs3,
Stat3, Gfap a Fto.

Hodinovy gen Per2 ma dilezitou roli v regulaci cirkadianni periody (Wilkins et al.,
2007). NaSe vysledky ukazaly, Ze inhibice ALKBHS zpiisobila signifikantni sniZzeni mesoru
rytmu exprese hodinového genu Per2 v SCN potkana. Vliv inhibice ALKBHS na expresi Per2
v SCN zatim nebyl studovan. Nase vysledky lze vSak porovnat se studiemi sledujici vliv
demetylazy FTO, metylazy METTL3 a inhibice celkové metylace m®A. Pedchozi studie z nasi
laboratofe ukdazala, e inhibice m®A demetylazy FTO v buiikich SCN potkant vedla taktéz
k snizeni mesoru rytmu Per2 (Filipovska et al., 2024). Inhibice m°A metylace pomoci DAA
(3-deazaadenosin) v lidskych U20S buinkéch vedla ke stabilizaci Per2 mRNA (Fustin et al.,
2013). DAA inhibuje metylaci RNA, a to zejména m®A metylaci (Backlund et al., 1986). Nase
vysledky tedy naznacuji snizeni stability Per2 mRNA v disledku inhibice demetylazy
ALKBHS a zvyseni m°A metylace v SCN.

V expresi genu Per2 nebyl potvrzen rytmus kosinorovou analyzou u skupiny s

transfekovanou ctrl siRNA, nebylo tedy mozné srovnat amplitudu a akrofazi mezi skupinami.
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Ackoli jednotlivé body na ose ptiblizné odpovidaji sinusoidni kiivce, v bodech CT16 a CT20

jsou velké odchylky, coz miize byt pfi¢inou nepotvrzeni cirkadianniho rytmu.

Vliv inhibice ALKBHS5 na rytmus v expresi genu Per2 jsme sledovali i v primarni
bunécné kultute z SCN z PER2::LUC mysi za pomoci luminometru LumiCycle. Porovnavali
jsme amplitudu a periodu rytmu a nenaSli jsme signifikantni rozdil mezi skupinami
transfekovanymi AlkbhS siRNA a ctrl siRNA. Nase vysledky nesouhlasi se studii, ve které
inhibice m°A metylace pomoci DAA a inhibice METTL3 vedla k prodlouzeni periody
v embryonalnich fibroblastech PER2::LUC mysi a my bychom tak analogicky mé&li pozorovat
spiSe jeji zkraceni. Podle autorti by toto prodlouzeni periody mohlo byt disledkem zpozdéni
Gprav a exportu Per2 mRNA z jadra po inhibici METTL3 (Fustin et al., 2013). Efekt m°A
metylace na export mRNA byl potvrzen u HeLa buné¢k s vyfazenym A/kbh5 genem, kdy ale
naopak doslo k zrychlenému transportu z jadra (Zheng et al., 2013). Mechanismus pusobeni
m®A metylace na délku cirkadianni periody tedy neni pIn& objasnén. Autoii Fustin et al. (2018)
ukazali, Ze inhibice metylace m°A vede k zvyseni translace dvou sestfihovych variant CK 1§
kinézy, ktera patii také mezi hodinové geny a ovliviiuje délku cirkadidnni periody. Ve své studii
identifikovali dvé isoformy CK16 kinazy; v oblasti SCN pievazuje isoforma CK1981, ktera
podporuje degradaci proteinu PER2 a zvySeni jeji exprese v embryondlnich fibroblastech
PER2::LUC mysi vede ke zkraceni cirkadianni periody (Fustin et al., 2018). V experimentech
s bunécnymi kulturami se ukézalo, ze CK 162 stabilizuje PER2 tim, ze zvySuje jeho fosforylaci,
coz prodluzuje jeho poloCas Zivota a pfispivda k prodlouzeni -cirkadianni periody
(Narasimamurthy et al., 2018). Ackoliv in vitro experimenty naznacuji, Zze CK161 a CK162
reguluji cirkadianni rytmy antagonisticky, CK1381 urychluje a CK162 zpomaluje cirkadianni
hodiny, zda se, Ze ob¢ isoformy maji odliSnou tkanovou distribuci a funkce CK162 pfimo

v SCN nebyla zatim testovana.

Ptestoze v nasi studii nevidime rozdil v amplitudé¢ a period¢ rytmu exprese Per2
v butkkdch SCN, je nutno podotknout, Ze zejména mezi hodnotami primérnych period
jednotlivych vzorki byly znaéné odchylky. Z péti vzorki transfekovanych AlkbhS siRNA mél
pouze jeden vysSi periodu nez kontrolni vzorky. Nelze tedy vylou¢it mozné zkraceni
cirkadianni periody inhibici ALKBHS. Vliv ALKBHS na cirkadianni periodu by mé¢l byt

pfedmétem dal§iho vyzkumu a bylo by vhodné piihlédnout k mozné tkanové specifité.

Hodinové geny Bmall a NrldI také obsahuji mista pro m°A metylaci mRNA (Fustin et

al., 2013). Piedchozi studie ukazaly vliv m°A metylace na upravu a export Bmall mRNA z

jadra. Zpozdéni uprav a exportu Bmall mRNA bylo disledkem inhibice m°A metylace v
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embryondlnich fibroblastech PER2::LUC mysi (Fustin et al., 2013) a také delece metylazy
METTL3 v jaternich buiikach my3i (Barajas et al., 2022). Inhibice m®A metylace také vedla k
stabilizaci Bmall mRNA a Nridl mRNA v embryonalnich fibroblastech PER2::LUC mysi
(Fustin et al., 2013). Delece metylazy METTL3 v jaternich buiikich mysi vedla k snizeni
exprese Nrldl (Barajas et al., 2022). V pfedchozi studii znaSi laboratofe nedoslo
k signifikantnim zméndm v expresi Bmall ani Nrldl po inhibici demetylaizy FTO v SCN
potkand (Filipovska et al., 2024). Efekt inhibice ALKBHS na expresi Bmall a Nridl vsak
dosud studovan nebyl. V naSich experimentech doslo po inhibici demetylazy ALKBHS k
zvySeni exprese genu Bmall. Zména v amplitud€ ani v akrofazi rytmu v expresi nenastala. U

genu Nrldl nedoslo ke zméné mnozstvi exprese, zmén¢ amplitudy ani akrofaze.

ALKBHS vykazuje efekt v nadorovych onemocnénich a ukazuje se, ze by v budoucnu
mohla byt cilem protinadorové terapie. Vyssi exprese Alkbh5 napiiklad koreluje s vyssi Sanci
na preziti pacientli s osteosarkomem (Yang et al., 2022) a pacientd s rakovinou pankreatu (Cho
et al., 2018). V naSich experimentech jsme zkoumali vliv inhibice ALKBHS na expresi Socs3
a Stat3 v buiikkach SCN potkana. SOCS3 je negativni regulator STAT3 drahy (Nicholson et al.,
2000), ktera je aktivovana fosforylaci proteinu STAT3 Janus kindzami indukovanymi cytokiny
(Buettner et al., 2002). Fosforylovany STAT3 protein dimerizuje a translokuje do jadra, kde
reguluje genovou transkripci a konstitutivni aktivace STAT3 vede k nddorové transformaci a

inhibuje apoptdzu bun€k (Bromberg et al., 1999).

NasSe experimenty ukazaly, ze inhibice ALKBHS zptsobuje zvySeni exprese genu Socs3
v SCN potkana. Pfedchozi studie objevili mista pro m®A metylaci na Socs3 mRNA a vliv m°A
metylace na expresi Socs3 (Hu et al., 2023; Yang et al., 2022). ZvySeni exprese metylazy
METTL3 vedlo k vys$i mSA metylaci Socs3 mRNA a ksniZeni jeji stability v jaternich
nadorovych kmenovych bunikach (Hu et al., 2023). V dalsi studii byla zvySena exprese Socs3 v
lidskych bunkach z osteosarkomu a v U20S bunikach zpisobena zvysSenim exprese AlkbhS.
Tato studie objevila, Ze m°A metylovand Socs3 mRNA je rozpoznavana proteinem YTHDF2,
ktery podporuje degradaci Socs3 mRNA v lidskych buiikach osteosarkomu (Yang et al., 2022).
Bylo ukézano, ze zvySeni exprese AlkbhS tedy stabilizuje Socs3 mRNA, ¢imZ je utlumena
STAT3 dréha, coz vede k apoptoze a k inhibici bunééné proliferace osteosarkomu. Efekt SOCS3
na STAT3 drahu byl déle potvrzen tim, Ze v buiilkéch osteosarkomu se zvySenou expresi Alkbh5
byl inhibovan SOCS3, coz vedlo k zvySeni exprese fosforylovaného STAT3 a k bunécné
proliferaci (Yang et al., 2022). Nase vysledky jsou tedy v rozporu s t€émito studiemi, coz mize

poukazovat na p¥ipadnou tkafiovou a druhovou specifitu vlivu m°®A metylace na expresi Socs3.
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Navic naSe experimenty nebyly provadény na nadorovych bunkach jako uvedené studie.
Budouci studie by mély ovéfit u¢inky m°A metylace na expresi Socs3 v neurondlnich

bunéénych liniich.

Efekt ALKBHS se 1i$i u riznych typl naddort. V kmenovych buiikach glioblastomu
doslo po inhibici ALKBHS k utlumeni bunécné proliferace (Zhang et al., 2017). ALKBHS
demetyluje transkrip¢ni faktor FOXM1, coz vede k zvySeni jeho exprese (Zhang et al., 2017).
FOXMI1 vykazuje zvySenou expresi v glioblastomu a Groven jeho exprese koreluje se stupném
zavaznosti glioblastomu (Liu et al., 2006). FOXMI také aktivuje drahu STAT3, coZ je jeden
z mechanismil, kterym FOXMI1 pfispiva k nddorovym vlastnostem bun¢k. Inhibice FOXM1
v glioblastomovych kmenovych bunkéach vedla k snizeni fosforylace STAT3, ale také k snizeni
jeho exprese. Delece FoxM1 v primarnich kmenovych neurdlnich buitkach mysi vedla k sniZeni
exprese Stat3. Vysokd exprese FoxM1 koreluje s vyssi expresi Stat3 (Gong et al., 2015).
Transkripéni faktor FOXM1 vSak vykazuje expresi pouze v embryondlnich a aktivné
proliferujicich buiikkach (Korver et al., 1997). V naSem experimentu vedla inhibice ALKBHS
k zvySeni exprese genu Stat3 v SCN potkana. Mechanismus tohoto ovlivnéni by mél byt

pfedmétem dalSiho vyzkumu.

Dal$im studovanym genem v naSich experimentech byl gen pro protein GFAP (glialni
fibrilarni kysely protein). GFAP je protein intermedidlnich filament a specificky biomarker
astrocytll v centralni nervové soustavé. V reakci na poSkozeni nervové soustavy dochazi
k reakci astrocytil a jejich proliferaci, tzv. astrogliosy, a také k zvySeni exprese GFAP (Eng &
Ghirnikar, 1994). NaSe experimenty ukazaly signifikantni zvySeni exprese genu Gfap v SCN
potkanti po inhibici ALKBHS5. Vliv m°A metylace na expresi Gfap byla studovana jiz diive.
Inhibice metylaz METTL3 nebo METTL14 vedly k poklesu celkové m°A metylace mRNA a
k snizeni exprese Gfap v glioblastomovych kmenovych bunkéch (Cui et al., 2017). V mySim
modelu zranéni michy doslo kzvySeni m®A metylace a zvyseni exprese METTL3
v astrocytech. Delece METTL3 v téchto astrocytech in vitro pak vedla k potlaceni astrogliosy
a regeneraci astrocytll a také utlumila zvySeni exprese Gfap v reakci na poskozeni (Ge et al.,

2023). Ptimy vliv ALKBHS5 na expresi Gfap vSak predtim studovan nebyl.

Jelikoz GFAP je specificky biomarker astrocytli, naSe experimenty jsou v rozporu se
studii, kterd za pomoci protilatky k ALKBHS a GFAP a fluorescentni imunocytochemie a
imunofluorescence ukazala t¢émétf nulovou expresi ALKBHS v astrocytech v hipokampu a
v kortexu mysi (Du et al., 2020). Vyskyt ALKBHS v astrocytech vsak potvrdila studie, ve které
v reakci na socidlni stres doSlo k zvySeni exprese ALKBHS v astrocytech medidlniho
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prefrontalniho kortexu mysi. Oproti neurontim a endotelidlnim buitkam byla zvysSena exprese
ALKBHS v reakci na stres v astrocytech citlivéjsi (Guo et al., 2024). Jiz dfive bylo ukazano, ze
astrocyty jsou obzvlast’ citlivé na stresovou odpoveéd’. Stres ovlivituje morfologii a funkci
astrocytl a vede k nedostateCnému transportu energetickych substratti k neurontim a naruSeni
dlouhodobé potenciace (Murphy-Royal et al., 2020). Guo et al. (2024) dale poukazali na roli
astrocytalni ALKBHS v klinické depresi. ALKBHS vykazuje vyssi koncentaci v krvi u pacientti
s depresi v porovnani se zdravymi jedinci. Navic analyzou piedeslych datasetti byla ukézana
zvysena exprese ALKBHS v dorsolateralnim prefrontalnim kortexu. Selektivni delece Alkbh5
v astrocytech vedla k antidepresivnim u¢inkim u mysi a naopak zvySena exprese ALKBHS
v medidlnim prefrontdlnim kortexu mysi vedla k depresivniho chovani. Medidlni prefrontalni
kortex mysi s deleci Alkbh5 v astrocytech vykazoval celkovou zvysenou m®A metylaci a také
zvysenou m°A metylaci glutamatergniho transportéru 1, coz vedlo k jeho zvysené expresi a
zvySenému vychytavani glutamatu. U mysi s deleci A/kbh5 vystavené socidlnimu stresu doslo
k mensi zméné v morfologii dendriti, vapnikové aktivité a glutamatergni transmise oproti
kontrolnim myS$im vystavenym témuz stresu. ALKBHS v astrocytech se tedy do budoucna

nabizi jako moZny terapeuticky cil u klinické deprese (Guo et al., 2024).

V nasi studii jsme dile otestovali vliv inhibice ALKBHS5 na expresi druhé m°A
demetylazy FTO v SCN potkana. Pfipadna zména v expresi genu Ffo by mohla ukazovat na
mozny bun&fny mechanismus kompenzace chybéjici demetylazy ALKBHS. Kompenzaéni
mechanismus chybé&jici m®A metylace ukézali Fustin et. al (2013). V této studii doslo po
aplikaci DAA do lidskych U20S bunék ke zmén¢ exprese gent souvisejicich s upravami RNA.
Mimo jiné doslo také k zvySeni exprese ALKBHS. NaSe experimenty vSak zménu v expresi

mSA demetyldzy FTO po inhibici ALKBHS nepotvrdily.
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7. ZAVER

Tato prace jako prvni ukézala, jaky efekt ma inhibice ALKBHS m®A demetylazy na
expresi geni v SCN potkanti a PER2::LUC mysi. Inhibice ALKBHS5 vedla k sniZzeni exprese
hodinového genu Per2 a zvySeni exprese Bmall v SCN potkant. Na expresi hodinového genu
Nrldl vliv neméla. U genti Bmall a Nridl nedoslo ke zméné amplitudy ani akrofaze rytmu
exprese. U genu Per2 vsak nebylo mozné amplitudu a akrofaze porovnat, jelikoz kontrolni
skupina nevykazovala dostatecnou rytmicitu v expresi Per2. V butkkach SCN PER2::LUC mysi
nedoslo po inhibici ALKBHS5 ke zméné amplitudy ani periody rytmu v expresi Per2. Tyto
vysledky, zejména v expresi genu Per2 by vSak bylo vhodné do budoucna ovéfit, zejména kviili
znaénym odchylkdm mezi jednotlivymi vzorky v naSich experimentech. Nase prace vsak
podporuje hypotézu, ze m®A metylace ma vliv na expresi hodinovych genti v butikich SCN.
Inhibice ALKBHS také vedla k zvySeni exprese Soc3 a Stat3, coz jsou geny spojené
s nddorovym bujenim a podporuje tedy ptedchozi studie poukazujici na roli ALKBHS u
raznych typt nddorovych onemocnéni. Inhibice ALKBHS zpusobila také zvyseni exprese
astrocytalniho markeru Gfap a tim naznacuje vyskyt ALKBHS v astrocytech v SCN. Jako
posledni byl sledovan gen druhé m°A demetylazy Fto, ktery po inhibici ALKBHS5 nevykazoval

zménu v expresi.
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