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1. UvoD

VSechny organismy Zijici na planeté Zemi jsou vystaveny rliznym dennim a sezénnim
zménam. Tyto periodické zmény vznikaji rotaci Zemé kolem své vlastni osy (stfidani dne a
noci) a kolem Slunce (stfidani ro¢nich obdobi) a obihanim Mésice kolem Zemé (pfiliv a odliv).
V priibéhu evoluce byly viechny organismy témto zménam vystaveny a vyvinuly si vlastni
systém, jak mérit ubihajici ¢as a prizplsobovat svij vyvoj, fyziologické procesy a chovani
aktudlnim podminkdm prostiedi. Systém prizplsobeni se neni vsak jen pasivnim kopirovanim
ménicich se Zivotnich podminek, ale je to systém vnitinich hodin, které kazdému Zivocichovi
umoziuje predvidat nasledujici zmény a podle toho pfizpUsobit svou Zivotni strategii tak, aby
mohl organismus Uspésné prezit.

Sezénni a denni zmény provazené stfidanim svétla a tmy, rdznou délkou dne a noci
(respektive svétla a tmy), teplotnimi zménami, kdy se stfida teplejsi a chladnéjsi obdobi at uz
béhem dne ¢i béhem celého roku, vedly k vytvoreni rytmického pribéhu vétsiny procesu
v organismu. Obecné rozliSujeme rytmy ultradianni (perioda kratsi nez 24h), cirkadianni
(perioda priblizné 24h, circa = pfriblizné, dies = den), cirkalunarni (mési¢ni), cirkatidalni
(prilivové), a cirkanudnni (rocni) a dale udalosti, jez se stanou pouze jedenkrat za Zivot, ale

jsou presné nacasovany do vhodného Zivotniho obdobi organismu (Dunlap et al., 2004).

1.1. Cirkadianni cykly
Cirkadianni cyklus je pozorovatelna biologicka aktivita, ktera osciluje za konstantnich
vnéjsich podminek s pfibliznou periodou 24h a vykazujici nasledujici vlastnosti :

» jsou endogenni, geneticky determinované s periodou okolo 24 hodin. Na
rozdil od oscilaci, které jsou dany periodickymi zménami prostfedi, bézi se
stejnou periodou (,free run”) v konstantnich podminkach (napf. konstantni
tmé)

» mohou byt sefizeny nebo zruseny stimuly vnéjsiho prostfedi (nejvyraznéji
svétlem nebo teplotou). Sefizeni (,,entrainment”) se déje kazdy den a zajistuje
synchronizaci vnitfnich biologickych hodin se zménami vnéjsiho prostredi

» jsou teplotné kompenzované (tzn. nezavislé na teploté v urcitém fyziologicky

prijatelném teplotnim rozmezi)



Milnikem ve studiu cirkadiannich rytmu je nejspise rok 1971, kdy autori Konopka a
Benzer publikovali své vysledky v pokusech ziskat mutantni linii octomilek (Drospohila
melanogaster) s abnormalni charakteristikou jejich cirkadiannich rytmu. Ziskali tfi mutantni
linie. Prvni dvé linie vykazovaly delsi (pfiblizné 29 h) ¢i kratsi (pfiblizné 19 h) periodu jak
pohybové aktivity tak ekloznich rytm0(. Treti linie vykazovala Uplnou ztratu rytmicity
v chovani much. Tyto vSechny 3 mutace lezely ve stejném genu pojmenovaném period
(Konopka & Benzer 1971). Od tohoto roku bylo vypracovano mnoho studii na téma
cirkadiannich rytmd. Velkd ¢ast experimentd byla provedena nejdfive na octomilkach
(jakozto modelovém organismu), ale pozdéji na jinych zastupcich hmyzu (Levine et al. 1995;
Sauman et al. 1996; Sauman a Reppert 1996), savcich (King et al. 1997) a nékteré principy
objevené u octomilky pomohly k identifikaci poruch cirkadiannich rytm( ¢lovéka (Toh et al.
2001; Xu et al.,, 2005). Dalsimi UspéSnymi modelovymi organismy jsou Neurospora,

Arabidopsis a prokarytoni fasa Synechocystis (Dunlap et al., 2004).

1.2. Cirkadianni biologické hodiny
Cirkadianni  biologické hodiny jsou endogennim, geneticky podminénym
mechanismem. Tento mechanismus se sklada ze tfi ¢asti:
» vstupni ¢ast (,input”), kterd zajiStuje propojeni vnitfnich hodin s vnéjSim prostredim
» hlavni oscilator (,,core oscillator” nebo ,pacemaker”), ktery je stéZejni c¢asti urcujici
tempo (,tikani“) biologickych hodin
» vystup (,output”), ktery zajistuje pfenos informace o vnitfnim case do zbytku téla
organismu
Biologické cykly Fizené témito hodinami muiZeme pozorovat na molekuldrni,
fyziologické ¢i behavioralni drovni. Molekularni mechanismus hlavniho oscilatoru je
studovan u mnoha modelovych organisml, kde k nejvyznamnéjSim patfi  sinice
Synechoccocus (Kondo a lIshiura, 2000), houba Neurospora (McWatters et al., 1999),
octomilka Drosophila melanogaster (Hall, 2003, Stanewsky, 2002) a myS Mus musculus
(Hastings a Maywood, 2000). U téchto organisml byly objeveny geny, které hraji ustredni
roli ve fungovani cirkadiannich hodin a byl popsan mechanismus fungovani cirkadiannich
hodin na molekularni drovni. Tempo cirkadiannich hodin je dano postupnymi transkripcemi,

translacemi a interakcemi pozitivnich a negativnich elementll. Transkripce nékterych
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cirkadiannich gen( vede k translaci proteinli (negativni elementy), které néjakym zplsobem
blokuji aktivitu pozitivnich elementd, jejichz Ukolem je aktivace cirkadiannich genl. Tak
vznika zpétnovazebna smycka a realizace jedné této smycky trva zhruba 24 hodin. Popsané
oscilace se déji vidy na urovni jednotlivych bunék a na molekularni drovni nevyzaduji
mezibunécné interakce. Pozitivni elementy viak kromé cirkadiannich gena aktivuji i geny,
které nejsou pro chod cirkadidannich hodin podstatné, ale jejich produkty jsou soucasti fady
jinych fyzilogickych procest a vysledkem je vznik cirkadidanné regulovaného metabolismu i

chovani (Dunlap, 1999) (obr. 1.1.).

Positive

Element(s)

V Lt 4 Negative Element(s)

clock gene(s)

=P
output - clock controlled genes rhvthmic
metabolism and
behavior
Positive elements in circadian loops: Negative elements in circadian loops:
kai A in Synechococcus kaiC in Synechococcus
WHITE COLLAR-1 & WC-2 in Neurospora FREQUENCY in Neurospora
CLK & CYC in Drosophila PERIOD and TIMELESS in Drosophila

CLOCK & BMAL1 (MOP3) in mammals PER1, PER2, PER3 (& TIMELESS?) in mammals

obr.1.1. Mechanismus cirkadiannich hodin (prevzato - Dunlap, 1999) (podrobnosti v textu).

1.3. Molekularni mechanismus cirkadiannich biologickych hodin

1.3.1. Octomilka (Drosophila melanogaster)

Hlavni oscilator

Rytmicitu vytvareji tak zvané hodinové (,clock”) geny (Hardin, 2006; Sandrelli F, 2008;
Tomioka a Matsumoto, 2010), pficemz v mechanismu vytvarejicim rytmicitu jsou zahrnuty

minimalné tfi zpétnovazebné smycky (obr.1.2.).
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obr. 1.2. Schéma ilustrujici sou¢asné poznatky o molekuldrnich mechanismech cirkadiannich biologickych hodin
u octomilky. Hodiny sestavaji ze tfi zpétnovazebnych smycek, které jsou vzajemné propojené. Oscilace ma

periodu priblizné 24 h (prevzato - Tomioka et al., 2010)(podrobnosti uvedené v textu).

Prvni a hlavni smycka je tvorena geny priod (per), timeless (tim), Clock (Clk) a cycle
(cyc) (Hardin, 2006; Stanewsky, 2002). Transkripce genu per a tim je aktivovana produkty
proteinli CLK a CYC. CLK a CYC utvareji heterodimer a vazi se k promotoru (tzv. E-box) genu
per a tim a zahajuji jejich transkripci béhem odpoledne az ¢asné noci. Koncentrace proteind
PER a TIM stoupa béhem noci (s maximem pozdé v noci), vytvareji heterodimer a vstupuji do
jadra, kde potlacuji svou transkripci inhibici CLK-CYC heterodimeru. Vysledkem potlaceni
transkripce genu per a tim je snizena hladina PER aTIM, takze CLK-CYC heterodimer uz neni
inhibovan a je reaktivovana transkripce gen per a tim.

Druha zpétnovazebna smycka se tyka oscilace genu Clk. CLK-CYC heterodimer
aktivuje transkripci genu vrille (vri) (Glossop et al., 1999). Protein VRI vstupuje do jadra a
inhibuje transkripci genu Clk navazanim se k promotoru tohoto genu (tzv. V/P-box). V roce
2003 byl objeven aktivator transkripce genu Clk (Cyran et al., 2003). Po prostudovani
genomu octomilky byl nalezen jeden kandidat, ktery byl v urcitych ohledech homologni
s genem vri, a sice gen PAR domain protein 1 (pdp 1). Alternativnim sestfihem a pouzitim
rdznych promotorl in vivo vznika 6 izoforem tohoto genu (Reddy et al., 2000). Pouze jedna
izoforma (pdp 1€) vykazuje cirkadianni oscilaci hladiny RNA. K trakripci genu pdp 1e dochazi
s mensim zpozdénim oproti transkripci genu vri, coz je pravdépodobné zplsobeno mensi

silou vazby CLK-CYC heterodimeru k promotoru genu pdp le nebo kratsi Zivotnosti jeho
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MRNA. Protein PDP 1e se pravdépodobné vaze k V/P-boxu kompetitivné s VRI a aktivuje
transkripci genu Clk. Nedavna studie vSak ukazala, Ze PDP 1g neni nezbytny pro probéhnuti
smycky v centrdlni nervové soustavé (Benito J et al., 2007). Role tohoto transkripéniho
faktoru tak musi byt jesté objasnéna.

Treti smycka je tvofena genem clock work orange (cwo). Je to transkripéni represor
pattici do ,basic helix-loop-helix ORANGE” rodiny (Matsumoto et al., 2007; Kadener et al.,
2007). Jeho transkripci aktivuje CLK-CYC heterodimer (cwo obasuje E-box elementy ve svém
promotoru), CWO pak vstupuje do jadra, kde potlacuje svou vlastni transkripci inhibovanim
CLK-CYC heterodimeru. Dale také potlacuje expresi dalSich hodinovych genl (napf. per a tim)
pomoci E-box elementl. Tato negetivni smycka pfispiva k udrZeni cirkadianni oscilace
s vysokou amplitudou.

Pfesné tempo molekuldrnich oscilaci je také udrZzovano diky posttranslacnim
modifikacim hodinovych genl (fosforylaci)(Hardin, 2006; Bae et al., 2006; Weber, 2009).
Napfriklad cyklovani v aktivaci a inhibici CLK/CYC je paraleleni k cyklovani miry fosforylace
(Weber et al., 2006). U octomilky bylo objeveno nékolik gen, které ovliviuji fosforylaci a tim
i biologické hodiny. Patfi mezi né napftiklad gen doubletime (dbt) (Kloss et al., 1998; Price et
al., 1998; Kivimae et al., 2008; Grima et al., 2002; Ko et al., 2002; Cyran et al., 2005), ortholog
lidské casein kinase 1€ (ck 1€). A dale casein kinase 2 (ck2)(Priece et al., 1998; Lin et al., 2002;
Akten et al., 2003). Fosforylace nejspiSe reguluje nacasovani vstupu PER a TIM do jadra
bunky (Cyran et al., 2005; Meyer, 2006) a stabilitu PER molekuly (Kiwimae et al., 2008; Grima
et al., 2002; Ko et al., 2002). DBT interaguje s PER a do jadra vstupuje spolu s heterodimerem
PER-TIM (Kloss et al., 2001). V jadfe dochazi k dalsi fosforylaci PER (pravdépodobné opét
pusobenim DBT). Maximalni fosforylace PER v jadife trva nékolik hodin pravdépodobné
proto, Ze zde puUsobi proteinova fosfatdza 2A (PP2A), kterd PER defosforyluje
(Sathyanarayanan et al., 2004). Dalsim substratem pro DBT a PP2A je transkrip¢ni faktor CLK,
jehoz aktivita se po fosforylaci snizuje (Kim a Edery, 2006; Yu et al., 2006). Dalsi funkci PER
proteinu tedy je pfinést DBT do jadra bunky, kde potom muze fosforylovat protein CLK a
inaktivovat tak jeho funkci. Hyperfosforylace PER jiz v cytozolu vede k jeho rychlé degradaci
v proteazomu (Grima et al., 2002; Ko et al.,, 2002). Na hyperfosforylovany PER se navaze

molekula Slimb a ubiquitin-proteazomovou drahou dojde k jeho degradaci.
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Vstupni draha cirkadiannich biologickych hodin (,,INPUT PATHWAY")

Synchronizace cirkadiannich hodin s okolnim prostfedim se nejvice déje pomoci
svétla. U nékolika zastupcl hmyzu byly identifikovany fotoreceptory dllezité pro sefizeni
(,entrainment”) biologickych hodin. U octomilky je nejdllezitéjSim fotoreceptorem slozené
oko (stejné tak i u hemimetabolitnich druhl hmyzu - Svab, cvréek) (Tomioka et al., 1984;
Loher, 1972), dale ocelli, Hofbauer-Buchner (H-B) ocko (pozlstatek po larvannim oku) a tzv.
»blue light“ fotoreceptory molekuly CRY1 (Helfrich-Forster et al., 2002).

Hodinovym genem, ktery ma duleZitou roli ve svételném sefizeni (,entraiment”)
cirkadidannich rytm0a je cryptochromel (cryl1) (Stanewsky et al., 1998; Ishikawa et al., 1999;
Dolezelova et al., 2007; Yoshii et al., 2008). Tento gen patfi do rodiny fotolyaz. Protein CRY1
se pravdépodobné po zméné své konformace (indukované svétlem) vaze k TIM, degraduje
tuto molekulu a tim znehodnocuje funkci TIM-PER komplexu ve zpétnovazebné smycce
biologickych hodin (Ceiani et al.,, 1999). Bylo dokazano, Ze degradace TIM molekuly se
odehrava pomoci ubiquitin-proteazomové drahy (Naidoo et al., 1999).

DalSim dulezitym genem zapojenym do svétlem indukované synchronizace
cirkadidannich hodin jet (jetlag) (Koh et al.,, 2006). Protein JET je soucdasti E3 ubiquitin
ligdzového komplexu a zpUsobuje degradaci TIM a CRY molekul. Po svétlem indukované
interakci protein( TIM a CRY1 se JET navaZe na vznikly komplex a dojde k rychlejsi degradaci
TIM a CRY molekul. Degradace TIM je touto cestou rychlejsi (Peschel et al., 2006; Peschel et
al., 2009).

Svétlo je nejsilnéjsim stimulem, ktery sefizuje cirkadianni hodiny. Za konstantni tmy
ale hraji Glohu i dalsi faktory, zejména zmény teploty. Periodické zmény teploty v rozsahu
vétsim nez 3°C dokazi synchronizovat cyklickou expresi cirkadiannich gen( i rytmické chovani
octomilek (Glaser a Stanewsky, 2005; Sehadova et al., 2009).

Teplota také ovliviuje expresi nékterych cirkadidannich genl. Molekuldrni
mechanismy tohoto procesu byly zkoumany zejména na Urovni transkripce, pozorovan byl
alternativni sestfih genu per za rliznych teplot (Citri et al., 1987; Majercak, 2004; Collins et
al., 2004; Low et al., 2008). Také hladina mRNA tohoto genu se méni v zavislosti na teploté
prostfedi. Napfiklad hladina mRNA genu per u octomilky se zvySuje dfive za nizSich teplot

(Low et al., 2008).
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Vystupni draha cirkadiannich hodin (,,OUTPUT PATHWAY*)

Nejlépe prostudovanou molekulou zahrnutou ve vystupni draze cirkadidnnich hodin
je PDF (pigment-dispersing factor, ¢i pigment dispersing hormone). Jeho pusobeni v této
draze bylo odhaleno, kdyz se ukazalo, Ze PDF se vyskytuje v nékterych neuronech spolu s PER
molekulou (Forster et al., 1995). Exprese pdf genu u octomilky nevykazuje zadny cirkadianni
rytmus (Park et al., 2000), zatimco dorsomedialni konce neurond, exprimujicich PDF vykazuji
denni morfologické zmény pravdépodobné kontrolované cirkadidnnimy hodinami
(Fernandez et al., 2008). Po ziskani mutantnich linii octomilek, které postradaly PDF, byly
provedeny pokusy, které u much umisténych do LD podminek ukazaly na posun nejvyssi
aktivity much o 1 hodinu a u much umisténych do DD podminek byla pozorovana ztrata

rytmycity po nékolika dnech (Renn et al., 1999).

1.3.2. Ostatni zastupci hmyzu

Pokroky ve studiu molekularnich mechanisml cirkadiannich rytma u octomilky
podnitily studovani molekularni podstaty biologickych hodin u ostatnich zastupcl hmyzu
(pfehledné zpracovano naptiklad v Sandrelli et al., 2008; Tomioka a Matsumoto, 2010; Hall,
2003). Velkd ¢ast praci byla zpocatku zejména popisného razu, to znamend zamérend na
zjisténi sekvenci (Reppert et al., 1994) a lokalizaci genovych produktl (Fleissner et al., 1993;
Frisch et al.,, 1996; Zavodska et al., 2003). Velikost nékterych druhG hmyzu téZz umoznila
chirurgické zakroky cilené na urceni anatomickych struktur potfebnych pro funkci
cirkadiannich hodin (Sokolove, 1974; Truman, 1972). Nasledovaly pokusy ukazujici, Ze geny
objevené u rdznych druhl hmyzu mohou zachrdnit mutaci v octomilce a jsou tedy i
funkénimi homology (Levine et al.,, 1995; Piccin et al.,, 2000). V posledni dobé jsou
k pochopeni funkce cirkadiannich hodin pouZivany metody reverzni genetiky (Lee et al.,

2009; Sakamoto et al., 2009; Moriyama et al., 2009; Kamae et al., 2010).

Lepidoptera (motyli)
Nejlépe prostudovanym molekuldrnim mechanismem cirkadidnnich hodin u hmyzu
radu Lepidoptera je mechanismus u martindce dubového (Antheraea pernyi), dale motyl

monarcha (Danaus plexippus) a bourec morusovy (Bombyx mori).
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V roce 1994 zacal vyzkum martinace klonovanim genu period (Reppert et al., 1994).
Srovnanim sekvenci genu period u A. pernyi a D. melanogaster bylo nalezeno nékolik
konzervovanych oblasti genu. Byla také potvrzena oscilace hladiny per mRNA béhem dne v
hlavé martinace. Byl-li gen period z martinage transformovan do arytmicky se chovajici per®
D. melanogaster, dokdzal obnovit jeji rytmické chovani s tim, Ze plné prejal roli chybéjiciho
DmPER, vstupoval do jadra a tam fungoval jako negativni reguldtor své vlastni transkripce
(Levine et al., 1995). Tyto vysledky ukazaly, Ze PER je nejen strukturni, ale i funkéni homolog
genu period u D. melanogaster. V souladu s modelem Drosophila je i regulace proteinu PER
ve fotoreceptorovych bunkach A. pernyi — mnozstvi proteinu PER osciluje béhem dne, PER je
pritomen v jadrech fotoreceptorovych bunék a mezi maximalni hladinou per mRNA a PER je
4-6ti hodinova prodleva (Reppert et al., 1994).

V mozku martinace vsak byla nalezena naprosto odlisna regulace proteinu PER a jeho
partnera proteinu TIM. Na rozdil od octomilky, kde probihd exprese PER a TIM ve velkém
mnozstvi neurond a stovkach glidlnich bunék (Ever et al., 1992; Frisch et al., 1994), byla
exprese proteinu PER a TIM u martindce prokazana jen v 8 neurosekrecnich bunkach
(Sauman a Reppert, 1996). Ty se nachazi v oblasti dorso-lateralniho protocerebra, které bylo
jiz dfive identifikovano jako centrum cirkadiannich hodin (Truman, 1974).
Imunocytohistochemie s protildtkami anti-PER a anti-TIM odhalila, Ze tyto proteiny
nevstupuji do jadra buriky a zGstdvaji v cytoplazmé (Sauman et al., 1996). Vyhradné
cytoplazmaticka exprese genu PER vsak byla potvrzena i u bource (Bombyx mori) (Sehadova
et al., 2004) a i u nékolika daldich zastupcll ¢eledi Sarurniidae (Sauman a Reppert, 1996) a
dédle u sSvaba (Blattera germanica) (Wen et al.,, 2008). OvSem pouziti metody
imunocytohistochemie vnasi do vysledk( téchto pokusd urcitou nejistotu. Protilatky jsou
vyrobeny proti antigenu z jiného Zivocisného druhu a kontrola jejich specifity je limitovana
napfiklad tim, Ze neexistuje Zddna negativni kontrola (nulovy mutant). Navic je tato metoda
do jisté miry limitovana svou citlivosti.

U martinace by mohla byt za plvodce rytmicity povazovdna rytmicky exprimovana
anti sence RNA genu per misto negativni zpétné vazby (Sauman et al., 1996). Tento antisense
transkript byl nalezen pouze v 8 neurosekrecnich burikach v mozku A. pernyi, coz naznacuje,
Ze je soucasti mechanismu cirkadiannich hodin. Byl navrzen model, jak by se antisense mRNA

mohla podilet na vzniku oscilace hladiny PER v cytoplazmé (Sauman at al. , 1996; Sassone-
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Corsi, 1998). Antisense per mRNA by mohla hybridizovat se sense per mRNA a blokovat jeji
funkci, a vzhledem k tomu, Ze vUici sense per mRNA osciluje s opacnou fazi, vytvarela by se
tak oscilujici hladina proteinu PER. Proti tomuto modelu stoji pozdé;jsi studie (Gotter et al.,
1999), kterad ukazala, Ze gen period je lokalizovan na pohlavnim chromozomu Z a antisense
per mRNA ma plivod v oddéleném lokusu na druhém pohlavnim chromosomu W a nachazi
se tedy vyhradné u samic. Vyloucila se tak jeho role v fizeni cirkadiannich hodin, nebot u
samcl (ZZ) se antisense RNA nenachdzi. Stale je ovSem moziné, Ze se uUcastni regulace
pohlavné specifického samiciho cirkadianniho chovani. Gotter se domniva, Ze pozorované
oscilace sense per mRNA mohou byt vysledkem jinych posttranskripénich mechanismu
podobnym tém, které zname u D. melanogaster (So et al., 1997; Suri et al., 1998) s tim, Ze
autoinhibi¢ni funkce PER-TIM dimeru bude nahrazena néjakymi jinymi komponenty, které
budou vstupovat do jadra.

Moznym represorem transkripcni aktivity CLK-CYC by mohl byt protein CRY,
specialné CRY2, u kterého byla prokdzana tato schopnost in vitro u bunécnych kultur motyla
Danaus plexipus (Zhu et al., 2008). Molekularné-evolucni studie ukazaly, Ze duplikace a ztraty
tohoto genu vyustily ve tfi moZnosti exprese genu cry (Yuan et al., 2007). U nékterych druh
hmyzu je pritomny bud gen cryl (cry typu Drosophila) nebo gen cry2 (savsi typ genu), u
nékterych druhl jsou pfitomny oba typy genu (Tomioka et al., 2010). Napfiklad u vcely (Apis
malifera) vibec neexistuje tim vgenomu a je pritomny CRY2, ktery je povaZovan za

transkrip¢ni represor CLK-CYC (Rubin et al., 2006).

Diptera - Moucha domaci (Musca domestica)

Jelikoz byly studiem martinadce odhaleny nesrovnalosti v fizeni cirkadiannich rytma u
hmyzu, bylo nutné shromazdit vétsi mnozstvi dat o fungovani cirkadidannich hodin u rGznych
druhG hmyzu a nasledné provést srovnavaci studie, které objasni otazky vzniklé pfi studiu
dvou evidentné odliSnych mechanism fizeni cirkadiannich hodin u Drosophila melanogaster
a Antheraea pernyi. Jako dalsi byla vybrana moucha domaci, jelikoZ patfi spolu s octomilkou
do radu dvoukfidlych (Diptera, Cyclorrhapha). | pres tuto relativné blizkou pribuznost byly
opét nalezeny odchylky od modelu Drosophila (Codd et al., 2007). K oscilaci mRNA hladin
genl per a tim, vri, Clk a cyc v bunkach mozku mouchy domaci dochazi s podobnou fazi jako

u octomilky za LD i DD podminek, v LL podminkach se stavaji arytmickymi, k oscilaci hladin
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mRNA genu cry u mouchy domaci nedochézi (Codd et al., 2007). MdPER obnovi rytmy u per®
mutantni linie octomilek (Piccin et al., 2000) jako u PER martinace. Analyza exprese tohoto
genu v mouse domaci ale ukazala, Ze mnozstvi proteinu PER v celych hlavach mouchy béhem
dne necykluje a PER je stabilni i v konstantnim svétle. Deatilni analyza exprese v mozku
ukazala, Ze ve vétsSiné bunék mozku PER neni lokalizova v jadfe a Ze PER a TIM kolokalizuji
spiSe vzacné (Codd et al., 2007). U mouchy domaci nebyla na rozdil od martinace potvrzena
pfitomnost antisense per mRNA. Tyto vysledky potvrzuji, Ze i u mouchy domaci, druhu blizce
pfibuzného octomilce, existuje evolucni flexibilita ve zplsobu jak zkonstruovat smycku
s negativni zpétnou vazbou. Nabizi se tak otazky: do jaké miry jsou konzervované dalsi
zpétnovazebné smycky? Ma PER a TIM u mouchy stejnou roli jako u octomilky?
Predstavoval by jiny mechanismus v regulaci cirkadidannich hodin néjakou vyhodu pro
mouchu domaci? Proto jsem se rozhodla detailné popsat daldi geny ucastnici se Fizeni

cirkadiannich rytmUd mouchy domaci.
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2. CiLE PRACE

1) Nejprve ziskat z mouchy domaci kddujici useky nasledujicich genl: cwo (clock work
orange), pdh (pigment dispersing hormone), pdp 1e (par domain protein 1€ ), ck 1&
(casein kinase 1g), ck 23 (casein kinase 2[3) a zméFit mnozstvi téchto transkriptl

2) Zjistit, jak teplota ovliviiuje chovani mouchy domaci

3) Urdcit vliv teploty na expresi studovanych gend
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3. Material a metody

3.1.Analyza genové exprese u mouchy domaci (Musca domestica)

3.1.1. Chov mouchy domaci

Pro experimenty jsme pouzivali dospélce mouchy domdaci (Musca domestica) typu
apterus a white. Mouchy byly chovany za standartnich podminek (Hediger et al., 2001) ve
svételném reZimu 12 hodin svétla 12 hodin tmy pfi konstantni teploté 25°C. Jako potrava
dospélcli slouZila smés suseného mléka a cukru. Larvy se vyvijely ve smési pSeni¢nych otrub s

mlékem doplnéné nipaginem (proti plisnim).

3.1.2. Ziskani kédujicich sekvenci hodinovych gent

Studované geny byly ziskany pomoci polymerazove fetézové reakce (PCR) na zakladé
predpokladané podobnosti se znamymi homology jinych organisma. Jednalo se o nasledujici
geny: cwo (clock work orange), pdh (pigment dispersing hormone), pdp 1€ (par domain

protein 1€ ), ck 1€ (casein kinase 1€), ck 2§ (casein kinase 2f3) a cry2 (cryptochrome?2).
3.1.2.1. Syntéza cDNA

Nejprve byla izolovana RNA pomoci TRI-reagent® (Ambion) podle pfislusného
protokolu a jeji kvalita byla ovéfena na denaturac¢nim agarézovém gelu (1% SeaKem LE
agardza v 1x MOPS). Z celkové RNA (2-5 pg) byla poté prepsana cDNA pomoci Superscript™
[l reverzni transkriptazy (Invitrogen) a TRIK primeru (cilova koncentrace 1 uM) dle protokolu

od vyrobce transkriptazy.

TRIK primer (5" GAGCAAGTTCAGCCTGGTTATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 3°) zajisti, Ze

vSechny cDNA obsahuji na zac¢atku (odpovidajicimu 3" konci mRNA) specifickou kotvu
primeru (podtrzena cast). Smés RNA, dNTP’s (kazdy nukleotid 200mM) a primeru (1 uM)
jsem doplnila do 20 ul DEPC oSetfenou vodou (inkubace 65°C, 5min). Ke smési jsem poté
pFidala 4 pl 5x First Strand pufru pro Superscript™ IIl reverzni transkriptazu [250 mM Tris-
HCl (pH 8.3v pokojové teploté), 375 mM KCI, 15 mM MgCI2] a 1 pl 0,1 M DTT a reakci

inkubovala 2 min v50 °C. Poté jsem do smési pfidala 1 pl Superscript™ Ill reverzni

-17 -



transkriptazy (200U/ul). Reverzni transkripce probihala 50 min pti 50 °C a nasledné byla

reverzni transkriptaza inaktivovana (inkubace 10 min, 70 °C).
3.1.2.2. Ziskani prvotnich sekvenci studovanych genti

Srovnani znamych homolognich sekvenci genl (aminokyselinové sekvence)
z ostatnich organism0 (mys, octomilka, komar) umoznilo navrhnout genové specifické
degenerované primery. Zejména bylo dllezité, aby byl dany usek genu konzervovany
(podobny u vice organismu, hlavné u zastupct hmyzu) a aby tyto useky obsahovaly prevadziné
aminokyseliny, kterym odpovidad malo kodén( (idedlné methionin a tryptofan). V navrieném
primeru pak byly pouzity vSechny kodony odpovidajici dané aminokyseliné - jednalo se tedy
vétsinou o smés primerU. V nékterych pripadech jsme namisto vSech Ctyr bazi zvolili pouZziti
inosinu. PFi pokusu ziskat gen cryptochrome2 byly primery navrhovdny tak, aby sice
odpovidaly konzervovanym usekim v hledaném genu (cry2), ale zaroven aby se jednalo o
mista, ve kerych se neshoduji se sekvenci cryptochromel (obr. 3.1.). Obvykle jsem se snazila
navrhnout dvojici primer( tak, aby byl produkt v rozmezi od 200 do 400 nukleotidl. Velikost
produktu jsme omezili zddvodu, Ze pri pouZiti degenerovanych primerl nékdy dochazi ke
vzniku vice produktl a je tedy vyhodou, kdyZz dokdaZzeme eliminovat ty nespecifické na

zakladé Spatné velikosti.

[IRNRRNNRRRRCRGE HERNRANNRRRNRRNRRNN
CEYE E&Vl e m—m—-——-- FFEQALR-----~-~- === -
Api= cey LE B Bl e < EHENE- ERNERN BB N0
Culex ecryz o EEE N -G BN B G B E R

Rattus cry A PR | PN | [ B B [ (][ B | R | i 34 B cy2
Tribolium cry o 1] | Irr,’glnnl i IFIIHI.I IIV!IEI
Decacphila cey Igl:lllui HEryf=Evl I*llnﬁl 418 B J,I
anopheles cryl MEEETEEEL (HERE- Tl B EHRE BN -1 B4 | | ;
Dananscryl VBRI ERY | h f EE T REE H cry-t
ancherasa ceyl WA IFREC R rEE B ERRREER - RN G- 0: 00

obr. 3.1. Pfiklad navrhovani degenerovanych primerl pro gen cry2. Prvni fadek - vybrany Usek, kterému
odpovidala sekvence navrieného primeru. Pod nim srovnany nasledujici proteinové sekvence: CRY2 (,savci
typ“): Apis cry (EF117814), Culex cry2 (XM_001869421), Rattus cry (AY040223), Tribolium cry (EF117815); CRY1
(,typ Drosophila®): Drosophila cry (NM169852), Anopheles cryl (DQ219482), Danaus cryl (AY860425),
Antheraea cryl (AF333998).

S takto navrzenymi primery byla provedena polymerazova fetézova reakce (PCR) na

pristroji XP cycler (Bioer). K amplifikaci jsme pouZivali polymerdzy Taq HS nebo Ex Tag HS

-18 -



(Takara) podle navodu vyrobce (cilovd koncentrace 4 jednotky na 100 pl reakce, dNTPs
200uM kazdy nukleotid, 1x pufr - 100 mM Tris-HCI (pH 8,8 pfi 25 °C), 500 mM KCl, 1% Triton
X-100, 15 mM MgCl,, primery 0,4 uM). Vzhledem ktomu, Ze primery byly ¢asto hodné
degenerované, vyuzZila jsem metody touch down PCR (R.H. Don et al., 1991; K.H. Hecker et
al., 1996). Po pocatecni denaturaci (96 °C, 2 min) nasledovalo 25 cykll s denaturaci (96 °C,
30 s), nasedanim primer( (58 °C po dobu 30 s v prvnim cyklu, s kazdym cyklem teplota klesla
0 0,5 °C) a elongaci (72 °C, doba urcena predpokladanou velikosti produkt(i). Po téchto 25
cyklech se sniZujici se teplotou nasedani primert (proto touch down) nasledovalo dalsich 25
cyklG: denaturace (96 °C, 30 s), nasedani primer( (50 °C, 30 s) a elongace (stejnd teplota i ¢as

elongace jako v prvnich 25 cyklech). Reakce byla dokonéena v 72 °C po dobu 10 minut.

Nasledné byla ¢ast vzniklého produktu analyzovana pomoci gelové elektroforézy. Pro
rozdéleni kratkych produktd (do 400 bazi) mnoZenych degenerovanymi primery se mi nejvice
osvédcilo pouziti hustého agarozového gelu (2 % SeaKem agardza nebo 3-4 % Nusieve

dTM

agardza v 1x TAE) obarveného pomoci GelRe 10 000x roztoku (Biotium). Pro zjisténi

velikosti byl pouzit standart 1 kb plus ladder (Invitrogen™).

Pokud gelova elektroforéza potvrdila predpokladanou velikost a kvalitu (pouze jeden
prouzek) PCR produktu, DNA byla precisténa pfimo ze zbyvajici PCR reakce (MinElute PCR
Purification kit, Qiagen). Pokud elektroforéza potvrdila predpokladanou velikost produktu,
ale kvalita produktu nebyla dostatecna (vice prouzkll), byl vSsechen produkt elektroforeticky
rozdélén a jen pozadovany prouzek byl z gelu vyfiznut a nasledné vycistén pomoci QIAEX®II

Gel Extraction Kit (Qiagen) nebo MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen).

Takto vycisténé produkty byly zaligovany pomoci T4 DNA ligazy (Roche) do vektoru
pGem®-T Easy (Promega) nebo vektoru Bluescript KS (Stratagene) Stépeném enzymem
EcoRV a dosyntetizovanymi jednobazovymi T-presahy (Bajgar and Dolezel technologies).
Plazmidy pak byly transformovany do Escherichia coli (DH5a nebo XL-1) a ty nasledné vysety
na misky obsahujici X-gal (20 pl/ml). Na zakladé modrobilé selekce byly vybrany kolonie
s plazmidy obsahujicimi inzerty. Velikost inzertu byla potvrzena pomoci PCR (univerzalni
primery M13 forward a M13 reverse). Pozitivni kolonie byly napéstovany v 3 ml LB média a
nasledné byla vyizolovdna plazmidova DNA pomoci High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche).

Sekvence inzertll pak byla urcena sekvenovanim s pouZitim univerzalnich primerd (firma
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Macrogen). Kvalita chromatogram( byla posouzena pohledem, ze sekvenci byly odstranény
useky odpovidajici plazmidu a pouze Usek odpovidajici inzertu byl srovnan programem BLAST

(blastx) s databazi v genové bance.
3.1.2.3. Prodlouzeni znamych sekvenci

Pokud se podafilo ziskat pomoci degenerovanych primerd kratky usek Zadaného
genu, bylo poreba jej prodlouzit. Pouzivali jsme k tomu bud' ,Rapid Amplification of cDNA
Ends” (RACE) nebo ,,primer walking”. V pfipadé metody ,primer walking” byl navrZzen genové
specificky primer (programem OligoAnalyzer zkontrolovano, jestli primer netvofi
homoduplexy ¢i smycky) a knému do dvojice degenerovany primer (umistény takrka
v jakékoli vzdalenosti, navrzeny proti predpokladanym konzervovanym useklm genu; primer

walking byl pouzit k rozsifovani sekvenci smérem jak k 5” tak ke 3" konciim cDNA).

Nasledovala PCR (podminky jako pfi pouZiti dvojice degenerovanych primeru). V nékterych
pripadech byly podminky PCR upraveny v zavislosti na vysledcich pokusd (nejcastéji zvyseni
teplot naseddani primerd — tzn. teplota nasedani primeru prvniho cyklu touch down PCR byla
vyssi).

Pfi pouziti metody 3’- Rapid Amplification of cDNA Ends (3’- RACE) byla nejprve
z celkové RNA (2-5 ug) vyrobena cDNA s pouzitim primeru TRIK a Superscript'™ Ill reverzni
transkriptdzy (Invitrogen, viz. kapitola 3.1.2.1.). Ndasledovala PCR s pouZitim genové
specifického  primeru (forward)  vkombinaci s  reverznim primerem F3
(5" GAGCAAGTTCAGCCTGGTT 3" -odpovidd zacatku primeru TRIK pouZitého pfi syntéze
cDNA), ktery nasedd na konce vSech cDNA. Pokud bylo produktu po této prvni PCR mdlo, byl
tento produkt 100x naredén v MilliQ vodé a 1 pl takto naredéného templatu byl pouzit v
»,hested PCR” s primerem F3 v kombinaci s druhym (vnitfnim) genové specifickym forward

primerem.

Metodu 5°- Rapid Amplification of cDNA Ends (5°- RACE) jsem provedla pomoci

FirstChoice ® RLM-RACE Kitu (Ambion). Postupovala jsem pfesné dle navodu.

Produkty RACE PCR a primer walking PCR byly rozdéleny na gelu — obvykle 0,8-1,5 %
(Seakem LE agardza v 1x TAE). DNA byla izolovdna zgelu nebo byly produkty pfimo

precistény v zavislosti na jejich kvalité. Pokud bylo produktu velké mnoZstvi (fadové stovky
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ng) a jednalo se pouze o jeden produkt, byla DNA sekvenovana primo (Macrogen) s pouzitim
genové specifického primeru. U mensiho mnoizstvi produktu a zejména u produktd velkych
nékolik kilobazi bylo nutné je nejprve zaklonovat (viz kapitola 3.1.2.) a poté sekvenovat

univerzalnimi a nasledné vnitinimi (genové specifickymi) primery.

Vsechny sekvence gen( byly pomoci programu EditSeq (Lasergene) translatovany a
vysledné proteiny pak srovnany se znamymi homology z jinych Zivocichl (pomoci programu

MEGA 4, Clustal W).

3.1.3. Ziskani intront

Pro analyzu v realném case je uZiteCné znat sekvenci genu i s prislusSnymi introny (viz
kapitola 3.1.4.2.). Proto byla vyizolovana genomova DNA (DNeasy Blood&Tissue Kit, Qiagen)
a nasledné pouzita jako templat pro PCR s dvéma genové specifickymi primery. Paralelné téz
probéhla reakce se stejnymi primery, ale s teplatem cDNA. Nasledné byly délky produktd
porovnany pfi elektroforéze a pokud byl produkt z genomové DNA delsi, byl osekvenovan.

Srovnanim této sekvence se sekvenci cDNA byl pak urcen intron.

3.1.4. Kvantifikace relativni hladiny mRNA hodinovych gent
3.1.4.1. Ziskani materidlu

Experimentalni zvifata byla nejprve synchronizovana v ptislusSném rezimu po dobu 4
dni (pro 35 °C) az jednoho tydne (25 °C, 17 °C), pficemz fotoperioda 12 hodin svétla a 12
hodin tmy byla zachovdna (véetné zacatku dne) v souladu s reZimem v chovném boxu. Pro
snazsi manipulaci jsem pouzivala linii s mutacemi white a apterous — tyto bezkridlé bélooké
mouchy neni nutné uspavat a tyto mutace zaroven neovliviuji cirkadianni chovani (Codd et
al., 2007). Zvirata byla rozdélena po 25 — 30-ti kusech do 0,5 | kelimkd s krmenim a vodou,
samci a samice zvlast. Jedinci byli odebirdni z inkubdtoru s reZimem 12 hodin svétlo — 12
hodin tma nebo z inkubatoru, kde byla stale tma. Pfi rezimu 12 hodin svétlo — 12 hodin tma
(LD pokus) odpovida ZT 0 (zeitgeber time 0) dobé, kdy se svétlo v inkubatoru rozsviti a ZT 12
dobé, kdy se zhasina. Jedinci z rezimu stalé tmy byli odebrani prvni den konstantni tmy (DD),

CT 0O (circadian time 0) odpovidalo ¢asu, kdy se v podminkach 12 hodin svétlo — 12 hodin tma
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obvykle rozsvécelo. V obou svételnych rezimech (a ve vsech trech teplotach) byli jedinci
odebirani kazdé dvé hodiny. Nejprve byly mouchy usmrceny vysypanim na suchy led a
nasledné byly sebrany hlavicky vidy po 20ti kusech do mikrozkumavek, které byly nasledné

uskladnény v -80°C.

Poté byla ze zmraienych musich hlavicek odebranych v jednotlivych ¢asech
vyizolovana RNA (kapitola 3.1.2.1.). Jeji kvalita byla elektroforeticky ovérena a z1 pug RNA
byla reverzni transkripci syntetizovana cDNA (kapitola 3.1.2.1.), a to bud pfimo nebo jsem
RNA jesté pred syntézou cDNA oSettila DNazou (kapitola 3.1.4.2.). Syntetizovana cDNA byla
poté 100x zfedéna a pouzZita pro stanoveni relativni hladiny mRNA v kazdém vzorku.
V pilotnim pokusu jsem nejprve otestovala, jestli ma na naslednou kvantifikaci genu (kapitola
3.1.4.3.) vliv koncentrace primeru pouZitého pfi reverzni transkripci. K pokusu jsem si vybrala
kvantifikaci genu period, jelikoz je u néj znamé cyklovani jeho hladiny béhem dne u mouchy
domaci (Codd et al., 2007). Pouzila jsem vzorky RNA vyizolované z hlavicek much odebranych
v Casech ZT 14 (relativni hladina mRNA je nejvyssi) a ZT 24 (relativni hladina mRNA je
5 uM) (obr. 3.2.). Vysledek tohoto pokusu ukazal, Ze koncentrace TRIK primeru pouzivaného
pfi reverzni transkripci neni kritickd pro presnost nasledné kvantifikace, a proto jsem

v dalSich pokusech pouzivala primer o vysledné koncentraci 1 uM.

0,2

0,18
E 0,16
< 0,11 -
E 012 m vys. konc.
E primeru =
£ 01~ 1uM
% 0,08 -  vys. konc.
‘f"f 0,06 B primeru =
O SHM
= 0,04

0,02 -

o -
2714 ZT24

obr. 3.2. Vliv koncentrace primeru pouZitého pfi reverzni transkripci na kvantifikaci relativni hladiny mRNA
hodinovych genl. Vysledné sloupce jsou primérem ¢ty opakovani vramci jednoho pokusu. Vyznacené

odchylky udavaji, jak moc se od sebe jednotlivé namérené hodnoty lisily.
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3.1.4.2. Odstranéni genomové DNA, navrZeni primeru

Abych mohla kvantifikaci hodinovych gend spravné vyhodnotit (tzn. abych stanovila
pouze relativni hladinu mRNA), musela jsem nejprve vyloucit pfipadnou kontaminaci

genomové DNA ve studovanych vzorcich.

Nejcastéji byly pouzity primery, které nasedaji specificky pouze na cDNA a nikoli na
genomovou DNA. Takovy primer pfemostuje intron (obr. 3.3., tab.3.1.). Specificita primerd
byla otestovdna na cDNA a paralelné potvrzeno, Ze z genomové DNA Zzadné produkty

nevznikaji.

rev primer

fuw ErimerE

exon intron exon

obr. 3.3. Jeden ze zplsobl navrhovani primerd pouzitych pfi RT-PCR — primery pfemostujici intron.

Alternativné jsem se pripadné genomové DNA zbavila pomoci DNazy (méreni casein kinase 1
epsilon) (tab.3.1.). PouZivala jsem TURBO DNazu a k jeji inaktivaci TURBO DNase inactivation
reagent (TURBO DNA-free™ Kit, Ambion), postupovala jsem dle ndvodu vyrobce. Néasledné
bylo pouZito malé mnozZstvi takto oSetfené RNA jako templat v PCR a potvrzeno, Zze DNA byla
skutecné odstranéna (tzn. nevznikaly Zadné produkty). AZ poté byla RNA pouZita pro reverzni

transkripci.

V jednom pripadé jsem pouzivala primery umisténé kolem pfiblizné 3 kb velkého
intronu (Codd et al. 2007) (tab.3.1.), vtom ptipadé pak z genomové DNA takto velké
produkty pri pouZitych podminkach viibec nevznikaji. ProtoZe jsem pouzivala rychlejsi cycler
(Biorad C1000™ Thermal Cycler), ne? jaky byl pouZit v prededlé studii (Codd et al., cycler
Corbett), otestovala jsem specificitu primerd na cDNA a paralelné potvrdila, Ze z genomové

DNA produkty pfi mnou pouzivanych podminkach nevznikaji.

Pro gen per (period), u kterého jsem se také zabyvala sestfihem intronu ¢. 11

(3’terminalni intron v translatované oblasti genu), jsem navrhla dva pary primert, pficemz
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jeden reverse byl navrzeny tak, aby pfemostoval tento intron a druhy reverse byl navrien

tak, aby nasedal na templat, ktery intron obsahuje (obr. 4.6.A).

tab. 3.1. Informace o primerech pouZzitych pfi RT-PCR.

Genoveé specifické primery pouZité pfi Real-Time PCR
velikost teplota nasedani
transkript primer sekvence primeru’ produktu
(bp) Q)
P49 fw |
rp49 123 58-62
p49 rev I
cwo fw |
clock work orange 166 60
cwo rev I
: spersi ph fw I
plgm:nt dispersing 254 62
ormane [ e |
in ki ck2beta fw ]
caselr[)7 kinase 2 201 60
et ck2beta rev I
i pdp fw I
rotein 3 epson 128 50
P P pdp rev I
per fwl I
periodz 118 60
per revl I
per fw2 I
period varA 319 60
per rev2 I |
per fw1 |
period varB 235 60
per rev3 I |
tim fwl |
timeless’ 118 60
tim r1 I
— dbt fw ]
casein {(mafe 1 164 58
epson Girer ____ aa

! pozice intronu je oznacena A
? primery dle V.Codd et al., 2007

3 . . 3 v v 7
nenalezen intron — vyizolovana RNA byla oSetfena Dnazou

3.1.4.3. Polymerazova retézova reakce v redlném case (RT-PCR)
Pfi metodé RT-PCR matematické modely pracuji s hodnotou zvanou C; (,threshold
cycle"), ktera se rovna cyklu, kdy amplifikaéni kfivka ptekroci fluorescencni prah umistény do

exponencialni faze reakce. Zaroven plati, Ze ¢im vyssi je pocatecni obsah templatu, tim dfive

dojde k ptekroceni fluorescenc¢niho prahu v PCR reakci (obr. 3.4.).
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obr. 3.4. RT-PCR. Hodnota C; se rovna cyklu, kdy amplifikaéni kfivka prekroci fluorescencni prah, ktery je
umistén v exponencialni fazi reakce — vyznaceno na obrdzku. K pfekroceni fluorescen¢niho prahu dojde tim
drive, ¢im vétsi je na pocdtku reakce obsah templatu. Ny — obsah templatu na pocatku reakce.

RT-PCR byla provedena pomoci pfistroje C1000™ Thermal Cycler (Bio-Rad) v 96-ti
jamkové mikrodestic¢ce (Bio-Rad Hard-Shell®). 3 ul 100x zfedéné cDNA byly pouzity jako
templat v 12pl RT-PCR reakci (1Q™ SYBR®Green Supermix, 1x konc. — Bio-Rad, 0,4 pM
primery, milliQ H,0). NamnoZeni produktl probihalo dle nasledujiciho protokolu:
predenaturace 95 °C, 3 min; nasledovalo 40 cykl(: denaturace 95 °C, 10 s; nasedani primera
zavislé na teploté tani (tab. 3.1.), 20 s; elongace 72 °C, 20 s. Fluorescence byla méfena po
dobéhnuti kazdého cyklu pfi 72 °C. Amplifikace byla zakoncena melting analyzou. Nejprve
probéhlo zchlazeni vzorkl na 50 °C po dobu 60 s, poté byly vzorky vystaveny teploté 65 °C,
po ubéhnuti 5 vtefin se teplota zvySovala 0 0,5 °C (az do dosazeni 95 °C). Fluorescence byla

mérena béhem zvySovani teploty.

Pfi RT-PCR kvantifikaci byla pouZita metoda tzv. relativni kvantifikace, v niz se
porovnava relativni zména genové exprese (relativni expresni pomér) v testovaném vzorku
oproti kontrolnimu vzorku a C; amplifikacni kiivky daného genu se normalizuje oproti C;
referencniho genu. Kromé hodinovych genU (tzv. target geny) jsem proto hodnotila i
referencni gen (housekeeping gen), jehoZz mnozZstvi se béhem dne neméni. Hodinové geny a
referencni gen rp49 (ribozomdlni protein 49) byly amplifikovany v oddélenych jamkach ve

tfech opakovani. Destic¢ka vidy obsahovala i negativni kontrolu bez pfidaného templatu.

Data ziskana p¥i RT-PCR byla analyzovéana v programu CFX Manager™™ Software Data
Analysis Quick Guide, ktery urcil hodnotu C; kazdého vzorku. Ziskané hodnoty C; byly pak
exportovany do Excelu (Microsoft) a v ném nasledné vypocitany poméry exprese

studovaného genu kreferenénimu rp49. Porovnanim exprese referencniho genu (mezi
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jednotlivymi vzorky) pak byly normalizovany hodnoty exprese studovaného genu a nasledné

sestrojeny grafy ukazujici relativni expresi studovanych genu.

3.2. Méfeni pohybové aktivity mouchy domaci

Pohybova aktivita much domacich byla mérena u dospélych samcl i samic stejného
stari pomoci dvou typ( zafizeni. Prvnim z nich byly méfici desky Large Activity Monitors
(LAM, TriKinetics, Waltham, U.S.A.). Do tohoto zafizeni byly vloZzeny zkumavky (15 cm
dlouhé, primér 2,4 cm) obsahujici jednu mouchu, na jedné strané vodu a na druhé strané
kostku cukru (obr. P1.1.). Pfebéhnutim pres stfed zkumavky moucha prerusi infracervené
paprsky nékolika ¢idel, coz je automaticky nahrano do pocitace (DAMsystem303, TriKinetics,
Waltham, Massachusetts). Pohybova aktivita byla téZ méfena obdobnym zafizenim
vyrobenym na zakdzku pany Vaclavem Brunhofferem a Stanislavem Vrbou. Tento systém
pouziva pohybové cidlo (Omron) vysilajici jeden paprsek svitici vodorovné skrz Petriho misku
(pimér 6 nebo 9 cm), ve které je cukr, navlhéend bunicina a jedna moucha (obr. P1.2.).
Pohybova aktivita je pak nahrdvdna automaticky do pocitace (program Infra64, Vaclav
Brunhoffer). Oba typy méfidel jsou umistény vinkubatoru s kontrolovanym svételnym

reZimem a teplotou.

Data byla nasledné zpracovdna bud’ v Excelu (Microsoft) nebo pomoci programu
Matlab (Mathworks, Natick, Massachusetts) s pouzitim aplikace Flytoolbox (Levine et al.,

2002).
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4. VYSLEDKY
4.1. Ziskani sekvenci cDNA hodinovych gent

JelikoZz nebyla znama Zadna sekvence genu cwo u mouchy domadci, byly nejprve
navrzeny genové specifické degenerované primery na zdkladé znamych homolognich
sekvenci genu u octomilky Drosophila melanogaster (AAF24476). Poté byla pomoci touch
down PCR namnoZena sekvence, kterda byla ndsledné sekvenovana. Sekvenace byla
posouzena pohledem a srovnana programem BLAST (blastx) s databazi v genové bance. Poté
byly navrhnuty specifické primery a sekvence byla postupné prodlouZzena k 3’konci genu.
Takto byla ziskana skoro celd sekvence genu cwo o velikosti 1770 bp (chybi 5’konec, dle
podobnosti aminokyselinovych sekvenci odhaduiji, Ze ptiblizné 80AA = 260bp). Objevila jsem
velkou netranslatovanou oblast na 3’konci cDNA tohoto genu o velikosti 1430 bp (obr.
4.1.A). Vznikly pfepsany protein byl porovndn se zndmou sekvenci aminokyselin z octomilky,
aby byla ovérena podobnost mezi obéma aminokyselinovymi (AA) sekvencemi, obzvlasté
podobnost C - koncl (obr.4.1.B), pravé kvali vyskytu velké netranslatované oblasti na 3"konci
cDNA. Dale jsem ziskala sekvenci jednoho intronu, pres jehoZ hranice byl navrhnut primer,

ktery naseda specificky pouze na cDNA (obr.4.1. A).

U genu pdp 1e také nebyla znama sekvence u mouchy domaci, proto byly nejprve
navrzeny genové specifické degenerované primery na zdkladé znamych homolognich
sekvenci genu u octomilky (Drosophila melanogaster). Poté byl pomoci touch down PCR
ziskdn produkt, osekvenovan a tato sekvence porovndna s databdzi vgenové bance
programem BLAST (blastx). Poté byly navrhnuty specifické primery a sekvence byla jejich
pomoci postupné prodlouZzena obéma smeéry (k 5'konci genu i k 3"konci genu). Ziskala jsem
sekvenci genu pdp 1e o velikosti 951 bp (chybi Uplny 5konec genu — pfiblizné 150 bp).
K potvrzeni, Ze se jedna skutecné o gen pdp 1e a ne o jinou variantu tohoto genu, byla AA
sekvence genu srovnana se znamymi PDP 1 variantami z octomilky. Varianty PDP 1 se od
sebe liSi pouze na svém pocatku (N - konec). Potvrdila jsem, Ze studuji skutecné variantu
genu pdp 1€ (obr. 4.1.C). Dale jsem ziskala sekvenci dvou intron( (jeden v misté shodném
pro vsechny varianty pdp 1, dal$i umistén pouze v ¢asti varianty pdp 1¢). Pres hranice intronu
(umisténého v ¢asti shodné pouze pro pdp 1€) byl navrhnut primer, ktery naseda specificky

pouze na cDNA (obr. 4.1.D).
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obr. 4.1. Ctyfi hodinové geny A — Ziskana kodujici sekvence genu cwo. Podet znamych par( bazi a vyznaéeni
velké netranslatované oblasti na 3’konci genu. Vyznacené primery byly pouZity pro RT-PCR, pfi¢emz rev primer
prfemostoval intron. B Oblast C - konce proteinu CWO - srovnana Musca domestica a Drosophila
melanogaster. C — Srovnani jednotlivych variant PDP 1. Jednotlivé izoformy se lisi svym zacatkem (z
alternativnich promotortl) a také odlisSnym sestfihem nékterych intrond. Pro izoformu epsilon je typicky N -
konec proteinu, proto bylo srovndno 5 variant tohoto genu z Drosophila melanogaster liSicich se na N - konci
s moji sekvenci PDP1 z Musca domestica (oznaceno *). Na obrazku je vyznacen shodny Usek potvrzujici, ze se
jedna skutecné o protein PDP1 a variabilni Usek potvrzujici, Ze pracuji s izoformou epsilon. D — Ziskana kodujici
sekvence genu pdp 1g, vyznacené primery byly pouzity pro RT-PCR, pficemz rev primer byl navrhnut pres
hranice intronu. E — Ziskand kddujici sekvence genu ck 28. Vyznacen pocet znamych parQ bazi a primery, které
byly pouzity pro RT-PCR, pficemz rev primer byl navrZen pres hranice intronu. F — Ovéreni sekvence genu pdh.
Vyznacdena velikost namnozeného Useku cDNA a primery pouZité pro RT-PCR, pficemz fw primer byl navrzen
pres intron.
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JelikoZ nebyla zndma Zadna sekvence genu ck 2 u mouchy domaci, byly také nejprve
navrzeny genové specifické degenerované primery na zdkladé znamych homolognich
sekvenci genu u octomilky, mSice, vojnice, motyla a potemnika (Drosophila melanogaster
(XP_002082313), Acyrthosiphon pisum (NP_001119697), Spodoptera frugiperda (AAC24042),
Danaus plexipus (ABU49713), Tribolium castaneum (XP_966313)). Pomoci touch down PCR
ziskany produkt byl zaklonovan, osekvenovan a podle néj byly navrhnuty specifické primery a
sekvence byla postupné prodlouzena k 3’konci genu. Takto byla ziskana skoro celd sekvence
genu o velikosti 786 bp (chybi 5’konec, dle podobnosti aminokyselinovych sekvenci odhaduji,
Ze priblizné 60AA = 180bp ). Dale jsem ziskala sekvenci jednoho intronu, pres jehoZ hranice

byl navrhnut primer, ktery naseda specificky pouze na cDNA (obr. 4.1.E).

Jelikoz jiz byla znama celd sekvence genu pdh u mouchy domaci (Matsushima et al.,
2004), navrhla jsem specifické primery, kterymi jsem ovéfila, Ze mnou ziskany produkt
odpovida jiz znamé sekvenci. Ddle jsem ziskala sekvenci jednoho intronu, pfes jehoz hranice

byl navrhnut primer, ktery naseda specificky pouze na cDNA (obr. 4.1.F).

Sekvence genu ck 1e u mouchy domdci nebyla zndma, tudiz byly navrieny
degenerovné primery na zakladé znamych homolognich sekvenci genu u rdznych Zivocicht
(octomilka, komar, msice, drapatka, kute, vacice, ¢lovék). Pomoci touch down PCR ziskany
produkt byl zaklonovén, osekvenovan a podle néj byly navrhnuty specifické primery a
sekvence byla postupné prodlouzena k 3’konci genu.Také byl navrhnut dal$i degenerovany
primer (aminokyselinova sekvence shodna s Uplnym N koncem u ostatnich Zivocichd) a byla
provedena primer walking PCR. Ziskala jsem tak celou kédujici sekvenci genu ck 1€ (1320bp).
Tento gen ma urcitou homologii s genem ck 1a. Pro potvrzeni, Ze se jednda o gen ck 1€ byla
AA sekvence srovndna s AA sekvenci CK l1a: Drosophila melanogaster (NP511140) a Homo
sapiens sapiens (NP_001020276) (obr. 4.2.A) a se sekvencemi CK 1e&: Drosophila
melanogaster (AAC39134), Culex quinquefasciatus (XP_001845143), Danaus plexippus
(ABU49715), Apis malifera (XP_395574), Pyrhocorris apterus (Dolezel, nepublikovano),
Acyrthosiphon pisum (XP_001951697), Danio rerio (NP998415), Xenopus laevis (AAF01032),
Gallus gallus (AAP47012), Monodelphis domestica (XP_001379385), Homo sapiens sapiens

(NP_689407). Pouze 3" konec cDNA ck 1€ nese zna¢nou mezidruhovou variabilitu.
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C ,ocasek” proteinu (obr. 4.2.B) ukazuje na tuto variabilitu, byly porovnani nasledujici
ZivoCichové: D. melanogaster, C. quinquefasciatus, D. plexippus, A. malifera, P. apterus, A.

pisum, D. rerio, X. laevis, H. sapiens sapiens.
4.2. Méreni pohybové aktivity mouchy domaci

V pilotnim pokusu jsem nejprve ovéfila, zda mouchy dokazi prezit vteplotnich
podminkach, které se lisi od téch udrzovanych v chovnych boxech (25°C), a zda u much dojde
k néjakému posunu periody (obr. 4.3.). Teploty vinkubatorech byly nastaveny na
konstantnich 17 °C a konstantnich 30 °C, pricemz fotoperioda zlstala zachovana jako
v chovném boxu (12 hod svétlo : 12 hod tma). Mouchy byly umistény do Petriho misek
s vodou a cukrem. Na konci pokusu (trval 7 dni) pteZilo v17 °C 56 % much a ve 30 °C prezilo

69 % much.

V dalSich pokusech byla teplota 17 °C zachovana a teplota 30 °C byla zvySena na 35
°C. V téchto pokusech byly mouchy umistény do zkumavek s vodou a cukrem, které byly
dany do LAM desek ve tfech inkubatorech, pficemz v kazdém byla udrzovdna konstantni
teplota 17 °C, nebo 25 °C, nebo 35 °C. Mouchy umisténé v 17 °C byly aktivni béhem dne
(hlavné béhem poledne), pricemZz nejvyssi aktivitu vykazovaly v brzkych odpolednich
hodinach (odpovida ZT 7), ovSem jejich aktivita byla v porovnani s aktivitou much
umisténych do 25°C velmi mala. Celkem 79 % much z této skupiny vykazovalo pfFiblizné
stejnou aktivitu jako moucha na obr. 4.4. (do vysledkl byly zapocitany pouze mouchy, které
Zili po celou dobu experimentu a jesté dalsi tfi dny po ukoncéeni experimentu). Mouchy
umisténé v 25 °C byly aktivni béhem celého dne, s nejvyssi aktivitou priblizné v odpolednich
hodinach (odpovida ZT 9 — ZT 10). Celkem 93 % much z této skupiny vykazovalo priblizné
stejnou aktivitu jako moucha na obr. 4.4. (do vysledkl byly zapocitany pouze mouchy, které
Zili po celou dobu experimentu a jesté dalsi tfi dny po ukonceni experimentu). Mouchy
umisténé v 35 °C byly lehce aktivni béhem celého dne, pficemzZ nejvyssi aktivitu vykazovaly
ve vecernim case (ZT 11 — ZT 12), ovSem jejich aktivita byla v porovnani s aktivitou much
umisténych do 25 °C zhruba 3-5 krat nizsi a srovnatelna s aktivitou much umisténych do
17°C. Celkem 59 % much z této skupiny vykazovalo pfiblizné stejnou aktivitu jako moucha na
obr. 4.4. (do vysledkd byly zapocitany pouze mouchy, které Zili po celou dobu experimentu a

jesté dalsi tfi dny po ukonceni experimentu).
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obr. 4.3. Pohybova aktivita M. domestica béhem pilotniho pokusu. Mouchy byly umisténé v Petriho miskach
s vodou a cukrem. A — Namérena skute¢nd pohybova aktivita u M. domestica za LD podminek v 17 °C a ve 30°C.
Na ose X je vynesen cas, bile obdelniky odpovidaji 12 hodinam svétla a ¢erné obdelniky odpovidaji 12 hodinam
tmy. B — Normalizace hodnot. Pocéty prebéhli much umisténych v 17 °C byly normalizovany vzhledem k poctu
prebéht much umisténych ve 30 °C (pro snhazsi porovnani pohybové aktivity much umisténych v rliznych
teplotnich podminkach). Pokus trvaly 8 dni (prvni den nebyl analyzovany z hlediska pocatecéni nervozity much,
ktera se objevuje, kdyZ je s nimi manipulovano), v 17 °C prezilo 56 % much, v 30 °C preZilo 69 % much.
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obr. 4. 4. Méreni pohybové aktivity much domacich. Mouchy byly umistény do zkumavek v LAM deskdach do tfi
inkubatorl. V kazdém inkubatoru byla udriovdna konstantni teplota (17 °C, nebo 25 °C, nebo 35 °C). Levy
panel: Pohybova aktivita vynesena jako aktogram. Prostfedni panel: Primérna aktivita béhem dne vypocitana
z6 po sobé jdoucich dnl, odchylka ukazuje variabilitu mezi jednotlivymi dny. Pravy panel ukazuje
nejpravdépodobnéjsi periodu, vypoctenou z LD dat (nejednd se tedy o endogenni periodu, ale pouze o

potvrzeni, Ze v LD rezimu je chovani rytmické).

Pokusy trvaly 8 dni (prvni den nebyl analyzovany z hlediska

pocatecéni nervozity much, ktera se objevuje, kdyzZ je s nimi manipulovano). Zobrazeny jsou priklady jednotlivca.
V 17 °C prezilo celkem 88 % much, ve 25 °C preZilo 88 % much a ve 35 °C pfeZilo 72 % much.
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4.3. Kvantifikace relativni hladiny mRNA hodinovych gend v musich hlavickach

Na zdkladé pokusl se stanovenim pohybové aktivity u much jsem stanovila relativni
hladinu mRNA u much umisténych do stejnych LD svételnych podminek (12 hodin svétla, 12
hodin tmy), ale riznych teplotnich podminek (17 °C, ¢i 25 °C, ¢i 35 °C) pomoci RT-PCR, a to u
vsech mnou ziskanych gen( a dale jesté pro geny tim a per, které jiz byly dfive studovany

(Codd V. et al., 2007).

U genll cwo, pdp 1g, tim a per doslo k uréitym zménam v relativnich hladinach mRNA
(geny cwo, pdp 1€ a tim obr. 4.5, gen per obr. 4.6.D), u genll ck 1g, pdh a ck 28 jsem zadné
zmény nezaznamenala. VSechny pokusy byly tfikrat zopakovany (kromé vysledku pro gen
cwo u much umisténych do 17 °C, tento pokus byl proveden pouze jednou) a do vysledného

grafu dany primeéry z téchto tfi nezavislych méreni spolu se smérodatnymi odchylkami.

U genu per jsem se dale zabyvala sestfihem 3’termindlniho intronu v translatované
Casti genu (intron ¢.11) (obr. 4.6.A) u much umisténych v rGznych teplotnich podminkach se
stejnymi fotoperiodickymi podminkami. Pokud je tento intron soucasti transkriptu, dochazi
k predcasnému vytvoreni stop kodonu a vysledna sekvence aminokyselin se od sebe lisi (obr.
4.6.B). Stanovila jsem cyklovani jednotlivych variant genu per (tedy méreni nesetfizeného
transkriptu, sesttizeného transkriptu a také méreni nerozliSujici mezi sestfihem tohoto
intronu) (obr. 4.6.D) a z vysledku pak vypocitala i procento sestfiZeni, i nesestfizeni intronu

v rliznych teplotnich podminkach (obr. 4.6.C).

Relativni hladinu mRNA hodinovych genll jsem stanovovala také u much umisténych
v LD a také v DD svételném rezimu pti konstantni teploté 25°C (obr. 4.7.). Kvantifikace byla
provedena tfemi na sobé nezdvislymi pokusy (pro mouchy umisténé v LD svételnych
podminkach), nebo dvéma na sobé nezavislymi pokusy (mouchy umistény v DD svételnych

podminkach).

-34-



obr. 4.5. Relativni hladina mRNA hodinovych genl v musich hlavi¢kach za LD podminek v rliznych teplotach.
Vzorky byly odebirdany po 2 hodinach, obdelniky pod osou x odpovidaji svételnému rezimu (bily obdélnik —
svétlo; ¢erny obdélnik — tma). Osa y — relativni pomér mezi méfenym genem a referen¢nim transkriptem RP49.
Kazda jednotliva kfivka je vyslednym prlmérem tfech nezavislych méreni (tedy tfi rlizné skupiny much),
pricemz kazdé jednotlivé méreni sestavalo z tfikrat namérené hodnoty (opakovani vzorku pro korekci chyb pfi
pipetovani). Smérodatné odchylky udavaji rozdily ve vSech namérenych hodnotach. Pouze u méreni relativni

hladiny mRNA genu cwo za LD podminek pfi 17°C kfivka znazoriuje pouze jedno nezavislé méreni (méreno

v tripletu), kdy smérodatné odchylky udavaji rozdily mezi jednotlivymi namérenymi hodnotami.

-35-




pervar A—intron €. 11 sestfiZen

per

fuvl
—

revl

e

stop
E

Twi2

rev2 stop
%

Vo

intron €.10

Vo

intron £.11

V

Intron £.11 per var B—intron €. 11 nesestfiZen
intron £.10 .

fuyl stop. rev3

—

! \ intron €.11

intron £.10

B

EEE S Tel2] Telelelale el T2l+] P O O

%[#]

ALV IQEVIGEY

D. melanogaster per

M. domestica per IVIV

M. domestica per vark

obr. 4.6. Hodinovy gen per A — 3’konec per a jeho sestfihovych variant per var A a per var B s vyznacenymi
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(v pravo dole). B — C konec PER proteinu, srovnani PER u Drosophila melanogaster a Musca domestica a Musca
domestica PER var B (po nevystfizeni intronu ¢. 11 vznikne predcasny stop kodon a vznikd tak kratsi PER
protein). C — Relativni hladina mRNA (pomér mezi méfenym transkriptem a referencnim transkriptem RP49)
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nezavislych méreni. D — Procentuelni zastoupeni jednotlivich variant genu per v LD podminkach za rGznych
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teplot. Uvedené krivky jsou vysledkem pomeéru relativnich hladin mRNA jednotlivych sestfihovych variant genu
per a varianty nerozlisujici sestfih.

obr. 4.7. Exprese hodinovych geni v hlavickach much domacich za LD a DD podminek pfi 25 °C. Vzorky byly
odebirany po 2 hodinach, obdelniky pod osou x odpovidaji svételnému rezimu (bily — svétlo; cerny — tma,
prvnich 12 hodin DD odpovidajicich svétlu v predeslém rezimu je vyznaceno Sedé pro snazsi orientaci v Casové
ose). Pomoci RT-PCR bylo analyzovano sedm gen(l za LD a nasledné DD podminek, na grafech jsou znazornény
priméry trech nezavislych méfeni (LD) a dvou nezavislych méreni (DD), pficemzZ kazdé jednotlivé méreni
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sestdvalo z tfikrat namérené hodnoty. Smérodatné odchylky udavaji rozdily ve vSech namérenych hodnotach.
Osa y — realtivni pomér mezi mérenym genem a referencnim transkriptem RP49.

4.4, Ziskani sekvence genu cry2

JelikoZz nebyla zndma Z4dnd sekvence genu cry2 u mouchy domadci, byly nejprve
navrzeny genové specifické degenerované primery na zdkladé znamych homolognich
sekvenci genu u vcely, komara, potkana a potemnika (Apis malifera, Culex pipiens, Rattus
norvegicus, Tribolium castaneum). Tyto degenerované primery byly navrieny tak, aby se
jejich aminokyselinova sekvence shodovala saminokyselinovou sekvenci genu cry2 u
ostatnich Zivocich(, ale neshodovala se s aminokyselinovou sekvenci genu cryl (obr. 4.7.A).
Poté byla pouzita touch down PCR k namnoZeni ocCekdavaného produktu. JelikoZz se mi
opakované nedafilo namnozZit ocekavany produkt, byla navriena dalSi dvojice
degenerovanych primerd, kterd by amplifikovala pouze gen cry2 a také jeden degenerovany
primer, ktery mohl byt pouzit k amplifikaci jak genu cry2, tak genu cry1 (obr. 4.8.A). Pouzitim
degenerovaného primeru genové specifického pro oba geny s degenerovanym primerem
genové specifickym pouze pro gen cry2, byl ziskan produkt o velikosti 812 bp. Osekvenovani
produktu a nasledné srovnani aminokyselinovych sekvenci (obr. 4.8.B) ukazalo, Ze se jedna o
gen cryl a srovnani aminokyselinovych i nukleotidovych sekvenci ukazalo, Ze je jedna o

sekvenci jiZ izolovaného genu cry mouchy domaci (Codd et al., 2007).
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PCR. Vétsina primer( byla navrhnuta tak, aby se jejich sekvence neshodovala se sekvenci genu cryl. Jeden
primer byl navrhnut tak, aby se jeho sekvence shodovala jak se sekvenci genu cry1, tak se sekvenci genu cry2.
Amplifikace se podafila pouze s dvojici primerd cry fw (shodny se sekvenci genu crylicry2) a cry2 rev1 (shodny
pouze se sekvenci genu cry2). Prvni fadek - vybrany Usek, kterému odpovidala sekvence navrzeného primeru.
Pod nim srovnany nasledujici proteinové sekvence: CRY2 (,savci typ“): Apis cry (EF117814), Culex cry2

(XM001869421), Rattus cry (AY040223), Tribolium cry (EF117815); CRY1 (,typ Drosophila“):

Drosophila cry

(NM169852), Anopheles cryl (DQ219482), Danaus cryl (AY860425), Antheraea cryl (AF333998). B — Vysledek
sekvenace amplifikovaného produktu ukazal, Ze se jedna o gen cryl, ktery byl jiz zmouchy izolovan

(amplifikovany produkt oznacen *).
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5. DISKUZE

Cilem této srovnavaci studie bylo urcit, které casti cirkadiannich hodin jsou
konzervované mezi mouchou domaci a octomilkou a které se naopak lisi. Predesla
molekularni studie (Codd et al., 2007) ukazuje na nékteré ndpadné rozdily v cirkadiannich
hodinach mouchy domaci. Napadna byla zejména konstantni (tedy necyklujici) hladina
proteinu PERIOD zjisténd pomoci western blotd v celych hlavach much. Protein MdPER je
zde stabilni i po osviceni svétlem (na rozdil od PER v Drosophila melanogaster). V této
souvislosti je zajimavé, Ze mRNA genu cryptochrome, coz je faktor zodpovédny za svétlem
indukovanou degradaci TIM a potaimo PER, je u M. domestica exprimovana téz
v konstantnim mnozstvi. Cyklicka exprese tohoto homologu musiho cryptochromu je pfitom
znama u octomilky (Emery et al., 1998), komar( (Gentile et al., 2009) i motyla monarcha
(Zhu et al., 2008). Proto bylo dulezité urcit, ve kterych dalSich aspektech se cirkadianni geny

a jejich exprese lisi mezi mouchou domadci a ostatnimi organismy.
5.1. Ziskani cDNA sekvenci hodinovych geni

Podafilo se mi ziskat kédujici sekvence nékolika genl. Jedna se jak o transkrip¢ni
faktory zapojené ve zpétnovazebnych smyckach (cwo, pdp 1¢), tak o kindzy (ck 1e a ck 2),
které fosforyluji protein PERIOD a pravdépodobné dalsi cirkadianni proteiny. Pokusila jsem
se zaklonovat také cryptochrome 2, coi je gen, ktery byl plvodné identifikovan u savcl a
pozdéji se ukazalo, Ze je pritomny v genomu nékterych druhd hmyzu. Cry u savcl neslouzi
k synchronizaci cirkadidannich hodin, ale je pfimo jednim z esencidlnich transkrip¢nich faktord
cirkadidannich hodin (Kume et al., 1999; Reppert, 2000). Cry2 sice chybi v genomu octomilky,
ale nalezneme jej uz i u komard (Zhu et al., 2005), tedy také zastupcl radu Diptera, a dale u
motylQ, broukd, u véely, msice, Svaba (viz. obr. 5.1). Vzhledem k rozdiliim v regulaci a expresi
cirkadiannich faktord mouchy domaci (Codd et al., 2007) se tak nabizela moznost, Ze by tato
moucha mohla , pouzivat” savci cryptochrome2, ktery by tak u ni doplnil obvyklé faktory
pouzivané u octomilky. Srovnani cryl (typ Drosophila) a cry2 (typ savci) umoznuje nalézt
useky proteinu specifické pro jeden i druhy typ cry. Zaroven je nyni k dispozici sekvence
téchto gent z velkého mnozZstvi zastupcl rdznych skupin organisma. Tato data tak umoznuji
navrhnout primery, které by mély byt specifické pro hledany typ cry a zaroven dostatecné

univerzalni, aby postihly mezidruhovou variabilitu (viz. obr. 4.8.A, kapitola vysledky).
-40 -



Kombinaci nékolika takto navrzenych primer( se ale nepodafilo ziskat produkt z PCR ani pfi
postupném sniZovani teplot nasedani primer(. AZ pfi pouZiti jednoho primeru navrzeného
v Useku shodném pro CRY1 i CRY2 kombinovaného s CRY2 specifickym reverse primerem
doslo, a to az po snizeni teplot nasedani primeru, k ziskani produktu. Ten byl osekvenovan a
ukazalo se, Ze je to jiz zndmy cry1 (Codd et al., 2007). Na zakladé téchto intenzivnich pokusu
ziskat cry2 z mouchy domaci (a nasi celkem vysoké Uspésnosti v klonovani cry2 z jinych druh
hmyzu; Bazalova, DoleZel a Sauman, nepublikovéno, viz té7 obr. 5.1) nem(iZzeme sice vyloucit,
Ze se gen cry2 nevyskytuje u M. domestica, ale domnivam se, Ze je to velmi
nepravdépodobné. Pokud by tedy cry2 vgenomu mouchy domaci presto byl, pak
predpokladame, Ze patrné hodné pozménény oproti zndmym sekvencim této verze genu
cryptochrome. Jednoznacnou odpovédi na tuto otazku je kompletni osekvenovani genomu

mouchy domdci, ¢imz se ale pravdépodobné zabyvat nebudu.

obr. 5.1. Fylogeneticky strom ukazujici na vyskyt cryl, cry2 a tim vgenomu rliznych Zivocichl. Velkym
pismenem G jsou oznaceni zivoCichové, u nichz je k dispozici osekvenovany cely genom. Znaménko + znadi, ze
gen je v genomu zivocicha pfitomen, znaménko - znaci, ze chybi. Otaznik znamena, Ze prislusny gen zatim u
Zivocicha nalezen nebyl, ale z dlivodu neznalosti jeho genomu nemuZeme fict, Ze zde neni pfitomen. Zavorka
v ptipadé Acyrthosiphon pisum poukazuje na fakt, Ze sekvence genu cryl u této msice neni kompletni a je tedy
nutné potvrdit, zdali vznikd odpovidajici mRNA a mze-li tato kddovat funkéni protein. Zajimava situace nastava
u nejprimitivnéjsich zastupcl hmyzu v tomto stromu, svabUl (Periplaneta, Blatella), kde se nam podafilo ziskat

jak cryptochrome?2 tak i timeless (Bazalova et al., publikace v pfipravé).
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V téchto evolucnich souvislostech je na misté zminit variabilitu, sjakou jsou
cirkadianni hodiny vytvoreny u rGznych zastupcl hmyzu (obr. 5.1). Napadné zde zejména je,
Ze cry2 chybi pouze u rodu Drosophila (a pravdépodobné Musca), zatimco ostatni druhy
tento gen maji. Druhym aspektem je absence genu timeless u blanokfidlich (Apis vtomto
obrazku a také rod Nosema — data neukdzana). O to zajimavéjsi je, Ze timeless nachazime u
primitivnéjsich zastupcl hmyzu, Svabu, a to velmi dobfe zachovany se zna¢nou podobnosti

se sekvenci timeless octomilky (Bazalova et al., publikace v pfipravé).

Pfedesla studie (Codd et al., 2007) téZ poukdzala na mozny vyskyt dvou velikostnich
variant proteinu PER u mouchy domadci zjistény pomoci Western analyzy. Moje analyza
sekvence genu period odhalila mozny alternativni sesttih posledniho intronu ¢.11 (viz. obr.
4.6.A, kapitola vysledky). Ponechanim tohoto intronu by vznikal kratsi protein (viz. obr.
4.6.B, kapitola vysledky). Pfitomnost takovychto variant by byla zajimava za prvé proto, ze C
konec proteinu PER je do zna¢né miry konzervovany mezi Drosophila a Musca a to i v ¢asti,
ktera by alternativnim sestfihem byla pozménéna a za druhé proto, Ze alternativni sesttih
pravé u mRNA genu period hraje roli pfi sefizeni faze pohybové aktivity octomilek v zavislosti
na teploté (Majercak et al., 1999; Majercak et al., 2004; Low et al., 2008). Zjisténa data (obr.
4.6.D, kapitola vysledky) ukazuji, Ze urcita ¢ast transkriptl skutec¢né obsahuje posledni
intron, ale procentuelné se jedna o malou frakci. Tento sestfih se nezda byt ovlivnény
teplotou, ve které byla experimentalni zvifata umisténa. Zde je tfeba ale zminit, Ze k méreni
byly pouZzity celé hlavy a nelze vyloucit, Ze v mozku muze byt pomér setiihu téchto variant
odlisny. Vzhledem k moznému vyskytu dvou velikostnich variant proteinu PER (Codd et al.,
2007) by byla detailni analyza vSech moZnych sestfihovych variant tohoto genu urcité
zajimava. ProtoZe je ale vétSina intrond pomérné kratka (a gen pomérné dlouhy), nema
smysl pouzit Northern analyzy. Museli bychom zvolit néjaky jiny zplsob detekce a

kvantifikace alternativnich forem period mRNA.

DalSim podstatnym rozdilem mezi octomilkou a mouchou domadci byly rozdily
v lokalizaci protein(i PER a TIM v mozcih dospélcl. PouZiti protilatek vnasi do pokusl urcitou
nejistotu, zejména pokud jsou vyrobeny proti antigenu z jiného Zivoc¢isSného druhu a kontrola
jejich specifity je omezena naptiklad tim, Ze neexistuje nulovy mutant (negativni kontrola) u

mouchy domaci. PouZiti vice odliSnych protilatek ale vedlo k obdobnym a tudiz do znacné
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miry davéryhodnym vysledkiim (Codd et al., 2007). Jednim z aspektl byla ne zcela shodna
kolokalizace PER a TIM a to jak v ¢astech mozku (nékteré neurony pozitivni pro PER nebyly
pozitivni pro TIM a naopak), ale také co se tyce vnitrobunécné lokalizace téchto antigend
(jaderna lokalizace PER nebyla nutné provazena jadernou lokalizaci TIM). V této souvislosti
by bylo velmi zajimavé zjistit, jak s témito lokalizacemi souvisi vyskyt DBT ¢i dalSich kinaz
zodpovédnych za fosforylaci PER, jako je napfiklad CK2 (Lin et al., 2002) nebo kinaz
fosforylujicich TIM (SGG, Martinek et al., 2001). Ziskani kdédujicich usekl téchto kinaz (tato

magisterska prace) je prvnim krokem k experimentim tohoto typu.

Srovnani sekvence DBT/CK 1e ukazalo, Ze predpoklddany protein je velmi
konzervovany v prvnich zhruba 300 aminokyselindch a poté nasleduje variabilni Usek
proteinu (obr. 4.2., kapitola vysledky). Tento ocadsek na C konci se liSi mezi ndmi studovanymi
druhy hmyzu a to i mezi zastupci dvoukfidlich (Bajgar, Bazalova a Dolezel, nepublikovano),
zatimco substratova specifita pro rozpoznani proteinu DISHEVELD je zajisténa
identifikovanymi aminokyselinami v konzervované c¢asti proteinu (Dahlberg et al., 2009).
Useky zodpovédné za interakci s PER nejsou tak jasné definované a C ocdsek v tomto p¥ipadé
pravdépodobné ovliviuje stabilitu interakce PER-DBT. Vzhledem k dostupnému mnoZstvi
sekvenci PER a DBT z rlznych druhG hmyzu je redlné pfipravit in vitro (pfipadné tkanové)
experimenty testujici moznou koevoluci proteini PER a DBT. Obzvlasté zajimavé by bylo

zjistit, zda tyto variabilni Useky ovliviiuji interakci proteint v zavislosti na teploté.

PFi srovnani cDNA genu cwo je napadny dlouhy netranslatovany usek na 3" konci u
mouchy domdci (specifickymi primery bylo potvrzeno, Ze se nejedna o artefakt vznikly pfi 3’
RACE PCR). Hypoteticky protein kddovany touto mRNA je pfitom celkem konzervovany s cwo
D. melanogaster a to i na C konci téchto protein( (obr. 4.1.B, kapitola vysledky). V tomto
1430 bp dlouhém uUseku nebyla nalezena zadna kddujici sekvence ani napadna palindromicka
smycka. Velikost tohoto neprepisovaného Useku muize byt nahodna, ale za zminku rozhodné
stoji soucCasna prdce Kadenera et al. (2009) popisujici Ulohu malych RNA v fizeni
cirkadiannich hodin D. melanogaster. Jednim z transkriptl, ke kterym jsou produkovany

komplementarni RNA, byl pravé cwo.
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5.2. Vliv teploty na chovani mouchy domaci

V této praci prezentuji téz predbézné vysledky vlivu teploty na pohybovou aktivitu
mouchy domadci. Zafizeni pro méreni much jsme ziskali v bfeznu tohoto roku a proto mam
zatim zméfeno circa 50 jedincl v dané teploté. Ziskana data ukazuji, Ze mouchy preZiji
dlouhodobé ve 30 °C a po dobu jednoho tydne i v 35 °C. Zatimco pfi nizSich teplotach jako je
17 °C mouchy soustredi aktivitu do polednich hodin, zvySenim teplot se aktivita posouva do
pozdéjsich hodin, ale je relativné vysoka jiZz po rozsviceni svétel v ZT 0. Tento trend, tedy
posun aktivity k rannim a vec¢ernim hodindm pfi vyssich teplotach, je znamy u vice Zivocichu
a na molekuldrni drovni je studovany u octomilky D. melanogaster a pfibuznych druh( rodu
Drosophila (Majercak et al., 1999; Majerack et al., 2004, Low et al.,, 2008). K fizeni vyse
popsaného teplotné specifického chovani pouziva D. melanogaster alternativniho sestfihu
v netranslatované Casti transkriptu period (Majercak et al., 1999). Tento sestfih ovliviiuje
rychlost, s jakou je mRNA pieloZena do proteinu (Low et al., 2008). Vzhledem k tomu, Ze u
mouchy domaci jsem nenalezla ve 3’ neprepisované casti zadny intron a sesttih
3’terminalniho intronu se nezdd byt teplotou ovlivnény (alepor ne ve vzorcich RNA z celych

hlav), musi u mouchy domdci existovat jiny zplUsob regulace.
5.3. Kvantifikace genové exprese

Pomoci RT-PCR jsem urcila expresi mnou zaklonovanych genu a jiz dfive studovanych
genl per a tim. Oproti predeslé studii (Codd et al., 2007) jsem pouZila jemnéjsi ¢asové

rozliSeni vzorkl a sledovala také vliv teploty na expresi studovanych gend.

MnoZstvi mRNA kindz dbt (ck 1€) a ck 2 (podjednotky ) se béhem dne neménilo a
jejich celkové mnoizstvi také nebylo ovlivnéno teplotou. Konstantni exprese dbt je zde
v souladu s necyklujici expresi tohoto genu béhem dne u D. melanogaster (Kloss et al., 1998).
Pro ck2 B se ndm nepodafrilo najit v literatufe odpovidajici studii, obdobné jsme nenalezli, Zze
by nékdo publikoval vliv teploty na expresi téchto dvou kinaz. Exprese mRNA pdh byla téz
konstantni, coZz je vsouladu s literdarnimi daty u octomilky (Ueda et al., 2002) a mnozstvi
MRNA neni ani ovlivnéno teplotou, ovSem nepodaftilo se mi nalézt publikace, které by se

vlivem teploty na expresi tohoto genu zabyvaly.
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Kvantifikace transkript( per, tim, cwo a pdp 1€ ukazala, Ze vSechny z nich jsou cyklicky
prepisovany. Faze a amplituda oscilace vsech téchto gen(l se velmi podoba jiz namérenym
hodnotdm u mouchy domdci (geny per a tim; Codd et al., 2007) ¢i u D. melanogaster (geny
cwo a pdp 1lg; Matsumoto et al.,, 2007; Kadener et al., 2007; Lim et al., 2007; Ueda et al.,
2002; Bagheri et al., 2008). VSechny tyto geny jsou, zda se, také ovlivnény teplotou, coz bylo
prokdzano u per D.melanogaster (Citri et al., 1987; Majercak et al., 1999; Majercak et al.,
2004; Low et al., 2008). U ostatnich genl se mi nepodafilo nalézt publikace, které by se timto
tématem zabyvaly. Z mych vysledk( vyplyva, Ze hladina mRNA u much umisténych do 17°C
zacina stoupat o néco dfive, nez hladina mRNA u much umisténych do 25°C, coz zcela zrcadli
posun pohybové aktivity much umisténych do 17 °C. K tomuto ,trendu” nedochazi pouze u
hladiny mRNA genu tim, kdy naopak dochazi ke zpoZzdéni v narlistu hladiny mRNA v musich
hlavickach, coz si bohuzel neumim nijak vysvétlit. Zcela u vSech gen( dochazi k pozdéjsimu
nartstu hladiny mRNA u much umisténych do 35°C. Mam za to, Ze transkripce je ovlivnéna
jak nizkymi, ale hlavné vysokymi teplotami, kdy se maxima vSech hladin mRNA studovanych
genl posouvaji do vecernich az nocnich hodin. Dle mého nazoru to ma zfejmou souvislost se
zménou aktivity Zivocichl za vyssich teplot, kdy se jejich aktivita presouva do vecernich az
nocnich hodin, co? jiz bylo prokazano (Majercak et al., 1999; Majercak et al., 2004; Low et
al., 2008). Dale se mi zda zajimavé, Ze u genu pdp 1€ se za rozdilnych teplot méni znacné
nejen faze, ale i amplituda oscilujici hladiny mRNA, a to tak, Ze jak vteplejsim, tak
v chladnéjsim prostfedi dochazi k poklesu hladiny mRNA. Mohlo by to znamenat, ze za
nebo Ze jeho mRNA neni tak stabilni. Zajimavé by bylo zjistit, zda je ovlivnéna i hladina
tohoto proteinu v zavislosti na teploté. Myslim si, Ze k pochopeni obecnéjsiho mechanismu
vlivu teploty na mnoiZstvi mRNA hodinovych gen( by bylo tfeba kvantifikovat jesté dalsi
hodinové geny (hlavné Clk, cyc, vri a cry) a presvédCit se, zda jsou tyto geny ovlivnény
podobné. Také by bylo zajimavé zjistit, jestli jsou hodinové geny ovlivnény teplotou i u jinych
zivocich(, zajimalo by mne hlavné, zda jsou takto ovlivnény primitivnéjsi ZivocCichové, nez je
moucha ¢i octomilka (napt. Svabi), mohlo by to znamenat, Ze tento mechanismus se vyvinul

velmi davno.
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6. ZAVER
Vysledky prezentované v této studii bych shrnula nasledovné:

V této praci jsem urcila takika kompletni kédujici sekvence péti cirkadidnnich gent mouchy
domadci (cwo, pdh, pdp 1g, ck 2B, ck 1€). Pomoci kvantitativni real-time PCR jsem zméfila
mnoizstvi téchto transkriptd béhem dne v podminkach LD a DD. Tyto geny byly dosud

popsany pouze u D. melanogaster.

Zjistila jsem vliv teploty na pohybovou aktivitu dospélcd much domdcich. Jedinci umisténi
v nizké teploté (17 °C) soustiedi aktivitu do polednich hodin, zatimco zvyseni teploty na 30 °C
nebo 35 °C zplisobuje posun aktivity k rannim a vecernim hodindm. Také jsem se zabyvala
vlivem teploty na expresi téchto gen(. Zjistila jsem, Ze teplota ovliviiuje cyklickou expresi
genll cwo, pdp 1g, per a tim a to jak jejich fazi, tak u nékterych i amplitudu. Naproti tomu
exprese genu ck 283, ck 1€ a pdh neni teplotou ovlivnéna. Tato studie tak obsahuje nové
poznatky vlivu teploty na expresi cikadiannich gend hmyzu. V pfipadé genl cwo, pdp 1€ a ck
2B se jedna o prvni studii téchto genU i u jiného zastupce hmyzu, neZz je Drosophila

melanogaster.
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PRILOHA 1 — obrazky

obr. P1.1. Méfici deska LAM se zkumavkami obsahujicimi jednu mouchu, na jedné strané vodu a na druhé
strané kostku cukru.

_sr* L paprsek

obr. P1.2. Petriho miska s cukrem, navlhc¢enou buni¢inou a jednou mouchou.
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PRILOHA 2
A. Pufry a media (pfesny postup dle Molecular Cloning — Sambrook and Russell, 2001)
TAE (50x):

e 242 gTris

57,1 ml kyselina octova

100 ml 0,5M EDTA (pH 8,0)

doplnit do 1 | destilované H,0
MOPS (10x)

* 0,2 M MOPS (pH 7,0)
* 20 mM acetat sodny
* 10mM EDTA (pH 8,0)

LB medium:

* 10 gtrypton
e 5 gkvasnicovy extrakt
e 10 g NaCl

¢ 950 ml destilované H,0
LB agar:

* 15 g Bacto Agar

e 1|LB medium
SOC medium:

e 20 gtrypton

e 5 gkvasnicny extrakt

e 0.5gNaCl

e 950 ml destilované H,0

e 20 ml 1 M roztoku glukdzy
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B. Katalogova cisla pouzitych kitti a nazvy firem
TRI-reagent® - AM9738, Ambion
MinElute PCR Purification kit — 28006, Qiagen
QIAEX®II Gel Extraction Kit — 20051, Qiagen
MinElute Gel Extraction Kit — 28606, Qiagen
High Pure Plasmid Isolation Kit - 11 754 785 001, Roche
FirstChoice ® RLM-RACE Kit - AM1700, Ambion
DNeasy Blood&Tissue Kit — 69506, Qiagen

TURBO DNA-free™ Kit - AM1906, Ambion
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