UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
Prirodovédecka fakulta
Katedra antropologie a genetiky ¢lovéka
Studijni program: Biologie

Studijni obor: Antropologie a genetika ¢lovéka

Bc. Milena Hovhannisyan

Polymorfismus rs1801282 v genu PPARG ve vztahu ke koncentraci a
sloZeni mastnych kyselin u ¢eskych adolescentii

Polymorfism rs1801282 in the PPARG gene in relation to the concentration
and composition of fatty acids in Czech adolescents

DIPLOMOVA PRACE
Vedouci prace: RNDr. Markéta Vankova, Ph.D.

Praha 2020



Prohlaseni:

Prohlasuji, ze jsem zavéreCnou praci zpracovala samostatné a ze jsem uvedla vSechny
pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla predlozena

k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze 8.6. 2020 Podpis .............



Podékovani

Timto bych rada pod¢kovala RNDr. Markété Vaikové, Ph.D. za vedeni diplomové prace,
Ing. Martinu Hillovi, DrSc. za pomoc se statistickym zpracovanim, Mgr. et Mgr. Tereze
Metelcové za editaci a podporu, a v neposledni fadé ostatnim pracovnikiim Oddéleni

molekularni endokrinologie Endokrinologického ustavu.



Abstrakt

Prevalence obezity a diabetu 2. typu v adolescentni populaci nartsta. Podle piedchozich
studii polymorfismus v PPARG rs1801282 (Prol2Ala) se poji srozvojem obezity,
hypertenze, inzulinové rezistence, hyperlipémie a dal§ich markert diabetu 2. typu. Data byla
nasbirana v rdmci projektu COPAT (Childhood Obesity Prevalence and Treatment). Soubor
2246 Ceskych adolescentti ve véku 13-17 let byl genotypizovan pomoci metody RT-PCR.
735 jedinct z tohoto souboru bylo podrobeno dalSimu antropometrickému a klinickému
méfeni a biochemickym testim. Byla také nasbirdna data o jejich nutriénim piijmu
a stravovacim navykiim. Nasim cilem bylo 1) ur¢it efekt polymorfismu na antropometrické,
klinické a biochemické parametry, 2) urcit efekt interakce genotyp-fenotyp na lipidové
spektrum. Frekvenci alely Ala jsme stanovili 15 %. Alela Ala asociovala s niz$i hladinou
c-peptidu nala¢no (p=0,006) a hladinou inzulinu nala¢no (p=0,035). U obéznich pienasect
alely Ala jsme detekovali vyssi hladiny triacylglyceroli a fosfolipidli w-3 polynenasycenych

mastnych kyselin nez u $tihlych pfenasect A/a ¢i obéznich Pro homozygot.

Kli¢ova slova: PPARY2, Prol2Ala, mastné kyseliny, obezita, projekt COPAT



Abstract

The prevalence of obesity and type 2 diabetes in the adolescent population has been steadily
rising. According to the previous studies, the rs1801282 (Prol2Ala) polymorphism
in the PPARG gene is connected to the development of obesity, hypertension, insulin
resistance, hyperlipemia, and other markers of type 2 diabetes. Data collection was
undertaken as part of the COPAT project (Childhood Obesity Prevalence and Treatment).
A sample of 2246 Czech adolescents aged 13-17 was genotyped using RT-PCR.
735 individuals from this sample were subjected to further anthropometric and clinical
measurements, and biochemical testing. Data on their nutritional intake and dietary habits
were collected as well. Our goal was to 1) determine the effect of the polymorphism
on the anthropometric, clinical and biochemical parameters, 2) determine the effect
of the genotype-phenotype interaction on the lipid spectra. We measured the frequency
of Ala allele as 15%. Ala allele was associated with lower fasting c-peptide (p=0,006)
and fasting insulin levels (p=0,035). In obese Ala carriers we detected higher levels
of phospholipid and triacylglycerol -3 polyunsaturated fatty acid than in lean Ala carriers

or obese noncarriers.

Keywords: PPARY2, Prol2Ala, fatty acids, obesity, COPAT project
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1. Uvod

Obezita je v soucasnosti jednou z nejrozsifenéjsSich civilizacnich chorob, s kterou se poji
fada komorbidit (Brannsether et al., 2016). Zejména centralni obezita predikuje poruchy
lipidového a glukézového metabolismu, kardiovaskuldrnich onemocnéni, karcinomu
a poruch pohybového aparatu. Pii nevhodné zivotospraveé a genetické zatézi obezita Casto
vede k rozvoji metabolického syndromu a diabetu 2. typu. Od roku 1975 se prevalence
obezity v celosvétovém meéfitku ztrojnasobila. Celosvétovy narast piipadi nadvahy
a obezity u déti a adolescentti ve stejném ¢asovém useku referuje WHO jako podobné strmy

(Obesity and overweight, 2020).

Spolu s obezitou souvisi zvySeni prevalence diabetu 2. typu. Toto zavazné chronické
onemocnéni, které bylo diive typické pro pokrocily vek, se nyni objevuje u stale mladSich
jedinct a z dlouhodobého hlediska ptedstavuje zatéz pro zdravotnictvi. Narista tak potieba

vcas identifikovat ohrozené jedince a zah4jit preventivni opatfeni (Brannsether ef al., 2016).

Multifaktorialni dédicnost obezity a diabetu 2. typu je predmétem vyzkumu
poslednich 30 let (Grundy, 1998). Jednim z transkripcnich faktord fidicich glukézovy
a lipidovy metabolismus je PPARY (receptor aktivovany peroxisomovymi proliferatory y).
Jeho hlavnimi pfirozenymi ligandy jsou nenasycené mastné kyseliny. Jako exogenni ligandy
jsou pak pacientim s diabetem 2. typu ptedepisovany thiazolidindionové preparaty
za uCelem zvySeni citlivosti na inzulin. Polymorfismus v genu PPARG2 rs1801282
(Pro12Ala) se v evropské populaci vyskytuje ve frekvenci 12 % (gnomAD. 2019).
Tato alternativni varianta vykazuje niz$i transaktivacni aktivitu. Pfesto se alela Ala
u nékterych prenasecu projevuje jako ochranny faktor proti rozvoji obezity a metabolického

syndromu. N¢které studie vSak poukazuji na alelu Ala jako na rizikovy faktor.

Tato diplomova prace se zaméfila na vliv polymorfismu PPARG2 rs1801282 v populaci
Ceskych adolescenti. Tato vékova skupina je bohuzel ve vétSiné studii zabyvajicich
se PPARy opomijena, piestoze pravé v tomto véku je nejucinngjsi prevence. Vyzkum byl
proveden pod zastitou Endokrinologického ustavu v Praze. VyuZili jsme materidl a data
ziskana z projektu COPAT (Childhood Obesity Prevalence and Treatment), financovaného
z Norskych fondt.



2. Cile prace

Prevalence obezity a diabetu 2. typu v poslednich letech vyznamné roste. Na vzniku a rozvoji
téchto onemocnéni se podili jak faktory genetické, tak i vlivy prostfedi, jako napt. fyzicka

aktivita, stres a také jidelni chovani.

Mastné kyseliny jsou jednou z vyznamnych slozek potravy, kterd ma vliv na inzulinovou
senzitivitu a funkci B-bunék pankreatu. Rada studii v poslednich letech ukazala,
ze jednotlivé typy mastnych kyselin ovliviiuji gluk6zovy a lipidovy metabolizmus riznymi

mechanizmy.

Mastné kyseliny, pfedevSim mononenasycené a polynenasycené mastné kyseliny, jsou
prirozenymi ligandy jaderného receptoru PPARYy2 (receptor aktivovany peroxisomovymi
proliferatory v2), ktery figuruje jako transkripcni faktor fady dal$ich genl ucastnicich
se udrzeni spravné hladiny lipidit a glukézy v krvi, a hraje roli v inzulinové sensitivité
perifernich tkani. Polymorfismus rs1801282 (Prol2Ala) je studovan v souvislosti
s poruchami glukézové tolerance véetné diabetu mellitu 2. typu, dale u poruch lipidového

spektra, u obezity a dalSich metabolickych onemocnéni.

Dosavadni poznatky neprokdzaly shodnou spojitost polymorfismu rs1801282 s dietnimi

zvyky, ptestoze vliv polymorfismu rs1801282 Ize v interakci gen-strava predpokladat.
Cile prace:

1. Stanovit a porovnat frekvence genotypl a alel polymorfismu rs1801282 u souboru
2247 neptibuznych adolescentii s nadvahou a obezitou a souboru ndhodnych ¢eskych
adolescent.

2. Zjistit vliv polymorfismu rs1801282 na antropometrickd, klinicka a biochemicka
data u vybraného vzorku 735 probandi ve véku 13-17 let; ztoho 378 divek
a 376 chlapct.

3. U tohoto souboru provést analyzu zavislosti genotyp — fenotyp:

a. vliv genotypu na parametry glukézového a lipidového metabolismu

b. vliv genotypu na sloZeni volnych mastnych kyselin



3. Literarni prehled

3.1. PPAR - Receptory aktivované peroxisomovymi proliferatory
PPAR (peroxisome proliferator-activated receptor) oznacuje rodinu jadernych receptort,
které¢ funguji jako transkripéni faktory regulujici expresi fady genii. Existuji tf1 zakladni
izotypy PPAR, jejichz geny jsou lokalizovany na rtznych chromozomech — PPARa,
PPARP/S a PPARY (Tyagi et al., 2011).

PPAR byly objeveny v devadesatych letech 20. stoleti u hlodavcia (Isseman, 1990).
Jednotlivé izotypy pak byly poprvé popsany u zab rodu Xenopus (Dreyer et al., 1992).
Nézev vychdzi zpozorovani u hlodavcl, kdy aktivace PPAR vedla k proliferaci
peroxisomt, a to zejména v jaterni tkani. U c¢loveéka vSak k tomuto efektu po podani
proliferatort nedochazi. PPAR izotypy namisto toho fidi pfedev§im metabolismus sacharidii

onemocnénich.

PPAR receptory patii do receptorové superrodiny NR1 spolu s receptory pro vitamin D,
tyreoiddlni hormony a kyselinu retinovou (Guidetopharmacology.org, 2019).
Pro tuto skupinu receptorit je charakteristickd tvorba heterodimeru s retinoidnim

X receptorem (Yu ef al., 1991).

PPAR receptory vykazuji vysokou vziajemnou sekvenéni podobnost. Strukturné
se jedna o typické jaderné receptory s Sesti funkénimi doménami (Brunmeir & Xu, 2018).
Diky 60-80% shod¢ v doméné vazajici ligandy PPAR receptory sdileji podstatnou cast

agonisti.

3.2. PPARy
Gen pro tento receptor se u ¢lovéka nachazi na kratkém raménku 3. chromozomu, v oblasti
3p25 (Greene et al., 1995). Lidsky PPARG se sklada celkem z deviti exont. Alternativnim
sestithem mezi pocatecnimi exony vznika nékolik moznych mRNA pro tento receptor.
Ti1 5¢ terminélni exony jsou oznaceny jako Al, A2 a B. Zbyl¢ exony, které koduji vlastni
polypeptid, nesou ¢iselnd oznaceni 1-6 (viz obrazek 1). Startovaci kodon ATG se v exonu
vyskytuje dvakrat — v exonu B a 1 (Zhou, Wilson & Medh, 2002). Exprese jednotlivych

izoforem je tkanove specificka.
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PPARY1 je kodovan exony Al, A2 a exony 1-6. Polypeptidovy fetézec ¢itd celkem
477 aminokyselin. V nejvyssi mife je zastoupen v hnédé a bilé¢ tukové tkani. Exprese
v tlustém a slepém stievé je oproti expresi v tukové tkani zhruba tfetinova. V kosternim
svalstvu, plicich a srdci je exprese o jeden fad nizSi. Dale byla exprese receptoru
zaznamenand v makrofazich a [ bunkach pankreatu (Dubois et al., 2000). Kromé
PPARY1 nasedd na responsivni element zvysujici aktivitu promotoru pro PPARY2. To mtze

vést ke steatdze svalstva a zpomaleni bazalniho metabolismu (Luo et al., 2015).

PPARY2 je kodovan exony B a 1-6. Translaci exonu B ziskdva polypeptid na N-konci
0 28 aminokyselin navic oproti ostatnim izoformam (Stumvoll & Haring, 2002).
Tato izoforma je za fyziologickych podminek exprimovana primarné v tukové tkani.
U potkanti byla mRNA této izoformy detekovana v niz§i mife v kosternim svalstvu
a jatrech (Lee et al., 2018). U ¢lovéka vsak byla v jedné studii zaznamenéna pouze v tukové
tkani (Loviscach ef al., 2000). Pfedchozi studie zaznamenaly lidskou expresi PPARYy2 také
v jatrech a stfevech (Fajas ef al., 1997).

Mrve

obsahem tukti (Inoue et al., 2005; Westerbacka et al., 2007; Yamazaki et al., 2011).
Jiné studie u lidi zaznamenaly expresi PPARY2 v endotelidlnich progenitorovych buiikach

a v srdci (Aprile et al., 2014).

Uroveii exprese PPARy2 pozitivné koreluje s oxidaci glukézy a negativné s oxidaci
mastnych kyselin u silné obéznich jedincti (Cortes de Oliveira ef al., 2018). V této studii byl
také zaznamenan pokles exprese PPARy2 po 6 tydnech nizkokalorické diety
(1200 kcal/den).

PPARY3 je kédovan exony A2 a 1-6. Poloha ATG kodonu v exonu 1 pak udavé vysledny
protein jako totoZzny s PPARYy1. PPARY3 je exprimovan v makrofazich, tlustém stfevé a bilé

tukové tkani (Tyagi et al., 2011).

Oproti ostatnim izotyptim, které predevsim fidi spalovani tuki, PPARy ucinkuje opacnym
smérem. Jeho hlavni ulohou v organismu je fizeni diferenciace adipocytt, ukladani lipida
a udrzovani citlivosti na inzulin (Chui et al., 2005; Auwerx, 1999). PPARY2 vykazuje vyssi
transkripcni aktivitu nez PPARy1 (Feige et al., 2006). V prabehu adipogeneze exprese této
izoformy nasleduje expresi PPARYy1 (Nakachi ef al., 2008).
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ATG ATG

P1 P2

AT A2 B 1T 2 3 4 5 6

Obrazek 1 Schéma exonii v genu PPARG. P1 a P2: promotory, zluté: pocatecni exony Al a A2 pro mRNA PPARyl1/3,
cervene: exon B pro mRNA PPARy2, modre: spolecné exony 1-6

V lidskych makrofdzich THP-1 byly detekovany tfi dalsi izoformy, jejichz mRNA nese
kromé vyse zminénych exont téz exony C a D v 5’UTR oblasti po podani troglitazonu
a specifického prostaglandinu. Oba ligandy zaroven v makrofazich inhibovaly expresi

PPARyI a PPARY2 (Chen, Jimenez & Medh, 2006).

Byly také nalezeny alternativni Cteci ramce, které translatuji ¢ast intronu za exonem 4,
vnémz je lokalizovan stop kodon. Vysledné dominantné negativni proteiny postradaji
E/F doménu (viz déle) anejsou schopné vézat ligand (Sabatino et al, 2005).
Tyto alternativni varianty se vyskytuji v riznych tkanovych liniich a troven jejich exprese
se meéni v zavislosti na fazi diferenciace bun¢k (Aprile et al., 2014). U obéznich jedincti
je exprese té€chto alternativnich variant zvySend, ¢imz se zpétné€ potlacuje funkce variant
hlavnich (Aprile et al, 2018). U nékterych ztéchto alternativnich variant

je ptitomen prave exon B.

3.3. Struktura receptoru PPARYy
PPARY je strukturou typicky zastupce superrodiny jadernych receptortt NR1 (viz obrazek 2).

Sklada se celkem ze Sesti funkénich domén (Brunmeir & Xu, 2018).

e A/B variabilni doména, kterd se nachazi na N-konci, funguje jako na ligandu

nezavisly aktivacni faktor 1 (AF-1), kde se vazi kofaktory.
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e C region, ktery funguje jako DNA vazajici doména (DNA-binding domain, DBD),
nese dva zinkové prsty typu C4. Vaze se na ptislusSné PPAR responsivni elementy

(PPRE) v promotorovych oblastech cilovych gent.

e D usek slouzi jako pantova oblast spojujici regiony C a E. Dodava struktufe stabilitu

a flexibilitu nutnou pro spravnou funkci receptoru.

e E region je ligand vazajici doménou (Ligand-binding domain LBD). Jedna se
o hydrofobni kapsovity utvar, do n¢hoz zapadéd ligand. Podili se na dimerizaci

s retinoidnim X receptorem (RXR).

e Fregion na C-konci nese AF-2. V tomto misté se na receptor vazi kofaktory.

Aminokyseliny
Prol2Ala

1 ‘ 138 203 279 505

AF1 DBD pant LBD

Funk¢ni domény

Obrazek 2 Struktura lidského PPARy2 receptoru

A-F: regiony, 1-505: poradi aminokyselin v retézci od N-konce, kosoctverec: pozice polymorfismu rs1801282 (Prol2Ala).

3.4. Polymorfismus v rs1801282
Epidemiologicky nejvyznamngj$im polymorfismem v genu PPRG?2 je rs1801282 v kodonu
12. exonu B. Jedna se o jednonukleotidovy polymorfismus se zdménou alaninu (CCA)
za prolin (GCA) v N-termindlni oblasti v A/B doméné s AF-1 (Yen ef al., 1997; Zarebska
etal.,2014).

Vyskyt v béloSské populaci se pohybuje kolem 13 % (gnomAD, 2019). Protoze
se polymorfismus nachazi v exonu, ktery je exprimovan pouze v izoform¢ PPARYy2, jeho
efekt se projevuje témet vyhradné v adipocytech a v omezené miie v jatrech a kosternim

svalstvu (viz obrazek 3).
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PPARY2

Tukova tkan

Kosterni
svalstvo Jatra

Obrazek 3 Lokalizace exprese PPARy2.

Minoritni alela 4/a ma podle n¢kterych studii za efekt snizeni transkripcni aktivity receptoru
(Deeb et al., 1998, Stumvoll & Haring, 2002). Celkov¢ je u jedinct s alelou Ala pozorovana
niz8§i hladina inzulinu v krvi a vyss$i inzulinova senzitivita, coz se projevuje zejména
u jedinch s vys$§im indexem télesné hmotnosti BMI. Mechanismus protektivniho G¢inku
polymorfismu neni zatim uspokojivé vysvétlen, nicméné byla pozorovéana interakce mezi
tukovym profilem stravy a genotypem, kdy protektivni ucinek alely zavisel na zvySeném

podilu mononenasycenych mastnych kyselin ve stravé (Heikkinen et al., 2009).

V mnoha studiich byla minoritni alela popsana jako ochranna vici obezité, hypertenzi,
diabetu a metabolickému syndromu. Tato skutecnost se vSak na prvni pohled vylucuje
s pozorovanym pozitivhim ucinkem antidiabetickych thiazolidindienovych Iéciv, které

prostfednictvim aktivace PPARYy senzitivizuji tukovou tkan vii¢i inzulinu.

Dutivodt, pro¢ k tomuto dochazi mtize byt n€kolik. Transportéry mastnych kyselin, jejichz
exprese je fizena PPARY2, ptispivaji k jejich zvySené koncentraci v jadfe. JelikoZ mastné
kyseliny inhibuji vlastni transkripci genu PPARG, u Ala homozygoti je tato negativni zpétna

vazba oslabena (Armoni et al., 2007).
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Jak bylo prokazano ve studii Armoniho, transaktivacni aktivita PPARYy2 vici glukézovému
receptoru Glut4 zavisi na typu ligandu. Bylo by tedy logické, kdyby pfirozené slabsi
inhibi¢ni aktivita u 4/a varianty a iniciace transkripce GLUT4 pomoci thiazolidindiont Gstily

ve stejny efekt (Armoni et al., 2003; Liao et al., 2007).

3.5. Mechanismus aktivace receptoru
Funkce PPARY?2 je fizena piitomnosti ligandt a kofaktorti. Stejn¢ jako ostatni ¢lenové NR1
superrodiny i PPARYy2 vytvafi heterodimer s RXR, s kterym se vaze na DNA v oblasti PPRE
(viz obrazek 4). Sekvence PPRE ma zpravidla podobu AGGTCA v piimé repetici oddélené
jednim libovolnym nukleotidem (Brunmeir & Xu, 2018). PPARY2 se v bufice nachazi vzdy
v jadfe na misté PPRE oblasti.

PPARY:RXR heterodimer v inaktivnim stavu vaze na AF-2 korepresory jako napi NCoR
¢1 SMART. Po navézani ligandu dochazi ke zméné konformace receptoru a vyméné
represori za aktivatory. RXR navaZze kyselinu retinovou a nasleduje transkripce

cilového genu (Seiri et al., 2019).

AGGTGA X AGGTGA
EE—

PPRE oblast promotoru

Obrazek 4 Schéma heterodimeru PPARy2:RXR a PPRE. MK: mastna kyselina, RK: retinova kyselina, modre: DNA
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3.6. Ligandy PPARY2
Jako ligandy PPARY2 v in vitro studiich byla identifikovana cela fada mastnych kyselin
a jejich derivat (Varga, Czimmerer & Nagy, 2011). Nicméng¢, tyto studie testovaly reakci
receptorti na ligandy v mikromolarnich koncentracich. Testy in vitro také nesledovaly
enzymatické zpracovani mastnych kyselin, které v buitkdch mtze vyustit ve vlastni ligand.
Nelze proto s jistotou povazovat vycet ligandi za koneCny. Situaci dale komplikuje
promiskuita receptoru, kdy na LBD prilezitostn¢ nasedaji 1 jiné nez hlavni ligandy (Varga,

Czimmerer & Nagy, 2011).

Za hlavni piirozené ligandy receptoru PPARY2, na kterych se studie shoduji, se povazu;ji
predevsim volné ®-3 a -6 polynenasycené mastné kyseliny, eikosanoidy a jejich dalsi

derivaty (Seiri, Abi & Soukhtanloo, 2019).

3.6.1. Polynenasycené mastné kyseliny
Polynenasycené mastné kyseliny jsou latky hydrofobni povahy. D¢€li do dvou kategorii podle
pozice prvni nenasycené vazby vic¢i methylovému konci fetézce. Kyselina a-linolova je
esencialni -3 mastnou kyselinou, kyselina linolova je esencidlni ®-6 mastnou kyselinou
(viz obrazek 5). Cinnosti enzymt desaturaz a elongéz jsou z téchto kyselin syntetizovany
vSechny ostatni polynenasycené mastné kyseliny (Pavithra et al., 2017). Pro spravnou funkci
organizmu je kliCovy dostatecny piijem téchto latek ve stravé (Nasri ef al., 2017, Hooper et
al., 2018). Predevs§im ®-3 kyseliny se podili na regula¢nich odpovédich organismu (Nasri et

al., 2017).
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Obrazek 5 Esencialni polynenasycené kyseliny (PubChem, 2020).
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Q-6 mastné kyseliny jsou Casto spojovany s rizikem kardiovaskularnich chorob; tento vztah
je vSak zpochybinovan (Hooper ef al., 2018). Nicméné¢, n¢které studie poukazuji na snizeni
biologické dostupnosti ®-3 mastnych kyselin pfi zvysené koncentraci -6 (Taha et al.,

2014).

Ve studii z roku 1999 vyzkumnici testovali vazebnou aktivitu mastnych kyselin viici PPAR
receptorim (Xu et al., 1999). PPARY oproti a a B/d vykazovala vyrazné nizsi citlivost vici
nasycenym mastnym kyselindm. Pozdéjsi studie (viz tabulka 1) vSak zaznamenala také

vazebnou aktivitu u kyseliny palmitové, byt slabou (Yu et al., 2004).

Tabulka 1 Vazebna aktivita vybranych ligandit PPARy

Kyselina Kategorie ICso (nM)
laurova SFA 30
myristova SFA 21+12
palmitova SFA 30
stearova SFA 30
arachidova SFA 30
palmitolejova MUFA 6,4+1,22
olejova MUFA 4,1+0,7
a-linolova »-3 PUFA 6,0+1
EPA ®-3 PUFA 1,6+0,2
linolova -6 PUFA 6,2+1,1
y-linolova -6 PUFA 2,2+0,5
DGLA ®-6 PUFA 2,4+0,3
arachidonova -6 PUFA 1,6+0,2

IC50: polovicni inhibicni koncentrace, zde minimalni koncentrace pro navazani se na receptor, SFA: nasycena mastna
kyselina, MUFA: mononenasycena mastna kyselina, PUFA: polynenasycena mastnd kyselina, EPA: kyselina

eikosapentaenova, DGLA: kyselina dihomo-y-linolova

3.6.2. Eikosanoidy
Eikosanoidy jsou signaliza¢ni molekuly vznikajici oxidaci mastnych kyselin, pfedev§im
kyseliny arachidonové. Patii mezi n¢ cela fada prozanétlivych mediatort — prostaglandiny,
leukotrieny  (viz obrazek 5), kyselina hydroxyeikosatetraenovd a  kyselina

hydroxyoktadekadienova. Ty v bunikach nasedaji bud’to na receptory spfazené s G-proteiny
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nebo na PPAR receptory. V pfipadé aktivace PPAR receptoru dochazi k expresi gent
s protizanétlivym efektem jako naptiklad adiponektin (Seiri, Abi & Soukhtanloo, 2019).

- H
i O O
H H H
” H .-'l.-._ .-'L_L .-"-L.e.. _.-‘ ", | L
- - \.[/.-' % .-.__l/. S o o H
H [ : H H
H. 0 Of -~ 1[ .
*’IZI5“=-___‘ \J; H H NJ P O
&7
0" \ H__ ="} \| H \[/
\_ I’ — 0,
"'\-\.\‘
O -
H —
prostaglandin J2 leukotrien E4

Obrazek 6 Eikosanoidy (PubChem, 2020).

3.6.3. Syntetické ligandy
Thiazolidindiony (viz obrazek 6) jsou umélymi ligandy vyuzivanymi v 1écbé diabetu
(Lehmann et al., 1995). Jednd se o skupinu latek s thiazolidindionovym kruhem.
Mezi thiazolidindiony (TZD) patii naptiklad troglitazon ¢i rosiglitazon (Chandra et al.,
2008). Aktivaci PPARYy zvySuji inzulinovou senzitivitu tkani.

DalSimi exogennimi agonisty jsou tyrozinové derivaty, které vSak pres vyrazné vyssi afinitu
k receptoru neptekondavaji antidiabeticky u€inek TZD. Oproti polynenasycenym mastnym
kyselinam aktivace receptoru TZD vede k vyS$§imu nérustu hmotnosti. V sou€asné dobé
se ustupuje od klinického vyuzivani TZD lé¢iv kvili nezddoucim ucinkim v podobé

hepatotoxicity a jiné.

Jako dalsi exogenni ligandy PPARy 1 RXR byly identifikovany 1 kontaminanty Zivotniho

prostiedi, organocinové slouc¢eniny (Hiromori ef al., 2009).
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Obrazek 7 Thiazolidindion a jeho derivat, rosiglitazon uzivany k lécbé diabetu 2. typu (PubChem, 2020).

3.7. Cilové geny
PPARy2 ptisobi jako transkripcni faktor pro celou fadu genti ucastnicich se procest
lipidového metabolizmu, glukoneogeneze a diferenciace adipocytii z mezenchymalnich
kmenovych bun¢k (Heo et al., 2015). Zde jsou uvedené jen vybrané cilové geny, které pfimo
ovliviuji tukovou tkan (viz obrazek 7). Podrobnéjsi vycet cilovych genti uvadi review z roku

2014 (Nakamura, Yudell & Loor, 2014).

3.7.1. ADIPOQ/Adiponektin

Exprese ADIPOQ probiha témét vyhradné v adipocytech a vysledny protein je uvoliiovan
do krve. U obéznich jedinct jsou hladiny adiponektinu v plazmé sniZené navzdory vyS§imu
poméru tukové tkan¢ (Kadowaki et al., 2006). V ptipad¢ stravy s vysokym podilem tuki
dochazi k produkci adiponektinu 1 ve svalové tkéani, pravdépodobné prostiednictvim

transdiferenciace vyvolané PPARy (Luo et al., 2015).

Adiponektin je produkovan ve vyrazné vysSSim mnozstvi nez ostatni adipokiny.
Adiponektinova signalizace je fizena souhrou PPARa 1 v, kdy aktivace PPARa fidi expresi
adiponektinového receptoru (Tsuchida et al., 2005). U €lovéka PPARY spousti transkripci
adiponektinu pifimo (Maeda et al, 2001; Takata et al, 2004) a teoreticky nepiimo
prostiednictvim C/EBP-a (Seo et al., 2004).
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Obrazek 8 Funkce produktii cilovych geniit PPARg2 v adipocytu (Nakamura, Yudell & Loor, 2014). Produkty cilovych genii
PPARy2 jsou oznaceny cerné. Mastna kyselina s dlouhym retézcem (LCFA) je transportovana z lipoproteinu
prostirednictvim lipoprotein lipazy (LPL) do adipocytu. Transport do adipocytu probiha pomoci transportazy mastnych
kyselin (FATPI) a translokdazy mastnych kyselin (CD36). Mastna kyselina se dale ucastni bud’ aktivace PPAR receptorii
v jadre, nebo se zabuduje do tukovych kapének ve formé triacylglycerolu. Podobné se konzervuje nadbytecna energie
sacharidii ve formé tuku prostrednictvim 6-fosfofrukto-2-kinazy/fruktoza-2,6-bifosfataza 3 (PFKB3) a fosfoenolpyruvat
karboxykindzy (PEPCK).

Adiponektin v cilovych tkanich prostfednictvim receptoru aktivuje AMP-aktivovanou
proteinovou kinazu, ktera potlacuje glukoneogenezi v jatrech (Berg et al., 2001; Kubota
et al.,2007). Ve svalech stimuluje oxidaci mastnych kyselin a ptijem glukozy (Fruebis ef al.,
2001; Yamauchi et al., 2002). V hypotalamu stimulace adiponektinem vyvolava pocit hladu

(Kubota et al., 2007).

3.7.2. CD36/Translokdaza mastnych kyselin/FAT
Jedna se o integralni membranovy glykoprotein, ktery tidi transport lipidd skrz membranu
pomoci endocytozy. CD36 se spolupodili na Siroké Skale procesi v organismu,
od angiogeneze a imunitni odpovédi, po piijem lipidi a detekei tukti v chut'ovych poharcich

(Pepino et al., 2014, Pioltine ef al., 2016).

K expresi dochazi primarné v tukové tkani, srdci, placenté, slezin€ a plicich. CD36 mRNA
byla také detekovana v Langerhansovych ostritveich pankreatu (Noushmehr et al., 2005).
Cyklus acetylace a deacetylace reguluje jeho funkci (Pepino et al., 2014).
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Za glukolipotoxickych podminek je deacetylaci receptor aktivovan, ¢imz je podpoifena
akumulace lipidi v beta bunikach pankreatu (Khan & Kowluru, 2018). Zarovein CD36
reguluje aktivitu AMP-aktivovanou kinadzou, ktera ovlada glukozovy a lipidovy

metabolismus v perifernich tkanich (Samovski ez al., 2014).

Zvysena exprese CD36 ve visceralnim tuku je spojovana s rozvojem obezity a metabolickym
syndromem u Zen (Choromanska et al., 2019). U jedinct se zvySenymi hladinami
oxidovaného LDL dochazi k tvorb¢ aterosklerotickych plakt prostfednictvim CD36 (Park,
2014).

3.7.3. OLRI/LOX]I1/ oxLDL receptor 1
Receptor 1 pro oxidovany LDL spada do kategorie scavenger receptort tiidy E. Jeho gen
OLRI byl identifikovan jako cilovy gen PPARy (Chui et al., 2005). Stejné jako CD36
se Ucastni transportu lipidi skrz membranu. Oba receptory jsou schopné rozeznat tadu
ligand, jako naptiklad modifikované HDL a LDL cholesteroly, které receptory pro nativni
LDL nevazou (Chui et al., 2005). Jako scavenger receptor se ucastni endocytdzy a nasledné

proteolyzy ligandu (Sawamura et al., 1997).

Protein je exprimovan na povrchu makrofagli, v placenté, jatrech a v mozku
(Ncbi.nlm.nih.gov, 2020). V tukové tkani je exprese za béznych okolnosti minimalni, piesto
v hypertrofickych adipocytech hraje klicovou tlohu, kdy zésobuje buiiky cholesterolem
(Chui et al., 2005). V hypertrofickych adipocytech je relativni nedostatek cholesterolu,
nebot’ dochazi k jeho redistribuci z cytoplasmatické membrany do obalu tukovych kapének
(Guerre-Millo et al., 1994). Receptor tak udrzuje schopnost adipocytu pojmout dalsi
triacylglyceroly. Nicméné, vlastni akce receptoru spousti sekreci prozanétlivych cytokind,

coz ptispiva k rozvoji metabolického syndromu (Takanabe-Mori et al., 2010).

Exprese ORLI je indukovana hyperglykémii, prozanétlivymi cytokiny a piitomnosti
oxidovaného LDL, ktery vznikd reakci bézného LDL a naptf. kyslikovych radikala
za stresovych podminek (Yan, Mehta & Hu, 2011). ZvySend exprese je zaznamendna

u kardiovaskuldrnich onemocnéni (Zhao et al., 2018; Jin & Cong, 2019).

3.7.4. LXRA/LXR-a
Stejné€ jako PPAR, 1 jaterni receptor X-a (dale LXR-a) spada do NR1 superrodiny jadernych

receptort a utvaii po aktivaci heterodimer s RXR. Jednim z jeho cilovych gent je ABCAI,

ktery koduje protein pro ATP-vazajici kazetovy transportér A-1 (Ogata et al., 2009), ktery
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zprosttedkovava transport lipidl z buiikky ven ve formé¢ HDL (viz Obréazek 8). U bélosské
populace byly detekovany protektivni polymorfismy v genu ABCAI proti rozvoji diabetu
a hyperlipidémie (Yan et al., 2019).

Obrazek 8 Proces signalizace pro produkci HDL-cholesterolu v adipocytu. Oxidovany LDL vstupuje do buriky
prostrednictvim napr. CD36. Uvolnénd mastny kyselina aktivuje PPAR. Ten funguje jako transkripcni faktor jak pro CD36
tak i pro LXR. Vlastni LXR pak figuruje jako transkripcni faktor pro ABCA-1.

3.7.5. CEBPA/CCAAT/Enhancer Binding Protein o
PPARy figuruje jako jeden zkliCovych transkripcnich faktort podilejicich
se na adipogenezi. Tato skutecnost je zprostiedkovana proteiny z rodiny C/EBP, které plni
ulohu transkripénich faktort interagujicich s PPARy (Koutnikova & Auwerx, 2001; Rosen,
2005; Xi et al., 2016; Hong et al., 2018).

C/EBP-a je exprimovan vitadé tkani, ptedevSim v podkoznim tuku a jatrech
(Proteinatlas.org, 2019). Transkripce CEBPA je spusténa v pozdni fazi diferenciace
adipocytu a setrvava zvysena po dobu Zivota buniky (Rosen, 2005). Koregulace C/EBP-a
s PPARY je nutnd pro dalsi expresi adipocytarnich gend, jejichz vyslednym efektem je

udrzeni inzulin-fizen¢ho gluk6zového transportu (El-Jack et al., 1999, Wu et al., 1999).

Vysledny protein, C/EBP-a, fidi hladinu leptinu (Miller ef al., 1996). Spolu s PPARY iniciuje
transkripci FABP4 (Tontonoz et al., 1994). Na mysSich bylo také potvrzeno, ze C/EBP-a je
nutny pro vyvoj funkéni bilé tukové tkan€ (Linhart ef al., 2001).

Exprese C/EBP-a je pfimo timérnd hladinam lipidd v adipocytech (Satoh er al., 2019).
U mysi s knockoutovanym cebpa genem, ale aktivnim pparg sice dochdzi k diferenciaci

adipocytl, avSak vysledna tukova tkan vykazuje inzulinovou rezistenci (Rosen, 2005). Mysi
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mlad’ata s knockoutovanym cebpa genem kratce po narozeni umiraji na tézkou
hypoglykémii (Wang et al., 1995). Exprese inzulinového receptoru je do jist¢ miry
podminéna pritomnosti C/EBP-a (El-Jack ef al., 1999).

C/EBP-B ZRALY
[PREADIPOCYT] [ HMGA2 ]rr [ C/EBP-b ]TF [ PPAR-y ] TF[ C/EBP-a ] [ ADIPOCYT l

Obrazek 9 Posloupnost transkripcnich faktorii v pribéhu adipogeneze.

Modfre jsou oznaceny stadia bunky, bile transkribované TF. Diferenciace preadipocytu je zahdjena HMGA2, ktery aktivuje

transkripci C/EBP-/. Ty nasedaji na CCAAT box v promotoru genu pro PPARy2.

3.7.6. GLUT4/Glukozovy Transportér 4
GLUT4 kéduje inzulinem regulovany glukdzovy transportér 4 typicky pro buiiky kosterniho

svalstva a adipocyty. Promotorova oblast se déli do dvou domén, na néz nasedaji rizné

transkripéni faktory. Samotny gen vykazuje vysokou mezidruhovou homologii.

Funkci Glut4 je transport glukoézy do buniky, ¢imz je zajistén pfisun energie a stabilizace
glykémie. Pfitomnost transportéru na membranich je regulovéna inzulinovou signdlni

drahou (Chiang ef al., 2001; [juin & Takenawa, 2012).

Zdak iniciaci transkripce vlivem PPARYy dojde, zalezi na nékolika podminkach. Typ ligandu
ovlivni, zda bude transkripce inhibovana ¢i iniciovana (Armoni et al., 2003). Je také tifeba
zduraznit pfimy a neptimy efekt PPARY, kdy vlastni PPARY transkripci GLUT4 obvykle
inhibuje (Liao et al., 2007). Produkty jeho dalSich cilovych genti, LXR4 a CEBPA, vSak
transkripci GLUT4 podporuji (Im et al., 2007). Regulaci dale komplikuje piitomnost
volnych mastnych kyselin, které inhibuji aktivitu vlastniho promotoru PPARG (Armoni

et al.,2007).

3.7.7. LPL/Lipoprotein lipaza
Lipoprotein lipaza je produkovéna predevs§im v tukové tkani. V niZSich hodnotach se tento
enzym vyskytuje vsrdci a plicich (Ncbi.nlm.nih.gov, 2020). Pfitomnost proteinu byla
zaznamenana i v placenté, kde umoziiuje transport mastnych kyselin z matetské krve do krve

plodu (Heerwagen et al., 2018).
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Funkci tohoto enzymu je hydrolyza triacylglyceroli v chylomikronech a VLDL ¢asticich
za produkce volnych mastnych kyselin, ¢imz je uvoliiuje pro dalsi zpracovani v buiice

(Kolehmainen et al., 2003).

3.7.8. FABP4/Fatty Acids Binding Protein 4

FABP4, casto oznaCovany také jako aP2, je protein charakteristicky pro tukovou tkan.
Ridi transport hydrofobnich molekul z cytoplazmy do jadra buiiky (Krusinova
& Pelikéanova, 2008). Zprostiedkovava tak ptenos ligandii pro PPAR receptory pies
jadernou membranu (Béhme et al., 2008; Hughes et al., 2015; Wang et al., 2004).

Transkripénimi faktory pro jeho expresi jsou PPARy a C/EBPa. Zvysena hladina FABP4
v séru vede k aortalni rigidit€¢ (Swoboda et al., 2018, Tseng et al., 2019) a aterosklerdze
(Xiao et al., 2018). U probandt s diabetem byla zaznamenéna signifikantni korelace mezi
hladinou FABP4 a inzulinu, inzulinovou rezistenci a c-reaktivniho proteinu (Xiao et al.,
2018). Hladiny FABP4 v perikardidlni tekutiné jsou oproti séru zvySené u pacientil

s ischemickou chorobou srde¢ni (Elie ef al., 2018).

3.8. Onemocnéni asociovana s polymorfismem v rs1801282

3.8.1. Obezita

Obezita oznacuje stav patologicky zvySené télesné hmotnosti charakteristicky hypertrofii
tukové tkané. Metod diagnostiky obezity je vice; nejcastéji se vSak pouziva index télesné
hmotnosti (BMI). WHO definuje obezitu jako BMI >30 kg/m2. BMI vSak nenese informaci
o distribuci tukové tkadné (Nielsen et al., 2018). Dalsi diagnostickou mozZnosti je obvod pasu
a jeho pomér viici obvodu bokti (WHR) a vysce (WHtR). Pro déti a dospivajici se z divodu
zmeén télesnych proporci v pritbéhu rastu pouziva SD skoére uvedenych veli¢in (Brannsether

etal.,2016).

Tukova tkan je hormonalné aktivni (Berg, Combs & Scherer, 2002). Za pfedpokladu,
ze je jedinec obézni v obdobi détstvi ¢i puberty, vychylené hladiny steroidnich hormont
maji za dopad predcasné uzavieni epifyz (De Leonibus, Marcovecchio & Chiarelli, 2012).
S rostouci prevalenci obezity tak télesnd vysSka zac¢ind podléhat negativnimu sekuldrnimu

trendu. (Brener et al., 2017)

rrrrr

(Choromanska et al., 2019, Ohashi et al., 2014). S rostouci hmotnosti, kdy adipocyty

hypertrofuji a stavaji se postupn¢ dysfunkénimi, stoupd pomér prozanétlivych cytokint.
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Tento jev ¢asem muze vyustit v metabolicky syndrom (viz dale). Zaroven, u obéznich
jedinct dochazi ke snizeni produkce adiponektinu, coz predstavuje dalsi zdroj dysregulace

organismu (Scherer, 2005).

S obezitou se poji zvySené riziko kardiovaskularnich onemocnéni, hormonélnich poruch,
diabetu 2. typu ametabolického syndromu. Zaroven je zde vysoka komorbidita

s psychiatrickymi a nddorovymi onemocnénimi (Bliiher, 2019).

V dénské longitudinalni studii byl pozorovéan rozdilny vliv genotypu na zmény télesné
hmotnosti v zavislosti na BMI, kdy normostenicti 4/a homozygoti méli signifikantné nizsi
rocni prirtistky hmotnosti v porovnani s jedinci s alelou Pro. Obézni A/a homozygoti naopak
méli vyrazné rychlej$im naristem hmotnosti (Ek et al., 1999). Podobné vysledky byly
pozorovany u obéznich brazilskych muzl, kdy ptitomnost Ala alely doprovazela zvysena

adipozita oproti homozygotim s Pro (Rodrigues et al., 2018).

3.8.2. Metabolicky syndrom
Mezinarodni diabetickd federace (IDF) definuje metabolicky syndrom jako soubor
symptomtl, kdy je vzdy pfitomna abdomindlni obezita a jsou splnény alespont dvé
z podminek: zvysSend koncentrace triacylglycerolii a glukézy nala¢no, snizend hladina

HDL-cholesterolu a hypertenze (viz tabulka 2).

Tabulka 2 Kritéria diagnostiky metabolického syndromu u evropské populace podle standardii IDF

Triacylglyceroly (mmol/l) >1,7

Glykémie (mmol/l) >5,6/DM2 diagndza/lécba
HDL-cholesterol (mmol/l) <1,034/1,299Q/ 1é¢ba
Krevni tlak (mmHg)! > 130TKS/85TKD/1é¢ba
Obvod pasu” (cm) >943/80%

TKS: krevni tlak systolicky, TKD. krevni tlak diastolicky. *U déti do 16 let véku je jako hranice obezity stanoven 90.
percentil (Idf.org, 2019).

Metabolickému syndromu piedchdzi inzulinova rezistence. Jednd se o stav vyCerpani
schopnosti organizmu reagovat na inzulinovy podnét. To nastava pfi chronicky zvySené
hladiné kortizolu nasledkem zanétu ¢i stresu, coz zabranuje jatrim a svaltim efektivné vyuzit
glukozu vkrvi (Samad er al, 2011). Nedostatek energie tak jatra kompenzuji
glukoneogenezi. ZvySend glykémie stimuluje sekreci inzulinu v pankreatu.

Pti dlouhodobém setrvani tohoto stavu pak inzulinové receptory piestdvaji reagovat
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na stimulus. U zdravych jedinct adiponektin inhibuje glukoneogenezi, a naopak stimuluje

ptijem glukézy ve svalech (Hajer, van Haeften & Visseren, 2008).

Patologické hladiny triacylglycerolti a HDL-cholesterolu jsou pfimym diisledkem porusené
schopnosti tukové tkané wuchovavat mastné kyseliny vazané v triacylglycerolech.
Za fyziologického stavu adipocyty maji dostatecnou kapacitu pro ukladani, coz je umoznéno
neustdlou diferenciaci bun¢k tukové tkan€. V ptipadé¢, kdy adipocyty v podkoznim tuku
jiznejsou dale schopny ukladat lipidy ve formé triacylglycerolti, dochazi k ektopické
akumulaci tuku. Visceralni tuk je oproti podkoznimu tuku aktivnéjs$i v produkci cytokinti

(Hajer, van Haeften & Visseren, 2008).

Nelze vsak s jistotou tvrdit, ze komponenty metabolického syndromu jsou vzdy spojeny
s obezitou. U lidi trpicich lipodystrofii jsou tkdn¢ inzulin-rezistentni a vykazuji fadu
ptiznaki metabolického syndromu, aniz by u nich byla pfitomna hypertrofie tukové tkané

(Petersen et al., 2002).

3.8.3. Diabetes mellitus 2. typu
Diabetes mellitus 2. typu (DM2) tvoii az 90 % ptipadii diabetu po celém svété. Pro DM2 je
typicka nadvdha a inzulinova rezistence spolu se sniZzenou funkci B-bunék pankreatu.

Nastava tak hyperglykémie, ktera je hlavnim diagnostickym kritériem DM2.

Prestoze je DM2 asociovana s obezitou, zda se, Ze podminkou pro rozvoj onemocnéni je
predevsim malfunkce adipocytt. I u stihlych jedincti s DM2 dochazi k hypertrofii adipocyti
(Acosta et al., 2015).

V poslednich dekadach piibyvaji déti a dospivajici s DM2 (Arslanian, 2002). Oproti
dospélym je jejich klinické prezentace charakteristicka absenci ketonti v moc¢i. Prevalence
v této veékové kategorii je vyssi u mimoevropskych populaci. Divky jsou postiZzeny ¢astéji
neZ chlapci. Dé&tsti pacienti s DM2 maji ve vice nez 75 % ptipadl vyskyt choroby v rodiné

(Reinehr, 2013).

3.8.4. Kardiovaskularni onemocnéni
Nestabilni angina pectoris byla v polské studii piekvapivé asociovana s alelou Ala
(Maciejewska-Skrendo et al., 2019). Prestoze ptitomnost alely Ala pozitivné ovliviiuje

klinické parametry (BMI, cholesterol), 1ze pfedpokladat, ze snizené exprese cilovych genil,
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které by omezily tvorbu aterosklerotickych plakli, ma za nasledek castecnou obstrukci

véncitych tepen.

Vztah mezi Ala a nemoci véncitych tepen vsak neni ptimocary. U bélosské populace je Ala
rizikovou pro rozvoj nemoci véncitych tepen, zatimco u asijské populace tento vztah nebyl
prokdzan (Wu et al., 2012). Je vSak otazkou, zda je rozdil mezi populacemi nédhodny,

geneticky podminény, ¢i zplisobeny odliSnou zivotospravou.

3.8.1. Nddorova onemocnéni
Ptestoze je exprese PPARY2 obvykle omezena na tukovou tkan, jatra a kosterni svalstvo,
nékteré¢ studie poukazuji na moznou spojitost polymorfismu v rs1801282 s nddorovymi
onemocnénimi jinych organd. Alela Ala se ukazuje byt rizikovym faktorem pro rozvoj
karcinomu zaludku u asijské 1 evropské populace (Zhao et al, 2015) a pankreatu
(Fesinmeyer et al., 2009). Naopak pro Evropany se alela A/a ukazuje byt protektivni proti
rakoving tlustého stieva (Wang et al., 2015).
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4. Soubor

4.1. Projekt COPAT
Projekt COPAT (Childhood Obesity Prevalence and Treatment), financovany z Norskych
fondt, byl realizovan v Endokrinologickém ustavu v Praze mezi lety 2009 a 2010. Jako cile
si vytyCil zmapovani ptistupt k diagnostice a 1écbé détské obezity, screening vyskytu
abdomindlni obezity a metabolického syndromu u adolescentti a sledovani efektivity 1é¢by

obezity a identifikaci faktort pro jeji rozvoj.

4.2. Demografie souboru
Soubor sestdval ze dvou casti — epidemiologické a intervencni. SpoleCnym vstupnim

kritériem byl v€k probandl mezi 13 a 17 roky.

Epidemiologicka cast sestavala z 1533 adolescentd. Sbér dat probihal v ordinacich
praktickych lékatt pro déti a dorost z celé Ceské republiky. V&k byl jedinym kritériem

pro zafazeni do této Casti studie.

Intervencni cast sestavala z 562 obéznich adolescentti. Obezita, resp. nadvaha a obezita, byla
pro potfeby projektu definovéana jako stav, kdy BMI piesahuje 90. percentil dle pohlavi
a véku (Bléha et al., 2005). Sbér dat probihal v lazeniskych zatizenich zamétenych na 1écbu
obezity. Ze souboru byli vyfazeni probandi s endokrinopatiemi a probandi uzivajici 1éky

ovliviyjici hmotnost.

Genotypizace byla provedena u probandli z epidemiologické 1 intervenéni casti. Celkem

se jednalo o0 2246 adolescentil.

Asociacni studie byla provedena u vybranych probandi epidemiologické ¢asti. Celkem

se jednalo o 754 jedincti, z toho 378 divek a 376 chlapct.
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5. Metodika

5.1. Antropometrické vySetieni
Stanoveni télesné konstituce probandii bylo vychozim krokem pro popis vyzkumného
souboru. Pro tento ucel byly zméteny tyto antropometrické a klinické parametry: 1. vyska,

2. hmotnost, 3. obvod pasu, 4. obvod bokd, 5. krevni tlak, 6. zastoupeni tukové tkané.

o Télesna vyska byla zméfena pomoci stadiometru, od podlozky po nejvyssi bod
temene hlavy s pfesnosti méfeni 1 mm. Méfeni probihalo ve vzpiimené poloze
vestoje. Pfi méteni se proband dotykal hyzdémi a lopatkami stény. Paty a §picky m¢l
pritom piitisknuté k sob¢. Paze proband ponechal volné svéSené podél téla.

e Télesna hmotnost a zastoupeni tukové tkané byly méfeny pomoci bioimpedanéni
vahy Tanita SC240MA BIA (Bioelectrical Impedance Analysis).

e Obvody pasu a bokii byly zméfeny pomoci pasové miry s piesnosti na 1 mm.
Me¢fteni probihala vestoje. Obvod pasu byl méfen vodorovné v poloving vzdalenosti
mezi crista iliaca a poslednim Zebrem. Obvod hyzdi byl méfen v urovni nejvétsiho
vyklenuti hyzd'ového svalstva.

e Index télesné hmotnosti BMI podle vzorce m/d?, kdy m ptedstavuje hmotnost
a d vysku. Jelikoz probandi byli adolescenti v rtiznych stupnich télesného vyvoje,
byly BMI a obvod pasu vztazeny k véku.

e  WHR (waist to hip ratio) vyjadiuje pomér obvodu pasu a bokd.

e  WHItR (waist to height ratio) vyjadiuje pomé&r pasu a vysky.

WHR 1 WHtR hodnoty slouZi jako ukazatele abdominalni obezity, ktera patii mezi hlavni

rizikové faktory metabolického syndromu.

5.2. Biochemické vySetieni
Biochemicka analyza periferni krve zahrnovala hodnoty: 1. gluk6zového metabolismu,
2. lipidového metabolismu 3. c-reaktivniho proteinu (hsCRP), 4. jaternich enzymi

a 5. spektra mastnych kyselin.

Pro vylouceni probihajiciho zanétu, ktery by zkreslil vysledky, byly stanoveny hladiny
hsCRP. Jaterni enzymy alaninaminotransferdza (ALT), aspartataminotransferdza (AST)
a y-glutamyltransferaza (GMT) byly stanoveny pro vyloufeni patologie jater,

ktera by ovlivnila parametry gluk6zové a lipidové homeostaze.
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Odbéry probihaly nalacno. Biochemickd vySetfeni byla provedena na Oddéleni klinické
biochemie Endokrinologického ustavu. Pro stanoveni sledovanych hodnot byly pouzity

nasledujici metody.

o Glykémie: enzymaticka referenéni metoda za pouziti hexokindzy (Roche, Cobas
6000, Roche Diagnostics, Mannheim). Opakovatelnost CV 1,0 %, mezilehla ptesnost
CV 1,3 %.

e Inzulin: ECLIA (Roche, Cobas 6000, Roche Diagnostics, Mannheim).
Opakovatelnost CV 3,7 %, mezilehla ptesnost CV 4,6 %.

e C-peptid: ECLIA (Roche, Cobas 6000, Roche Diagnostics, Mannheim).
Opakovatelnost CV 3,2 %, mezilehla ptesnost CV 4,7 %.

e Triacylglyceroly: enzymaticky kolorimetricky test (Roche, Cobas 6000, Roche
Diagnostics, Mannheim). Opakovatelnost CV 0,9 %, mezilehla piesnost CV 2,0 %.

e Celkovy cholesterol: enzymaticky kolorimetricky test (Roche, Cobas 6000, Roche
Diagnostics, Mannheim). Opakovatelnost CV 1,1 %, mezilehla piesnost CV 1,6 %.

e HDL-cholesterol: homogenni enzymaticky kolorimetricky test. (Roche, Cobas
6000, Roche Diagnostics, Mannheim). Opakovatelnost CV 1 %, mezilehla pfesnost
CV 1,5 %.

e HsCRP: imunoturbidimetrie na latexovych casticich (Roche, Cobas 6000, Roche

Diagnostics, Mannheim).

Triacylglyceroly

e LDL-cholesterol: Celkovy cholesterol — HDL-cholesterol — "y

e ALT (alaninaminotransferaza): absorp¢ni spektrofotometrie s pyridoxal P podle
IFCC (Roche, Cobas 6000, Roche Diagnostics, Mannheim).

o AST (aspartataminotransferaza): absorp¢ni spektrofotometrie s pyridoxal P podle
IFCC (Roche, Cobas 6000, Roche Diagnostics, Mannheim).

e GMT (y-glutamyltransferaza): absorpcni spektrofotometrie podle IFCC (Roche,
Cobas 6000, Roche Diagnostics, Mannheim).

Index inzulinoveé rezistence

Inzulinova rezistence byla hodnocena pomoci indexu HOMA R (Homeostatic model

assessment,) vypocitaného podle vzorce:

HOMAR = Cglukéza>Cinzulin
- 22,5 ’
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kde cgursza predstavuje glykémii nalacno, cinzuim pfedstavuje hladinu inzulinu nala¢no.
Spektrum mastnych kyselin

Lipidy byly extrahovany z krevniplasmy metodou Folcha (Folch et al, 1957)
dichlormetanem misto chloroformu (Carlson, 1985). Frakce esterti cholesterolu (CE),
fosfolipidl (PL) a triacylglycerolt (TG) byly separovany pomoci chromatografie na tenké
vrstveé. Blizsi popis postupu je popsan v praci Hlavatého (Hlavaty ef al., 2015).

Jednotlivé mastné kyseliny byly rozfazeny podle piitomnosti, po¢tu a lokalizace dvojnych
vazeb vftetézci do skupin mastnych kyselin nasycenych, mononenasycenych
a polynenasycenych (viz tabulka 3). V dal$i statistice se pracuje s hodnotami téchto

souhrnnych kategorii.

Tabulka 3 Prehled detekovanych mastnych kyselin

Nasycené MK Mononenasycené MK

Trivialni nazev Retézec Trivialni nazev Retézec
Laurova 12:00 Myristolova 14:1 n-5
Myristova 14:00 cis-7-hexadekanoova  16:1 n-9
Palmitova 16:00 Palmitolejova 16:1 n-7
Stearova 18:00 Olejova 18:1 n-9
Arachidova 20:00 Vakcenova 18:1 n-7

Eikosanova 20:1 n-9

Q-3 polynenasycené MK Q-6 polynenasycené MK

Trivialni nazev Retézec Trivialni nazev Retézec
a-Linolova 18:3 n-3 Linolova 18:2 n-6
EPA 20:5 n-3 y-Linolova 18:3 n-6
DPA 22:5n-3 Eikosadienova 20:2 n-6
DHA 22:6 n-3 DGLA 20:3 n-6

Arachidonova 20:4 n-6

Adrenova 22:4 n-6

Osbondova 22:5n-6

Fosfolipidova frakce ukazuje na sloZzeni membran nezavisle na stravé. ZvySené hladiny
fosfolipidli nenasycenych mastnych kyselin jsou indikatorem pozitivni inzulinové
senzitivity (Riserus et al., 2009). Estery cholesterolii mohou poukazovat na endogenni
lipogenezi (Hlavaty et al., 2015). Triacylglyceroly, fosfolipidy i estery cholesterold jsou
indikatory stravy (Brynes et al., 2000, Marklund et al., 2017).
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5.3. Dotaznik jidelnich zvyklosti
Pro informace o stravé byli rodi¢e probandl pozadani o zdznamy o snézenych potravinach.
Z téchto tdajii byly vypocitany pramérné hodnoty ptijatych nutrientl pro kazdého probanda.
Kromé sacharidi, proteinii a tukl byl sledovan i piijem véapniku a vldkniny. Déle byl

stanoven prumérny energeticky pfijem probanda.

Probandi byli také pozadani o vyplnéni Ttifaktorového dotazniku jidelnich zvyklosti podle
Stunkarda (Stunkard & Messick, 1985).

Vystupem byly skore hladu, restrikce a disinhibice. Skore hladu popisuje vnimavost jedince
vuci pocitu hladu. Skore restrikce vyjadiuje miru aktivniho sebeovladani jedince

ve stravovani. Skore disinhibice vyjadiuje ztratu zdbran jedince v pfijmu potravy.

5.4. Molekularné-geneticka analyza

5.4.1. Izolace DNA
Pro potieby genotypizace byla DNA izolovana z leukocytl periferni krve kitem QuickGene
DNA whole blood kit L (KURABO industries, Osaka) na pfistroji QuickGene (FujiFilm Life

Science).

Prvnim krokem metody je lyze buné¢k, kdy ¢innosti protedz a detergentti obsazenych v pufru
dochdzi k rozruSeni membrany. V pfitomnosti chaotropnich soli se lipidy a denaturované

proteiny shlukuji k sobé. Do smési je po inkubaci ptidan 99% etanol.

Uvolnénd DNA se pak zachyti na por6zni membrané kolonky. Pro vyciSténi DNA je kolonka
opakované promyvéana pufrem, ktery odstrani nezddouci zbytky. DNA se nasledn¢ uvolni

z membrany elu¢nim pufrem.

Po stanoveni koncentrace extrahované DNA a ovéfeni Cistoty na spektrofotometru
(NanoPhotometer P330) je eluat s DNA nafedén na pracovni koncentraci 10 ng/pl. Pracovni

vzorky DNA jsou uchovavany v DNA bance pii -20°C.

5.4.2. Genotypizace

Pro detekci polymorfismu rs1801282 v genu PPARG byla pouzita metoda Real-time PCR
na pfistroji Light Cycler 480 (Roche, USA).

TagMan sondy (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornie, USA) maji na svém 5" konci

fluorescencni barvu (reporter) a na 3 konci tzv. zhése¢ (quencher). V neaktivnim stavu jsou
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sondy slozené do vlasenkové struktury, kdy se reportér dostavd do blizkosti zhasece,
coz inhibuje jeho fluorescen¢ni aktivitu. V pribéhu PCR sondy hybridizuji s DNA.
Exonukleazova aktivita Tag DNA polymerdzy ve sméru 5¢ — 3’ degraduje sondu a uvolni
reportér (viz obrazek 10). Pristroj méii fluorescenci po celou dobu polymerazové reakce.

Mira fluorescence je pfimo umérnd mnozstvi amplifikované DNA.
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Obrazek 10 Princip metody Real-time PCR (Roy et al., 2019)

R: reportér, Q: zhasec, K uvolnéni reportéru dochdazi v momentu, kdy jej od sondy odstrihne Taq polymerdza

Postup

1. Ptiprava reakéni smési: 20 pl TagMan rs1801282 Genotyping Assay 40x, 180 pl
sterilni vody, 200 pl TagMan Genotyping Master Mix 2x

2. Piiprava 96jamkové desticky: 1,5 ul DNA (voda u negativnich kontrol), 4 ul reakéni
smeési

3. Prelepeni desky folii pro real-time PCR, stoceni a vloZeni do cycleru

4. Denaturace pii 95 °C po dobu 5 minut

5. 50 cykli pti 60 °C po dobu 1 minuty a 95 °C po dobu 15 sekund.
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Metoda endpoint genotyping vychdzi ze zavéreéného méteni fluorescence z real-time PCR.
Pro rozliseni alel zde byly pouzity dvé rozdiln¢ znacené sondy, které se vazi specificky podle
alely na DNA. Sonda s chromoforem FAM (483-533 Am) emituje azurové svétlo. Sonda
s chromoforem Hex (523-568 Am) svétlo zelené. Analyzou poméru detekovanych vinovych
délek jsou stanoveny genotypy. V piipade polymorfismu rs1801282 v genu PPARG se jedna
0 homozygoty GG (4l/a), CC (Pro) a heterozygoty CG.

Flusesconce (453-533)
0

4.500 i ax. CC
! N
350 a4

1#‘

ol . NTC

2 D0 401008 B0 5000 10000 12 D0 14,000 16000 18000
Fluorescence [523-568]

Obrazek 11 Vizualizace vystupu Endpoint genotyping. NTC: negativni kontroly, modra: Pro homozygoti CC, zelend: Ala
homozygoti GG, cervend: heterozygoti CG

5.5. Statisticka analyza
Statistickd analyza byla provedena v programech NCSS 2004 (East Kaysville, Utah, USA),

Microsoft Office Excel (2003 a 2007) a Statgraphics Centurion 18 v. 18.1.02 (The Plains,
Virginia, USA).

5.5.1. Skore smerodatné odchylky

Vékové rozpéti probandl se pohybovalo mezi 13 a 17 lety. Jelikoz je tento vékovy interval

charakteristicky intenzivnim ristem a télesnym vyvojem, bylo nutné zohlednit namétené
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antropometrické daje vici véku probanda. Pro tento tcel bylo vypocitano SD-skore, které
udava, o kolik smérodatnych odchylek SD se proband X; 1isi od priméru referenéniho
souboru Xve své vékové kategorii. Vypocet se provadi podle vzorce

X, — X

DS = .
SDS SDx

5.5.2. Testovani statistickych hypotéz
Hypotézy

Pro testovani hypotéz jsou v této praci porovnavany hodnoty sledovanych parametrii
(hladiny glukézy v krvi, cholesterolu atd.) mezi dvéma populacemi. Hodnoty — mediany,

cetnosti, rozptyly — pak urcuji konkrétni test, ktery je pouzit v daném piipadé.
Nulova hypotéza Ho ptedpokladd, ze mezi dvéma populacemi neni v ramci sledovaného
parametru u zddny vyznamny rozdil.

Ho:py —pp; =0

Alternativni hypotéza Ha ptedpoklada, ze se ob& populace v ramci sledovaného parametru

mezi sebou lisi.
Hyrpg —pp, #0
Hladina vyznamnosti o.

Hladina vyznamnosti o stanovena experimentatorem urcuje pravdépodobnost chyby 1. typu,
kdy je nespravné zamitnuta Ho. Tato hodnota je pak porovnavana s p-hodnotou pouzitého
testu, ktera urcuje pravdépodobnost ndhodného vysledku. Pokud je p-hodnota niZsi nez a,

je vysledek pfijat jako vyznamny a Ho se zamita.

Zde je a stanovena jako 0,05, ¢ili 5% pravdépodobnost ndhodného vyznamného rozdilu mezi

populacemi pii platné Ho.

5.5.3. Deskriptivni statistika

Miry polohy

Mezi popisy miry polohy souboru dat se mimo jiné fadi aritmeticky prameér, modus

a median. Pro data s nenormdlnim rozdélenim je nejvhodnéjsi pouziti medianu pro jeho
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robustnost; odlehlé¢ hodnoty nevychyluji vysledek jako napt. aritmeticky primér. Lze jej

jednoduse charakterizovat jako 50. percentil.
Normalita distribuce souboru

Pouziti statistickych metod ¢asto zavisi na distribuci sledovanych ¢etnosti. Z tohoto diivodu
bylo nutné jako prvni krok stanovit normalitu distribuce v rdmci kazdého sledovaného

parametru.

Normalni distribu¢ni kfivka ma vzdy koeficienty Sikmosti a Spicatosti rovné nule. Pokud
koeficient Sikmosti ¢ nespliiuje podminku, nabyva kiivka asymetrického charakteru.
Koeficient $picatosti T pak urcuje rozlozeni ¢etnosti velmi vysokych a velmi nizkych hodnot.
Normalni distribuce Cetnosti dovoluje pouziti parametrickych metod. Pokud je normalita

zamitnuta, pfistupuje se k pouziti neparametrickych metod, zde Kruskal-Wallisiiv test.
Boxova-Coxova transformace dat

V ptipadé, kdy je nutnid aplikace parametrickych metod u souborti s nenormalnim
rozdelenim, piistupuje se k transformaci dat. Cilem je nalezeni pravé takové transformace

exponentem 4, pii které plati symetrické rozdé€leni s normalni distribuci.

Pro Boxovu-Coxovu tranformaci je charakteristickd spojitost v okoli nuly a srovnatelna
meéfitka po transformaci. Transformace byla provedena v programu a Statgraphics Centurion

18 v. 18.1.02 (The Plains, Virginia, USA).

5.5.4. Frekvencni analyza

5.5.4.1.  Hardy-Weinbergova rovnovaiha
Hardy-Weinbergova rovnovaha (HWE) vyjadiuje vztah mezi o¢ekdvanymi a pozorovanymi

frekvencemi alel a genotypt. Oc¢ekavané Cetnosti jsou vypocitany pomoci rovnic
prtq=1
p*+2pq+q° =1,

kdy p a g vyjadiuji frekvence alel. Druhd rovnice pak popisuje ocekdvané rozlozeni
genotypt v populaci. Z rovnic vyplyva, ze za rovnovazného stavu se frekvence alel

a genotyptl napii¢ generacemi nemeni.
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5.5.4.2.  Analyza kategorialnich znakii
Zavislost vyskytu dvou kategoridlnich (nominalnich) znakdl je zjisténa > testem, ktery
porovnava frekvence mezi dvéma a vice soubory. Hodnota ? je vypo¢itana podle nasledujici

rovnice, kde O predstavuje pozorované Cetnosti a £ Cetnosti o¢ekavané.

n 2
2 =Z =(01_E1)
X —Ei

i=1

Vyslednd hodnota je nasledné porovnana s kritickou hodnotou pro ptisluSnou hladinu
vyznamnosti o a stupné volnosti. Pro 1 stupenn volnosti a o 0,05 plati pro zamitnuti

Ho 2> 3,841.

5.5.5. Kruskaluv-Wallisuv test

Kruskaltiv-Wallistv test je neparametrickou metodou pro soubory s nenormalni distribuct,
ktera slouzi jako obdoba parametrické analyzy rozptylu. Na rozdil od klasické analyzy
rozptylu je jeho vychozi hodnotou pofadi. Ur€uje vyznamnost rozdilli mezi dvéma a vice

na sob¢ nezavislych soubort.

5.5.6. Dvoufaktorova analyza rozptylu
Analyza rozptylu ¢i ANOVA je parametrickou metodou, ktera slouzi k ur¢eni vyznamnosti
rozdilu rozptyli dvou a vice souborti prostfednictvim druhé mocniny primérné odchylky.

Pracuje s kontinualnimi daty v normalnim rozd¢leni.

Pro porovnani vlivu dvou nezdvislych proménnych (genotyp a obezita) na zavislou

proménnou se piistupuje ke dvoufaktorové analyze rozptylu (two-way ANOVA).

Tato metoda sleduje efekt dvéma zpiisoby zaroven. Oddélené, kdy jedna z nezavislych
proménnych je povaZzovana za ruSivou slozku, a spole¢né, kdy sleduje jejich vzajemnou

interakeci.
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6. Vysledky

6.1. Frekven¢ni analyza

6.1.1. Hardyho-Weinbergova rovnovaha

Pro stanoveni Hardyho-Weinbergovy rovnovahy bylo genotypizovano 2246 neptibuznych
jedinct. Pro zpracovani dat byl pouzit Excel 2007 a internetovy kalkuldtor HW rovnovahy

Oege.org.

Tabulka 4 Genotypizace souboru 2246 adolescentii

PPARG2 rs1801282 Pocet %
CC 1601 71,3
CG 597 26,6
GG 48 2,1
x 2246 100

Tabulka 5 HWE souboru 2246 adolescentii

PPARG? rs1801282 E; O;
CC 1606,46 1601
CG 586,09 597
GG 53,46 48

p»=0,85,9g=0,15
x>=0,78 p = 0,63

Ei: ocekavané cetnosti, Oi: pozorované cetnosti, p: alela C/Pro, q: alela G/Ala

Zhodnoceni: V souboru bylo detekovano 71,3 % majoritnich homozygoti CC, 26,6 %
heterozygoti CG a 2,1 % minoritnich homozygoti GG (viz tabulka 4). Frekvence minoritni
alely G se rovna 15 % (viz tabulka 5), ¢imz se blizi frekvenci pozorované v §irSi evropskeé

populaci (10 % az 13 %). Zjisténé frekvence odpovidaji HWE.
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6.1.2. Zavislost vyskytu nadvahy na genotypu
Samotny soubor, ktery podléha dalsi analyze, byl zahrnut v genotypizovaném souboru.
Vypocty byly provedeny v programu Excel 2007. Protoze minoritnich homozygotti byl
v souboru nedostatek, byli spolu s heterozygoty zahrnuti do skupiny ptenaSect Ala

(CG/GG genotyp).

Tabulka 6 Zavislost vyskytu nadvahy na genotypu

PPARG?2 rs1801282 GG/CG % cc %
55 124

Nadvaha a obezita 7,5 16,9
(51,39) (127,61)
156 400

Normostenie 21,2 54,4
(159,61) (396,39)

X 735

x*=0,4712 p = 0,4924

Kritérium nadvahy je BMI> 90. percentil. Ocekavané Cetnosti jsou uvedené v zdavorkach.
Zhodnoceni

Z celkového poctu 735 probandid pouze 7,5 % vSech probandi bylo ptenaseci Ala
s nadvahou (viz tabulka 6). Vysledek > testu se rovna 0,4712. P-hodnota neni statisticky
vyznamnd. Nebyla zaznamenana souvislost mezi polymorfismem v PPARG2 rs1801282 a

rozvojem nadvéhy.

6.2. Analyza rozptylu
Meéiené tidaje byly vztazeny viici tiem faktorim — pohlavi, nadvaze a genotypu. Rozd¢€leny
byly do nékolika kategorii — antropologické a klinické parametry, biochemické parametry,

spektra mastnych kyselin a nutri¢nich udaj.

Pro ovéfeni normality dat byly nejprve u vSech udaji testovany koeficienty Sikmosti
Spicatosti v programu Statgraphics Centurion 18 v. 18.1.02 (The Plains, Virginia, USA).
U podstatné vétSiny tdaji oba testy vysly v hodnotach ptili§ vzdalenych nule. Normalita
souboru byla tedy zamitnuta. Pro dals§i statistiku byl proto pouzit neparametricky

Kruskaltv-Wallisiiv test v programu NCSS 2004 (East Kaysville, Utah, USA).

Po mocninné transformaci dat pak byly parametrickou ANOVA vypocitdny p-hodnoty
adjustované na v€k, BMI SDS a BMI SDS spolu s vékem.
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Zhodnoceni vlivu pohlavi:

Vliv pohlavi je signifikantni u vétSiny klinickych a biochemickych parametra
(viz tabulka 7). Signifikantni vliv nebyl zaznamenan u hodnot diastolického krevniho tlaku,
inzulinémie, HOMA R a c-reaktivniho proteinu. Vliv pohlavi na obvod pasu dosahuje

vyznamnosti pfi adjustaci na BMI SDS a BMI SDS kombinované s vékem.

Nutri¢ni pfijem a stravovaci navyky byly mezi pohlavimi signifikantné odlisné s vyjimkou
skore dysinhibice a procentualniho zastoupeni tuku ve straveé (viz tabulka 8). Zastoupeni

sacharidil ve strave ztraci signifikanci pii adjustaci na BMI SDS a BMI SDS s vékem.

Vliv pohlavi na spektrum mastnych kyselin (viz tabulka 9) je signifikantni predevsim
u cholesteresterové frakce, kde vSechny detekované slozky dosahly p-hodnoty nizsi
nez 0,05. V ramci triacylglycerolové frakce dosahly statisticky vyznamného rozdilu jenom
w6-polynenasycenych mastnych kyselin. Ve fosfolipidové frakcei jsou statisticky vyznamné

nasycené mastné kyseliny pfi adjustaci na BMI SDS a BMI SDS s vékem.
Zhodnoceni vlivu nadvahy:

Vliv nadvahy a obezity na vysi parametrii je signifikantni u vSech antropometrickych
a klinickych parametrt. (viz tabulka 10) U biochemickych parametrt dosahuji signifikance
vSechny, pouze zavislost glykémie na nadvaze ztraci signifikanci pifi adjustaci na vék.

Mediany vSech klinickych a biochemickych hodnot neptekracuji fyziologické hladiny.

Nutri¢ni pfijem a stravovaci navyky (viz tabulka 11) vykazuji signifikantni souvislost
s nadvahou ve skore restrikce, absolutniho pfijmu tuki a sacharidi a pomérného zastoupeni
proteini  ve stravé. Také rozdil v pfijmu energie mezi probandy s nadvahou
a normostenickymi probandy byl vyhodnocen jako signifikantni. Adolescenti se zvySenou
hmotnosti v dotazniku jidelnich zvyklosti dosdhli vysokych skore restrikce. Také jejich
pfijem energie byl vyznamné niz$i neZ u jejich normostenickych vrstevnikl. Pijjem tuka
a sacharidi je signifikantné vys$8i u normostenickych probandi. Pomérné zastoupeni

proteinti ve stravé vSak bylo vyssi u probandt s nadvahou.

Vliv nadvdhy na spektrum mastnych kyselin byl zaznamenadn ve fosfolipidové
a triacylglycerolové frakci (viz tabulka 12). V ramci choleresterové frakce nebyla

signifikantni ani jedna ze skupin mastnych kyselin. Ve fosfolipidové frakci byly rozdily
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signifikantni v§echny s vyjimkou ®-3 polynenasycenych kyselin. Ve frakci triacylglycerold

byly signifikantni tytéz rozdily s vyjimkou kyselin mononenasycenych.

Probandi s nadvdhou meéli vyssi zastoupeni nasycenych kyselin a nizS§i zastoupeni
mononenasycenych a ®-6 polynenasycenych. V zastoupeni ®-3 polynenasycenych

mastnych kyselin nebyly mezi skupinami probandt zadné signifikantni rozdily.
Zhodnoceni vlivu genotypu:

Genotyp ma signifikantni vliv na hladinu c-peptidu bez ohledu na BMI SDS a vé¢k a hladinu
inzulinu po adjustaci na BMI SDS v kombinaci s vékem. Ob¢ hodnoty byly vyssi
u majoritnich homozygotti. Antropometrické a klinické parametry nevykazuji na genotypu

zavislost (viz tabulka 13).

Nutriéni pfijem a jidelni zvyklosti se mezi ptfenaSeCi Ala a majoritnimi homozygoty

vyznamng¢ 1i§i pouze v zastoupeni proteinil ve strave (viz tabulka 14).

Spektrum volnych mastnych kyselin se mezi skupinami signifikantné 1i§i pouze
ve fosfolipidové frakci (viz tabulka 15). Zastoupeni nasycenych mastnych kyselin bylo vyssi
u majoritnich homozygotti. Pomér polynenasycenych kyselin vici nasycenym byl vyssi

u prenasect Ala.
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Tabulka 7Merené parametry v zavislosti na pohlavi

Chlapci Divky
n=368 n=367

Vék a
Antropometrické a BMI BMI
klinické parametry MDN LCL UCL MDN LCL UcL P Vék*  SDS*  SDS*
VEK (roky) 16,5 15,7 17,1 16,4 15,6 17,2 - - - -
WHtR 0,43 0,40 0,47 0,42 0,40 0,45 0,003 0,004 0,005 0,005
WHR 0,80 0,78 0,83 0,74 0,71 0,77 0,000 0,000 0,000 0,000
Pas SDS 0,465 -0,300 1,170 0,550 -0,140 1,170 0,204 0,206 0,000 0,000
BMI SDS 0,360 -0,365 1,315 0,300 -0,420 1,130 - - - -
Celkovy tuk [%] 16,1 13,5 19,8 25,5 21,7 29,6 - - - -
TKS (mm Hg) 128 121 138 118 110 125 0,000 0,000 0,000 0,000
TKD (mm Hg) 79 73 85 80 73 86 0,573 0,563 0,522 0,505
Biochemické parametry
Glukoéza (mmol/l) 5,1 4,8 53 4,8 4,5 5,0 0,000 0,000 0,000 0,000
C-peptid (nmol/l) 0,70 0,58 0,84 0,74 0,64 0,87 0,011 0,011 0,001 0,001
Inzulin (mIU/) 9,6 7,0 12,7 9,8 7.4 13,1 0,397 0,342 0,076 0,102
HOMA R (mIU.mmol.I"?) 2,15 1,57 2,95 2,09 1,51 2,86 0,443 0,645 0,806 0,785
Cholesterol celkovy
(mmol/l) 3,79 3,29 4,33 4,29 3,84 4,89 0,000 0,000 0,000 0,000
HDL cholesterol (mmol/) 1,27 1,09 1,46 1,52 1,33 1,81 0,000 0,000 0,000 0,000
LDL cholesterol (mmol/l) 2,12 1,75 2,61 2,39 1,97 2,90 0,000 0,000 0,000 0,000
Triacylglyceroly (mmol/l) 0,83 0,63 1,11 091 067 122 0,013 0,009 0,004 0,003
ALT (unkat/l) 0,32 0,26 0,42 0,25 0,21 0,32 0,000 0,000 0,000 0,000
AST (ukat/l) 0,43 0,39 0,50 0,36 0,32 0,42 0,000 0,000 0,000 0,000
GMT (pkat/l) 0,27 0,22 0,36 0,21 0,17 0,26 0,000 0,000 0,000 0,000
hsCRP (mg/l) 0,6 0,4 1,5 0,8 0,4 1,9 0,214 0,201 0,091 0,059

WHtR: podil pasu vuci vysce, WHR: podil pasu viici bokiim, TKS.: krevni tlak systolicky, TKD: krevni tlak diastolicky, HOMA R:
homeostaticky model inzulinové rezistence, ALT: alaninaminotransferaza, AST: aspartataminotransferaza, GMT:
glutamyltransferdza, MDN: median, LCL: spodni limit 95% konfidencniho intervalu, UCL: horni limit 95% konfidencniho
intervalu. Data byla zpracovana pomoci Kruskalova-Wallisova testu pri hladiné vyznamnosti p<0,05, adjustované p-hodnoty byly
vypocitany parametrickou ANOVA. Polozky s * oznacuji parametry adjustace.
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Tabulka 8 Nutricni prijem probandu a jejich stravovaci navyky v zavislosti na pohlavi

Chlapci Divky
n=368 n=367
Vék a
BMI  BMI
MDN LCL UCL MDN LCL UcL P Vék*  SDS*  SDS*
Skére restrikce 2 1 5 4 2 8 0,000 0,000 0,000 0,000
Skoére dysinhibice 3 2 4 3 1 5 0,508 0,511 0,575 0,509
Skére hladovéni 3 2 6 3 1 5 0,017 0,017 0,011 0,011
Sacharidy (g) 327 266 431 258 205 316 0,000 0,000 0,000 0,000
% Sacharidy 52,7 484 56,2 53,0 49,2 56,6 0,032 0,043 0,053 0,053
Proteiny (g) 90 74 110 65 54 77 0,000 0,000 0,000 0,000
% Proteiny 13,9 12,6 15,5 13,7 12,2 15,3 0,014 0,014 0,024 0,025
Tuky (g) 95 76 118 71 56 89 0,000 0,000 0,000 0,000
% Tuky 333 298 36,8 33,2 29,6 36,5 0,662 0,661 0,661 0,660
Energie (kJ/den) 10770 8854 13637 8249 6697 9767 0,000 0,000 0,000 0,000
Piijem vapniku
(mg/den) 895 636 1174 657 514 856 0,000 0,000 0,000 0,000
Vlaknina (g/den) 11 8 15 9 7 12 0,000 0,000 0,000 0,000

Skore restrikce, dysinhibice a hladovéni: vysledky dotazniku jidelnich zvyklosti, MDN: median, LCL: spodni limit 95%
konfidencniho intervalu, UCL: horni limit 95% konfidencniho intervalu. Data byla zpracovana pomoci Kruskalova-
Wallisova testu pri hladiné vyznamnosti p<0,05, adjustované p-hodnoty byly vypocitany parametrickou ANOVA. Polozky
s * oznacuji parametry adjustace.
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Tabulka 9 Spektrum mastnych kyselin v zavislosti na pohlavi

Chlapci Divky
n=368 n=367
Vék a

BMI BMI
Cholerestery MK MDN LCL UCL MDN  LCL UCL P Vek* SDS*  SDS*
% SFA 12,93 11,73 14,17 12,72 11,51 13,87 0,043 0,025 0,040 0,023
% MUFA 24,03 22,47 25,52 23,51 22,17 25,27 0,023 0,024 0,025 0,027
% PUFA 06 61,82 59,69 64,37 62,66 60,01 64,63 0,012 0,012 0,010 0,010
% PUFA ©3 0,76 0,51 1,06 0,80 0,57 1,12 0,039 0,038 0,027 0,026
PUFA X/SFA 4,80 4,26 5,56 5,02 4,45 5,60 0,009 0,009 0,008 0,008
06/03 82,17 59,27 118,70 77,94 5522 111,07 - - - -
Fosfolipidy MK
% SFA 43,55 42,58 4450 43,70 42,83 44,59 0,141 0,139 0,034 0,033
% MUFA 13,22 12,55 13,86 13,09 12,39 13,88 0,493 0,492 0,405 0,401
% PUFA 06 39,24 37,79 40,28 39,02 37,75 40,17 0,618 0,610 0,500 0,533
% PUFA ®3 3,76 3,31 4,36 3,82 3,33 4,34 0,393 0,391 0,311 0,306
PUFA X/SFA 0,99 0,94 1,04 0,99 0,94 1,03 0,223 0,267 0,095 0,091
06/03 10,44 8,94 11,99 10,31 8,96 11,72 0,232 0,228 0,232 0,186
Triacylglyceroly MK
% SFA 31,22 29,27 33,45 31,51 29,36 33,65 0,173 0,172 0,142 0,141
% MUFA 46,32 44,39 48,17 46,63 44,62 48,37 0,611 0,610 0,635 0,635
% PUFA 06 20,19 17,77 21,82 19,36 17,03 21,69 0,013 0,013 0,018 0,017
% PUFA ®3 1,48 1,11 1,92 1,40 1,09 1,83 0,464 0,466 0,528 0,531
PUFA X/SFA 0,70 0,58 0,80 0,67 0,54 0,79 0,095 0,093 0,078 0,076
®6/03 13,06 10,61 17,78 13,25 10,87 16,81 0,842 0,849 0,924 0,918

SFA: nasycené mastné kyseliny, MUFA: mononenasycené mastné kyseliny, PUFA: polynenasycené mastné kyseliny, MDN:
median, LCL: spodni limit 95% konfidencniho intervalu, UCL: svrchni limit 95% konfidencniho intervalu. Data byla zpracovana
pomoci Kruskalova-Wallisova testu pri hladiné vyznamnosti p<0,05, adjustované p-hodnoty byly vypocitany parametrickou
ANOVA. Polozky s * oznacuji parametry adjustace.
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Tabulka 10 Mérené parametry v zavislosti na obezité

Nadvaha a obezita Normostenie
n=179 n=556

Antropometrické a klinické
parametry MDN LCL UCL MDN LCL UCL P Vék
VEK (roky) 16,5 15,6 17,1 16,4 15,7 17,2 - -
WHtR 0,49 0,47 0,52 0,41 0,40 0,43 0,000 0,000
WHR 0,81 0,78 0,85 0,76 0,73 0,80 0,000 0,000
Pas SDS 1,710 1,220 2,200 0,145 -0,455 0,695 0,000 0,000
BMI SDS 1,850 1,490 2,310 -0,010 -0,625 0,540 - -
Celkovy tuk [%] 28,2 22,8 32,5 18,6 14,6 24,0 - -
TKS (mm Hg) 128 119 137 122 113 130 0,000 0,000
TKD (mm Hg) 82 76 86 79 73 85 0,002 0,002
Biochemické parametry
Glukéza (mmol/l) 5,0 4,7 5,2 49 4,6 5,2 0,048 0,050
C-peptid (nmol/l) 0,82 0,70 1,00 0,69 0,59 0,80 0,000 0,000
Inzulin (mIU/T) 11,8 9,4 16,8 9,1 6,9 11,9 0,000 0,000
HOMA R (mIU.mmol.I"%) 2,62 2,04 3,69 1,96 1,43 2,66 0,000 0,000
Cholesterol celkovy (mmol/l) 4,22 3,70 4,79 3,98 3,52 4,59 0,003 0,002
HDL cholesterol (mmol/) 1,21 1,04 1,46 1,43 1,24 1,69 0,000 0,000
LDL cholesterol (mmol/l) 2,46 2,08 2,95 2,15 1,79 2,64 0,000 0,000
Triacylglyceroly (mmol/l) 1,01 0,80 1,44 0,81 064 1,00 0,000 0,000
ALT (pnkat/l) 0,36 0,26 0,48 0,27 0,23 0,33 0,000 0,000
AST (ukat/l) 0,42 0,36 0,50 0,40 0,35 0,46 0,005 0,005
GMT (pkat/l) 0,29 0,21 0,38 0,23 0,19 0,29 0,000 0,000
hsCRP (mg/l) 1,1 0,6 2,3 0,6 0,3 1,5 0,000 0,000

WHIR: podil pasu vici vysce, WHR: podil pasu viici bokiim, TKS: krevni tlak systolicky, TKD: krevni tlak diastolicky,
HOMA R: homeostaticky model inzulinové rezistence, ALT: alaninaminotransferaza, AST: aspartataminotransferdza,
GMT: glutamyltransferaza, MDN: median, LCL: spodni limit 95% konfidencniho intervalu, UCL: horni limit 95%
konfidencniho intervalu. Data byla zpracovana pomoci Kruskalova-Wallisova testu pri hladiné vyznamnosti p<0,05,
adjustované p-hodnoty byly vypocitany parametrickou ANOVA. Polozky s * oznacuji parametry adjustace.
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Tabulka 11Nutricni prijem probandii a jejich stravovaci navyky v zavislosti na obezité

Nadvdha a obezita Normostenie
n=179 n=556
MDN LCL UcL MDN LCL UcL P Vék*
Skore restrikce 5 3 9 3 1 5 0,000 0,000
Skoére dysinhibice 3 2 5 3 1 4 0,184 0,181
Skére hladovéni 3 1 5 3 2 5 0,405 0,408
Sacharidy (g) 269 211 336 298 237 366 0,004 0,004
% Sacharidy 52,9 47,9 55,9 53,0 48,9 56,6 0,279 0,280
Proteiny (g) 73 56 93 76 63 94 0,084 0,083
% Proteiny 14,2 12,8 15,8 13,7 12,3 15,3 0,024 0,024
Tuky (g) 75 57 99 82 65 105 0,003 0,003
% Tuky 33,0 29,8 36,5 333 29,7 36,7 0,431 0,429
Energie (kJ/den) 8423 6969 11145 9371 7749 11515 0,010 0,006
Pfijem vapniku (mg/den) 712 513 989 756 591 1017 0,069 0,070
Vlaknina (g/den) 10 7 13 10 8 14 0,053 0,053

Skore restrikce, dysinhibice a hladovéni: vysledky dotazniku jidelnich zvyklosti, MDN: median, LCL: spodni limit 95%
konfidencniho intervalu, UCL: horni limit 95% konfidencniho intervalu. Data byla zpracovina pomoci Kruskalova-Wallisova
testu pri hladiné vyznamnosti p<0,05, adjustované p-hodnoty byly vypocitany parametrickou ANOVA. Polozky s * oznacuji

parametry adjustace.
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Tabulka 12 Spektrum mastnych kyselin v zavislosti na obezité

Nadviha a obezita Normostenie
n=179 n=556

Cholerestery MK MDN  LCL UCL MDN  LCL ucL P Vék*
% SFA 12,88 11,88 14,23 12,78 11,51 13,97 0,133 0,135
% MUFA 23,79 22,46 25,49 23,73 22,24 25,46 0,816 0,809
% PUFA 06 62,04 59,30 64,42 62,51 59,88 64,60 0,346 0,314
% PUFA 03 083 0,58 120 078 054 1,08 0,163 0,159
PUFA X/SFA 4,83 4,26 5,46 4,95 4,37 5,63 0,079 0,079
06/03 74,80 52,41 110,66 81,39 57,86 116,77 - -
Fosfolipidy MK
% SFA 44,02 43,07 44,71 43,51 42,57 44,47 0,003 0,003
% MUFA 12,96 12,22 13,64 13,23 12,54 13,93 0,003 0,003
% PUFA 06 38,89 37,57 3991 39,24 37,89 40,29 0,024 0,022
% PUFA ®3 3,78 3,40 4,41 3,78 3,30 4,30 0,150 0,149
PUFA X/SFA 0,97 0,93 1,01 0,99 0,95 1,04 0,017 0,013
®6/m3 10,09 8,80 11,64 10,44 9,04 11,82 0,030 0,033
Triacylglyceroly MK
% SFA 32,02 30,01 34,53 31,17 29,18 33,27 0,005 0,006
% MUFA 46,10 44,32 48,14 46,64 44,78 48,31 0,136 0,136
% PUFA 06 19,50 16,78 21,54 19,85 17,61 21,81 0,042 0,041
% PUFA ®3 1,45 1,12 1,91 1,44 1,09 1,87 0,606 0,608
PUFA X/SFA 0,66 0,24 0,77 0,69 0,58 0,80 0,010 0,012
®6/m3 13,42 10,51 16,65 13,16 10,88 17,40 0,583 0,580

SFA: nasycené mastné kyseliny, MUFA: mononenasycené mastné kyseliny, PUFA: polynenasycené mastné kyseliny, MDN:
median, LCL: spodni limit 95% konfidencniho intervalu, UCL: horni limit 95% konfidencniho intervalu. Data byla
zpracovana pomoci Kruskalova-Wallisova testu pri hladiné vyznamnosti p<0,05, adjustované p-hodnoty byly vypocitany

parametrickou ANOVA. Polozky s * oznacuji parametry adjustace.
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Tabulka 13 Zavislost parametrii na genotypu

PPARG?2 rs1801282 GG/CG cC
n=211 n=524

Veék a
Antropometrické a BMI BMI
klinickeé parametry MDN  LCL UCL MDN LCL UCL P Vék*  SDS*  SDS*
Vek (roky) 16,280 15,620 17,000 16,530 15,690 17,220 - - - -
WHtR 0430 0,400 0470 0,420 0400 0,450 0,557 0493 0,983 0,612
WHR 0,780 0,740 0,820 0,780 0,740 0,810 0,563 0,588 0,935 0,957
Pas SDS 0,600 -0,160 1270 0,510 -0270 1,130 0239 0276 0296 0,222
BMI SDS 0,330 -0,260 1,280 0,355 -0,425 1,210 - - - -
Celkovy tuk [%] 21,100 15,700 27,000 20,700 15,900 26,600 - - - -
TKS (mm Hg) 123,000 114,000 133,000 124,000 115,000 132,000 0,587 0,460 0,937 0,898
TKD (mm Hg) 80,000 73,000 85,000 80,000 73,000 86,000 0,776 0,918 0,604 0,743
Biochemické parametry
Gluko6za (mmol/l) 4,920 4,690 5,130 4,890 4,625 5,180 0,476 0,627 0,508 0,654
C-peptid (nmol/l) 0,703 0,590 0,803 0,733 0,621 0,873 0,033 0,022 0,009 0,006
Inzulin (mIU/I) 9,350 7,110 12,190 9,740 7,275 13,210 0,072 0,052 0,053 0,035
HOMA R (mIU.mmol.I'%) 1,981 1,455 2,677 2,163 1,557 3,004 0,128 0,132 0,084 0,055
Cholesterol celkovy
(mmol/l) 3,990 3,540 4,630 4,055 3,580 4,620 0,895 0,983 0,767 0,775

HDL cholesterol (mmol/) 1,420 1,170 1,670 1,380 1,165 1,610 0,162 0,149 0,073 0,073
LDL cholesterol (mmol/l) 2,230 1,810 2,700 2,225 1,890 2,755 0,811 0,900 0,619 0,710
Triacylglyceroly (mmol/l) 0,840 0,650 1,100 0,865 0,650 1,185 0,329 0418 0,171 0,240

ALT (pkat/l) 0,290 0,240 0,360 0,280 0,230 0,370 0,668 0,462 0923 0,700
AST (pkat/l) 0,400 0,350 0,470 0,400 0,350 0470 0,822 0,759 0,874 0,805
GMT (ukat/l) 0,250 0,200 0,330 0,240 0,190 0,310 0,181 0,106 0,195 0,191
hsCRP (mg/l) 0,670 0,350 1,720 0,690 0,360 1,665 0,990 0,800 0,764 0,982

WHIR: podil pasu vici vysce, WHR: podil pasu vici bokiim, TKS: krevni tlak systolicky, TKD: krevni tlak diastolicky, HOMA R:
homeostaticky model inzulinové rezistence, ALT: alaninaminotransferaza, AST: aspartataminotransferaza, GMT:
glutamyltransferdza, MDN: median, LCL: spodni limit 95% konfidencniho intervalu, UCL: horni limit 95% konfidencniho
intervalu. Data byla zpracovana pomoci Kruskalova-Wallisova testu pri hladiné vyznamnosti p<0,05, adjustované p-hodnoty
byly vypocitany parametrickou ANOVA. Polozky s * oznacuji parametry adjustace.
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Tabulka 14 Nutricni prijem probandii a jejich stravovact navyky v zavislosti na genotypu

PPARG?2 rs1801282 GG/CG cc
n=211 n=524
Vék a
BMI  BMI
MDN LCL UCL MDN LCL UCL P Vék*  SDS* SDS*

Skore restrikce 3 2 7 3 1 6 0,084 0,075 0,149 0,122
Skoére dysinhibice 3 2 4 3 1 0,259 0,209 0,292 0,235
Skoére hladovéni 4 2 6 3 2 5 0317 0,287 0,266 0,246
Sacharidy (g) 289 230 375 290 224 362 0,984 0,990 0,622 0,636
% Sacharidy 533 493 56,5 52,8 485 56,4 0,484 0,432 0413 0411
Proteiny (g) 75 58 93 75 62 95 0,284 0,272 0,332 0,349
% Proteiny 13,7 12,2 15,0 13,9 125 15,6 0,023 0,022 0,011 0,011
Tuky (g) 82 65 106 80 63 103 0,972 0,960 0,832 0,836
% Tuky 33,0 29,8 36,9 332 29,6 36,6 0,888 0,897 0,888 0,897
Energie (kJ/den) 9115 7443 11622 9239 7540 11343 0913 0,921 0,888 0,899
Pi#ijem vapniku (mg/den) 731 545 989 756 583 1017 0,723 0,736 0,869 0,870
Vlaknina (g/den) 11 8 15 10 8 13 0422 0419 0,366 0,370

Skore restrikce, dysinhibice a hladoveni: vysledky dotazniku jidelnich zvyklosti, MDN: median, LCL:

spodni limit 95%

konfidencniho intervalu, UCL: horni limit 95% konfidencniho intervalu. Data byla zpracovana pomoci Kruskalova-Wallisova
testu pri hladiné vyznamnosti p<0,05, adjustované p-hodnoty byly vypocitany parametrickou ANOVA. Polozky s * oznacuji

parametry adjustace.
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Tabulka 15 Spektrum mastnych kyselin v zavislosti na genotypu

PPARG?2 rs1801282 GG/CG cc
n=211 n=524
Vék a
BMI BMI
Cholerestery MK MDN LCL UCL MDN LCL UCL P Vek*  SDS* SDS*
% SFA 12,703 11,505 13,855 12,843 11,662 14,076 0,6037 0,5822 0,6238 0,6008
% MUFA 23,511 22,072 25,473 23,841 22,3495 25,4675 0,5006 0,5723 0,4784 0,5486
% PUFA 06 62,584 59,929 64,626 62,2615 59,784 64,4545 0,3503 0,3638 0,3846 0,4866
% PUFA ®3 0,749 0,504 1,08 0,7995 0,5655 1,097 0,1454 0,1624 10,1164 0,1332
PUFA X/SFA 4,938 4,395 5,673 4,926 4,291 5,5585 10,3835 10,3898 0,3896 0,3951
06/m3 86,852 57,531 120,484 77,6515 56,814 111,011 - - - -
Fosfolipidy MK
% SFA 43,485 42,659 44,389 43,7175 42,6995 44,602 0,035 0,0993 0,0282 0,0449
% MUFA 13,073 12,383 13,863 13,197 12,5005 13,898 0,4021 0,3954 0,4588 0,5994
% PUFA 06 39,361 37,688 40,497 39,084 37,7875 40,142 0,1386 0,1663 0,0676 0,0783
% PUFA ®3 3,785 3,248 4,393 3,7745 3,36 43175 0,5104 0,5235 0,4376 0,4562
PUFA X/SFA 0,992 0,948 1,041 0,984  0,9405 1,029 10,0396 0,033 0,0335 0,0291
06/m3 10,514 8,839 12,097 10,3495 8,979 11,6645 0,1131 0,1171 0,08 0,0857
Triacylglyceroly MK
% SFA 31,38 29,311 33,281 31,3135 29,3535 33,6305 0,3789 0,4012 0,2666 0,2874
% MUFA 46,624 44,773 48,317 46,5415 44,404 482256 0,9971 0,9905 0,977 0,9732
% PUFA 06 19,851 17,624 21,915 19,7665 17,313 21,7055 0,4955 0,535 0,3394 0,3768
% PUFA ®3 1,458 1,107 1,925 1,433  1,0815 1,8585 10,1855 0,1761 0,2101 0,1971
PUFA X/SFA 0,68 0,574 0,803 0,681 0,555 10,7945 0,2195 10,2445 10,1868 0,2118
06/®3 13,338 10,561 16,976 13,1585 10,849 17,3615 0,4713 0,435 0,5151 0,472

SFA: nasycené mastné kyseliny, MUFA: mononenasycené mastné kyseliny, PUFA: polynenasycené mastné kyseliny, MDN:
median, LCL: spodni limit 95% konfidencniho intervalu, UCL: horni limit 95% konfidencniho intervalu. Data byla zpracovana
pomoci Kruskalova-Wallisova testu pri hladiné vyznamnosti p<0,05, adjustované p-hodnoty byly vypocitany parametrickou
ANOVA. Polozky s * oznacuji parametry adjustace.
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6.2. Dvoufaktorova ANOVA
Mocninnd Box-Coxova transformace pifevedla data do normalni distribuce.
Z transformovaného souboru byly vylouceny vSechny odlehlé hodnoty, které¢ nedovolovaly
ucinng prevést data. Po provedeni transformace byly vypoctené exponenty uplatnény na cely

soubor i s odlehlymi hodnotami.

Pomoci ANOVA byly hledany interakce mezi genotypem v polymorfismu PPARG?2
rs1801282 ajejich efektem na hladinu biochemické parametry a spektrum mastnych kyselin.

Soubor probandt byl rozd€len podle pohlavi. Vypocet byl adjustovan viici véku.
Zhodnoceni:

Statisticky vyznamné efekty interakce mezi nadvahou a genotypem byly detekovany pouze
u muzskych probandl. Ve fosfolipidové i triacylglycerolové frakci byl vliv interakce
signifikantni u koncentrace -3 polynenasycenych mastnych kyselin a poméru o-6 vici -3
polynenasycenym mastnym kyselinam. Vyssi koncentrace -3 polynenasycenych mastnych

kyselin je v obou piipadech u ptenaSect 4A/a s nadvéhou.
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Obrazek 12 Interakce mezi nadvihou, genotypem a hladinou w-3 polynenasycenych mastnych kyselin ve fosfolipidové
frakci u muzskych probandii. o —normostenie,0 — nadvaha + obezita; modra — majoritni homozygot, cerna — prenasec Ala
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Obrazek 13 Interakce mezi nadvahou, genotypem a hladinou w-3 polynenasycenych mastnych kyselin v triacylglycerolové
frakci u muzskych probandii. o —normostenie,0 — nadvdiha + obezita; modra — majoritni homozygot, cernd — prenasec Ala
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7. Diskuze

Obezita je v soucasnosti rozsifenou civilizatni chorobou, kterda muize vyustit v fadu
zavaznych onemocnéni drasticky snizujicich kvalitu a délku zivota. Zvysuje riziko rozvoje
kardiovaskularnich a metabolickych chorob, poruch pohybového aparatu, nadorovych

a v neposledni fad¢ psychiatrickych onemocnéni (Blither, 2019).

Prevalence diabetu se 2. typu v poslednich 40 letech nartistd soucasné s tim, jak se snizuje
vék rozvoje onemocnéni (Magliano et al., 2019; Zheng, Ley & Hu, 2017). K tomuto
fenoménu ptispivaji environmentalni a genetické faktory (Zheng, Ley & Hu, 2017). Jednim

z kandidatnich geni, ktery je davan do souvislosti s diabetem, je PPARG.

Polymorfismus v PPARG2 rs1801282 je asociovan s obezitou (Sézen et al.,2018)
a inzulinovou rezistenci, kterd vede k rozvoji onemocnéni. Rada studii pfitom ukazuje
na rozporny efekt minoritni alely, jejiz u¢inek zavisi na télesné konstituci jedince. Vysledky
na jedné stran€ poukazuji na jeji ochranny efekt, na stran€ druhé se s alelou Ala poji zvysené
riziko rozvoje obezity, metabolického syndromu a dalSich pfidruzenych onemocnéni

(Haluzik & Svacina, 2005).

Vétsina predchozich studii, u kterych byla potvrzena asociace mezi genotypem a obezitou,
se zam¢étovala na dospélé probandy (Rodrigues et al., 2018, Blond et al., 2019). Tato prace
se oproti tomu zabyva efektem polymorfismu u adolescentti, u kterych byl dle naSich

vysledkli zaznamenan jako vyrazné slabsi.

V diplomové praci se ukézal vliv nadvahy na métené parametry (viz tabulky 10, 11, 12).
Prestoze prumérné hodnoty neptekracuji patologické hladiny, u probanda s nadvahou byly
zvySené vSechny antropometrické parametry a krevni tlak. Dale se u probandl s nadvahou
objevovala zvysend inzulinova rezistence (HOMA R) a snizena hladina HDL. Tito probandi
vykazovali zvySenou restrikci ve stravovani oproti normostenickym jedinciim; jejich
energeticky pfijem byl uvadén jako signifikantné nizsi. Nicméné, nelze vyloucit, Ze se jedna

0 zmeénu stravy, kterd je nasledkem zvySené hmotnosti a nikoli jeji pFicinou.

Vyrazné slabsi efekt jsme pozorovali u polymorfismu. V lipidovém spektru byly rozdily
zaznamenany pouze ve fosfolipidové frakei, kde nosi¢i Ala méli mensSi zastoupeni
nasycenych mastnych kyselin v séru (viz tabulka 15). Nepozorovali jsme vSak zadny

vyznamny rozdil v BMI SDS.
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Dvoufaktorovd analyza rozptylu v této praci prokdzala efekt minoritni alely pouze
u muzskych probanda v triacylglycerolové a fosfolipidové frakei (viz obrazek 12 a 13).
U obéznich jedincti s Ala alelou byl zvySen pomér w-3 polynenasycenych mastnych kyselin.
Zatimco zastoupeni triacylglycerolit vypovida zejména o nutriénim piijmu, fosfolipidy
poukazuji na zabudovani ®-3 kyselin do membran. To koreluje se zvySenou inzulinovou
senzitivitou jedinct (Riserus et al., 2009). U jedinct bez této alely byly rozdily v sérovych

hodnotach mensi.

Danska studie provedena na 124 jedincich ve v€ku mezi 20-40 roky testovala zménu
inzulinové senzitivity po 12 tydnech zvySené fyzické aktivity. Cviceni mélo blahodarny
efekt u obou variant genu. U pienasect Ala bylo nicméné prokazéno az 1,3 x zlepSeni
inzulinové senzitivity oproti Pro homozygotim (Blond et al., 2019). V nasi studii byly
unosicu alely Ala detekovany nizsi hladiny c-peptidu a inzulinu, coz naznacuje vyssi
citlivost tkani na inzulin (viz tabulka 13). Podobné vysledky zaznamenaly studie ze Svédska
(Montagnana et al., 2008) a Itdlie (Buzetti et al., 2004) kde byla u pfenasSecl Ala vyssi
inzulinova senzitivita. U italskych probandl s Ala byly také zaznamenany niz$i hladiny

triacylglyceroli.

Na bunééné trovni byl vliv polymorfismu testovan na mysSich 3T3-L1 preadipocytech
s importovanym lidskym PPARG (Wan et al., 2019). Pii koncentraci 50 pmol/l kyseliny
dokosahexaenové (DHA) v médiu Ala branila akumulaci lipidovych kapének v buikéch.
Pti vySSich koncentracich DHA Ala redukovala sekreci prozanétlivych cytokinti (TNF-a,
vSak nebyl zaznamenan rozdil v hladiné¢ hsCRP, ktery by indikoval zanét. TrebaZe nebylo
mozné vypocitat p-hodnotu procentualniho zastoupeni tukové tkané (viz tab.11), rozdil
medianti mezi nosi¢i Ala a Pro homozygoty byl pouhych 0,4 %. Nelze tak tvrdit, ze v nasem

souboru ma alela Ala vyznamny vliv na zastoupeni tukové tkané.

Nicméné, jak jiz bylo feceno v pfedchozich Castech, projev minoritni alely do znacné miry
zavisi na BMI, stravé a interakci s dalSimi geny. Mexicka studie provedena na 69 lidech
ve veku 18-50 let (pramér 26,4 £+ 4,9) porovnavala hmotnost a pomér tukové tkané mezi
nosici Ala a Pro homozygoty (Aguayo-Armendariz ef al., 2018). U normostenickych nosici
Ala byl pomér tukové tkdn€ vyssi ve srovnani s Pro homozygoty pii niz§im energetickém

piijmu.
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Francouzské studie zjistila vy$§i BMI u probandii s Ala alelou, pokud pfijimali stravu
s vy$§im obsahem tukil nez u Pro homozygoti (Lamri et al. 2012). Vyznamnou ulohu zde

hrala interakce s dalsim polymorfismem v PPARG2.

Podobny vysledek ukazuje studie provedend na 150 obéznich jedincich z centrdlni Brazilie,
kde u nosict Ala byly naméteny vyssi hodnoty BMI, zastoupeni tukové tkané a krevniho
tlaku (Rodrigues et al., 2018). Rizikovym faktorem pro vyssi BMI byla kombinace vyssiho
pfijmu polynenasycenych mastnych kyselin, alely Ala a dalSiho polymorfismu v genu

pro interleukin-6.

Dalsi jev byl pozorovan ve studii z roku 2008, kde pfitomnost 4/a v kombinaci s vysokou
hladinou mastnych kyselin v séru vedla k zhorSené glukézové toleranci; u zen dale vedla
vysokym hladinam triacylglycerold a nizkym hladinam HDL-cholesterolu (Bendlova et al.,
2008). Patrné¢ se nejedna o jev zavisly na pohlavi — u argentinskych muzi s Ala alelou byly

také zvySené markery metabolického syndromu (Tellechea ef al., 2009).

Déanska studie (Ek et al., 1999) jako jedna z prvnich popsala vyvoj té€lesné hmotnosti v Case
v zavislosti na vychozim BMI a genotypu. Na rozdil od naSich vysledkli méla A/a negativni
dopad u obéznich jedinct, kde podstatné zrychlila rozvoj obezity. Také irdnska studie z roku
2018 provedena na pacientech s diabetem 2. typu identifikovala Ala jako faktor vedouci
k zvySeni BMI (Koohdani, Sotoudeh, Kalantar & Mansoori, 2018). K tomuto efektu
dochdzelo pfi menSimu poméru mononenasycenych mastnych kyselin  vuci
polynenasycenym ve stravé, podobné jako ve studii provedené na Spanéclské populaci
(Soriguer et al., 2006). Pokud nosici A/a konzumovali vice polynenasycenych mastnych
kyselin, byly u nich detekovany nizsi hladiny triacylglycerolti v séru. V diplomové praci
jsme Zadny vyznamny rozdil v hlading triacylglyceroll (triacylglycerolll) mezi genotypy

nezaznamenali.

V japonské studii (Takata ef al., 2004) u Stihlych muzi s A/a byly pozorovany niZsi hladiny
adiponektinu oproti Pro homozygotim. Oproti danské populaci (Ek et al., 1999) vSak
nevykazovali zadné signifikantni rozdily v BMI. Tento efekt 1ze vysvétlit niZsi transkripéni
aktivitou minoritni varianty PPARy2 vedouci k nizsi expresi adiponektinu, podobné¢ jako

k tomu dochazi u obéznich Pro homozygotu.

Je otadzkou, pro¢ v naSem piipadé byla interakce mezi BMI, genotypem a mastnymi

kyselinami nalezena pouze u chlapct a pouze ve frakcich fosfolipidii a triacylglyceroli, a
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nikoli choleresterti. Procentualni zastoupeni tukli ve stravé bylo mezi pohlavimi piiblizné
stejné. Vyrazné rozdily vSak byly k nalezeni v sérovych hodnotach volnych mastnych

kyselin (viz tab.7).

V ramci diplomové prace byl pozorovan vztah mezi polymorfismem v PPARG2 rs1801282
a glukdézovym metabolismem u mladistvych. Zaznamenali jsme slaby vliv na metabolismus
lipida.

S piihlédnutim k vysledkiim ostatnich studii zkoumajicich efekt polymorfismu PPARG2
rs1801282 lze uvazovat o vice faktorech, které ovlivni projev alely. Vzhledem k poctu
cilovych gent, které jsou s PPARYy2 provazany ve zpétnovazebnych smyckach, nelze se
spoléhat pouze na tento polymorfismus jako na kli¢ovy faktor pro zabranu rozvoje
onemocnéni. Je vsak také velice pravdépodobné, ze diivodem slabé korelace je nizky vek
probandd, u nichZz se diky rychlému metabolismu v ristovém obdobi nestacily rozvinout

meéfitelné rozdily v klinickém obrazu.
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8. Zavér
V soucasnosti predstavuje obezita globalni problém a komplikace s ni spojené snizuji kvalitu

a délku zivota. Diabetes mellitus 2. typu je typicky spojovan s nadvahou a pokrocilym

vékem.

V poslednich letech se incidence tohoto chronického onemocnéni posouva do ¢im dal
zivotospravou, ale také genetickym pozadim, které pfispiva k rozvoji a zavaznosti

onemocnéni.

Identifikace pfiCin rozvoje onemocnéni je klicova pro prevenci a 1écbu. Polymorfismy
v genu PPARG se projevuji v lipidovém a glukdézovém metabolismu a ¢asto vyusti ve vyssi

zastoupeni tukové tkang.

Rs1801282 je epidemiologicky nejvyznamnéjsi ze znamych polymorfismi PPARG2. Cilem
prace bylo zjistit jeho vliv na antropometrické, klinické a biochemické parametry
u adolescentnich populace. Zjistili jsme, Ze v tomto véku polymorfismus pozitivné ovliviiuje
hladiny inzulinu a tkdné vykazuji vyssi citlivost na inzulin. V rdmci mastnych kyselin,

bez ohledu na pohlavi, jsou genotypem ovlivnény fosfolipidy nasycenych mastnych kyselin.
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Seznam zKkratek

ABCAI1 — ATP-binding cassette transporter, ATP-vazebna kazeta
Ala — minoritni alela s alaninem

BMI — body mass index,index télesné hmotnosti

COPAT - Childhood Obesity Prevalence and Treatment
D2M - diabetes mellitus 2. typu

DGLA — kyselina dihommo-y-linolova

DHA - kyselina dokosahexaenova

EPA - kyselina eikosapentaenova

EHA - kyselina eikosaheptaenova

GLUT4 - glukdzovy receptor 4

HDL - vysokodenzitni lipoprotein

HWE — Hardyho-Weinbergova rovnovaha

IDF — Mezinarodni federace pro diabetes

LDL — nizkodenzitni lipoprotein

LXR — jaterni receptor X

MUFA — mononenasycena mastna kyselina

NCoR — Nuclear Receptor Corepressor, korepresor jadernych receptort
oxLDL — oxidovany nizkodenzitni lipoprotein

PEPCK - fosfoenolpyruvat karboxykinaza

PFKB3 — 6-Fosfofrukto-2-kinaza/fruktoza-2,6-bifosfataza 3
PPAR - receptor peroxisomovych proliferatora

Pro — majoritni alela s prolinem

PUFA - polynenasycena mastna kyselina

RXR - retinoidni receptor X

SDS — skore standardni odchylky

SMART - Silencing mediator of retinoid and thyroid hormone receptor, tlumici mediator
pro retinoidni a thyroidni receptory

SFA — nasycend mastna kyselina
VLDL - vysoce nizkodenzitni lipoprotein

WHO - Svétova zdravotnické organizace
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