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Abstrakt 

Modifikace mRNA m6A metylací byla poprvé objevena v 70. letech minulého století a současné 

studie ukazují její význam v řadě fyziologických funkcí. Jedním ze studovaných funkcí m6A 

metylace mRNA je její vliv na regulaci cirkadiánního systému a hodinových genů. Na m6A 

metylaci se podílejí m6A metylázy a metylace je zpětně odstranitelná m6A demetylázami. 

Demetyláza ALKBH5 vykazuje význam ve spermatogenezi, rakovině, vývoji mozku a 

v klinické depresi. Naše studie sledovala vliv inhibice ALKBH5 v centrálním regulátoru 

cirkadiánního systému suprachiasmatických jader v potkanech a v PER2::LUC myších. Efekt 

inhibice ALKBH5 byl sledován na expresi hodinových genů Per2, Bmal1, Nr1d1, a dále genů 

Socs3, Stat3, Gfap a Fto. 

Klíčová slova: cirkadiánní systém, m6A metylace, ALKBH5, SCN, hodinové geny 

  



 

Abstract 

The modification of mRNA by m6A methylation was first discovered in the 1970s and current 

studies show its role in various physiological processes. One of the studied functions of m6A 

methylation is its role in regulation of the circadian system and clock genes. The m6A 

methylation is catalysed by m6A methylases. This methylation can be reversed by m6A 

demethylases. The demethylase ALKBH5 plays a role in spermatogenesis, cancer, the brain 

development and major depressive disorder. Here, we study the effect of ALKBH5 inhibiton in 

the central regulatory component of the circadian system, the suprachiasmatic nucleus of rats 

and PER2::LUC mice. We studied what effect ALKBH5 inhibition has on the expression of 

clock genes Per2, Bmal1, Nr1d1 and also genes Socs3, Stat3, Gfap and Fto. 

Keywords: circadian system, m6A methylation, ALKBH5, SCN, clock genes 
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Seznam použitých zkratek 

ALKBH5 – α-ketoglutarát závislá dioxygenáza alkB homolog, z angl. 5α-ketoglutarate-

dependent dioxygenase alkB homolog 5 

ANOVA – analýza rozptylu (variance) 

BMAL1 – mozkový a svalový protein podobný aryl uhlovodíkovému jadernému 

translokačnímu receptoru 1 (z angl. brain and muscle aryl hydrocarbon receptor nuclear 

translocator-like protein 1) 

CK1 ε/ δ – kasein kinázy 1 ε/ δ 

CLOCK – z angl. circadian locomotor output cycles kaput 

CLOCK/BMAL1 – heterodimer proteinů CLOCK a BMAL1 

CRY – z angl. cryptochrome 

CT – cirkadiánní čas 

ctrl siRNA – negativní kontrola siRNA 

DAA - 3-deazaadenosin 

E-box – z angl. enhancer box 

FOXM1 – z angl. forkhead box m1 

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

protein 

GFAP - gliální fibrilární kyselý protein 

KIAA1429 – také VIRMA, z angl. vir like m6A methyltransferase associated 

m6A – metylace N6-metyladenosinu 

METTL3 – z angl. methyltransferase-like 3 

METTL14 – z angl. methyltransferase-like 14 

mRNA – mediátorová ribonukleotidová kyselina (z angl. messenger ribonucleic acid) 

Nfil3 – nukleární faktor regulovaný interleukinem 3 
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Nr1d1 – jaderný receptor rodiny 1, skupina D, člen 1, gen pro REV-ERB α  

PER – z angl. Period 

PER/CRY – heterodimer proteinů PER a CRY 

REV-ERB – sirotčí jaderný receptor z reverzního viru erythroblastózy (z angl. orphan nuclear 

receptor from the reverse erythroblastosis virus) 

RNA – ribonukleová kyselina (z angl. ribonucleic acid) 

ROR – kyselině retinové příbuzný sirotčí receptor (z angl. retinoic acid receptor-related orphan 

receptor) 

RUNX1T1 – z angl. RUNX1 partner transcriptional co-repressor 1 

SCN – suprachiasmatická jádra (z angl. suprachiasmatic nuclei)  

SOCS3 – z angl. suppressor of cytokine signaling 3 

SRSF3 – sestřihový faktor bohatý na arginin/serin 3 

SRSF10 – sestřihový faktor bohatý na arginin/serin 10 

STAT3 – z angl. the signal transducer and activator of transcription 3 

U2OS – lidské buňky derivované z osteosarkomu 

WTAP – Wilmsův tumor 1 asociovaný protein 

YTH doména – YT521-B homologní doména 

YTHDC1 – z angl. YTH domain containing 1 

YTHDC2 – z angl. YTH domain containing 2 

YTHDF1 – z angl. human YTH domain family 1 

YTHDF2 – z angl. human YTH domain family 2 
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1. ÚVOD 

Cirkadiánní systém umožňuje organismům přizpůsobit se světelným podmínkám a 

střídání dne a noci. Ovlivňuje jak chování, tak i metabolismus a fyziologické procesy. Tyto 

vnitřní hodiny jsou řízeny suprachiasmatickými jádry v hypotalamu a jejich molekulární 

mechanismus spočívá v transkripčních zpětnovazebných smyčkách hodinových genů. 

Hodinové geny se nachází ve všech buňkách těla. Cirkadiánní systém lze také regulovat 

transkripčními a posttranskripčními modifikacemi, včetně nedávno objevené m6A metylace 

mRNA. Na m6A metylaci se podílí metylázy METTL3 a METTL14 a metylace je zpětně 

odstraňována demetylázami FTO a ALKBH5. Přesný mechanismus vztahu mezi cirkadiánním 

systémem a m6A metylací zatím není plně objasněn. Tato práce má za cíl zajistit, jaký má 

inhibice ALKBH5 demetylázy vliv na expresi hodinových genů v suprachiasmatických 

jádrech. 
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2. LITERÁRNÍ PŘEHLED 

2. 1 Cirkadiánní systém 

Cirkadiánní systém umožňuje živočichům přizpůsobit své chování a fyziologické 

funkce cyklu střídání dne a noci. Cirkadiánní systém reguluje např. spánek, tělesnou teplotu, 

metabolismus a sekreci hormonů. Cirkadiánní cyklus trvá přibližně 24 hodin, odtud pochází 

jeho název („circa diem“ v překladu z latiny znamená přibližně den). Organismus je schopen 

udržovat cirkadiánní rytmus autonomně, ale k tomu, aby trval přesně 24 hodin je nutná 

synchronizace autonomních rytmů vnějšími vlivy, tzv. zeitgebery. Nejúčinnější Zeitgeber je 

světlo, ale vliv má například i časovaný příjem potravy (Dibner et al., 2010; Heyde & Oster, 

2019). Za generování a synchronizování cirkadiánních rytmů v organismu jsou zodpovědná 

SCN (suprachiasmatická jádra) ve ventrálním hypotalamu (Moore, 2013; Rosenwasser & 

Adler, 1986). SCN dokáží udržovat periodickou neuronální aktivitu i in vitro po dobu několika 

týdnů (Bos & Mirmiran, 1990). SCN integruje časovou informaci zeitgeberů s vlastní, 

endogenní rytmicitou, čímž nastavuje cirkadiánní periodu podle solárního cyklu (Dibner et al., 

2010). Nervovými a endokrinními drahami jsou následně synchronizovány cirkadiánní rytmy 

v periferních orgánech, jako jsou játra, slinivka, ledviny, srdce a plíce (Dibner et al., 2010; Yoo 

et al., 2004). Na molekulární úrovni je ve všech orgánech zajištěn cirkadiánní rytmus pomocí 

rytmické exprese hodinových genů (Cox & Takahashi, 2019).  

2.1.1 Suprachiasmatická jádra 

SCN jsou centrální hodiny cirkadiánního systému. Je to párová struktura, která se 

nachází v hypotalamu v oblasti nad optickým chiasmem a u potkana obsahuje na každé straně 

cca 10 000 neuronů (Moore, 2013). Dělí se na ventrolaterální jádro, které sekretuje 

vazointestiální peptid a polypeptid uvolňující gastrin, a dorsomediální plášť, který sekretuje 

arginin vasopresin (Moore, 1996, 2013). SCN integruje informace z aferentních drah z retiny, 

genikulohypotalamické dráhy, serotonergní dráhy a raphe nucleus. Informace o světle jsou 

předávány z fotosensitivních retinálních gangliových buněk glutamátergním 

retinohypotalamickým traktem do ventrolaterálního jádra SCN (Dibner et al., 2010; Moore & 

Lenn, 1972). Ve ventrolaterálním jádru SCN je produkován vazointestiální peptid, který 

synchronizuje cirkadiánní rytmus v celé struktuře SCN (Herzog et al., 2017). Z SCN vycházejí 

eferentní dráhy do ostatních oblastí mozku, zejména dalších oblastí hypotalamu, jako je 

paraventrikulární a dorsomediální jádro, a časové signály jsou vedeny také do periferních 
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orgánů, jejichž cirkadiánní hodiny tak udržuje synchronizované se solárním cyklem (Dibner et 

al., 2010; Obrázek 1). 

 

Obrázek 1: Schéma cirkadiánního systému 

Centrálním regulátorem cirkadiánního rytmu jsou suprachiasmatická jádra (SCN) v hypotalamu. SCN 

dostává fotické informace z retiny přes retinohypotalamický trakt, a tím synchronizuje cirkadiánní 

rytmus s cyklem dne a noci. SCN nadále synchronizuje periferní cirkadiánní hodiny v ostatních 

oblastech mozku a v periferních orgánech jako jsou ledviny, játra, srdce a plíce. Převzato a upraveno z 

Kondratova & Kondratov, 2012. 

2.1.2 Transkripční zpětnovazebné smyčky 

Každá buňka těla obsahuje tzv. hodinové geny, které tvoří molekulární podstatu 

cirkadiánního systému (Cox & Takahashi, 2019). Jako první byl objevený hodinový gen Per 

(Period), který vykazoval cirkadiánní oscilaci v Drosophila melanogaster (Hardin et al., 1990). 

Hodinové geny jsou periodicky exprimovány díky transkripčně-translačním zpětnovazebným 

smyčkám (Cox & Takahashi, 2019; Obrázek 2). 

Hlavní smyčka je generována heterodimerem proteinů BMAL1 (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 jádra a díky své 

basic helix-loop-helix doméně se váže na DNA do oblasti E-box (z angl. enhancer box) genů 
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Per1/2/3 a Cry1/2 (Cryptochrome 1/2). Vazba komplexu CLOCK/BMAL1 vede k transkripci 

Per a Cry, jejichž množství postupně přibývá během dne a večer tvoří heterodimer PER/CRY 

(Cox & Takahashi, 2019). PER1 a PER3 jsou v cytoplasmě fosforylovány CK1 ε/ δ (kasein 

kinázy 1 ε/ δ) a PER2 je fosforylován glykogen syntáza kinázou 3, tyto fosforylace vedou 

k translokaci PER do jádra (Gallego & Virshup, 2007). V jádře se PER/CRY váže na 

CLOCK/BMAL1 komplex, inhibuje jeho aktivitu, a tím dojde i k inhibici transkripce genů Per 

a Cry (Cox & Takahashi, 2019; Michael et al., 2017). Na protein PER se váže CK1 ε/ δ, což 

vede k jeho ubikvitinaci a degradaci v proteazomu (Gallego & Virshup, 2007). Protein CRY je 

fosforylován AMP-aktivovanou protein kinázou a také degradován (Lamia et al., 2009). 

Množství proteinů PER/CRY tedy klesne během noci a tím je ukončena inhibice komplexu 

CLOCK/BMAL1 a začne nový cyklus transkripce. Tento proces trvá cca 24 hodin (Cox & 

Takahashi, 2019). 

V druhé smyčce se CLOCK/BMAL1 váže na geny Nr1d1/2 (nukleární receptor 

podrodiny 1 skupiny D člen 1/2), jejíchž produkty jsou proteiny REV-ERBα/β (sirotčí jaderný 

receptor z reverzního viru erythroblastózy), a dále na geny Rorα/β/γ (kyselině retinové příbuzný 

sirotčí receptor) a aktivuje jejich transkripci (Cox & Takahashi, 2019). Proteiny ROR a 

REV-ERB kompetují o vazbu na genu Bmal1 v oblasti ROR-vazebného elementu a mají opačný 

efekt na transkripci Bmal1. Vazba ROR vede k aktivaci transkripce Bmal1 a REV-ERB vede 

k její inhibici. Společně tak zajištují cirkadiánní oscilace BMAL1 proteinu a stabilizují tím 

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

Cirkadiánní hodiny jsou dále regulovány smyčkou, ve které CLOCK/BMAL1 aktivuje 

transkripci D element-vazebného proteinu a Nfil3 (nukleární faktor, regulovaný interleukinem 

3). Tyto proteiny se vážou na D-box oblasti některých hodinových genů a regulují jejich 

transkripci (Ripperger & Schibler, 2006; Ueda et al., 2005). Hodinové geny regulují expresi 

tisíce genů, nazývaných hodinami kontrolované geny, které vykonávají regulaci buněčných 

funkcí v cirkadiánním rytmu (Bozek et al., 2009). 
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Obrázek 2: Molekulární mechanismus cirkadiánních hodin 

V hlavní transkripčně translační smyčce figurují proteiny BMAL1 a CLOCK, které tvoří heterodimer a 

vážou se na E-box genů Per a Cry. PER a CRY v cytoplasmě dimerizují a po fosforylaci kinázami CK1δ/ϵ 

translokují do jádra, kde inhibují transkripci aktivovanou komplexem CLOCK/BMAL1. Fosforylace 

mohou mít různé funkce, a vedou i k degradaci PER a CRY. Komplex CLOCK/BMAL1 přestane být 

inhibován a smyčka začne znovu. Tímto je zajištěna cirkadiánní oscilace hlavních hodinových genů. 

V druhé smyčce CLOCK/BMAL1 aktivuje expresi proteinů REV-ERB a ROR, které kompetují o vazbu 

na ROR-vazebný elementu genu Bmal1. ROR aktivuje transkripci Bmal1 a REV-ERB ji inhibuje, což 

vede k cirkadiánní oscilaci exprese Bmal1 a stabilizaci hlavní smyčky. CLOCK/BMAL1 regulují 

transkripci hodinami kontrolovaných genů, které vykonávají různé buněčné funkce. Převzato a upraveno 

z Agostinelli et al., 2016.  
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2.2 m6A metylace mRNA 

Modifikace mRNA jako jsou polyadenylovaný 3′ konec a 5′ čepička jsou známy již přes 

50 let. Nejhojnější modifikací vnitřní části mRNA je však metylace N6-metyladenosinu neboli 

metylace m6A (Roundtree et al., 2017a). Metylace mRNA byla objevena v 70. letech 20. století 

na myších fibroblastech (Perry & Kelley, 1974) hepatomových buňkách (Desrosiers et al., 

1974) a v HeLa buňkách (Wei et al., 1975). Ze všech metylací na polyadenylovaném konci 

mRNA tvořila 50 % m6A metylace (Desrosiers et al., 1974; Wei et al., 1975). Tato m6A metylace 

byla později potvrzena sekvenačními metodami (Dominissini et al., 2012; Liu et al., 2019; 

Meyer et al., 2012). Metylace m6A se vyskytuje v eukaryotních i prokaryotních buňkách (Deng 

et al., 2015), byla objevena v různých tkáních, se zvýšeným výskytem v játrech, ledvinách a 

mozku (Dominissini et al., 2012). Kromě mRNA se m6A metylace vyskytuje i v transferázové 

RNA, ribozomální RNA, mikro RNA a dlouhé nekódující RNA (Jiang et al., 2021). V rámci 

mRNA se m6A metylace vyskytuje v konsensuální sekvenci RRACH (R = G nebo A; H = A, C 

nebo U) (Dominissini et al., 2012) a převažuje na 3’ nepřekládané oblasti a v blízkosti stop 

kodonů (Meyer et al., 2012). 

Na regulaci m6A metylace se podílejí tzv. „writers“ neboli metyltransferázy, které 

metylují RNA, „erasers“ neboli demetylázy, které m6A metylaci odstraňují a „readers“ m6A 

vazebné proteiny, které specificky rozpoznávají m6A metylaci a vykonávají její funkci (Jiang 

et al., 2021; Robinson et al., 2019; Obrázek 3). Metylace m6A posttranskripčně reguluje téměř 

všechny fáze metabolismu mRNA (Zhao et al., 2016). Ovlivňuje sestřih (Dominissini et al., 

2012), transport z jádra (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 m6A metylace 

hrají roli např. v obezitě (Dina et al., 2007), diabetes (Frayling et al., 2007), depresi (Guo et al., 

2024) i v nádorových onemocněních (Tang et al., 2020; Zhang et al., 2019). 
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Obrázek 3: Metylace m6A a její role v metabolismu RNA 

(A) Metylace m6A je regulována třemi typy proteinů, tzv. „writers“ (m6A metyltransferázy), „erasers“ 

(m6A demetylázy) a „readers“ (m6A vazebné proteiny). Metyl transferázový komplex m6A zahrnuje 

proteiny METTL3, METTL14, WTAP a KIAA1429 a přidává m6A metylaci na RNA. Metylace je zpětně 

odstranitelná m6A demetylázami FTO a ALKBH5. Za funkci m6A metylace jsou zodpovědné m6A vazebné 

proteiny YTHDF1/2/3 a YTHDC1/2. 

(B) Metylace m6A reguluje různé procesy metabolismu RNA. Reguluje sekundární strukturu a maturaci 

mRNA, jaderné úpravy a transport, translaci a degradaci mRNA. Převzato a upraveno z Robinson et 

al., 2019. 

2.2.1 Metyltransferázy 

Metylace m6A je posttranskripčně provedena v jádře v oblasti jaderných skvrn 

komplexem m6A metyltransferáz (Liu et al., 2014). Jako první byla z HeLa buněk izolovaná 

metyltransferáza METTL3 (z angl. methyltransferase-like 3) (Bokar et al., 1997), která 

vykazuje funkci v embryonálním vývoji, kdy m6A metylace je nezbytná k přechodu 

embryonálních kmenových buněk z jejich pluripotentního stavu k diferenciaci do specifických 

buněčných typů (Aguilo et al., 2015; Geula et al., 2015). Metyltransferáza METTL3 tvoří 

heterodimer s metyltransferázou METTL14 (z angl. methyltransferase-like 14), která je 

nezbytná pro její aktivaci. Vazba METTL14 způsobí konformační změnu v aktivním místě 

METTL3 a tím umožní vazbu RNA a donoru metylové skupiny S-adenosyl metioninu (Liu et 
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al., 2014; Wang et al., 2016). Součástí komplexu je i protein WTAP (Wilmsův tumor 1 

asociovaný protein), který je zodpovědný za jeho lokalizaci do jaderných skvrn. Tyto tři 

proteiny tvoří katalytické jádro m6A metyltransferázového komplexu (Liu et al., 2014; Ping et 

al., 2014;Obrázek 4). Další součástí komplexu je protein KIAA1429 (také VIRMA, z angl. vir 

like m6A methyltransferase associated), který navádí celý komplex k specifickému místu na 

mRNA pro jeho metylaci na 3’oblasti a v blízkosti stop kodonů (Liu et al., 2018). Tento 

komplex převážně metyluje geny, které se účastní transkripce a úprav RNA. Přímo se podílí na 

alternativním sestřihu a může zajišťovat, že většina mRNA genů, na kterou se komplex váže, 

má více isoforem (Ping et al., 2014). 

 

Obrázek 4: Metyltransferázový komplex a proces m6A metylace 

Metyltransferázový komplex je tvořen proteiny METTL3, METTL14 a WTAP. Metyltransferáza METTL3 

dimerizuje s METTL14 a tato vazba způsobí konformační změnu v aktivním místě METTL3 a umožní 

vazbu donoru metylové skupiny S-adenosyl metioninu (SAM). METTL3 následně metyluje adenosin 

v konsensuální sekvenci mRNA RRACH (R = G nebo A; H = A, C nebo U) a vytvoří tím m6A metylovanou 

mRNA. Z demetylovaného SAM se následně stane S-adenosylhomocystein (SAH). Komplex je 

lokalizován do oblasti jaderných skvrn díky proteinu WTAP. Převzato z Ping et al., 2014. 

2.2.2 Demetylázy 

Proces m6A metylace je reverzibilní a na odstranění metylace se podílí demetylázy. 

První objevená demetyláza m6A je FTO (protein související s tukovou hmotou a obezitou, z 

angl. fat-mass and obesity-associated protein), která katalyzuje oxidativní demetylaci m6A na 

mRNA v jádře (Jia et al., 2011). FTO byla již dříve známá jako rizikový faktor pro obezitu a 

byly nalezeny jednonukleotidové polymorfismy genu Fto spojené s obezitou u dětí i dospělých 

(Dina et al., 2007; Scuteri et al., 2007). FTO je dále spojena a diabetem typu 2, což je zřejmě 
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zapříčiněno vlivem rizikových variant genu Fto na zvýšení tělesné hmotnosti. U 16 % 

dospělých pacientů, kteří mají obě rizikové alely, bylo pozorováno 1,38násobně vyšší riziko 

nadměrné hmotnosti a 1,67násobně vyšší riziko obezity (Frayling et al., 2007). FTO je vysoce 

exprimována v hypotalamu v paraventrikulárním, dorzomediálním, ventromediálním jádru a 

v nucleus arcuatus, což jsou oblast důležité pro regulaci energetického metabolismu (Gerken 

et al., 2007). Množství Fto mRNA je navíc regulováno potravou, u myších, které hladověly po 

48 hodin, pokleslo množství Fto mRNA v nucleus arcuatus o 60 % (Gerken et al., 2007). FTO 

má také vliv na adipogenezi, a inhibice FTO vede k potlačení diferenciace buněk na adipocyty. 

Vliv FTO na tuto diferenciaci může být vysvětlen regulací alternativního sestřihu 

transkripčního faktoru RUNX1T1 (z angl. RUNX1 partner transcriptional co-repressor 1), který 

je spojený s adipogenezí. Metylace m6A v exonu genu pro RUNX1T1 reguluje, zda bude daný 

exon zahrnutý v maturované mRNA (Zhao et al., 2014). FTO také reguluje dopaminovou 

transmisi. Je totiž exprimována v dopaminergních neuronech ve středním mozku myší a její 

inhibice vede k snížené autoininhibici dopaminových receptorů typu 2 a 3 (Hess et al., 2013). 

Tato regulace by tak mohla vysvětlovat spojitost variant Fto s poruchou pozornosti 

s hyperaktivitou (Choudhry et al., 2013). 

Další objevenou m6A demetylázou je ALKBH5 (α-ketoglutarát závislá dioxygenáza 

alkB homolog, z angl. 5α-ketoglutarate-dependent dioxygenase alkB homolog 5), která 

demetyluje mRNA in vitro i in vivo a její inhibice vede k zvýšení celkové m6A metylace mRNA 

v HeLa buňkách (Zheng et al., 2013). Autoři Zheng et al. (2013) dále ukázali, že ALKBH5 má 

vliv na myší spermatogenezi a na stabilitu mRNA a její export z jádra. Inhibice ALKBH5 vedla 

k zrychlení exportu mRNA z jádra a delece ALKBH5 vedla k destabilizaci celkové mRNA. 

ALKBH5 je vysoce exprimovaná v primárních spermatocytech v myších varlatech a myši 

s delecí Alkbh5 měli snížený počet spermií a morfologicky abnormální spermie. Další studie 

ukázala, že demetyláza ALKBH5 by mohla mít funkci ve vývoji mozku, jelikož je vysoce 

exprimována během embryonálního vývoje mozku a spolu s vývojem mozku se její množství 

postupně snižuje (Du et al., 2020). Tato práce dále zkoumala lokalizaci exprese Alkbh5. 

Demetyláza ALKBH5 byla u dospělých myší exprimována ve všech oblastech mozku, hlavně 

v oblastech čichového laloku a v mozečku. V mozkové kůře a v hipokampu byla ALKBH5 

exprimována téměř výhradně v neuronech, a to převážně v jádře. 

ALKBH5 se ukazuje být důležitý faktor u onkologických nemocí. Její role však není 

plně objasněna a efekt se liší u různých typů nádorových onemocnění, ALKBH5 může mít 

tumor supresorový i onkogenní efekt (Wang et al., 2020). U nádorů žaludku byla ukázána 
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zvýšená exprese ALKBH5 a její inhibice vedla k snížení metastáze nádorových buněk (Zhang 

et al., 2019). Zvýšená exprese ALKBH5 byla ukázána také u buněk glioblastomu. ALKBH5 

podporuje expresi transkripčního faktoru FOXM1 (z angl. forkhead box m1) (Zhang et al., 

2017), který podporuje expresi a aktivaci STAT3 (z angl. the signal transducer and activator of 

transcription 3), a tím přispívá k proliferaci glioblastomových kmenových buněk (Gong et al., 

2015). U pacientů s karcinomem pankreatu byla vysoká exprese ALKBH5 spojena s vyšší šancí 

na přežití pacientů (Cho et al., 2018). Naopak inhibice ALKBH5 vedla k zvýšení proliferace a 

migrace buněk adenokarcinomu (Tang et al., 2020). Vyšší exprese ALKBH5 také korelovala 

s delší dobou přežití pacientů s osteosarkomem, s potlačením růstu nádoru díky potlačení 

buněčné proliferace a zvýšené apoptóze (Yang et al., 2022). Autoři studie přišli s hypotézou, že 

tento mechanismus spočívá v potlačení signální dráhy STAT3. ALKBH5 demetyluje mRNA 

genu Socs3 (z angl. suppressor of cytokine signaling 3; Yang et al., 2022), který negativně 

reguluje STAT3 (Nicholson et al., 2000). Metylovaná mRNA Socs3 je rozpoznávána YTHDF2 

(z angl. human YTH domain family 2) m6A asociovaným proteinem, který podporuje degradaci 

SOCS3. Odstranění m6A metylace na mRNA Socs3 díky ALKBH5 demetyláze tedy vede 

k stabilizaci této mRNA a k potlačení STAT3 signální dráhy proteinem SOCS3 (Yang et al., 

2022). 

2.2.3 m6A vazebné proteiny 

Proteiny zodpovědné za vykonání funkcí m6A metylace se nazývají „readers“. Tyto 

proteiny se vážou na m6A modifikovanou mRNA a regulují jí buď přímo vazbou specifických 

RNA-vazebných proteinů, anebo nepřímo, kdy daný „reader“ způsobí změnu v sekundární 

struktuře metylované mRNA, a tím umožní nasednutí RNA-vazebných proteinů na mRNA 

(Zhao et al., 2016). Tyto proteiny obsahují YTH (YT521-B homologní) vazebnou doménu, 

která obsahuje hydrofobní kapsu se zbytky tryptofanu a leucinu rozpoznávající metylovou 

skupinu m6A v konsensus sekvenci mRNA (Theler et al., 2014; Xu et al., 2014). Cytosomální 

protein YTHDF1 (z angl. human YTH domain family protein 1) interaguje s iniciačními faktory 

translace a podporuje iniciaci translace m6A metylované mRNA (Wang et al., 2015c). Naopak 

protein YTHDF2 podporuje lokalizaci m6A metylované mRNA do oblastí k degradaci a 

vyřazení YTHDF2 vede k prodloužení životnosti m6A metylované mRNA (Wang et al., 2013). 

YTHDF1 a YTHDF2 vykazují vazbu na společnou skupinu m6A metylované mRNA, YTHDF1 

se však váže dříve než YTHDF2 (Wang et al., 2015c). Kooperace YTHDF1 a YTHDF2 by 

mohla mít funkci pro synchronizaci a rychlou translaci a degradaci m6A metylovaných mRNA 

v procesech jako jsou buněčná diferenciace (Zhao et al., 2016). Funkce těchto dvou proteinů je 



13 
 

dále regulována třetím cytosolickým proteinem YTHDF3 (z angl. human YTH domain family 

protein 3), který se spolu s YTHDF1 váže na m6A mRNA a podporuje translaci mRNA (Shi et 

al., 2017). Snížení exprese YTHDF3 vede k snížení vazebné specifity YTHDF1 a YTHDF2 

k jejich cílovým mRNA, YTHDF3 by tedy mohl přispívat k jejich vazebné specifitě (Shi et al., 

2017). Protein YTHDC2 (z angl. YTH domain containing 2) je vysoce exprimován v myších 

varlatech, mozku a slezině a podílí se na spermatogenezi. Myši s delecí genu Ythdc2 jsou 

infertilní. YTHDC2 se zřejmě podílí na úspěšným průběhu meiózy v gametách, váže se na geny 

spojené s meiózou a je upregulovaný v počátečních fázích meiózy (Hsu et al., 2017). 

V jádře se nachází m6A vazebný protein YTHDC1 (z angl. YTH domain containing 1), 

který reguluje sestřih pre-mRNA. YTHDC1 kompetitivně váže sestřihové faktory SRSF3 

(sestřihový faktor bohatý na arginin/serin 3) a SRSF10 (sestřihový faktor bohatý na 

arginin/serin 10). Spolu se sesřihovým faktorem SRSF3 se YTHDC1 podílí na inkluzi exonu. 

Vazba SRSF10 k pre-mRNA vede naopak k přeskočení exonu a tomu YTHDC1 zabraňuje 

blokováním vazby SRSF10 na pre-mRNA (Xiao et al., 2016). YTHDC1 se podílí také na 

exportu mRNA z jádra, inhibice YTHDC1 vede k zvýšení množství jaderné m6A mRNA, a 

naopak její snížení v cytoplasmě (Roundtree et al., 2017b). 

2.3 Vztah m6A metylace a cirkadiánního systému 

Transkripční i posttranskripční modifikace hrají důležitou roli v regulaci cirkadiánního 

systému. Z ~ 9 % cirkadiánně řízených genů v játrech (Akhtar et al., 2002) je pouze ~ 22 % 

řízeno de novo transkripcí (Koike et al., 2012). Bylo ukázáno, že hodinové geny a kinázy CK1δ 

obsahují oblasti pro m6A metylaci (Fustin et al., 2013, 2018). Vztah mezi m6A metylací a 

cirkadiánním systémem zatím není plně objasněn. 

Zvýšení exprese m6A metylázy METTL3 vede ke zkrácení cirkadiánní periody, a 

naopak inhibice METTL3 pomocí siRNA způsobuje prodloužení cirkadiánní periody a vede 

k zpoždění procesu úprav Per2, Bmal1 a Clock transkriptů a k jejich opožděnému transportu z 

jádra (Barajas et al., 2022; Fustin et al., 2013). Přesný mechanismus vlivu m6A metylace na 

délku cirkadiánní periody není známý. Gibo a Kurosawa (2020) ve své teoretické studii 

uvažovali dva možné mechanismy. Vycházeli z faktu, že m6A metylace podporuje destabilizaci 

a degradaci mRNA (Wang et al., 2013) a inhibice m6A metylace vede k stabilizaci mRNA, 

včetně mRNA hodinových genů (Fustin et al., 2013). Inhibice m6A metylace by tedy mohla 

prodloužit cirkadiánní periodu stabilizací mRNA hodinových genů jako jsou Per a Cry anebo 

stabilizací mRNA kinázy CK1δ (Gibo & Kurosawa, 2020). Transkript kinázy CK1δ na svém 3' 
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konci nepřekládané oblasti vykazuje nejvýraznější maximum m6A metylace v porovnání 

s ostatními regulátory cirkadiánní periody. Inhibice m6A metylace způsobuje zvýšení množství 

CK1δ proteinů a prodloužení cirkadiánní periody (Fustin et al., 2018), v předchozích studiích 

byla však prodloužená perioda způsobená naopak inhibicí CK1δ kinázy (Etchegaray et al., 

2009; Lee et al., 2009). Autoři Fustin et al. (2018) ve své studii poprvé identifikovali dvě 

isoformy CK1δ, které se podílejí na fosforylacích odlišných míst proteinu PER2, který je 

významný pro regulaci cirkadiánní periody (Wilkins et al., 2007). CK1δ1 převažuje v SCN, 

podporuje rozpad PER2 a její zvýšená exprese vede ke zkrácení cirkadiánní periody. Naopak 

CK1δ2 převažuje v játrech, stabilizuje PER2 a její zvýšená exprese cirkadiánní periodu 

prodlužuje. Specifická inhibice CK1δ2 kinázy vede ke zkrácené periodě (Fustin et al., 2018). 

Mechanismus prodloužení periody v důsledku zvýšené exprese CK1δ2 by mohl spočívat 

v aktivaci rychlost limitující reakce fosforylace PER2. Výpočetní modely ukázaly, že tato 

aktivace prodlužuje cirkadiánní periodu, naopak aktivace jiných fosforylačních procesů periodu 

zkracuje (Fustin et al., 2018; Gibo & Kurosawa, 2020). Na prodloužení periody při inhibici 

m6A metylace se mohou podílet také hodinové geny, jejíchž mRNA jsou v důsledku inhibice 

m6A metylace stabilizovány (Fustin et al., 2013; Gibo & Kurosawa, 2020). Toto bylo potvrzeno 

výpočetními modely s tím, že k prodloužení periody přispívá stabilizace zejména Per1, Per2, a 

Cry1. Po inhibici m6A metylace vykazuje křivka cirkadiánní periody méně sinusoidní charakter, 

což odpovídá prodloužení periody v důsledku zvýšené exprese CK1δ2. Nelze však vyloučit, že 

se na prodloužené periodě podílí i stabilizace hodinových genů (Gibo & Kurosawa, 2020).  

Zatímco inhibice metylázy METTL3 vede k prodloužené periodě (Fustin et al., 2013), 

inhibice demetylázy FTO nevedla ke zkrácení periody, ale také k jejímu prodloužení. To značí, 

že FTO zřejmě zastává mnohem složitější roli než jen jako m6A demetyláza. FTO např. 

interaguje s proteiny CRY1 a CRY2 a zvýšená exprese FTO potlačuje transkripci genů 

aktivovanou CLOCK/BMAL1 komplexem (Wang et al., 2015a). 

Cirkadiánní systém je tedy ovlivněn m6A metylací, platí však i opačný vztah. Metylace 

m6A a hladiny proteinů METTL14, ALKBH5, FTO a YTHDF2 vykazují cirkadiánní rytmus 

(Wang et al., 2015b; Zhong et al., 2018). Vyřazení genů pro CRY1 a CRY2 vede ke ztrátě těchto 

rytmů a k celkovému snížení množství m6A metylace (Wang et al., 2015b). Delece Bmal1 

v játrech vede k zvýšení exprese METTL3, METTL14, YTHDF2 a ALKBH5 a ke zvýšení m6A 

metylace (Zhong et al., 2018). 
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3. CÍLE PRÁCE 

Cílem diplomové práce bylo zjistit význam demetylázy ALKBH5 pro funkci SCN. 

Experimentálně jsme testovali vliv inhibice m6A demetylázy ALKBH5 pomocí ALKBH5 

siRNA na expresi hodinových genů Per2, Nr1d1 a Bmal1 a nehodinových genů Stat3, Socs3 a 

Gfap v průběhu 24 hodin v SCN potkanů. Ze vzorků odebíraných každé 4 hodiny byla 

izolována RNA, a množství mRNA jednotlivých genů bylo měřeno pomocí kvantitativní 

polymerázové řetězové reakce RT-PCR. Dalším cílem bylo zjistit vliv inhibice m6A demetylázy 

ALKBH5 pomocí ALKBH5 siRNA na expresi genu Per2 v SCN PER2::LUC myší pomocí 

LumiCycle luminometru. 
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4. MATERIÁL A METODY 

4.1 Laboratorní zvířata 

Pro experimenty byli použiti potkani kmene Wistar a transgenní PER2::LUC myši. 

Zvířata byla chována ve světelném režimu 12 hodin světla následovaných 12 hodinami tmy 

(LD12“12) a při teplotě 23 ± 2 °C s přístupem k vodě a potravě ad libitum.  

4.2 Primární kultury SCN 

Laboratorní zvířata byla ve stáří pěti dnů eutanizována dekapitací. Následně z nich byly 

vyjmuty oblasti hypotalamu obsahující SCN. Buňky byly extrahovány pomocí mechanické a 

enzymatické disociace trypsinem dle publikovaných metod (Svobodova et al., 2018; Watanabe 

et al., 1993). Na začátku experimentu byly připraveny 4 roztoky ve falkonkách. Falkonka M 

obsahující 12 ml média M199 a 300 µl 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 µl FBS. Do 

falkonky 1/1 byl následně napipetován 1 ml z falkonky 10/10 a dále přidáno 7 ml EBSS, 80 µl 

trypsin inhibitoru, 200 µl DNázy. Tkáň byla po vyjmutí ze zvířat vložena do falkonky s 

roztokem M a vložena do ledu. Po poklesnutí veškeré tkáně na dno, byl odsán supernatant a 

přidány 2 ml roztoku T, tento krok byl zopakován 3-4krát. Tkáň byla následně přendána do 

zbytku roztoku T, ve kterém bylo před tím rozpuštěno 5 mg trypsinu. Falkonka s tkání byla 

následně promíchávána po dobu 20 minut na třepačce v inkubátoru. Poté byla falkonka stočena 

v centrifuze vychlazené na 4⁰ C po dobu 1 minuty na 1100 rpm. 

Následovala mechanická disociace. Po odsátí supernatantu byl přidán 1 ml z 1/1. 

Mikropipetou byl opakovaně nasáván a vypouštěn roztok o stěnu falkonky, nejprve 1000ml 

mikropipetou a následně 200ml mikropipetou. Poté byly přidány 3 ml roztoku 1/1. Falkonka 

byla stočena v centrifuze po dobu 5 minut při 4⁰ C a 1100 rpm, odsán supernatant a přidán 1 ml 

Neurobasal média. Buňky byly v spočítány v Bürkerově komůrce. Byl přidán Neurobasal a 

10 % koňského séra, tak aby mohly být buňky vysázeny v hustotě 3000 buněk/mm2 na krycí 

sklíčka potažená 0,01% roztokem poly-L-lyzinu v 24-jamkové destičce (pro vzorky z potkanů) 

nebo 35mm Petriho misce (pro vzorky z PER2::LUC myší). Následně byla buněčná kultura 

pěstována v mediu Neurobasal s 2% suplementem B27, 0,5 mM L-glutaminu, 100 U/mL 

penicilinu a 100 µg/mL streptomycinu. Medium bylo vyměňováno každé tři dny a buňky byly 

udržovány v teplotě 37 °C s 5 % CO2 ve vzduchu a saturované vlhkosti. 



17 
 

4.3 Alkbh5 siRNA experimenty 

Po pětidenní kultivaci byla provedena transfekce primární buněčné kultury s Alkbh5 

siRNA (s154910, Thermo Fisher Scientific) nebo s ctrl siRNA (negativní kontrola siRNA, kat. 

č. AM4611, Thermo Fisher Scientific) pomocí transfekčního činidla lipofektaminu RNAiMAX 

v OptiMEM médiu. Transfekce byla provedena dle instrukcí výrobce (5 pmol siRNA na každou 

jamku v 24-jamkové destičce, 10 pmol siRNA na každou Petriho misku). Po 48 hodinách od 

transfekce bylo médium vyměněno za synchronizační médium s dexametazonem (1μM). Po 1 

hodině bylo médium vyměněno za nové kompletní Neurobasal médium. 

4.4 Izolace RNA a RT-qPCR 

Vzorky z buněčných kultur získaných z SCN potkanů byly odebírány každé 4 hodiny 

(CT0 až CT24). Celková RNA byla extrahována pomocí RNA izolačního kitu (NucleoSpin 

RNA XS, Macherey-Nagel a RNeasy micro kit, Qiagen), izolace byla provedena podle návodu 

od výrobce. Následně bylo množství RNA změřeno na přístroji NanoDrop (Thermo Fisher 

Scientific) a vzorky byly naředěny tak, aby měly stejnou koncentraci RNA. RNA byla poté 

přepsána do cDNA pomocí High-Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied 

Biosystems, Waltham, MA, USA).  

Vzorky cDNA byly amplifikovány v 20 μL PCR reakční směsi obsahující 5x HOT 

FIREPol®Probe qPCR Mix Plus (Baria, Praha, Česká republika) a TaqMan assay (Applied 

Biosystems). Množství exprese genů Alkbh5, Fto, Per2, Nr1D1, Bmal1, Gapdh, Ppia Gfap, 

Socs3 a Stat3 bylo měřeno kvantitativní polymerázovou řetězovou reakcí RT-PCR za pomoci 

pre-developed TaqMan®assays (Alkbh5: Rn01750503_m1, Thermo Fisher Scientific, Fto: 

Rn01538186_m1, Per2: Rn01427704_m1, Nr1D1: Rn01460662_m1, Bmal1: 

Rn00577590_m1, Gapdh: Rn01775763_g1, Ppia: Rn00690933_m1, Gfap: Rn01253033_m1, 

Socs3: Rn01470502_g1, Stat3: Rn00680715_m1, Applied Biosystems,). Všechny qPCR reakce 

byly provedeny v tripletech v nástroji LightCycler 480 (Roche Life Science, Indianapolis, IN, 

Spojené Státy). Střední hodnota crossing pointu (Cp) obdrženého z qPCR byla normalizována 

na úroveň průměru housekeeping genů Ppia a Gapdh a použita pro analýzu relativní genové 

exprese pomocí 2-∆∆CT metody (Livak & Schmittgen, 2001). 
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4.5 Nahrávání bioluminiscence 

Primární buněčné kultury izolované z SCN PER2::LUC transgenních myší byly 

nasazeny na krycí sklíčka uvnitř 35mm Petriho misek. Po pětidenní kultivaci byly buňky 

transfekovány s Alkbh5 siRNA nebo s ctrl siRNA po dobu 48 hodin. Poté byly synchronizovány 

s 1μM dexametazonem po dobu 1 hodiny. Médium bylo nahrazeno za nahrávací médium 

skládajícího se z Neurobasalu, 2% B27 suplementu, 2% GlutaMAX suplementu, 100 U/mL 

penicilinu, 100 μg/mL streptomycinu, 25mM HEPES a 0,1mM luciferinu. Misky byly utěsněny 

a umístěny do LumiCycle luminometru (Actimetrics, Evanston, IL, USA), kde byla 

monitorována exprese Per2. Perioda a amplituda rytmu Per2 byly analyzovány pomocí 

LumiCycle Analysis Softwaru (Actimetrics). 

4.6 Statistická analýza 

Ke statistické analýze byl použit program GraphPad Prism verze 8. Rytmy hodinových 

genů byly vyhodnoceny kosinorovou analýzou podle následující rovnice s konstantní vlnovou 

délkou o 24 hodinách:  

Y = mesor + (amplituda*cos (2* p *(X - akrofáze) / vlnová délka) 

Tato analýza popisuje vlastnosti cirkadiánního rytmu a prokládá sinusoidu danými body na 

grafu. Cirkadiánní rytmus lze charakterizovat amplitudou, což je polovina rozdílu nejvyššího a 

nejnižšího bodu, dále akrofází, což je časový bod, kdy rytmus dosahuje nejvyšší hodnoty, a 

mesorem, což je střední hodnota rytmu (Obrázek 5). Hodnota P udává pravděpodobnost, že 

daný výsledek by mohl být zapříčiněný náhodou, tedy pravděpodobnost tzv. nulové hypotézy. 

Pokud byla hodnota P <0,05, byl rytmus exprese hodinových genů potvrzen. V opačném 

případě byl jako alternativní hypotéza použit model horizontální přímky. Pro porovnání mesoru, 

amplitudy a akrofáze mezi Alkbh5 siRNA a ctrl siRNA byl použit nepárový oboustranný t test, 

pro vyhodnocení variance mezi skupinami byla použita dvoucestná ANOVA. 
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Obrázek 5: Vlastnosti cirkadiánního rytmu a srovnání dvou rytmů 

(A) Sinusoidní zobrazení cirkadiánního rytmu pomocí kosinorovy analýzy., Amplituda – α je polovina 

rozdílu nejvyššího a nejnižšího bodu, mesor – k je střední hodnota rytmu, akrofáze – φ je časový bod, 

kdy rytmus dosahuje nejvyšší hodnoty. 

(B) Srovnání parametrů dvou cirkadiánních rytmů. α1 – rozdíl amplitud φ1 – rozdíl akrofází. Převzato a 

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

5.1 Vliv Alkbh5 siRNA na expresi genů v SCN potkana 

5.1.1 Hodinový gen Per2 

Kosinorovou analýzou byl potvrzen rytmus v expresi genu Per2 (Obrázek 6A) pro 

skupinu transfekovanou Alkbh5 siRNA (P <0,0001), pro skupinu transfekovanou ctrl siRNA se 

rytmus nepotvrdil (P = 0,1144). Dvoucestná ANOVA neprokázala signifikantní rozdíl mezi 

skupinami (P = 0,0566, F (1, 40) = 3,853; Tabulka 1). Vzhledem k tomu, že jeden ze 

srovnávaných expresních profilů nebyl rytmický, lze srovnávat pouze hodnotu mesoru mezi 

oběma skupinami, nikoliv amplitudu a akrofázi. Nepárový t test prokázal signifikantní rozdíl v 

hodnotách mesoru mezi oběma skupinami (P = 0,0066; Obrázek 6B). 
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Obrázek 6: Vliv Alkbh5 siRNA na expresi genu Per2 v SCN potkana a porovnání průměru mesoru u 

skupin Alkbh5 siRNA a kontrolní siRNA.  

CT – cirkadiánní čas v hodinách, ctrl siRNA – negativní kontrola siRNA 

(A) RT-qPCR profil exprese genu Per2 v buňkách SCN transfekovaných ctrl siRNA (šedě) a Alkbh5 

siRNA (modře). Rytmus exprese byl analyzovaný kosinorovou analýzou, pro skupinu Alkbh5 siRNA bylo 

P <0,0001, pro skupinu ctrl siRNA bylo P = 0,1144. Přerušovaná čára značí, že analýza nezavrhla 

nulovou hypotézu – horizontální přímku. Jednotlivé body znázorňují průměr 3-4 hodnot ± SEM. 

(B) Průměrná hodnota mesoru u obou skupin byla zjištěna kosinorovou analýzou a následně porovnána 

nepárovým t testem. Rozdíl mezi skupinami byl signifikantní s P = 0,0066. Hodnoty jsou uvedeny jako 

průměr relativní exprese ± SD. 
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5.1.2 Hodinový gen Bmal1 

Rytmická exprese genu Bmal1 byla potvrzena kosinorovou analýzou u skupiny Alkbh5 

siRNA (P = 0,0002) i u ctrl siRNA (P = 0,0002). Rozdíl mezi skupinami prokázala dvoucestná 

ANOVA jako signifikantní (P = 0,0023, F (1, 39) = 10,67; Obrázek 7; Tabulka 1). Nepárový t 

test prokázal signifikantní rozdíl u mesoru mezi skupinami (P = 0,0007; Obrázek 8A). Rozdíl 

nebyl signifikantní u amplitudy (P = 0,0932; Obrázek 8B) ani u akrofáze (P = 0,1990; Obrázek 

8C).  
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Obrázek 7: Vliv Alkbh5 siRNA na expresi genu Bmal1 v SCN potkana 

CT – cirkadiánní čas v hodinách, ctrl siRNA – negativní kontrola siRNA 

RT-qPCR profil exprese genu Bmal1 v buňkách SCN transfekovaných ctrl siRNA (šedě) a Alkbh5 siRNA 

(modře). Rytmus exprese byl analyzovaný kosinorovou analýzou, pro skupinu Alkbh5 siRNA bylo 

P <0,0002, pro skupinu ctrl siRNA bylo P = 0,0002. Jednotlivé body znázorňují průměr 

3-4 hodnot ± SEM. 
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Obrázek 8: Porovnání průměru mesoru, amplitudy a akrofáze skupin Alkbh5 siRNA a ctrl siRNA u 

genu Bmal1 

CT – cirkadiánní čas v hodinách, ctrl siRNA – negativní kontrola siRNA 

(A) Průměrná hodnota mesoru u obou skupin byla zjištěna kosinorovou analýzou a následně porovnána 

nepárovým t testem. Rozdíl mezi skupinami byl signifikantní s P = 0,0007. Hodnoty jsou uvedeny jako 

průměr relativní exprese ± SD. 

(B) Průměrná hodnota amplitudy u obou skupin byla zjištěna kosinorovou analýzou a následně 

porovnána nepárovým t testem. Rozdíl mezi skupinami nebyl signifikantní, P = 0,0932. Hodnoty jsou 

uvedeny jako průměr relativní exprese ± SD. 

(C) Průměrná hodnota akrofáze u obou skupin byla zjištěna kosinorovou analýzou a následně 

porovnána nepárovým t testem. Rozdíl mezi skupinami nebyl signifikantní, P = 0,1990. Hodnoty jsou 

uvedeny jako průměr relativní exprese ± SD. 
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5.1.3 Hodinový gen Nr1d1 

Rytmus exprese genu Nr1d1 (Obrázek 9) byl prokázán kosinorovou analýzou u Alkbh5 

siRNA (P = 0,0004) a ctrl siRNA (P = 0,0115). Signifikantní rozdíl mezi skupinami dvoucestná 

ANOVA neprokázala (P = 0,4981, F (1, 37) = 0,4683; Tabulka 1). Nepárový t test neukázal 

signifikantní rozdíl mesorů (P = 0,4083; Obrázek 10A), amplitud (P = 0,1829; Obrázek 10B) 

ani akrofází (P = 0,8405; Obrázek 10C). 
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Obrázek 9: Vliv Alkbh5 siRNA na expresi genu Nr1d1 v SCN potkana 

CT – cirkadiánní čas v hodinách, ctrl siRNA – negativní kontrola siRNA 

RT-qPCR profil exprese genu Nr1d1 v buňkách SCN transfekovaných ctrl siRNA (šedě) a Alkbh5 siRNA 

(modře). Rytmus exprese byl analyzovaný kosinorovou analýzou, pro skupinu Alkbh5 siRNA bylo 

P <0,0004, pro skupinu ctrl siRNA bylo P = 0,0115. Jednotlivé body znázorňují průměr 

3-4 hodnot ± SEM. 
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Obrázek 10: Porovnání průměru mesoru, amplitudy a akrofáze u skupin Alkbh5 siRNA a ctrl siRNA 

u genu Nr1d1 

CT – cirkadiánní čas v hodinách, ctrl siRNA – negativní kontrola siRNA 

(A) Průměrná hodnota mesoru u obou skupin byla zjištěna kosinorovou analýzou a následně porovnána 

nepárovým t testem. Rozdíl mezi skupinami nebyl signifikantní, P = 0,4083. Hodnoty jsou uvedeny jako 

průměr relativní exprese ± SD. 

(B) Průměrná hodnota amplitudy u obou skupin byla zjištěna kosinorovou analýzou a následně 

porovnána nepárovým t testem. Rozdíl mezi skupinami nebyl signifikantní, P = 0,1829. Hodnoty jsou 

uvedeny jako průměr relativní exprese ± SD.  

(C) Průměrná hodnota akrofáze u obou skupin byla zjištěna kosinorovou analýzou a následně 

porovnána nepárovým t testem. Rozdíl mezi skupinami nebyl signifikantní, P = 0,8405. Hodnoty jsou 

uvedeny jako průměr relativní exprese ± SD. 
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5.1.4 Geny Socs3 a Stat3 

Expresní profily genů Socs3 a Stat3 nebyly rytmické ani u jedné skupiny (Socs3: Alkbh5 

siRNA: P = 0,3014, ctrl siRNA: P = 0,3060; Stat3: Alkbh5 siRNA: P = 0,6674, ctrl siRNA: P = 

0,1912). Pro gen Socs3 (Obrázek 11A) ukázala dvoucestná ANOVA signifikantní rozdíl mezi 

skupinami Alkbh5 siRNA a ctrl siRNA (P = 0,0013, F (1, 39) = 12,06; Tabulka 1). Nepárový t 

test prokázal signifikantní rozdíl mesorů (P = 0,0004; Obrázek 11B). 

U genu Stat3 (Obrázek 12A) nebyl dvoucestnou ANOVA analýzou prokázán 

signifikantní rozdíl mezi skupinami Alkbh5 siRNA a ctrl siRNA (P = 0,1069, F (1, 28) = 2,774; 

Tabulka 1). Nepárový t test však prokázal signifikantní rozdíl mezi mesory (P = 0,0352; 

Obrázek 12B). 
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Obrázek 11: Vliv Alkbh5 siRNA na expresi genu Socs3 v SCN potkana a porovnání průměru mesoru 

u skupin Alkbh5 siRNA a kontrolní siRNA 

CT – cirkadiánní čas v hodinách, ctrl siRNA – negativní kontrola siRNA 

(A) RT-qPCR profil exprese genu Socs3 v buňkách SCN transfekovaných ctrl siRNA (šedě) a Alkbh5 

siRNA (modře). Data byla proložena kosinorovou křivkou. Přerušovaná čára značí, že analýza 

nezavrhla nulovou hypotézu – horizontální přímku. Jednotlivé body znázorňují průměr 3-4 

hodnot ± SEM. 

(B) Průměrná hodnota mesoru u obou skupin byla vyhodnocena kosinorovou analýzou a následně 

porovnána nepárovým t testem. Rozdíl mezi skupinami byl signifikantní s P = 0,0004. Hodnoty jsou 

uvedeny jako průměr relativní exprese ± SD. 
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Obrázek 12: Vliv Alkbh5 siRNA na expresi genu Stat3 v SCN potkana a porovnání průměru mesoru 

u skupin Alkbh5 siRNA a kontrolní siRNA 

CT – cirkadiánní čas v hodinách, ctrl siRNA – negativní kontrola siRNA 

(A) RT-qPCR profil exprese genu Stat3 v buňkách SCN transfekovaných ctrl siRNA (šedě) a Alkbh5 

siRNA (modře). Data byla proložena kosinorovou křivkou. Přerušovaná čára značí, že analýza 

nezavrhla nulovou hypotézu – horizontální přímku. Jednotlivé body znázorňují průměr 3 hodnot ± SEM. 

(B) Průměrná hodnota mesoru u obou skupin byla vyhodnocena kosinorovou analýzou a následně 

porovnána nepárovým t testem. Rozdíl mezi skupinami byl signifikantní s P = 0,0352. Hodnoty jsou 

uvedeny jako průměr relativní exprese ± SD. 
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5.1.5 Gen Gfap 

Expresní profil genu Gfap nebyl rytmický ani u jedné skupiny (Alkbh5 siRNA: P = 

0,7625, ctrl siRNA: P = 0,2829; Obrázek 13A). Dvoucestná ANOVA prokázala signifikantní 

rozdíl mezi skupinami Alkbh5 siRNA a ctrl siRNA (P = 0,0050, F (1, 40) = 8,808; Tabulka 1). 

Nepárový t test prokázal signifikantní rozdíl mezi průměrem mesoru u obou skupin (P = 0,0008; 

Obrázek 13B). 
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Obrázek 13: Vliv Alkbh5 siRNA na expresi genu Gfap v SCN potkana a porovnání průměru mesoru 

u skupin Alkbh5 siRNA a kontrolní siRNA 

CT – cirkadiánní čas v hodinách, ctrl siRNA – negativní kontrola siRNA 

(A) RT-qPCR profil exprese genu Gfap v buňkách SCN transfekovaných ctrl siRNA (šedě) a Alkbh5 

siRNA (modře). Data byla proložena kosinorovou křivkou. Přerušovaná čára značí, že analýza 

nezavrhla nulovou hypotézu – horizontální přímku. Jednotlivé body znázorňují průměr 

3-4 hodnot ± SEM. 

(B) Průměrná hodnota mesoru u obou skupin byla vyhodnocena kosinorovou analýzou a následně 

porovnána nepárovým t testem. Rozdíl mezi skupinami byl signifikantní s P = 0,0008. Hodnoty jsou 

uvedeny jako průměr relativní exprese ± SD. 
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5.1.6 Geny demetyláz Fto a Alkbh5 

Efekt Alkbh5 siRNA byl sledován i na expresi genů m6A demetyláz Fto a Alkbh5. 

Expresní profily obou genů nebyly rytmické ani u jedné skupiny (Fto: Alkbh5 siRNA: 

P = 0,7571, ctrl siRNA: P = 0,5433; Alkbh5: Alkbh5 siRNA: P = 0,3350, ctrl siRNA: 

P = 0,3480). U genu Fto (Obrázek 14A) neprokázala dvoucestná ANOVA rozdíl mezi 

skupinami (P = 0,4172, F (1, 40) = 0,6720; Tabulka 1). Signifikantní rozdíl nebyl prokázán ani 

nepárovým t testem mezi mesory (P = 0,1107; Obrázek 14B). Porovnáním exprese genu Alkbh5 

u Alkbh5 siRNA a ctrl siRNA (Obrázek 15A) byla ověřena účinnost Alkbh5 siRNA. 

Dvoucestná ANOVA prokázala signifikantní rozdíl mezi skupinami (P <0,0001, F (1, 39) = 

69,16; Tabulka 1). Nepárový t test prokázal rozdíl mesorů jako signifikantní (P <0,0001; 

Obrázek 15B). 
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Obrázek 14: Vliv Alkbh5 siRNA na expresi genu Fto v SCN potkana a porovnání průměru mesorů u 

skupin Alkbh5 siRNA a kontrolní siRNA 

 CT – cirkadiánní čas v hodinách, ctrl siRNA – negativní kontrola siRNA 

(A) RT-qPCR profil exprese genu Fto v buňkách SCN transfekovaných ctrl siRNA (šedě) a Alkbh5 siRNA 

(modře). Data byla proložena kosinorovou křivkou. Přerušovaná čára značí, že analýza nezavrhla 

nulovou hypotézu – horizontální přímku. Jednotlivé body znázorňují průměr 3-4 hodnot ± SEM. 

(B) Rozdíl mesorů skupin a Alkbh5 siRNA a ctrl siRNA u genu Fto. Průměrná hodnota mesoru u obou 

skupin byla zjištěna kosinorovou analýzou a následně porovnána nepárovým t testem. Rozdíl mezi 

skupinami nebyl signifikantní, P = 0,1107. Hodnoty jsou uvedeny jako průměr relativní exprese ± SD. 
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Obrázek 15: Vliv Alkbh5 siRNA na expresi genu Alkbh5 v SCN potkana a porovnání průměru mesorů 

u skupin Alkbh5 siRNA a kontrolní siRNA 

 CT – cirkadiánní čas v hodinách, ctrl siRNA – negativní kontrola siRNA 

(A) RT-qPCR profil exprese genu Alkbh5 v buňkách SCN transfekovaných ctrl siRNA (šedě) a Alkbh5 

siRNA (modře). Data byla proložena kosinorovou křivkou. Přerušovaná čára značí, že analýza 

nezavrhla nulovou hypotézu – horizontální přímku. Jednotlivé body znázorňují průměr 3-4 

hodnot ± SEM. 

(B) Rozdíl mesorů skupin a Alkbh5 siRNA a ctrl siRNA u genu Alkbh5. Průměrná hodnota mesoru u 

obou skupin byla zjištěna kosinorovou analýzou a následně porovnána nepárovým t testem. Rozdíl mezi 

skupinami byl signifikantní s P <0,0001, byla tak potvrzena úspěšná transfekce s Alkbh5 siRNA. 

Hodnoty jsou uvedeny jako průměr relativní exprese ± SD. 
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Tabulka 1: Dvoucestná ANOVA zobrazující varianci mezi skupinami Alkbh5 siRNA a ctrl siRNA u 

jednotlivých genů 

Tabulka ukazuje vliv času, vliv siRNA a jejich interakci. V tabulce je uvedena F distribuce a hodnota P. 

F distribuce má dva parametry, stupně volnosti čitatele (DFn, z angl. degrees of freedom numerator) a 

stupně volnosti jmenovatele (DFd, z angl. degrees of freedom denumenator), které udávají kritickou 

hodnotu, kterou musí hodnota F přesáhnout pro vyvrácení nulové hypotézy. Signifikantní variance 

s P <0,05 jsou vyznačeny tučně. 
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5.2 Vliv Alkbh5 siRNA na expresi genu Per2 v SCN PER2::LUC myší 

Nahráváním bioluminiscence přístrojem LumiCycle byla měřena exprese genu Per2 v 

buněčných kulturách SCN PER2::LUC myší s Alkbh5 siRNA nebo s ctrl siRNA. Výsledek byl 

vyhodnocen pomocí LumiCycle Analysis Softwaru (Obrázek 16). Data byla zpracována i 

v programu GraphPad Prism a analyzována kosinorovou analýzou, která prokázala rytmus 

exprese pro obě skupiny (P <0,0001). Data byla zanesena do grafu (Obrázek 17A). Nepárovým 

t testem byl porovnána průměrná amplituda a perioda u obou skupin. Rozdíl amplitudy 

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

 

 

Obrázek 16: Záznam bioluminiscence exprese genu Per2 v SCN PER2::LUC myší z LumiCycle 

luminometru. 

Osa Y ukazuje amplitudu rytmu. Osa X ukazuje čas v rámci dnů, kdy byla hodnota zaznamenána 

(4,2 dny). První vrchol byl pro zvýšení přesnosti odstraněn. Záznam obsahuje 10 vzorků, z toho 5 vzorků 

transfekovaných Alkbh5 siRNA a 5 vzorků transfekovaných ctrl siRNA, skupiny nejsou v tomto grafu 

rozlišeny. 
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Obrázek 17: Vliv Alkbh5 siRNA na expresi genu Per2 měřenou v LumiCycle luminometru.  

CT – cirkadiánní čas v hodinách, ctrl – negativní kontrola siRNA 

(A) Graf znázorňuje průměrný rytmus exprese genu Per2 pro skupinu transfekovanou Alkbh5 siRNA 

(modře) a skupinu transfekovanou ctrl siRNA (šedě). Data byla analyzována kosinorovou analýzou, 

rytmus byl potvrzen pro obě skupiny s P <0,0001. Každá skupina obsahovala 5 vzorků. 

(B) Porovnání průměru amplitud mezi skupinami s Alkbh5 siRNA a ctrl siRNA. Pro porovnání byl použit 

nepárový t test, rozdíl nebyl signifikantní, P = 0,5079. Černé body vyznačují průměrnou hodnotu 

amplitudy jednotlivých vzorků vyhodnocených pomocí LumiCycle Analysis Software. Hodnoty ve sloupci 

ukazují průměr amplitudy z 5 hodnot ± SD. 

(C) Porovnání průměrné periody mezi skupinami s Alkbh5 siRNA a ctrl siRNA. Pro porovnání byl použit 

nepárový t test, rozdíl nebyl signifikantní, P = 0,1967. Černé body vyznačují průměrnou periodu 

jednotlivých vzorků vyhodnocených pomocí LumiCycle Analysis Software. Hodnoty ve sloupci ukazují 

průměr periody z 5 hodnot ± SD. 



33 
 

6. DISKUSE 

Metylace m6A je nejhojnější modifikace na vnitřní oblasti mRNA (Roundtree et al., 

2017a). Metylace je prováděna metylázami METTL3 a METTL14 (Bokar et al., 1997; Liu et 

al., 2014) a zpětně odstraňována demetylázami FTO (Jia et al., 2011) a ALKBH5 (Zheng et al., 

2013). Studie z posledních let ukazují na vzájemný vztah metylace m6A a cirkadiánního 

systému (Fustin et al., 2013, 2018; Wang et al., 2015b; Zhong et al., 2018). Transkripty 

hodinových genů, které zajišťují molekulární mechanismus cirkadiánních hodin (Cox & 

Takahashi, 2019) jsou cílem m6A metylace (Fustin et al., 2013) a inhibice m6A metylace, 

metylázy METTL3 či demetylázy FTO má vliv na délku cirkadiánní periody (Fustin et al., 

2013; Wang et al., 2015a; Filipovská et al., 2024). Vliv demetylázy ALKBH5 na expresi 

hodinových genů a délku cirkadiánní periody však není prozkoumán.  

V našem experimentu jsme zkoumali vliv inhibice ALKBH5 na expresi genů v SCN 

potkanů a PER2::LUC myší. Úspěšně jsme transfekovali primární buněčnou kulturu 

z potkaních SCN Alkbh5 siRNA. Úspěšná transfekce byla potvrzena signifikantním snížením 

mesoru expresního profilu genu Alkbh5. Ze vzorků odebíraných každé 4 hodiny byla následně 

pomocí izolace RNA a kvantitativní RT-PCR měřena exprese genů Per2, Bmal1, Nr1d1, Socs3, 

Stat3, Gfap a Fto. 

Hodinový gen Per2 má důležitou roli v regulaci cirkadiánní periody (Wilkins et al., 

2007). Naše výsledky ukázaly, že inhibice ALKBH5 způsobila signifikantní snížení mesoru 

rytmu exprese hodinového genu Per2 v SCN potkana. Vliv inhibice ALKBH5 na expresi Per2 

v SCN zatím nebyl studován. Naše výsledky lze však porovnat se studiemi sledující vliv 

demetylázy FTO, metylázy METTL3 a inhibice celkové metylace m6A. Předchozí studie z naší 

laboratoře ukázala, že inhibice m6A demetylázy FTO v buňkách SCN potkanů vedla taktéž 

k snížení mesoru rytmu Per2 (Filipovská et al., 2024). Inhibice m6A metylace pomocí DAA 

(3-deazaadenosin) v lidských U2OS buňkách vedla ke stabilizaci Per2 mRNA (Fustin et al., 

2013). DAA inhibuje metylaci RNA, a to zejména m6A metylaci (Backlund et al., 1986). Naše 

výsledky tedy naznačují snížení stability Per2 mRNA v důsledku inhibice demetylázy 

ALKBH5 a zvýšení m6A metylace v SCN. 

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

transfekovanou ctrl siRNA, nebylo tedy možné srovnat amplitudu a akrofázi mezi skupinami. 
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Ačkoli jednotlivé body na ose přibližně odpovídají sinusoidní křivce, v bodech CT16 a CT20 

jsou velké odchylky, což může být příčinou nepotvrzení cirkadiánního rytmu.  

Vliv inhibice ALKBH5 na rytmus v expresi genu Per2 jsme sledovali i v primární 

buněčné kultuře z SCN z PER2::LUC myší za pomoci luminometru LumiCycle. Porovnávali 

jsme amplitudu a periodu rytmu a nenašli jsme signifikantní rozdíl mezi skupinami 

transfekovanými Alkbh5 siRNA a ctrl siRNA. Naše výsledky nesouhlasí se studií, ve které 

inhibice m6A metylace pomocí DAA a inhibice METTL3 vedla k prodloužení periody 

v embryonálních fibroblastech PER2::LUC myší a my bychom tak analogicky měli pozorovat 

spíše její zkrácení. Podle autorů by toto prodloužení periody mohlo být důsledkem zpoždění 

úprav a exportu Per2 mRNA z jádra po inhibici METTL3 (Fustin et al., 2013). Efekt m6A 

metylace na export mRNA byl potvrzen u HeLa buněk s vyřazeným Alkbh5 genem, kdy ale 

naopak došlo k zrychlenému transportu z jádra (Zheng et al., 2013). Mechanismus působení 

m6A metylace na délku cirkadiánní periody tedy není plně objasněn. Autoři Fustin et al. (2018) 

ukázali, že inhibice metylace m6A vede k zvýšení translace dvou sestřihových variant CK1δ 

kinázy, která patří také mezi hodinové geny a ovlivňuje délku cirkadiánní periody. Ve své studii 

identifikovali dvě isoformy CK1δ kinázy; v oblasti SCN převažuje isoforma CK1δ1, která 

podporuje degradaci proteinu PER2 a zvýšení její exprese v embryonálních fibroblastech 

PER2::LUC myší vede ke zkrácení cirkadiánní periody (Fustin et al., 2018). V experimentech 

s buněčnými kulturami se ukázalo, že CK1δ2 stabilizuje PER2 tím, že zvyšuje jeho fosforylaci, 

což prodlužuje jeho poločas života a přispívá k prodloužení cirkadiánní periody 

(Narasimamurthy et al., 2018). Ačkoliv in vitro experimenty naznačují, že CK1δ1 a CK1δ2 

regulují cirkadiánní rytmy antagonisticky, CK1δ1 urychluje a CK1δ2 zpomaluje cirkadiánní 

hodiny, zdá se, že obě isoformy mají odlišnou tkáňovou distribuci a funkce CK1δ2 přímo 

v SCN nebyla zatím testována.  

Přestože v naší studii nevidíme rozdíl v amplitudě a periodě rytmu exprese Per2 

v buňkách SCN, je nutno podotknout, že zejména mezi hodnotami průměrných period 

jednotlivých vzorků byly značné odchylky. Z pěti vzorků transfekovaných Alkbh5 siRNA měl 

pouze jeden vyšší periodu než kontrolní vzorky. Nelze tedy vyloučit možné zkrácení 

cirkadiánní periody inhibicí ALKBH5. Vliv ALKBH5 na cirkadiánní periodu by měl být 

předmětem dalšího výzkumu a bylo by vhodné přihlédnout k možné tkáňové specifitě. 

Hodinové geny Bmal1 a Nr1d1 také obsahují místa pro m6A metylaci mRNA (Fustin et 

al., 2013). Předchozí studie ukázaly vliv m6A metylace na úpravu a export Bmal1 mRNA z 

jádra. Zpoždění úprav a exportu Bmal1 mRNA bylo důsledkem inhibice m6A metylace v 
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embryonálních fibroblastech PER2::LUC myší (Fustin et al., 2013) a také delece metylázy 

METTL3 v jaterních buňkách myší (Barajas et al., 2022). Inhibice m6A metylace také vedla k 

stabilizaci Bmal1 mRNA a Nr1d1 mRNA v embryonálních fibroblastech PER2::LUC myší 

(Fustin et al., 2013). Delece metylázy METTL3 v jaterních buňkách myší vedla k snížení 

exprese Nr1d1 (Barajas et al., 2022). V předchozí studii z naší laboratoře nedošlo 

k signifikantním změnám v expresi Bmal1 ani Nr1d1 po inhibici demetylázy FTO v SCN 

potkanů (Filipovská et al., 2024). Efekt inhibice ALKBH5 na expresi Bmal1 a Nr1d1 však 

dosud studován nebyl. V našich experimentech došlo po inhibici demetylázy ALKBH5 k 

zvýšení exprese genu Bmal1. Změna v amplitudě ani v akrofázi rytmu v expresi nenastala. U 

genu Nr1d1 nedošlo ke změně množství exprese, změně amplitudy ani akrofáze. 

 ALKBH5 vykazuje efekt v nádorových onemocněních a ukazuje se, že by v budoucnu 

mohla být cílem protinádorové terapie. Vyšší exprese Alkbh5 například koreluje s vyšší šancí 

na přežití pacientů s osteosarkomem (Yang et al., 2022) a pacientů s rakovinou pankreatu (Cho 

et al., 2018). V našich experimentech jsme zkoumali vliv inhibice ALKBH5 na expresi Socs3 

a Stat3 v buňkách SCN potkana. SOCS3 je negativní regulátor STAT3 dráhy (Nicholson et al., 

2000), která je aktivována fosforylací proteinu STAT3 Janus kinázami indukovanými cytokiny 

(Buettner et al., 2002). Fosforylovaný STAT3 protein dimerizuje a translokuje do jádra, kde 

reguluje genovou transkripci a konstitutivní aktivace STAT3 vede k nádorové transformaci a 

inhibuje apoptózu buněk (Bromberg et al., 1999).  

Naše experimenty ukázaly, že inhibice ALKBH5 způsobuje zvýšení exprese genu Socs3 

v SCN potkana. Předchozí studie objevili místa pro m6A metylaci na Socs3 mRNA a vliv m6A 

metylace na expresi Socs3 (Hu et al., 2023; Yang et al., 2022). Zvýšení exprese metylázy 

METTL3 vedlo k vyšší m6A metylaci Socs3 mRNA a k snížení její stability v jaterních 

nádorových kmenových buňkách (Hu et al., 2023). V další studii byla zvýšená exprese Socs3 v 

lidských buňkách z osteosarkomu a v U2OS buňkách způsobena zvýšením exprese Alkbh5. 

Tato studie objevila, že m6A metylovaná Socs3 mRNA je rozpoznávána proteinem YTHDF2, 

který podporuje degradaci Socs3 mRNA v lidských buňkách osteosarkomu (Yang et al., 2022). 

Bylo ukázáno, že zvýšení exprese Alkbh5 tedy stabilizuje Socs3 mRNA, čímž je utlumena 

STAT3 dráha, což vede k apoptóze a k inhibici buněčné proliferace osteosarkomu. Efekt SOCS3 

na STAT3 dráhu byl dále potvrzen tím, že v buňkách osteosarkomu se zvýšenou expresí Alkbh5 

byl inhibován SOCS3, což vedlo k zvýšení exprese fosforylovaného STAT3 a k buněčné 

proliferaci (Yang et al., 2022). Naše výsledky jsou tedy v rozporu s těmito studiemi, což může 

poukazovat na případnou tkáňovou a druhovou specifitu vlivu m6A metylace na expresi Socs3. 
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Navíc naše experimenty nebyly prováděny na nádorových buňkách jako uvedené studie. 

Budoucí studie by měly ověřit účinky m6A metylace na expresi Socs3 v neuronálních 

buněčných liniích. 

Efekt ALKBH5 se liší u různých typů nádorů. V kmenových buňkách glioblastomu 

došlo po inhibici ALKBH5 k utlumení buněčné proliferace (Zhang et al., 2017). ALKBH5 

demetyluje transkripční faktor FOXM1, což vede k zvýšení jeho exprese (Zhang et al., 2017). 

FOXM1 vykazuje zvýšenou expresi v glioblastomu a úroveň jeho exprese koreluje se stupněm 

závažnosti glioblastomu (Liu et al., 2006). FOXM1 také aktivuje dráhu STAT3, což je jeden 

z mechanismů, kterým FOXM1 přispívá k nádorovým vlastnostem buněk. Inhibice FOXM1 

v glioblastomových kmenových buňkách vedla k snížení fosforylace STAT3, ale také k snížení 

jeho exprese. Delece FoxM1 v primárních kmenových neurálních buňkách myší vedla k snížení 

exprese Stat3. Vysoká exprese FoxM1 koreluje s vyšší expresí Stat3 (Gong et al., 2015). 

Transkripční faktor FOXM1 však vykazuje expresi pouze v embryonálních a aktivně 

proliferujících buňkách (Korver et al., 1997). V našem experimentu vedla inhibice ALKBH5 

k zvýšení exprese genu Stat3 v SCN potkana. Mechanismus tohoto ovlivnění by měl být 

předmětem dalšího výzkumu.  

Dalším studovaným genem v našich experimentech byl gen pro protein GFAP (gliální 

fibrilární kyselý protein). GFAP je protein intermediálních filament a specifický biomarker 

astrocytů v centrální nervové soustavě. V reakci na poškození nervové soustavy dochází 

k reakci astrocytů a jejich proliferaci, tzv. astrogliosy, a také k zvýšení exprese GFAP (Eng & 

Ghirnikar, 1994). Naše experimenty ukázaly signifikantní zvýšení exprese genu Gfap v SCN 

potkanů po inhibici ALKBH5. Vliv m6A metylace na expresi Gfap byla studována již dříve. 

Inhibice metyláz METTL3 nebo METTL14 vedly k poklesu celkové m6A metylace mRNA a 

k snížení exprese Gfap v glioblastomových kmenových buňkách (Cui et al., 2017). V myším 

modelu zranění míchy došlo k zvýšení m6A metylace a zvýšení exprese METTL3 

v astrocytech. Delece METTL3 v těchto astrocytech in vitro pak vedla k potlačení astrogliosy 

a regeneraci astrocytů a také utlumila zvýšení exprese Gfap v reakci na poškození (Ge et al., 

2023). Přímý vliv ALKBH5 na expresi Gfap však předtím studován nebyl. 

Jelikož GFAP je specifický biomarker astrocytů, naše experimenty jsou v rozporu se 

studií, která za pomocí protilátky k ALKBH5 a GFAP a fluorescentní imunocytochemie a 

imunofluorescence ukázala téměř nulovou expresi ALKBH5 v astrocytech v hipokampu a 

v kortexu myší (Du et al., 2020). Výskyt ALKBH5 v astrocytech však potvrdila studie, ve které 

v reakci na sociální stres došlo k zvýšení exprese ALKBH5 v astrocytech mediálního 
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prefrontálního kortexu myší. Oproti neuronům a endoteliálním buňkám byla zvýšená exprese 

ALKBH5 v reakci na stres v astrocytech citlivější (Guo et al., 2024). Již dříve bylo ukázáno, že 

astrocyty jsou obzvlášť citlivé na stresovou odpověď. Stres ovlivňuje morfologii a funkci 

astrocytů a vede k nedostatečnému transportu energetických substrátů k neuronům a narušení 

dlouhodobé potenciace (Murphy-Royal et al., 2020). Guo et al. (2024) dále poukázali na roli 

astrocytální ALKBH5 v klinické depresi. ALKBH5 vykazuje vyšší koncentaci v krvi u pacientů 

s depresí v porovnání se zdravými jedinci. Navíc analýzou předešlých datasetů byla ukázána 

zvýšená exprese ALKBH5 v dorsolaterálním prefrontálním kortexu. Selektivní delece Alkbh5 

v astrocytech vedla k antidepresivním účinkům u myší a naopak zvýšená exprese ALKBH5 

v mediálním prefrontálním kortexu myší vedla k depresivního chování. Mediální prefrontální 

kortex myší s delecí Alkbh5 v astrocytech vykazoval celkovou zvýšenou m6A metylaci a také 

zvýšenou m6A metylaci glutamátergního transportéru 1, což vedlo k jeho zvýšené expresi a 

zvýšenému vychytávání glutamátu. U myší s delecí Alkbh5 vystavené sociálnímu stresu došlo 

k menší změně v morfologii dendritů, vápníkové aktivitě a glutamátergní transmise oproti 

kontrolním myším vystaveným témuž stresu. ALKBH5 v astrocytech se tedy do budoucna 

nabízí jako možný terapeutický cíl u klinické deprese (Guo et al., 2024). 

V naší studii jsme dále otestovali vliv inhibice ALKBH5 na expresi druhé m6A 

demetylázy FTO v SCN potkana. Případná změna v expresi genu Fto by mohla ukazovat na 

možný buněčný mechanismus kompenzace chybějící demetylázy ALKBH5. Kompenzační 

mechanismus chybějící m6A metylace ukázali Fustin et. al (2013). V této studii došlo po 

aplikaci DAA do lidských U2OS buněk ke změně exprese genů souvisejících s úpravami RNA. 

Mimo jiné došlo také k zvýšení exprese ALKBH5. Naše experimenty však změnu v expresi 

m6A demetylázy FTO po inhibici ALKBH5 nepotvrdily.  
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7. ZÁVĚR 

Tato práce jako první ukázala, jaký efekt má inhibice ALKBH5 m6A demetylázy na 

expresi genů v SCN potkanů a PER2::LUC myší. Inhibice ALKBH5 vedla k snížení exprese 

hodinového genu Per2 a zvýšení exprese Bmal1 v SCN potkanů. Na expresi hodinového genu 

Nr1d1 vliv neměla. U genů Bmal1 a Nr1d1 nedošlo ke změně amplitudy ani akrofáze rytmu 

exprese. U genu Per2 však nebylo možné amplitudu a akrofáze porovnat, jelikož kontrolní 

skupina nevykazovala dostatečnou rytmicitu v expresi Per2. V buňkách SCN PER2::LUC myší 

nedošlo po inhibici ALKBH5 ke změně amplitudy ani periody rytmu v expresi Per2. Tyto 

výsledky, zejména v expresi genu Per2 by však bylo vhodné do budoucna ověřit, zejména kvůli 

značným odchylkám mezi jednotlivými vzorky v našich experimentech. Naše práce však 

podporuje hypotézu, že m6A metylace má vliv na expresi hodinových genů v buňkách SCN. 

Inhibice ALKBH5 také vedla k zvýšení exprese Soc3 a Stat3, což jsou geny spojené 

s nádorovým bujením a podporuje tedy předchozí studie poukazující na roli ALKBH5 u 

různých typů nádorových onemocnění. Inhibice ALKBH5 způsobila také zvýšení exprese 

astrocytálního markeru Gfap a tím naznačuje výskyt ALKBH5 v astrocytech v SCN. Jako 

poslední byl sledován gen druhé m6A demetylázy Fto, který po inhibici ALKBH5 nevykazoval 

změnu v expresi.  
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