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Abstrakt 

Tato diplomová práce je zaměřená na stanovení mutačního spektra a frekvenčního 

zastoupení variant u genů zapojených v signalizační kaskádě melanokortinového 

receptoru 4. typu. Mutace v genech signalizační kaskády MC4R mohou způsobovat 

takzvaný monogenní typ obezity, který je kromě mutace v jednom genu charakterizován 

obezitou s časným nástupem a hyperfagii. Vzhledem k novým možnostem léčby je 

důležité zjistit, jaká je frekvence výskytu mutací u české dětské a adolescentní populace. 

Teoretická část práce je věnovaná popisu energetické homeostáze a leptin-

melanokortinové dráhy. Do práce je také zahrnuta fyziologie hladu a sytosti, jakož 

i nejčastější příčiny a geny způsobující monogenní obezitu. Zmíněny jsou také 

populační rozdíly v genetických predispozicích u monogenní obezity, a to u genů 

MC4R, POMC, SIM1 a BDNF, které byly cílem této práce. 

V praktické části byla provedena genetická analýza 1910 vzorků české adolescentní 

a dětské populace. Pomocí sekvenování nové generace bylo identifikováno 12 různých, 

pravděpodobně kauzálních, variant. Přesněji 8 různých mutací MC4R, 2 mutace POMC 

a 2 mutace SIM1. Jedná se i o dvě doposud nepopsané varianty c.346 C> T (Gln116Ter) 

v genu POMC a c.460C> G (Arg154Gly) v genu SIM1. 

Molekulárně genetické testování obézních dětí a adolescentů může výrazně přispět 

k pochopení mechanismu vzniku monogenní i polygenní obezity, jakožto i k nalezení 

nových, potencionálně patogenních, variant. Práce napomohla v mapování populačního 

výskytu v české populaci. 
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Abstract 

This master´s thesis is focused on determination of mutation spectrum and frequency 

representation of variants in genes involved in Melanocortin Receptor Type 4 Signaling 

Cascade. Mutation in genes connected to MC4R signalisation cascade may induce so 

called monogenic type of obesity, which is characterised not only by mutation in single 

gene but also by an early onset severe obesity and hyperphagia. Due to new means of 

medications being introduced its especially important to ascertain the frequency of 

mutations in Czech children and adolescent population. 

Theoretic part of the thesis is devoted to description of energy homestasis and leptin-

melanocortin pathway. Physiology of hunger and satiety and the most common causes 

of obesity and monogenic obesity are also included. There is also mention of population 

differences in genetical predisposition for monogenic obesity namely in genes MC4R, 

POMC, SIM1 and BDNF which were the focal points of this thesis. 

In practical part, genetical analysis of 1910 samples from Czech children and adolescent 

population was implemented. We identified twelve different, likely pathogenic causal 

variants via next generation sequencing. More precisely eight different MC4R variants, 

2 POMC variants and 2 SIM1 variants. In those, two novel variants were found c.346 

C> T (Gln116Ter) in POMC gene and c.460C> G (Arg154Gly) SIM1 gene. 

Molecular-genetic testing of obese children and adolescents may significantly improve 

the insight in mechanism of origin for monogenic and polygenic obesity as well as 

finding new potentially pathogenic variants. This thesis helped with mapping of 

population incidence in czech population. 
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1. Úvod 

V posledních letech dochází v globálním měřítku k nárustu prevalence obezity, a to bez 

ohledu na pohlaví, rasu, socioekonomickou skupinu či etnickou příslušnost, čímž se jí 

dostává pandemických rozměrů. Hodnoty body mass indexu (BMI) ≥ 30 kg/m2, jenž 

definuje obezitu, dosahuje celosvětově jeden z osmi lidí. Hodnotu BMI ≥ 35 kg/m2 

s nejméně jednou komorbiditou spojenou s obezitou, nebo BMI ≥ 40 kg/m2, je možno 

pozorovat u 2 až 6 % celosvětové populace. 

Mezi nejvzácnější, ale také nejzávažnější, typy obezity patří monogenní obezita, která 

se projevuje již ve velmi časném věku a pacientům způsobuje závažné zdravotní 

i psychické obtíže celý jejich život. Je důležité zmínit, že klasické přístupy léčby 

obezity, jako jsou restriktivní diety nebo bariatrické operace, mají na tento typ obezity 

minimální účinek. 

Nicméně s vývojem vědy a medicíny se objevují nová a účinná farmaka, a je proto 

důležité zjistit, s jakou frekvencí se v české populaci adolescentů objevují mutace 

v genech, které jsou zapojeny do energetické homeostáze.  
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1.1. Obezita 

Dle recentních údajů téměř 56 % české populace dosahuje hmotnosti převyšující normu, 

z čehož 17 % trpí obezitou (Puklová, 2018). 

WHO obezitu definuje jako abnormální nebo nadbytečnou akumulaci tukové tkáně, 

která představuje zdravotní riziko (WHO, 2022). 

 

1.2. Zdravotní dopady obezity 

Vliv obezity na zdraví člověka je velice dobře znám. Obezita výrazně zvyšuje riziko 

metabolických nemocí (diabetes mellitus 2. typu či nealkoholová tuková choroba jater 

neboli NAFLD), kardiovaskulárních onemocnění (infarkt myokardu, hypertenze), 

muskuloskeletálních onemocnění (ostheoartritis), Alzheimerovy choroby, deprese či 

některých typů rakoviny. Kromě zdravotních obtíží může obezita přispívat ke snižování 

kvality života, nezaměstnanosti, snížené pracovní produktivitě a především ke 

zkracování života jedince (Blüher, 2019). Mezi další rizikové faktory patří rozložení 

tukové tkáně; zvláště riziková je abdominální obezita, která není závislá na celkovém 

BMI, nýbrž je definována obvodem pasu a to hodnotami nad 102 cm  u mužů a nad 88 

cm u žen (Kim et al., 2019). 

Obezita je komplexní chorobou, která je ovlivňována nejen faktory enviromentálními, 

ale i genetickými, které poté společně přispívají k dysbalanci mezi příjmem a výdejem 

energie, a vedou k nadměrnému množství tukové tkáně. Jako enviromentální vlivy 

můžeme zmínit nadměrný příjem kalorii a/nebo nedostatek pohybu. S pokrokem 

v molekulární biologii a genetice, především pak v genetickém sekvenování, bylo 

objeveno mnoho genů, které obezitu mohou ovlivňovat nebo ji přímo způsobují.  
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1.3. Role socioekonomického statusu 

Vzestup prevalence obezity byl zaznamenán nejdříve ve vysoce příjmových zemích 

v 70. letech 20 století; následně se začala zvyšovat prevalence ve středně příjmových 

a nízkopříjmových zemích. Všechna tato data naznačují, že se míra obezity shoduje, 

resp. roste, se zlepšující se ekonomickou situací obyvatelstva. Obrovská heterogenita 

v prevalenci obezity mezi zeměmi nicméně neodráží pouze ekonomické, ale i etnické 

a jiné rozdíly (Blüher, 2019). 

 

1.4. Leptin-melanokortinová dráha 

Současné studie naznačují, že centrální nervová soustava hraje klíčovou úlohu v rozvoji 

i prevenci obezity. Leptin-melanokortinová osa je jednou z nejdůležitějších prvků 

regulace energetické homeostáze. Funguje rovněž jako křižovatka signálu z periferních 

orgánů a celkové dietární situace. I malá odchylka v této ose může mít potenciálně 

závažné důsledky, a proto je nutná precizní kontrola a koordinace energetické 

homeostáze. 

Leptin-melanokortinová dráha byla objevena již v roce 1961, a to konkrétně její 

zapojení do regulace pigmentace kůže. Klíčový objev pro roli této dráhy v energetické 

homeostázi přišel až v roce 1997, kdy byly naklonovány melanokortinové receptory 

3 a 4 (MC3R a MC4R) (Haskell-Luevano, 2006). 

Cirkulující leptin se dostává hematoencefalickou membránou do hypothalamu a váže se 

na dlouhou isoformu leptinového receptoru. To spouští následující kaskádu událostí. 

Leptin se váže na svoje receptory na neuronech hypothalamu, které co-exprimují 

Neuropeptid Y(NPY) a aguti podobný protein (AgRP) viz obrázek 1.; právě vazbou 

jsou tyto orexigenní proteiny inhibovány. Navázání leptinu také stimuluje expresi 

anorexigenniho proopiomelanokortinu (POMC) a kokainem a amfetaminem 

regulovaného tranksriptu (CART) (Beckers et al., 2009). 
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Obrázek 1.: Leptin-melanokortinová dráha (Shen et al., 2017). PACAP: hypofýzový adenylat 

cyklaza-aktivující peptid, FA: Mastné kyseliny, PYY: peptid YY, CCK: cholecystokinin, 

BBB:hematoencefalická bariéra,NTS/DMV: nukleus tractus solitarius/ dorsální motorický nukleus n. 

vagus, PVH nukleus paraventrikularis,  

 

 

1.5. Leptin 

Objev leptinu v roce 1994 přinesl první přímý důkaz o hormonálním systému 

regulujícím tělesnou hmotnost. Mutace v ob genu u myší (gen kódující hormon leptin) 

vyvolalo úplnou absenci leptinu a způsobilo časně nastupující morbidní obezitu; ob/ob 

myši mají také hyperglykémii, hypothyroidismus, dyslipidemii, defektivní T-buňkami 

zprostředkovanou imunitu a jsou neplodné (Moon et al., 1997). Relevance téhož genu u 

lidí byla potvrzena v roce 1997, kdy byla poprvé popsána vrozená deficience leptinu 

způsobující časně nastupující morbidní obezitu s hyperfagii (Oswal et al., 2007). 
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Leptin je cytokinin I. typu a je převážně sekretován bílou tukovou tkání, jmenovitě 

diferencovanými adipocyty, aby signalizoval energetický stav těla. Uplatňuje se 

především jako signál sytosti v hypothalamu. Poté co se leptin naváže na svůj receptor 

aktivuje janus kinázu (JAK2), která poté fosforyluje tři tyrozinové zbytky v leptinovem 

receptoru, což indukuje fosforylaci STAT transkripčních faktorů STAT5 a STAT3. Tato 

aktivační dráha zprostředkovává metabolickou vazbu mezi hladinou leptinu 

a homeostatickými dráhami, které zahrnují růst, glykemickou kontrolu i výdej kalorií 

(Allison et al., 2014; Baldini et al., 2019). 

 

1.6. Hypothalamická jádra 

Kontrolní mechanismus se nachází v předním mozku, a to především v nukleus arcuatus 

(ARC) na spodině hypothalamu. Další oblasti zahrnují nucleus ventromedialis (VMH), 

nucleus dorsomedialis (DMH) a nukleus lateralis (LH) hypothalamu; všechny uvedené 

jsou umístěny v blízkosti třetí mozkové komory viz obrázek 2. Můžeme tam lokalizovat 

i dvě hypothalamická centra, centrum sytosti ve ventromediálním hypothalamu a 

centrum potravové v laterálním hypothalamu (Timper et al., 2017). 

 

1.7. Nucleus arcuatus – anatomické umístění 

Nucleus Arcuatus je soubor neuronů v mediobazálním hypothalamu na spodině třetí 

mozkové komory v blízkosti eminentia mediana, které kvůli svému strategickému 

umístění není pokryto hematoencefalicou barierou, což umožnuje vychytávat z krve 

signály sytosti nebo hladu. 

ARC se skládá z dvou populací neuronů, které mají zásadní roli v modulaci příjmu 

potravy, a to (i) anorexigenních neuronů proopiomelanokortinu (POMC) a s kokainem a 

amfetaminem spřízněný transkript (CART), a (ii) orexigenní společně exprimované 

neurony Agrouti spřízněného proteinu (Agrp) a neuropeptidu Y (NPY) (Yousefvand et 

al., 2020). 
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1.8. Anorexigenní signály 

Anorexigenni funkce POMC pracuje na principu signalizace pomocí α-MSH, které se 

společně s CART naváže na MC4R receptory, což dá signál centru sytosti, kde poté 

dochází k navození pocitu sytosti, zvýšení energetického výdeje a zároveň i ke snížení 

energetického příjmu (Sobrino Crespo et al., 2014). 

 

1.9. Orexigenní signály 

AgRP a NPY jsou druhou populací neuronů v nucleus arcuatus, kde oba fungují jako 

neurotransmitní antagonisté POMC, snižující nebo potlačující funkci MC3R a MC4R 

a působící proti α-MSH. Takto fungují jako signály orexigenní, neboli signály hladu. 

Fungují na principu navázání se NPY a AgRp na Y1 receptor (Loh et al., 2018) 

a následné signalizace do centra hladu, ve kterém dojde k navození pocitu hladu, snížení 

energetického výdeje a zvýšení energetického příjmu. Hormony jako ghrelin či nízké 

hladiny leptinu a inzulínu jsou primární signály hladu a způsobují excitaci neuronů, 

AgRP /NPY. 

Orexigenní i anorexigenni ARC neurony se promítají do druhých neuronů v PVN 

(nukleus paraventricularis), VMH, DMH a LH jádrech, které zpracovávají informace 

týkající se energického a metabolického stavu; dále se signál promítá do dorsálního 

vagálního komplexu, který zahrnuje nukleus tractus solitarius a dorzální motorické 

nucleii nervus vagus. 
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                        Obrázek 2: Schéma hypothalamických jader. Upraveno dle (Luxy, 2019) 

 

 

1.10. MC4R kaskáda 

Melanocortinový systém se v nejznámější podobě skládá z agonistů, dvou antagonistů a 

pěti receptoru. Mezi agonisty řadíme α-MSH β-MSH γ-MSH a ACTH; všechno jsou to 

tkáňově specifické posttranslační produkty pre-hormonu proopiomelanokortinu 

(POMC). 
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1.11. Proopiomelanokortin 

POMC je polypeptidový hormonální prekursor procházející tkáňově specifickými post 

translačními úpravami, který především poskytuje biologicky aktivní peptidy jako 

melanocyt-stimulující hormony α, β, a γ, také opioidní receptorový ligand β–endorphin 

a ACTH viz obrázek 3. Právě tkáňová specificita je příčinou širokého spektra produktů, 

které jsou schopny kontrolovat různé fyziologické funkce stejným prohormonem 

(Harno et al., 2018). Exprese leptinového receptoru v neuronech POMC byla 

identifikována krátce po úspěšném klonování ObR, což nasvědčovalo, že 

melanokortinová signalizace je „downstream“ od adipostatické signalizace leptinu 

(Baldini et al., 2019). 

                   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 3.: Schéma štěpení POMC. (A)V adenohypofýze pro-hormon konvertáza 1/3(PC1/3) štěpí 

POMC na pro-ACTH dále na adrenokotikotropni hormon (ACTH), β-lipotropní hormon (β-LPH), 

NH2-terminalní peptid (N-POMC) a spojovací peptid (JP). (B) V hypothalamu, kůži a pars 

intermedia je ACTH dále štěpen pro-konvertázou 2 na adrenokotikotropni hormon (ACTH) a 

kortikotropinu podobný peptidový meziprodukt (CLIP). Karboxypeptidaza E (CPE) následně štěpí 

bazické aminokyselinové zbytky z COOH konce, co umožňuje amidaci peptidyl-glycinem α-amidační 

monooxygenaza (PAM) aby vytvořila des-acetyl α-MSH (DA-α-MSH. N-acetyltransferaza (N-AT) 

konečně acetyluje DA-α-MSH a vytvoří α-MSH.(β-EP) β-endorphin. Upraveno dle (Harno et al., 

2018). 
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1.12. Melanokortiny 

Melanokortiny obsahují společnou sekvenci His-Phe-Arg-Trp, která je klíčovou 

strukturou (farmakofor) pro biologickou aktivitu viz obrázek 4. (Ericson et al., 2017). 

V adenohypofýze je POMC zpracováno na ACTH a jiné peptidy prohormon 

konvertázou 1 (PC1). V kůži a vlasových folikulech je POMC zpracováván prohormon 

konvertázou 2 (PC2) na melanokortin stimulujici hormon (MSH). Jedním z unikátu 

melanokortinové dráhy je přítomnost endogenních antagonistů AgRP, jelikož žádní 

další endogenní antagonisté nebyli ve spojení s g-protein spřaženými receptory 

nalezeni.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 4.: Červeně vyznačený opakující se farmakofor u melanokotinů. Upraveno dle                      

(Ericson et al., 2017) 
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1.13. Receptory 

Pět melanokortinových receptorů zprostředkovává různorodou činnost melanokortinu. 

Tyto receptory jsou číslovány od MC1R po MC5R, a to dle pořadí jejich klonování. 

Všechny receptory obsahují společnou 7 α-helikální transmembránovou doménu, 

extracelulární N konec, intracelulární C konec a jsou spojené třemi extra a intra 

celulárními smyčkami viz obrázek 5. 

 

1.13.1. MC1R 

Je to klasický MSH receptor, exprimovaný ve vlasových folikulech 

a melanocytech v kůži, který reguluje pigmentaci. Zajímavostí je, že 

MC1R je exprimován leukocyty, kde zprostředkovává imunomodulační 

a protizánětlivé vlastnosti melanokortinů.  

 

1.13.2. MC2R a ACTH receptory 

Jsou exprimovaný v kůře nadledvin v zona retikularis i zona fasciculata, 

kde regulují tvorbu steroidů (steroidogenezi) a proliferaci buněk. Receptor 

MC2R se liší od jiných melanokortinových receptorů tím, že není 

aktivován α-MSH, β-MSH a γ-MS, ale reaguje pouze na ACTH 

a selektivně indukuje produkci glukokortikoidů v kůře nadledvin (Lonati et 

al. 2020). MC2R byl také nalezen v tukové tkání, avšak jeho vliv na ni není 

prozatím objasněn.  

 

1.13.3. MC3R  

Je exprimován v mnoha místech v centrální nervové soustavě 

a gastrointestinálním traktu či placentě; jako fyziologicky významná se jeví 

největší afinita γ-MSH k tomuto receptoru. Role MC3R v obezitě není 

zcela zřejmá, jelikož je spíše indikován jako predispozice k obezitě, než 

jako obezitogenní faktor (Wang et al., 2021).  
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MC3R je taktéž exprimován v lymfocytech a makrofázích, kde 

zprostředkovává protizánětlivé účinky agonistů MC3R. 

 

1.13.4.  MC4R  

Je primárně exprimován v centrální nervové soustavě a je zapojen 

v energetické rovnováze, obdobně jako MC3R. MC4R rovněž 

zprostředkovává aktivaci anti-apoptických drah, a je spojován 

s nocirepcepci (vznik a přenos signálu o bolesti)  a neuroprotekci (Kishi et 

al., 2003). 

 

1.13.5.  MC5R  

Široce exprimovaný receptor převážně v exokrinních žlázách. Přítomnost 

MC5R na B-lymfocytech a T-lymfocytech naznačuje roli v regulaci 

imunitního systému a zánětlivých procesech (Moscowitz et al. 2019). 

Tento receptor, stejně jako MC1R a MC4R má vysokou afinitu k α-MSH 

a o trochu méně k ACTH. (Wang et al., 2019). 

 

Obrázek 5.: Role pěti melanokortinových receptorů aktivovaných peptidy ze štěpení POMC. MC1-5: 

Melanokortinové receptory 1-5, MSH – melanocyty stimulující hormon, PC2: Prokonvertáza 2, JP: 

Spojený peptid, Endo-β: β-endorfiny. Upraveno dle (Dubern,, 2015). 

Nadledviny

yyyyyy 

 

kůže Hypothalamus 
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2. Fyziologie sytosti a hladu 

2.1. Krátkodobá regulace příjmu potravy a energetické homeostáze 

Krátkodobá regulace je zprostředkovávaná periferními signály z jater 

a gastrointestinálního traktu. Bezprostřední přítomnost potravy v zažívacím ústrojí je 

detekována receptory a chemoreceptory, které uvolňují peptidy, a tím signalizují mozku 

neurálními a endokrinními mechanismy informace o krátkodobé regulaci chuti k jídlu 

a sytosti. 

Regulace zahrnuje signály, které zahajují ukončení příjmu potravy a modulují příjem 

dalšího jídla. Signály mohou jít přes mozkový kmen (aferentní signály n. vagus) nebo 

neurony v hypothalamu. 

 

2.2. Dlouhodobá regulace příjmu potravy a energetické homeostaze 

Dlouhodobá regulace příjmu potravy, stejně jako krátkodobá regulace, zahrnuje signály 

z periferie, jelikož některé gastrointestinální (GI) peptidy ovlivňují krátkodobou 

i dlouhodobou kontrolu nad příjmem potravy. Mnoho z dlouhodobých signálu indikuje 

metabolický status a jsou odvozeny z tukové tkáně; mezi ty řadíme i leptin a inzulin. 

Inzulin se dostává do mozku skrze hematoencefalickou bariéru pomocí receptoru. 

Zvýšení hladiny inzulínu jako odpověď na glukozovou zátěž je proporcionální k tukové 

hmotě. Cirkulující hladiny leptinu jsou proporcionální k adipozitě. U lidí se hladiny 

leptinu zvyšují po pár dnech přejídáni se a znovu se snižují s půstem (Hainerová et al., 

2010; Kim et al., 2018). 

 

2.3. Regulační peptidy 

Mezi nejdůležitější peptidy, které ovlivňují chování při příjmu potravy, patří 

Cholecystokinin (CCK), Ghrelin a Glukagonu podobné peptidy 1 a 2 (GLP-1 a 2). 
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2.3.1. Cholecystokinin 

Peptidový hormon CCK je rychle uvolňován z proximální části tenkého střeva 

a aktivuje žaludeční a duodenální aferentní neurony n. vagus, které jsou citlivé 

na množství a/nebo složení jídla. Zejména proteiny a tuky v potravě stimulují uvolnění 

CCK (Hopkins et al., 2000). Vzhledem ke krátkému poločasu rozpadu má CCK jen 

krátkodobý účinek. U myší byla pozorována synergická interakce leptinu a CCK, která 

přispívala k snížení příjmu potravy (Okonkwo et al., 2020). 

 

2.3.2. Ghrelin 

Ghrelin je 28 aminokyselin dlouhý peptid, převážně sekretovaný žaludkem, který 

funguje na základě aktivace ghrelinových receptorů v mozku, hypofýze a nadledvinách; 

jedná se o jediný známý periferní orexigenní signál. Účinkuje na neuronech AgRP/NPY 

nukleus arcuatus, kde aktivuje tyto orexigení buňky a současně inhibuje anorexigenní 

POMC buňky zvyšováním vypouštění kyseliny gama amino-máselné (GABA). 

Biologická aktivita ghrelinu je závislá na přítomnosti kyseliny n-oktanové (n-octanoic 

acid), tedy volné mastné kyseliny, která je enzymatickou acylací připojena na 

ghrelinovy peptid na třetí aminokyselinu (serin 3). Při hladovění byly zjištěny zvýšené 

hladiny ghrelinu v plasmě; naopak příjem potravy ukázal rychlé snížení hladin v plasmě 

(Abizaid, 2019; Smith et al., 2008). 

 

2.3.3. Glukagonu podobný peptid 1 

Peptid GLP-1 je produktem posttranslačního zpracování proglukagonu v L - buňkách 

gastrointestinalniho traktu. Je to takzvaný inkretin, neboli hormon, který stimuluje 

syntézu a sekreci inzulinu v β-buňkách pankreatu a zároveň stimuluje růst a množení 

těchto buněk. V periferních oblastech GLP-1 stimuluje sekreci na glukóze závislého 

inzulínu (glucose-dependent insulin), čímž inhibuje vyprazdňování žaludku, a tím 

pádem zpomalení rychlosti vstřebávání živin do krevního oběhu. GLP-1 se s vysokou 

afinitou váže na své receptory v hypothalamu, mozkovém kmeni a limbickém systému. 

Tato vazba může způsobit krátkodobý pocit sytosti a potlačení chuti k jídlu (Huang et 

al., 2019). 
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2.3.4. Amylin 

Amylin je 37 aminokyselin dlouhý gastrointestinální hormon, který je produkován 

v pankreatu β-buňkami vně Langerhansových ostrůvku. Sekrece amylinu sleduje 

sekreci inzulínu, ale je také stimulována mastnými kyselinami a argininem. Mezi 

nejdůležitější funkce amylinu patří glykemická regulace a snižování příjmu potravy 

(Hay et al., 2015). 
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3. Nejčastější příčiny obezity 

 

3.1. Polygenní obezita 

Polygenní obezita je nejčastěji se vyskytující příčinou obezity; je výsledkem 

kumulativního efektu mnoha genetických variant s mírnými individuálními vlivy 

a jejich interakcí s prostředím. Mnoho úsilí bylo vloženo do rozklíčování faktorů 

podílejících se na příčinách obezity a zvláštní pozornost byla věnována genům 

zapojeným v leptin-melanokortinove dráze a jiným genům zapojeným v energetické 

homeostázi. Objevení nových lokusů způsobující obezitu je nicméně limitováno dosud 

známými signalizačními dráhami, což zapříčinilo posun směrem k celogenomovým 

asociačním studiím (GWAS). Nejpravděpodobnější asociace byla zaznamenána mezi 

BMI a FTO (fat mass and obesity) genem. Klastry malých nukleových polymorfismů 

(SNPs) byly opakovaně nacházeny v prvním intronu FTO u obézních dětí i dospělých.  

Většina polymorfismů nalezených metodou GWAS je umístěna v nekódujících 

regulačních chromosomálních oblastech, což nasvědčuje možnosti, že rozvoj 

metabolických chorob způsobují epigenetické variace. Studie ukazují, že DNA metylace 

může přispívat k multifaktoriální patogenezi obezity (Diels et al., 2020). 

 

3.2. Syndromová obezita 

Syndromová obezita je obezita vyskytující se společně s definovaným souborem 

asociovaných klinických fenotypů. Je známo kolem třiceti mendelických poruch 

s obezitou jako variabilním nebo stabilním klinickým příznakem. 

V mnoha případech je defektivní genový produkt intracelulární protein, hojně 

exprimovaný po celém těle a bez známé funkce. Nejčastější syndromy spojené 

s obezitou jsou Prader-Williho syndrom, Bardet-Biedlův syndrom a Alstromův syndrom 

(Chung, 2012; Chung et al., 2005). 
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3.3. Monogenní obezita 

Monogenní obezitou je postiženo méně než 5 % všech morbidně obézních jedinců. 

Jedná se o mutaci konkrétního genu zapojeného ve stěžejních metabolických procesech, 

a to především do leptin-melanokortinové dráhy, která vyvolá krajní fenotypový projev, 

kterým je časně se projevující morbidní obezita.  

Mezi typické fenotypové příznaky patří, kromě již zmíněné časně se projevující 

morbidní obezity, také hyperfagie a časté endokrinní abnormality jako hypogonadismus 

či deficience růstového hormonu. Pro pacienty trpící monogenní obezitou není 

standardní léčba změnou životního stylu příliš efektivní. Bariatrické operace byly do 

nedávna jedinou možnou dlouhodobou léčbou morbidní obezity. Studie, které sledovaly 

pacienty s LEPR deficiencí, vykazovaly nejasné výsledky, kdy u spolupracujících 

pacientů byly viditelné úbytky hmotnosti až 44 %, a co je důležitější, i udržení nižší 

váhy i po 8 letech od operace (Le Beyec et al., 2013). Nicméně u pacientů s horší mírou 

spolupráce byly dlouhodobé výsledky operace téměř neznatelné a pacienti byli schopni 

do jednoho roku dosáhnout předoperační váhy. Tyto výsledky pravděpodobně naznačují 

důležitost rodinného zázemí, pokud by měly bariatrické operace vést k dlouhodobému 

pozitivnímu výsledku. 

U monogenní obezity je popisována klasická mendelovská dědičnost s tím, že většina 

případů je recesivní, tj vyžaduje dvě nefunkční kopie genu v homozygotní nebo složené 

heterozygotní formě (jiné genové mutace na obou alelách), aby se fenotyp projevil 

(Baxter et al., 2019). 
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4. Vybrané geny způsobující monogenní obezitu 

 

4.1. LEP – leptinový gen 

Gen LEP známy pod původním označením OB (ob u myší) je umístěn na 

7. chromozomu na pozici 7q31.3.  

Zahrnuje 3 exony oddělené 2 introny. Produkt je syntetizován jako 167 aminokyselin 

dlouhý protein, který musí projít štěpením na N-terminálním konci. 

Vrozená leptinová deficience je recesivně dědičná, pročež se častěji vyskytuje v zemích 

s výskytem příbuzenských sňatků (např. Pákistán či Turecko). Je známo pouze malé 

množství mutací LEP, které způsobují monogenní formu obezity (Wasim et al., 2016). 

Jedinci s leptinovou deficienci mohou být léčeni rekombinantním leptinem a to s velice 

dobrou prognózou. Pro pacienty s LEP deficienci jsou typické velice nízké hladiny 

leptinu v séru (Funcke et al., 2014). 

 

4.2. LEPR – gen pro leptinový receptor 

Gen pro LEPR je umístěn na 1. chromozomu na pozici 1p31.3. 

Mutace v genu pro leptinový receptor je taktéž recesivně dědičná a může způsobovat 

velice podobný fenotyp jako u leptinové deficience, avšak s velice vysokými hladiny 

leptinu v séru. Pomocí sekvenace nové generace byly identifikovány LEPR mutace, 

které se u některých populací vyskytují s prevalencí 2-3 % (Niazi et al., 2018). 

 

4.3. POMC – gen pro proopiomelanokortin 

Gen pro POMC je umístěn na 2. chromozomu na pozici 2p23.3. 

Nedostatečnost v POMC znamená absenci všech posttranslačních produktů jako jsou α-

MSH a ACTH. Kvůli své roli v regulaci chuti k jídlu a pigmentaci je klasickým 

fenotypem morbidní obezita a rusé vlasy; deficience v ACTH vede i k nadledvinové 

nedostatečnosti. POMC mutace jsou ale velice vzácné s autozomálně recesivní 

dědičností. Pacienti v heterozygotní stavu nemají tak silný obézní fenotyp a je většinou 

bez nadledvinové nedostatečnosti (Cohen et al., 2016).  
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4.4. MC4R – gen pro melanokortinovy receptor 4 

Gen pro MC4R je umístěn na 18. chromozomu na pozici 18q21.32. 

Je to receptor spřažený s g proteinem, který obsahuje 7 transmembránových domén viz 

obrázek 6. Je vysoce exprimován v hypothalamu, kde se podílí na regulaci signálu hladu 

a sytosti. Při navázání se α-MSH na MC4R je omezen příjem jídla. Mutace v MC4R je 

nejčastější příčinou dědičné monogenní obezity a může být jak autozomálně 

dominantní, tak i autozomálně recesivní. Je známo mnoho mutací MC4R, které jsou 

patogenní nebo potenciálně patogenní; většina z nich jsou frameshift mutace 

a způsobují různě závažné ztráty funkce (Farooqi et al., 2009). 

Nejčastějšími jednonukleotidovými polymorfismy (SNP) jsou rs17782313 

a rs12970134, které se nacházejí 188kB a 154 kB downstream od genu pro MC4R. Oba 

tyto SNP jsou asociované s obecnou obezitou z Asijských a Evropských populací. Tento 

gen je studován i u polygenní obezity (Wang et al., 2017; Yu et al., 2020). 

 

 

Obrázek 6.: - Melanokortinový receptor 4, genetické a molekulární klasifikace MC4R mutací. WT – 

Standartní alela (wild type). Upraveno dle (Collet et al,. 2017).  
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4.5. SIM1 – gen pro single minded homolog 1 

Gen pro SIM1 je umístěn na 6 chromozomu na pozici 6q16.3. 

Single minded je transkripční faktor, který je silně exprimován v nukleus 

paraventricularis hypothalamu. Delece nebo heterozygotní mutace v SIM1 jsou 

asociovány s hyperfagii a s neurobehaviorálními obtížemi jako je zhoršená koncentrace, 

problémy s pamětí a emoční labilita (Gonsalves et al., 2020). 

Studie naznačují autozomálně dominantní dědičnost (Ramachandrappa et al., 2013). 

 

4.6. PCSK1 – gen pro proprotein konvertázu subtilisin/kexin 1 typu 

Gen pro PCSK1 se nachází na 5 chromosomu na pozici 5q15. 

Prokonvertáza – 1/2 je neuroendokrinní endoproteáza, která zpracovává velké 

prekurzory na biologicky aktivní produkty. Při absenci PC1/2 je možné detekovat 

nedostatečnost nadledvin, gonadotropinu, somatotropinu a thyreotropinu spolu 

s morbidní obezitou, diabetes insipidus a chybějícím inzulínovým zpracováním 

(Creemers et al., 2012). Dědičnost PCSK1 je popisována jako autozomálně dominantní 

(Philippe et al., 2015).  

 

4.1. BDNF/NTKR2 – gen pro z mozku odvozený neurotrofický faktor a jeho 

receptor 

Gen pro z mozku odvozený neurotrofický faktor je umístěn na 11 chromozomu na 

pozici 11p14.1; gen pro neurotroficky receptor tyrosin kinázu 2 je umístěn na 

9 chromosomu na pozici 9q21.33. 

Oba tyto geny produkují neurotrofiny z rodiny růstových faktorů, zapojených ve vývoji 

a udržování funkce periferních a centrálních nervů. Neurotrofický receptor TrkB a jeho 

přirozený ligand BDNF (brain derived neurotrofic factor) byly implikovány v regulaci 

příjmu potravy a tělesné hmotnosti. Insuficience BDNF je spojována s hyperaktivitou, 

porušením kognitivních funkcí a časně se projevující obezitou (Gray et al., 2006; 2007). 

NTKR2 patří ke genům, které se dědí autozomálně dominantně. 
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5. Možnosti léčby 

 

5.1. Liraglutide 

Liraglutide je dlouho působící derivát glucagonu podobný peptid 1 (GLP-1), se kterým 

sdílí 97% podobnost ve struktuře aminokyselin, avšak pro velikou nestabilitu GLP-1, 

kdy v krvi dochází k rychlému štěpení dipeptidyl peptidasou-IV, byl arginin obsažený 

v liraglutidu substituován za lysin na pozici 34 a přidán řetězec kyseliny palmitové 

s kyselinou glutamovou na lysinový zbytek na pozici 26 (Coghlan et al., 2013). 

Nejnovější studie potvrzují schopnost GLP-1 potlačit pocit hladu, snížit příjem potravy, 

zpomalit gastrointestinální motilitu a opozdit vyprazdňování žaludku. Menší analogy 

GLP-1, jako je třeba Liraglutide, procházejí hematoencefalickou barierou a snižují chuť 

k jídlu ovlivňováním GLP-1 receptorů v hypothalamu v nukleus paraventricularis, 

limbickém systému a zadním mozku, stejně jako přirozený GLP-1 hormon (Hunter et 

al., 2012; Trujillo et al., 2014). 

Liraglutid je obecně velice dobře snášen jako dlouhodobý prostředek k dosažení úbytku 

hmotnosti. Mezi nejběžnější vedlejší účinky patří nevolnost, hypoglykemie, průjem, 

zvracení, dyspepsie, bolesti hlavy, zácpy, únava, závratě, zvýšené hladiny lipázy, jakož 

i akutní pankreatitida. Prevalence nevolnosti napříč studiemi dosáhla až 50 %, nicméně 

následně docházelo k poklesu jejího výskytu po prvních 8 týdnech léčby. 

Jednou z výhod GLP-1 receptorových agonistů je také nízké riziko hypoglykémie, a to 

vlivem stimulace inzulínu a inhibicí glukagonu. Zvýšená pozornost by měla být 

věnována pacientům se sníženou renální nebo jaterní funkcí, a to i přes to, že studie 

prokázaly bezpečnost aplikace i u těchto pacientů.  U myší a potkanů způsobuje 

liraglutide nádory C-Buněk štítné žlázy. Studie na 6000 lidech nicméně neprokázaly 

zvýšené riziko medulárního karcinomu štítné žlázy (Patel et al., 2018). 

Další kontraindikací jsou těhotné a kojící ženy, děti a pacienti užívající inzulín a další 

agonisty GLP-1. 

Po subkutánním podání Liraglutide nastává absorpční vrchol po 9 až 12 hodinách. 

Poločas rozpadu u zdravého jedince, jakož i u jedince s diabetem 2. typu, nastává po 13 
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hodinách, což dovoluje injekční podávání jednou denně. Snížení hmotnosti pacienta 

závisí na množství látky v podané dávce a je progresivní (Lin et al., 2020). 

Studie provedená na pacientech s mutací MC4R prokázala, že po 16 týdnech dochází ke 

snížení tělesné hmotnosti, podílu tuku v těle, zlepšení glukozové tolerance 

a koncentrace lipidů v plazmě u pacientů s deficientním MC4R, jakož i u kontrolní 

skupiny. U pacientů s MC4R je léčba liraglutidem spojena se sníženým rizikem 

budoucích komorbidit jako jsou kardiovaskulární příhody a s tím spojená mortalita 

(Iepsen et al., 2018). 

Studie také  prokázaly účinnost oproti užití placeba, a srovnávací data naznačují, že 

úbytek hmotnosti je o mnoho vyšší než u orlistatu nebo lorcaserinu, avšak o něco menší 

nežli u kombinace Topiramate/Phentermine (Mehta et al., 2017; Wharton et al., 2019). 

V současné době jsou nicméně platné kontraindikace pro děti, které prakticky vylučují 

větší nasazení liraglutidu pro léčbu monogenní obezity. Otázkou tedy zůstává, zdali 

v tomto směru proběhnou klinické studie (Hainerová, 2013). 

 

5.2. Methylphenidate (MPH) 

Methylphenidate (methyl fenyl(piperidin-2-yl) acetát) je psychomotorický stimulant, 

který snižuje pocit hladu a příznivě působí na snižování hmotnosti. Je to 

sympatomimetický lék hojně užívaný k léčbě ADHD, jelikož snižuje hyperaktivitu 

a podporuje soustředění. Jako nejčastější vedlejší účinek byla popsána ztráta hmotnosti 

až anorexie. 

MPH nejspíše funguje na principu Inhibice transportu a blokace zpětného vychytávání 

dopaminu, čímž zvyšuje koncentraci presynaptického dopaminu a noradrenalinových 

hladin v oblastech mozku zodpovědných za motivaci, pocit odměny a pozornosti viz 

obrázek 7.; ve výsledku vysoké hladiny dopaminu snižují reward value a motivaci 

přijímat potravu (Leddy et al., 2004). 

Studie, které zkoumaly efekt MPH u dětí s monogenní obezitou, a to zejména s MC4R 

a LEPR mutacemi, ukázaly, že použití tohoto léku zlepšilo jejich váhovou křivku 

a snížilo chuť k jídlu (Brandt et al., 2020). 
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2 – Benzyl piperidinová struktura je blízce podobná katecholaminům 

a fenylethylaminům s piperidinylovou skupinou substituující amin. Podobně jako 

amphetaminy MPH konkuruje s katecholaminy v centrálním nervovém systému (Carlier 

et al., 2019). Po požití je MPH rychle a celkově vstřebán sliznicí gastrointestinálního 

traktu; koncentrační vrchol nastává po 1 až 2 hodinách od požití. Rozpadový poločas se 

různí a jedná se o interval od 2 do 7 hodin. 

Lék dobře prochází hematoencefalickou bariérou do mozku. MPH je metabolizován 

esterifikací enzymy GI. Látka je rychle odstraněna jako kyselina ritalinová, pročež 

nenastává žádné hromadění aktivní látky v těle. 

Jako nežádoucí účinky byly popsány psychické poruchy, arytmie, dilatace zornic, 

vypadávání vlasů, deprese, anorexie, bolesti hlavy, snížené libido, nespavost, úzkost 

a hypersenzitivita (Státní ústav pro kontrolu léčiv). Vzhledem ke své podobnosti 

k amphetaminům je MPH látkou podléhající mezinárodní kontrole a při dlouhodobém 

používání je u MPH riziko vytvoření návyku a i možné fyzické závislosti (Morton et al., 

2000; Rappley, 1997). 

 

Obrázek 7.: Mechanismus fungování MPH v dopaminergních a adrenergních neuronech. MPH se 

váže do monoaminových transportérů a inhibuje zpětné vychytávání neurotransmiterů, tím zvyšuje 

jejich hladinu. Upraveno dle  (Loureiro-Vieira et al., 2017). 
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5.3. Setmelanotid 

Syntetický cyklický peptid odvozený od MSH, který se s vysokou afinitou váže 

a aktivuje lidský melanokortinový receptor 4 (Collet et al. 2017). Setmelanotid funguje 

jako náhrada za melanocyt stimulující hormony, a tudíž je jeho použití indikováno 

i v případě deficitu proopiomelanocortinu (POMC) nebo leptinového receptoru (LEPR) 

viz obrázek 8.; dále také nezávisle ovlivňuje inzulínovou senzitivitu (Clément et al., 

2018; Kühnen et al., 2016). 

Setmelanotidová terapie je obecně velice bezpečná, nicméně je spojena s malým, avšak 

statisticky významným zvýšením plazmatické glykémie na lačno, C-peptidu, 

triglyceridů, inzulínu, FFA (volné mastné kyseliny) a celkových hladin GLP-1 

(glukagonu podobný peptide -1) a PYY (peptid tyrosin tyrosin); mezi další vedlejší 

účinky patří bolesti hlavy a nauzea (Kühnen et al., 2019; Srivastava et al., 2018). 

Při randomizované, dvojitě zaslepené, placebem kontrolované klinické studii na 

obézních jedincích, ve které bylo subkutánně podáváno 1mg/den za 72 hodin, se oproti 

placebu zvýšil klidový energetický výdej o 6,4 %. Dlouhodobé podávání setmelanotidu 

opicím druhu makak rhesus zvýšilo glukozovou toleranci a snížilo triglyceridy v séru 

(Chen et al. 2015). V injekční formě je tento lék vyráběn pod názvem Imcivree a je 

aktuálně schválen k léčbě homozygotů nebo složených heterozygotů v genech POMC, 

PCSK1, LEPR u dospělých a dětí do 6 let. Ve schvalovacím procesu je využití 

setmelanotidu u Bardet-Biedlova a Alströmova syndromu. 
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Obrázek 8.: Způsob fungováni Setmelanotidu (RM-493). U zdravých jedinců jsou geny upstream od 

kaskády sytosti aktivní a MC4R signály aktivují signály sytosti. Mutace, které inaktivují geny 

upstream od MC4R způsobují trvalý hlad. Setmelanotid znovu obnovuje MC4R signalizaci a tím i 

obnovuje signály sytosti upraveno (Costa Coehlo, 2019).  

6. Populační rozdíly v genetických predispozicích monogenní obezity 

Ačkoli je lidský genom je z 99,9 % identický u každého jedince, evoluční síly jako je 

genetický drift, přírodní selekce nebo de novo mutace vedly k mírným genetickým 

změnám mezi populacemi. Již v rámci prvního velkého mezinárodního projektu 

zaměřeného na lidský genom (Human genome project, v letech 1990–2003), bylo 

identifikováno velké množství genetických variant s různou četností u rozdílných 

populací.  

Jelikož bylo lidstvo historicky vystavováno dobám hladu, kdy schopnost efektivně 

uchovávat energii usnadňovalo přežití, má se za to, že vznikl takzvaný úsporný genom; 

nicméně v posledních dekádách, kdy potrava již není limitujícím faktorem a příjem 

energie se zvýšil, výhody plynoucí z těchto přizpůsobení se staly spíše přítěží 

a nositelská populace více náchylná k obezitě (Stryjecki et al., 2018). 

Například arizonští Indiáni kmene Pima mají největší prevalenci obezity (64 % u mužů 

a 75% u žen). Tito američtí indiáni jsou příkladem přechodu z tradičního zemědělského 

životního stylu k modernímu. Obecně panuje předpoklad, že geny k úspornému genomu 

získali při přechodu a osidlování pouště před tisíci lety (Schulz et al., 2006). 

Centrum hladu 
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   Mutace 
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Monogenní obezita vykazuje mendelovskou dědičnost u homozygotních nebo 

heterozygotních mutacích způsobujících ztrátu nebo snížení funkcí u genů zapojených 

v leptin-melanokortinové dráze. Mutace s recesivní dědičností, charakteristické zejména 

u genu pro leptin a leptinový receptor, se ve valné většině vyskytují u populací s velkou 

četností příbuzenských sňatků, jako je například Pákistán či Sýrie, nebo v uzavřených 

populacích (oázy, horská údolí, náboženské skupiny). Srovnání výskytu monogenní 

obezity mezi jednotlivými populacemi je problematické, jelikož nejsou publikovány 

práce založené na totožné metodice a je jen málo prací, které by dokumentovaly výskyt 

monogenní obezity v populacích celkově. Převládají práce, kdy autoři uvádějí 

zastoupení tohoto onemocnění ve vybraných různě definovaných kohortách obézních 

(různého stupně obezity) a publikované kohorty mají odlišné věkové složení. Věk 

probandů ale ovlivňuje poměr zastoupení monogenní obezity ku obézním celkově. 

Výskyt je procentuálně vyšší u dětí s časnou morbidní obezitou než u dospělých, 

u kterých se na rozvoji jejich obezity dlouhodobě podílí vliv prostředí a jejich životního 

stylu. Z tohoto důvodu se v klinické praxi monogenní obezita vyšetřuje převážně 

u mladších dětí.  

6.1. MC4R 

Prevalence výskytu kauzálních mutací u MC4R, se pohybuje v české dětské populaci 

kolem 1-5/10 000 dětí (Orpha.net., 2022), čemuž zhruba odpovídá v literatuře uváděný 

výskyt od 0,2 % do 5,8 % u morbidně obézních dětí.  

Studie z Velké Británie, která zkoumala 500 dětských probandů s časně nastupující 

morbidní obezitou s průměrným z-scóre BMI 4,5, vykázala prevalenci 5,8 % (Farooqi et 

al., 2009). Francouzská studie s 209 morbidně obézními dospělými probandy středního 

věku s BMI > 50 kg/m2, prokázala prevalenci 4 % (Vaisse et al., 2000). Naopak mezi 

řeckou obézní dospělou populací s průměrným BMI 37,6 kg/m2, se mutace v tomto 

genu objevila pouze u 0,20 % (Rouskas et al., 2012), nižší hodnoty 1,9 % záchytu 

kauzálních mutací byly zaznamenány také v německé populaci adolescentů 

s průměrným BMI 32,5 kg/m2 (Hinney et al., 2003). Singapurská studie na 227 dětech, 

která ale neměla tak významně obézní skladbu dětí (průměrný věk 10 let, průměrné 

BMI 32,1 kg/m2) jako Britské studie, odhalila mutace pouze u 1,3 % zúčastněných (Lee 

et al., 2008) viz obrázek 9. 
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             Obrázek 9.: Frekvence mutací MC4R u morbidně obézních probandů v různých studiích 

 

Zatímco homozygotní nebo heterozygotně složené mutace vedou k plně penetrantní 

formě časně nastávající morbidní obezity, mutace heterozygotní vedou k slabším méně 

penetrantním formám a někdy je nacházíme i u neobézních jedinců. Evropská populace 

s heterozygotními mutacemi vykazuje generační efekt s penetrancí 40 % u dospělých 

nad 52 let s deficiencí MC4R, 60 % u dospělých mezi 18 a 52 lety a 79 % u dětí 

(Stutzmann et al., 2008). 

Nicméně u řecké heterozygotní populace byla prokázaná penetrance MC4R pouze 6,3 

%, což je pozoruhodné zejména s přihlédnutím k faktu, že prevalence obezity v řecké 

populaci je kolem 18 %. Zajímavou je rovněž skutečnost, že zkoumaní pákistánští 

nosiči heterozygotní mutace měli normální váhu (Saeed et al., 2012).  Tyto výsledky 

naznačují že, penetrance obezity u heterozygotních mutací MC4R mohou být do jisté 

míry ovlivňovány i prostředím (dostupností potravy) a životním stylem (Rouskas et al., 

2012). 
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6.2. POMC 

Prevalence kauzálních mutací u POMC v dětské populaci se udává na <1/1 000 000 

(Orpha.net, 2022).  

Varianty POMC genu byly nalezeny v německé studii zkoumající 96 morbidně 

obézních dětí (průměrné BMI 38,1 kg/m2) (Hinney et al., 1998), italské studii s 87 

dětmi a adolescenty s těžkým stupněm obezity (průměrné z-skóre 3,43) (Miraglia del 

Giudice et al., 2001), britské studii s 538 dětí s morbidní, časně nastupující obezitou 

(průměrné BMI SDS 3,8) (Lee et al., 2006) a švédské studii s 102 dospělými obézními 

probandy (průměrné BMI 41.3 kg/m2) (Suviolahti et al., 2003). 

Tyto varianty zahrnovaly inserce, delece, mutace měnící i neměnící smysl a obecně byly 

velice vzácné. Většina jich nebyla asociovaná s obezitou a neměla žádné dopady na 

funkci. Jedině u mutací, které zasahovaly do β-MSH domény (Arg236Gly a Tyr221Cys) 

byla prokázána spojitost s monogenní časně nastupující obezitou (Dubern et al., 2008). 

 

6.3. SIM1 

 

Studie zkoumající výskyt SIM1 u amerických indiánů kmene Pima a francouzských 

obézních dětí (BMI nad 97 percentilem pro pohlaví a věk) a dospělých (BMI ≥40 

kg/m2) zjistila heterogenitu mezi populacemi. Varianty, které u Pima indiánů byly 

asociovány s obezitou, u francouzské obézní populace nebyly. Rizikové alely spojené 

s obezitou byly mnohem častější u k obezitě náchylnějším Pima indianů (Traurig et al., 

2009). 

 

6.4. BDNF 

 

Studie zabývající se asociací BDNF a BMI vykazují rozporuplné výsledky. Vyšší 

hladina BDNF v séru je v americké studii spojována mezi jinými se zvýšeným BMI, 

cholesterolem a tukovou tkání u žen (Golden et al., 2010). Taktéž  v japonské studii 

u pacientů s diabetem 2. typu byla zjištěna zvýšená hladina BDNF oproti zdravým 

jedincům (Suwa et al., 2006). 
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Nicméně studie z Hong Kongu a Nizozemska na zdravých jedincích neprokázaly 

spojení mezi zvýšenou hladinou BDNF a BMI (Bus et al., 2011; Chan et al., 2008).  

Je také zajímavé podotknout, že studie rovněž prokázaly vyšší hladinu BDNF u kuřáků, 

které se zvyšovaly s počtem vykouřených cigaret denně a také počtem let po kterou 

kouření trvalo (Bus et al., 2012; Jamal et al., 2015). 
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7. Cíl práce 

 

Cílem diplomové práce bylo stanovit mutační spektrum a frekvenční zastoupení 

jednotlivých variant ve vybraných genech spojených s monogenní obezitou, kódujících 

signalizační kaskádu melanokortinového receptoru 4. typu (geny MC4R, POMC, SIM, 

BDNF) u české obézní populace. 

Konkrétní cíle práce byly: 

I. Zvolení vhodné a ekonomicky výhodné technologie pro sekvenování velkého 

množství DNA u vybraných genů spojených s monogenní obezitou. 

 

II. Identifikace variant zapojených v MC4R signalizační kaskádě ve vzorcích DNA 

získaných ze vzorků krve ze studie COPAT a vzorků zaslaných do 

Endokrinologického Ústavu na cílené vyšetření pro monogenní obezitu. 

Vytvoření DNA knihoven a následná sekvenace genů MC4R, POMC, SIM, 

BDNF u dostatečně validní kohorty české dětské a dospívající populace. 

Bioinformatické vyhodnocení sekvenačních dat. Anotace kauzálních variant. 

 

III. Porovnání výskytu kauzálních variant způsobujících monogenní obezitu 

v reprezentativním vzorku české populace oproti obézní populaci a srovnání 

těchto zjištění vůči jiným populacím. 
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8. Materiál a metody 

 

8.1. Materiál 

V této práci byla analyzována DNA (celkem 1910 vzorků) a data ze 4 souborů 

získaných v předchozích projektech Endokrinologického ústavu (DNA banka). A to 

dvou souborů adolescentů z projektu COPAT (Childhood Obesity Prevalence And 

Treatment) financovaného z Norských fondů (dostupné na https://www.endo.cz/projekt-

copat), který byl zaměřen na sledování výskytu obezity a ukazatelů metabolického 

syndromu a včasnou diagnostiku a léčbu nadváhy a obezity u dětí a adolescentů. Třetí 

soubor vzorků pochází z rutinní klinické diagnostiky monogenní obezity na 

Endokrinologickém ústavu. Tyto tři soubory doplnily vzorky morbidně obézních dětí 

z Fakultní nemocnice Olomouc. Ke všem analyzovaným vzorkům byl připojen 

informovaný souhlas pro jejich výzkumné využití.  

Pro dětskou a adolescentní populaci je místo BMI používána standardizovaná verze 

toho parametru pro jednotlivé věkové skupiny a pohlaví tzv. Z-skóre BMI (v grafech 

označováno jako BMI-SDS). Pro výpočet Z-skóre BMI byl použit program Státního 

zdravotního ústavu RůstCZ, který obsahuje populační růstová data české dětské a 

adolescentní populace. Tento program vypočítává Z-skóre BMI z měřených hodnot 

probanda k průměrům a referenčním odchylkám jednotlivých věkových skupin 

referenční populace. (dostupné na http://www.szu.cz/publikace/data/program-rustcz-ke-

stazeni) 

Vzorky z epidemiologické studie COPAT (dále značeny jako E), které zahrnují 

epidemiologický screening výskytu obezity, abdominální obezity a ukazatelů 

metabolického syndromu u reprezentativního vzorku českých adolescentů, byly získány 

randomizovaným výběrem pediatrických ordinací z celé ČR. Tento reprezentativní 

vzorek české adolescentní populace obsahuje n=978 jedinců ve věku od 13 do 18 let a 

zahrnuje adolescenty všech percentilových skupin viz tabulka 1. a obrázek 10. a 11. 

 

 

 

https://www.endo.cz/projekt-copat
https://www.endo.cz/projekt-copat
http://www.szu.cz/publikace/data/program-rustcz-ke-stazeni
http://www.szu.cz/publikace/data/program-rustcz-ke-stazeni
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COPAT 

Epidemiologie 
Počet 

Střední 

hodnota věku 

Standardní 

odchylka 

Minimální 

věk 

Maximální 

věk 

Dívky 501 15,95 1,298 13,05 18,41 

Chlapci 477 15,99 1,27 13,01 18,03 

          Tabulka 1.: Rozdělení dle pohlaví a věku [roky] 

 

 

 

                                     Obrázek 10.: Histogram BMI-SDS u chlapců ze souboru COPAT epidemiologie 

 

0.0

30.0

60.0

90.0

120.0

-4.0 -1.5 1.0 3.5 6.0

Histogram of BMI_SDS

BMI_SDS

C
o
u
n
t

Histogram BMI-SDS chlapci 

  počet 



42 

 

 

Obrázek 11.: Histogram BMI-SDS ze souboru COPAT epidemiologie dívky 

Vzorky z intervenční studie COPAT (dále v textu značeny I), které sledovaly průběh a 

úspěšnost redukční léčby u obézních dětí a adolescentů, sledování faktorů ovlivňujících 

vznik, vývoj a léčbu obezity, zahrnovaly obézní děti, které podstupovaly lázeňský 

ozdravný pobyt. Tento soubor obsahuje n=679 jedinců ve věku od 7 do 18 let nad 

devadesátým hmotnostním percentilem viz tabulka 2. a obrázek 12. a 13. 

 

COPAT Intervence Počet 
Střední 

hodnota věku 
Standardní 

odchylka 
Minimální 

věk 
Maximální 

věk 

Dívky 413 14,57 2,154 7,67 18,98 

Chlapci 266 14,07 1,825 7,51 18,76 
                                           Tabulka 2.: Rozdělení dle pohlaví a věku [roky] 
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     Obrázek 12.: Histogram BMI-SDS ze souboru COPAT intervence chlapci 
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     Obrázek 13.: Histogram BMI-SDS ze souboru COPAT intervence dívky 

 

Dalším souborem bylo n=199 vzorků morbidně obézních dětí, zaslaných pediatry z celé 

ČR do Endokrinologického ústavu (pacienti indikovaní k vyšetření monogenní obezity, 

dále v textu značeny OMK), pro cílené vyšetření genů pro monogenní obezitu. 

V souboru byly pouze děti s morbidní obezitou s BMI nad 97,5 percentilem pro danou 

věkovou skupinu a pohlaví.  

Posledním souborem je n=47 vzorků DNA morbidně obézních dětí zaslaných z Fakultní 

nemocnice Olomouc, u kterých nebylo známo pohlaví ani věk pacientů, a jednalo se tak 

o anonymizované DNA bez klinických údajů. 

 

8.2. Použité reagencie 

Etanol 96% [V/V] 

Voda pro injekční účely (B. Braun) 
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8.2.1. Roztoky 

TE Pufr (10mM Tris, 0.1mM EDTA, pH 8,0) 

Etanol 80% [V/V] 

Komerční soupravy 

QuickGene DNA whole blood kit (Kurabo, Japan) 

Qubit dsDNA BR Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) 

Advanta NGS Library Prep Reagent Kit—LP 192.24 (Fluidigm, USA) 

NextSeq 500/550 Mid Output Kit v2 (300 cycles) (Illumina, USA) 

 

8.2.2. Primery 

Všechny použité primery pro přípravu knihoven kitem Advanta NGS Library Prep 

Reagent Kit byly navrženy a nasyntetizovány společností Fluidigm Ltd. Primery 

výrobce navrhl tak, aby pokrývaly všechny exony, 5´+3´-UTR oblasti genů MC4R, 

POMC, SIM a BDNF, vždy s přesahy do intronů minimálně 50pb. 

 

8.3. Metody 

 

8.3.1. Izolace DNA 

U 55 vzorků, kde již chyběla DNA v DNA bance, byla ze zásobních zamražených 

plných nesrážlivých krví (EDTA) izolována genomická DNA. K izolaci byl použit 

přístroj QuickGene 610L (FujiFilm, Japonsko). Tato metoda izolace DNA je založena 

na principu vazby nukleových kyselin na molekuly SiO2 v přítomnosti chaotropních 

solí. Unikátní na použité technologii jsou kolonky, kde SiO2 tvoří porézní membránu. 

Tato technologie umožňuje získat DNA méně fragmentovanou a rovněž vysoké kvality. 

Lyzát plné krve je vzduchem prohnán přes SiO2 membránu kolonky a následně 

promýván pufrem s vysokým obsahem alkoholu. DNA je zachycena na membráně 

a molekuly, které nejsou žádoucí, jsou odstraněny. Posledním krokem izolace je 

uvolnění DNA z membrány pomocí elučního pufru (TE pufr).  
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U izolace se postupovalo dle standardního protokolu výrobce s použitím reagencií 

QuickGene DNA whole blood kitu.  

Do zkumavky s 2ml nesražené krve bylo přidáno 300 µl EDB pufru a 250 µl lyzačního 

pufru (LDB). Zkumavka byla promíchána na vortexu a inkubována v lyzační peci 30 

minut při 56°C. Následně bylo přidáno 2,5 ml 96% etanolu a znovu pečlivě promícháno 

na vortexu. Lyzát byl poté přemístěn do zásobníku přístroje QuickGene 610L a byl 

spuštěn program: DNA whole blood. Během tohoto programu došlo čtyřikrát 

k promývání vzorku pufrem s přidaným etanolem a konečné eluci prostřednictvím 

elučního pufru (CDB). Po izolaci byla zjištěna koncentrace výsledné DNA pomocí 

spektrofotometrického měření při vlnových délkách 260nm, 280nm a dalších 

pomocných délkách na UV spektrofotometru Qiaxpert (Qiagen, Německo). Postupovalo 

se dle návodu k přístroji, k měření se použily 2µl zvortexovaného eluátu. To umožnilo 

mimo koncentrace odhadnout i čistotu vzorku na základě poměru absorbancí DNA 260 

nm/proteinů 280 nm a dalších pomocných vlnových délek (Kurabo Industries Ltd., 

2022). 

 

8.3.2. Fluorimetrické měření koncentrace DNA 

Pro přípravu NGS knihoven je UV spektroskopické stanovení koncentrací DNA 

nedostatečně přesné, proto se všechny DNA musely přeměřit fluorimetricky. Měření 

koncentrace je založeno na detekování fluorescenčního barviva, které emituje záření 

pouze, pokud se naváže na specifické molekuly jako je ssDNA, dsDNA, RNA nebo 

protein, a to i při velice nízkých koncentracích. Pro každou z těchto molekul se používá 

specifické interkalační fluorescenční barvivo. 

U měření koncentrace dsDNA fluorimetrem Qubit 2.0 (Thermo Fisher Scientific, USA) 

bylo postupováno dle protokolu s použitím reagencii Qubit dsDNA BR Assay Kit 

stejného výrobce, který je přesný pro měření koncentrace vzorků od 100 pg/µl do 1,000 

ng/µl.  

Nejprve byl připraven pracovní roztok, a to smícháním Qubit dsDNA BR pufru s Qubit 

dsDNA BR Reagent v poměru 1:200. Následně bylo 198 µl výsledného roztoku 

napipetováno automatickou pipetou do předpřipravených tenkostěnných plastových 

0,5ml zkumavek. Do každé zkumavky bylo poté přidáno 2 µl měřené DNA.  
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Do zkumavek, které byly určeny pro standardy bylo napipetováno 190 µl roztoku a 10 

µl Qubit standardu. 

Všechny vzorky byly pečlivě zvortexovány a následně změřeny pomocí fluorimetru 

Qubit 2.0. DNA, které nedosahovaly požadované vstupní koncentrace pro přípravu 

DNA knihoven, byly koncentrovány odpařením na přístroji Digital Series SpeedVac 

Systems (Thermo Fisher Scientific, USA) a po zakoncentrování opět přeměřeny. 

 

8.3.3. Příprava NGS knihoven 

Pro přípravu genetických knihoven byla vybrána technologie, která umožnuje jejich 

rychlou a hospodárnou přípravu u velkého množství vzorků. Princip této technologie 

spočívá v použití tzv. Integrated fluidic circuits (IFC) firmy Fludigm (USA). Tato 

technologie používá velice malé objemy vzorků (0.03 µl) DNA a PCR reagencii, které 

jsou mikrofluidikou přeneseny do reakčních mikrocel v řádech nanolitrů krychlových, 

kde interagují a jsou střídáním teplot podrobeny amplifikaci (PCR reakcí). U vytváření 

knihoven bylo postupováno podle protokolu LP 192.24 IFC výrobce. Použitý typ tohoto 

array umožňoval přípravu 192 knihoven najednou. Primery byly rozděleny, dle 

kombinací stanovených výrobcem, do 24 reagenčních sad, a to kvůli prevenci 

nespecifických amplifikací. To znamená, že v rámci jednoho LP 192.24 IFC array 

probíhala příprava knihoven v 192*24 reagenčních mikrocelách (obr. 14 níže).   

Nejprve byl připraven vzorkový pre-mix, a to smícháním následujících chemikálií do 

zkumavky o objemu 1,5 ml, viz tabulka 3. 

Rozpis chemikálií pro jedno IFC Množství μl 

Voda pro PCR (PN 100-5941) 72 

4xTSP Mastermix (PN 101-5786) 300 

TSP sample loading reagent v2 (PN 101-7633) 60 

TSP DNA Polymerase (PN 101-0995) 48 

             Tabulka 3.: Vzorkový pre-mix 

 

Takto připravený pre-mix byl zvortexován, krátce stočen na mikrocentrifuze a následně 

napipetován do 8 jamkového stripu. 
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V dalším kroku byly do nové 96 jamkové destičky napipetovány následující objemy viz 

tabulka 4. 

Rozpis chemikálií pro jedno IFC Množství μl 

Vzorkový pre-mix 2 

Genomická DNA 2 

Barkodovy primer z TSP Barcode Plate  

(Fluidigm PN 101-0744) 

1 

         Tabulka 4.: Vzorkový mix 

 

Pro každou DNA byl, pro odlišení jednotlivých knihoven, přidán unikátní barkodový 

primer. Celá destička byla následně důkladně zalepena lepivou folií, zvortexována 

a důkladně stočena na centrifuze. 

Poté bylo připraveno samotné IFC a to následovně: do určených jamek byl vpraven LP 

192.24 Control Line Fluid a 27µl a 220µl TSP Harvest Reagent viz obrázek 14. 

 

 

Obrázek 14.: - Mapa IFC. Zdroj: https://www.fluidigm.com/ 
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Následně bylo osmikanálovou pipetou do zbývajících jamek napipetováno 3,5µl 

připravených vzorků a primerů. Posledním krokem přípravy, bylo zakrytí jamek 

speciální folíí LP 192.24 Barrier Tape. 

Následovalo vložení IFC do přístroje JUNO (Fluidigm, USA) a vybrání programu One 

Step LP—192.24, který trval přibližně 5 hodin, a během kterých proběhla příprava 192 

DNA knihoven.  Po ukončení programu byla IFC vyjmuta z přístroje a vzorky okamžitě 

sesbírány do jedné 1,5ml plastové zkumavky. 

 

8.3.4. Čištění NGS knihoven  

Po přípravě knihoven přístrojem JUNO se všechny knihovny (192 vzorků) z IFC 

odpipetovaly a spojily do jedné zkumavky. Následně bylo nutné všechny shromážděné 

vzorky třikrát pročistit dle protokolu LP 192.24 IFC. 

Pro pročištění byly použity magnetické kuličky Agencourt AMPure XP výrobce 

Beckman Coulter Life Sciences (USA). 

Tyto magnetické kuličky jsou vyrobeny z malých částeček (od 20 do 30 nm) oxidů 

železitých, jako je magnetit (Fe3O4), které jim dávají magnetické vlastnosti, které jsou 

prokazovány pouze za přítomnosti externího magnetického pole. Tato vlastnost jim 

umožňuje se rozdělovat v suspenzi společně s čímkoli na nich navázaným, viz obrázek 

15. Vlastní princip zachycení DNA na kuličce je na principu Solid Phase Reversible 

Immobilization (SPRI). Povrch magnetických kuliček obsahuje karboxylové skupiny, 

na které se v bezvodém prostředí reverzibilně váží DNA precipitované etanolem. 

K závěrečné eluci DNA z kuliček dochází v přítomnosti vody.  

 

 

    Obrázek 15.: Pročištění vzorků pomocí Agencourt AMPure XP. DNA fragmenty se váží 

k paramagnetickým kuličkám. V přítomnosti magnetického pole, se kuličky s navázaným DNA 

separují od nečistot. Následně se kuličky promývají etanolem a pomocí elučního pufru se DNA 

separuje od kuliček. Zdroj: https://www.mybeckman.cz/ 
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8.3.5. Přidání adaptorů pro sekvenaci do pročištěné knihovny 

Firma Fluidigm nabízí 384 kombinací barkodů pro označení jednotlivých knihoven. 

Jelikož celkový počet sekvenovaných vzorků byl 1920 (včetně 10 kontrol), musely se 

ke knihovnám přidat z druhé strany 4 různé sekvenční adaptory (barkody), čímž se 

získal dostatečný počet kombinací, umožňující mít pro každou sekvenovanou DNA 

unikátní kombinaci barkodů na obou stranách.  

Po důkladném pročištění byly ke knihovnám přidány duální sekvenační adaptory, a to 

smícháním chemikálií rozepsaných v tabulce 5. 

Rozpis chemikálií pro jednu knihovnu Množství μl 

4X TSP Master Mix (Fluidigm PN 101-5786) 7,5 

TSP Adapter Mix 6,0 

Pročištěná knihovna  4,5 

PCR Voda (Fluidigm PN 100-5941) 12,0 

Tabulka 5.: Reagencie pro přidání adaptorů 

Takto připravený vzorek byl následně vložen do PCT cycleru (T100,Bio-Rad, USA), 

aby mohla proběhnout PCR viz tabulka 6. 

Teplota C Čas Cykly 

95 15 minut 1 

95 15 sekund  

10 60 90 sekund 

68 90 sekund 

68 3 minuty 1 

4 Do odvolání 1 

      Tabulka 6.:  Program pro PCR 

Po doběhnutí PCR byly výsledné vzorky finálně pročištěny dle protokolu LP 192.24 

IFC. 

 

8.3.6.  Zjištění kvality a koncentrace připravených NGS knihoven 

Kvalita připravených knihoven byla následně analyzována na automatické kapilární 

elektroforéze - 2100 Bioanalyzer (Aqilent, USA) s použitím Agilent High Sensitivity 

DNA chipu (Agilent,USA). Bioanalyzér pracuje na principu kapilární elektroforézy 

v čipovém uspořádání s minimální spotřebou vzorku a umožňuje nahrazení všech kroků 
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klasické elektroforézy jako tvorba gelu, barvení, odbarvování, detekce bandů 

a zobrazení. Knihovny byly 10x a 100x naředěny vodou pro injekční účely viz obrázek 

16. 

 

 

 

Obrázek 16.: Výstupy z Bioanalyzéru. V horní části obrázku jsou jednotlivé výstupy měření 

připravených knihoven převedeny virtuálně softwarem přístroje do podoby klasického 

elektroforeogramu vertikální akrylamidové elektroforézy. Spodní část obrázku obsahuje 

elektroforeogramy jednotlivých knihoven (prostřední píky). Každý elektroforeogram začíná a končí 

přidanými markry, které umožňují softwaru vyrovnat rozdíly v elektroforetické mobilitě jednotlivých 

měření a kvantifikovat množství knihoven. Odečet velikostí se provádí vůči žebříčku velikostních 

markerů 100-7000pb (elektroforeogram žebříčku není zobrazen). 
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8.3.7. Sekvenace 

Takto připravené vzorky, byly poté zaslány do Ústavu molekulární genetiky na 

sekvenaci na přístroji NextSeq 500 (Illumina, USA). Vzorky byly z důvodu kapacity 

rozděleny do tří sekvenačních běhů přístroje. Pro sekvenaci byl použity sekvenanční 

reagencie a komponenty NextSeq 500/550 Mid Output Kit v2 (Illumina, USA). 

Sekvenace DNA je proces, který stanovuje sekvenci nukleotidů v řetězci DNA. 

V prvním kroku jsou DNA řetězce denaturovány do jednořetězcového stavu. Po této 

přípravě jsou DNA fragmenty vpraveny do rekčních komůrek (flowcells), kde se 

komplementární část DNA naváže na primery (adaptory) na povrchu skel reakčních 

komůrek. Přichycená DNA se následně replikuje (tzv. klonální PCR) a vytváří malé 

shluky DNA (klastry) o stejné sekvenci viz obrázek 17. 

Sekvenátor, v cyklicky opakujících se krocích, přidává nezbytné reagencia pro 

sekvenační reakci. Jsou přidány sekvenační primery, které přisedají ke specifickým 

sekvencím na začátku knihoven a polymeráza následně postupně přidává fluorescentně 

značené nukleotidy s inaktivovanou 3´-OH skupinou (terminační značka). To zajišťuje 

inkorporaci právě jednoho nukleotidu v jednom cyklu. Po začlenění je zachycen signál 

detektorem a terminační značka je z nukleotidu odstraněna a je začleněn další nukleotid 

(Koubková et al., 2014). 
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Obrázek 17.: Sekvenování nové generace. Vytváření shluků mostovou amplifikací. (a)Náhodně 

fragmentovaná genomová DNA je připojena na adaptory.  Jedno vláknové fragmenty jsou vázány do 

vnitřku průtokových komůrek.  (b)  Neoznačené nukleotidy a enzymy jsou přidány, aby zahájily 

pevnou fázi mostové amplifikace. Poté jsou vytvořeny dvoj-vláknové templáty. (c) Dvoj-vláknové 

templáty jsou denaturovány do jedno vláknové podoby. Denaturace a extenze jsou opakovány a 

výsledkem je lokalizovaná amplifikace jedné molekuly napříč povrchem průtokové komůrky tzv. Flow 

cell (Wilantho et al., 2012). 

 

8.3.8. Analýza sekvencí 

Pro analýzu z NGS sekvenační platformy NextSeq byl použit program FinalistDX 

(Institute of Applied Biotechnologies, a.s., Česká republika), který umožňuje komplexní 

bioinformatickou analýzu od FASTQ souborů, které generoval sekvenátor NextSeq. 

Dalšími postupnými kroky analýzy byla kontrola kvality, zarovnání k referenčnímu 

genomu hg38, analýzu pokrytí i tzv. variant calling (volání variant) což je postup, 

kterým se identifikují varianty ze sekvenčních dat, které nejsou uvedeny v referenčním 

genomu. Pro analýzu byla použita výchozí nastavení pro vyhodnocování sekvenačních 

dat zárodečného genomu. Použitá technologie příprav knihoven neumožňuje analýzu 

větší Inzerčních/Delečních variant tzv. CNVs analýzu (copy number variations). 
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8.3.9. Hodnocení variant 

Nalezené varianty byly následně hodnoceny za použití databází, predikčních programů 

a literatury. Kauzální varianty byly zjišťovány v databázích pomocí on-line nástroje 

Varsome (dostupné na https://www.varsome.com/) a v řadě veřejně dostupných 

databází, např. z National Library of Medicine nebo National Institutes of Health, USA 

(dostupné na https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) PubMed, ClinVar, dbSNP, dbGaP a 

dalších. 

Výsledek ze sumarizačního nástroje Varsome zahrnoval podrobnosti o variantě jako je 

její pozice, referenční i alternativní sekvence a typ. Dále výsledek zahrnoval ACMG 

klasifikace, populační frekvence a sumarizaci in silico hodnocení patogenity z řady 

algoritmů. Pokud byla varianta již dříve popsána, byly uvedeny i odkazy na příslušné 

publikace. 

 

8.3.10. Predikční algoritmy 

I. PolyPhen 

 

PolyPhen nebo Polymorfní fenotypizace je nástroj, který předvídá vliv aminokyselinové 

substituce na strukturu a funkci proteinu (dostupný na adrese 

http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/). Používá přímé fyzické a srovnávací posouzení. 

Je zásadní složkou posuzování velkých data setů vzácných genetických variant viz 

tabulka 7.  

Je používán k identifikaci vzácných alel způsobujících mendelovsky děděná 

onemocnění, vyhledávání potenciálně lékařsky použitelných alel v individuálních 

genomech a k profilování vzácných variant objevených celogenomovými sekvenacemi 

(Adzhubei et al., 2013). 

Hodnota PolyPhen Kvalitativní predikce 

větší než 0,908 
pravděpodobně 

škodlivé 

větší než 0,446 a pod nebo rovno 

0,908 
možná škodlivé 

pod nebo rovno 0,446 benigní 
Tabulka 7.: Hodnota a predikce nástroje PolyPhen 

 

II. SIFT 

 

https://www.varsome.com/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
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Nástroj SIFT (dostupný na adrese http://sift-dna.org) předvídá, zda aminokyselinová 

substituce ovlivní proteinovou funkci na základě sekvenční homologie a fyzicko-

chemické podobnosti mezi alternativním aminokyselinami. Výstupem pro každou 

aminokyselinovou substituci je skóre a kvalitativní predikce (tolerované, škodlivé) viz 

tabulka 8. (Vaser et al., 2016). 

 

 

 

 

 

                                           Tabulka 8.: Hodnota a predikce nástroje SIFT 

 

III. MutationTaster 

 

MutationTaster hodnotí varianty pro jejich potenciál způsobovat nemoci. Software 

uskutečňuje in sillico testy, aby odhadl vliv varianty na protein (dostupný na adrese 

http://www.mutationtaster.org). Není limitován pouze na substituce jedné 

aminokyseliny, ale zvládne i synonymní varianty a varianty v intronových oblastech 

(Schwarz et al., 2010). 

IV. CADD a DANN 

 

CADD (Combined Annotation Dependent Depletion) je nástroj pro vyhodnocování 

škodlivosti, a to jak jedno-nukleotidových variant, tak i insercí a delecí v lidském 

genomu. Integruje více anotací do jedné porovnáváním variant, které byly zachovány 

přírodním výběrem, se simulovanými mutacemi (dostupný na adrese 

https://cadd.gs.washington.edu/score). 

C-skóre silně koreluje s alelickou diverzitou, patogenitou kódujících i nekódujících 

variant; hodnotí také kauzální varianty vně jednotlivých genomických sekvencí (Kircher 

et al. 2014). 

DANN je funkční predikční nástroj založený na hluboké neurální síti (Deep Neural 

Network). Hodnota může být v rozmezí 0 až 1, kdy vyšší hodnoty spíše znamenají vyšší 

škodlivost (Quang et al., 2015). DANN používá stejný výcvik a anotační data jako 

CADD, ale používá jiné nelineární strojové učení (Jensen, 2015). 

  

Hodnota SIFT 
Kvalitativní 

predikce 

pod 0,05 škodlivé 

větší nebo roven 

0,05 
tolerované 

http://sift-dna.org/
http://www.mutationtaster.org/
https://cadd.gs.washington.edu/score
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9. Výsledky 

 

Celkově bylo sekvenováno 1910 nepříbuzných dětí a adolescentů ze čtyř kohort pro 

geny MC4R, POMC, SIM1 a BDNF. U 7 DNA se nepodařilo získat sekvenační data. 

Důvodem mohla být špatná kvalita genomické DNA nebo chyba v mikrofluidice při 

přípravě knihoven. Bohužel již nebyla možnost u těchto vzorků sekvenaci zopakovat, 

jelikož přístroj na přípravu knihoven byl zapůjčen výrobcem pouze na omezenou dobu.  

Ze všech objevených variant byly vyselektovány pouze ty s frekvencí minoritní alely 

(MAF) ≤ 1 % a výskytem varianty v sekvenačních readech odpovídající zárodečné 

variantě, tj. s výskytem> 30 % readů.  

Mezi probandy bylo nalezeno 20 variant, které byly poté interpretovány dle směrnic 

Amerického kolegia lékařské genetiky (ACMG) a splňovaly požadavky pro patogenní 

nebo pravděpodobně patogenní varianty. Všechny vybrané nalezené varianty byly 

heterozygotní viz tabulka 9. V nejmenším souboru vzorků zaslaných z Fakultní 

nemocnice Olomouc (n=47) nebyly nalezeny žádné kauzální varianty ve vyšetřovaných 

genech. Také u žádného z 1903 vzorků nebyly nalezeny žádné kauzální varianty 

způsobující monogenní obezitu v genu BDNF. 

V této práci uvedené pozice kódujících sekvencí a pozice aminokyselin vycházejí z 

referenčních sekvencí: NM_005912.3 (gen MC4R), NM_000939.4 (gen POMC), 

NM_005068.3 (gen SIM1). 
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Proband Gen Genotyp Protein rs(dbSNP) Důsledek Varianta Fenotyp 

I01-65 MC4R Heterozygot p.Leu211MetfsTer6 rs13447338 Posun čtecího rámce delece Nadváha 

OMK1421_S347_ME MC4R Heterozygot I185F (p.Ile185Phe) Neuvedena Missense varianta SNV Obezita 

I13-01_S228_ME MC4R Heterozygot G181D p.Gly181Asp) rs13447333 Missense varianta SNV Obezita 

I04-21_S273_ME MC4R Heterozygot V166I (p.Val166Ile) rs942758928 Missense varianta SNV Obezita 

OMK1466_S288_ME MC4R Heterozygot R165W(p.Arg165Trp) rs13447332 Missense varianta SNV Obezita 

OMK1561_S311_ME MC4R Heterozygot S139R (p.Ser139Arg) rs551371840 Missense varianta SNV Obezita 

OMK1560_S484_ME MC4R Heterozygot S139R (p.Ser139Arg) rs551371840 Missense varianta SNV Obezita 

OMK1571_S353_ME MC4R Heterozygot L54P (p.Leu54Pro) rs376439188 Missense varianta SNV Morbidní obezita 

E45-03_S591_ME MC4R Heterozygot F51L (p.Phe51Leu) rs147000967 Missense varianta SNV Nadváha 

E36-18_S144_ME MC4R Heterozygot F51L (p.Phe51Leu) rs147000967 Missense varianta SNV Nadváha 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

   

Tabulka 9.: Nalezené varianty u genu MC4R. 

Použita referenční sekvence NM_005912.3(MC4R) 
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I13-38_S28_ME POMC Heterozygot 
R154G 

(p.Arg154Gly) 
Neuvedena Missense varianta SNV Nadváha 

OMK1522_S548_ME POMC Heterozygot P59L(p.Pro59Leu) rs752644128 Missense varianta SNV Obezita 

E24-13_S707_ME POMC Heterozygot P59L(p.Pro59Leu) rs752644128 Missense varianta SNV Nadváha 

E15-24_S377_ME POMC Heterozygot P59L(p.Pro59Leu) rs752644128 Missense varianta SNV Normální váha 

E27-14_S755_ME POMC Heterozygot P59L(p.Pro59Leu) rs752644128 Missense varianta SNV Obezita 

I12-26_S544_ME POMC Heterozygot P59L(p.Pro59Leu) rs752644128 Missense varianta SNV Nadváha 

I02-134_S155_ME POMC Heterozygot P59L(p.Pro59Leu) rs752644128 Missense varianta SNV Nadváha/obezita 

   

 

 

 

 

       

OMK1517_S476_ME SIM1 Heterozygot Q116* (p.Gln116Ter) neuvedena 
Varianta střihového místa, 

Stop varianta 
SNV Obezita 

I01-01_S455_ME SIM1 Heterozygot H83Y (p.His83Tyr) rs1351901140 Missense varianta SNV Morbidní obezita 

OMK1523_S252_ME SIM1 Heterozygot H83Y (p.His83Tyr) rs1351901140 Missence varianta SNV Nadváha 

Tabulka 11.: Nalezené varianty u genu SIM1. Použita 

referenční sekvence NM_005068.3(SIM1) 

Tabulka 10.: Nalezené varianty u genu POMC. 

Použita referenční sekvence NM_000939.4 (POMC) 
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Proband Věk z-BMI Pohlaví 

I01-65 14 2,44 muž 

OMK1421_S347_ME 10 5,18 žena 

I13-01_S228_ME 11 2,15 žena 

I04-21_S273_ME 14 2,39 žena 

OMK1466_S288_ME 9 3,01 žena 

OMK1561_S311_ME 9,5 2,27 žena 

OMK1560_S484_ME 14 3,13 žena 

OMK1571_S353_ME 12 4,01 žena 

E45-03_S591_ME 17 1,34 žena 

E36-18_S144_ME 17 1,34 žena  

   

I13-38_S28_ME 10 1,9 žena 

OMK1522_S548_ME 14 Neuvedeno žena 

E24-13_S707_ME 16 1 muž 

E15-24_S377_ME 16 0,54 žena 

E27-14_S755_ME 17 2,31 muž 

I12-26_S544_ME 14 1,9 muž 

I02-134_S155_ME 12 2,5 žena  

   

OMK1517_S476_ME 14 3,71 žena 

I01-01_S455_ME 15 2,07 žena 

OMK1523_S252_ME 22 4,11 muž 
 

                          Tabulka 12.: Věk, pohlaví a z-BMI u probandů s nalezenou mutací 
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Gen 

Pozice v 

genomu 

WT 

alela 

MUT 

alela dbSNP 

Frekvence 

(gnomAD) 

MC4R chr18:60371715 TAGAG T rs13447338 delGAGA=0.00003 

MC4R chr18:60371797 T A Neznámé Neznámá 

MC4R chr18:60371808 C T rs13447333 T=0.000030 

MC4R chr18:60371854 C T rs942758928 T=0.000007 

MC4R chr18:60371857 G A rs13447332 A=0.000015 

MC4R chr18:60371933 G C rs551371840 C=0.000000 

MC4R chr18:60372189 A G rs376439188 G=0.000000 

MC4R chr18:60372199 A G rs147000967 G=0.000000 

      

POMC chr2:25161425 G C Neznámé  Neznámá 

POMC chr2:25161709 G A rs752644128 A=0.00008 

      

SIM1 chr6:100450269 G A Neznámé Neznámá 

SIM1 chr6:100453773 G A rs1351901140 A=0.000022 

 

       Tabulka 13.: Přehled nalezených mutací s jejich výskytem frekvence v rozsáhlé populační databázi 

Genome Aggregation Database (gnomAD v2.1.1, dostupné na https://gnomad.broadinstitute.org) Pozice 

mutace je vztažena k referenční sekvenci lidského genomu GRCh38/hg38. Číslo rs bylo přiřazeno 

z databáze Single Nucleotide Polymorphism Database(dbSNP) of nucleotide sequence variation 

(dostupné na https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp) 

 

 

 

 

 

 

 

https://gnomad.broadinstitute.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp
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                                                                 Tabulka 14.: Výsledky z predikčních algoritmů u nalezených mutací. 

 

Gen 
Protein SIFT 

Polyphen 

Skore 
PolyPhen PhyloP100way DANN 

Mutation 

Taster 

MC4R p.Leu211MetfsTer6 X X X 9,325 X X 

MC4R 
I185F (p.Ile185Phe) škodlivé 1 pravděpodobně škodlivé 8.017 0.9882 

Způsobující 

onemocnění 

MC4R 
G181D p.Gly181Asp) škodlivé 1 pravděpodobně škodlivé 7.905 0.9976 

Způsobující 

onemocnění 

MC4R 
V166I (p.Val166Ile) škodlivé 0,281 benigní 6.118 0,9973 

Způsobující 

onemocnění 

MC4R 
R165W(p.Arg165Trp) škodlivé 0,99 pravděpodobně škodlivé 2.676 0.9992 

Způsobující 

onemocnění 

MC4R 
S139R (p.Ser139Arg) tolerované 0,987 pravděpodobně škodlivé 3.555 0.9978 

Způsobující 

onemocnění 

MC4R 
L54P (p.Leu54Pro) škodlivé 1 pravděpodobně škodlivé 9.325 0.9989 

Způsobující 

onemocnění 

MC4R 
F51L (p.Phe51Leu) škodlivé 0,905 pravděpodobně škodlivé 9.325 0.9990 

Způsobující 

onemocnění 

       
 

POMC R154G 

(p.Arg154Gly) 
škodlivé 0,998 pravděpodobně škodlivé 3.335 0.9986 

Způsobující 

onemocnění 

POMC 
P59L(p.Pro59Leu) škodlivé 0,312 benigní 5.124 0.9978 

Způsobující 

onemocnění 

       
 

SIM1 
Q116* (p.Gln116Ter) X X X 9.602 0.9985 

Způsobující 

onemocnění 

SIM1 
H83Y (p.His83Tyr) tolerované 0,05 benigní 9.564 0.9980 

Způsobující 

onemocnění 
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Tabulka 15.: Rozložení výskytu jednotlivých mutací 

napříč soubory 

 

 

 

 

Tabulka 16.: Frekvence variant v souboru COPAT 

Epidemiologie 

 

 

 

 

Tabulka 17.: Frekvence variant v souboru COPAT 

Intervence 

 

 

 

 

Tabulka 18.: Frekvence variant v souboru pacientů 

indikovaných k vyšetření monogenní obezity 

v Endokrinologickém ústavu 

 

 

 

 

Soubor (počet) MC4R POMC SIM1 BDNF 

COPAT Intervence 3 3 1 0 

COPAT Epidemiologie 2 3 0 0 
Pacienti indikovaní k 

vyšetření monogenní obezity 5 1 2 0 
Extrémně obézní pacienti 

zaslaní z FN Olomouc 0 0 0 0 

COPAT Epidemiologie 

celkem 
MC4R POMC SIM1 

978 2 3 0 

frekvence (%) 0,204 0,306 0 

COPAT Intervence 

celkem 
MC4R POMC SIM1 

679 3 3 1 

frekvence (%) 0,441 0,441 0,147 

Pacienti indikovaní 

k vyšetření 

monogenní obezity 
MC4R POMC SIM1 

199 5 1 2 

frekvence (%) 2,512 0,502 1,005 
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10. Diskuse 

Současné studie naznačují, že genetické faktory hrají důležitou roli v determinaci 

prevalence obezity uvnitř populace. Jen relativně malý počet genů je zapojen do hlavní 

osy regulující energetickou homeostázi, nicméně mnohem více genů s minoritními 

efekty může zprostředkovávat expresi obezity ve vhodném prostředí pomocí 

vzájemných doposud nepopsaných interakcí. 

V rámci toho není role MC4R, ač nesporně důležitá, stále plně objasněna. Studie jasně 

prokázaly spojitost mezi obezitou a mutací v MC4R (Aykut et al., 2020), kdy se 

prevalence pohybovala mezi 0,5 až 5,8 %. Toto rozpětí se dá vysvětlit jiným etnickým 

složením populace, nebo spíše různými kritérii pro výběr pacientů, jako je rozsah BMI, 

věk nástupu obezity či věk při začátku studie nebo komorbidity. 

V britské studii s prevalencí mutací MC4R 5,8 (Farooqi et al., 2009) vybírali pouze děti 

s časným nástupem morbidní obezity; naopak v dánské studii vybírali i pacienty 

s nadváhou (van den Berg et al., 2011). Tyto rozdíly mohou ovlivnit hodnocení pravé 

prevalence mutací v genech zapojených do signalizační kaskády MC4R v populaci. 

V naší studii bylo mezi 1903 českými dětmi nalezeno 8 již dříve popsaných mutací 

v genu MC4R, a to Leu211MetfsTer6, Ile185Phe, Gly181Asp, Val166Ile, Leu54Pro, 

Ser139Arg, Phe51Leu a Arg165Trp. Popsané mutace zahrnovaly 7 missense mutací 

a jednu variantu posunu čtecího rámce. Všechny zjištěné varianty byly heterozygotní. 

Varianta Leu211MetfsTer6 je variantou posunu čtecího rámce, která se se nachází ve 

vysoce konzervované oblasti (phyloP100way=10). Vede k posunu čtecího rámce 

a vzniku pěti abnormálních aminokyselin a vzniku předčasného stop kodonu v oblasti 

páté transmembrální domény, což označuje zkrácený, a tím pádem i méně funkční, 

MC4R (Lee et al., 2008). Nosičem této varianty je 14letý chlapec, který podstoupil 

ozdravný léčebný pobyt v lázních, kdy na začátku léčby bylo jeho z-BMI 2,44 a po 

skončení léčby 2,09. 

Missense varianta Ile185Phe se nacházela u 10leté dívky s z-BMI 5,18 a neustálým 

hladem, kdy ani jeden z rodičů neměl BMI mimo normu. CAD skóre bylo stanoveno na 

27, což označuje variantu méně stabilizovanou selekcí, a tím pádem způsobující nemoc 

častěji, nežli je náhoda. Varianta Ile185Phe již v minulosti byla popsána u obézních 
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pacientů a vykazuje sníženou aktivitu cAMP, a s tím asociovanou ztrátou funkce MC4R 

(Bonnefond et al., 2016). 

Gly181Asp je popsána v několika studiích jako varianta s úplnou ztrátou funkce. Ve 

funkční studii se tato varianta nevázala na radiově značené 125I-NDP-MSH, což 

naznačuje, že exprimuje málo správně složeného receptoru na povrchu buňky, nebo že 

aminokyselinová změna v receptoru změnila schopnost vázat se na 125I-NDP-MSH 

(syntetický peptidový ligand). Studie také naznačují, že hladina povrchové exprese je 

v porovnání se standardní alelou dramaticky snížená (Xiang et al., 2010). Gly181Asp 

bylo nalezeno u 11leté dívky s z-BMI 2,15. Tato dívka byla zahrnuta v souboru COPAT 

Intervence, což znamená, že podstoupila lázeňsky redukční pobyt. 

Exprese Val166Ile v savčích buňkách ukázala, že množství mutantního receptoru na 

povrchu je výrazně sníženo oproti standardní alele (WT), ale zároveň vykazuje nižší 

EC50 při aktivaci αMSH než WT a má sníženou inhibici agonistou AGRP v porovnání 

s WT. Toto naznačuje, že Val166Ile způsobuje hyperaktivní signalizaci sytosti 

způsobenou αMSH, zatímco neefektivní AGRP inhibice nespustí příjem potravy.  

Jelikož je tato mutace nacházena u morbidně obézních jedinců, je složité určit, jaká je 

rovnováha mezi nízkou expresí na povrchu buňky a zvýšenou aktivitou receptoru 

(Rovite et al., 2014). V naší studii byla varianta Val166Ile nalezena u 14leté dívky s z-

skóre 2,39. Tato dívka taktéž podstoupila léčebný redukční pobyt lázních a její z-BMI 

po 6 měsících od ukončení léčebného pobytu kleslo na 2,33. Hmotnostně probandka 

zhubla ze 100,3 kg na 99,2 kg. Studie zkoumající vliv změny životního stylu po dobu 

jednoho roku u dětí s mutacemi v MC4R dospěla k závěru, že ačkoli účastnící byli 

schopni snížit svou hmotnost, tak po roku od této změny životního stylu děti s MC4R 

mutacemi vykazovaly podobné hodnoty jako před intervencí. To znamená, že nositelé 

variant v MC4R jsou schopni dosáhnout snížení hmotnosti, avšak již nikoliv 

dlouhodobě si sníženou hmotnost udržet (Reinehr et al., 2009). 

Varianta Leu54Pro byla nalezena u 12leté dívky s z-BMI 4,01. Hodnota BMI u obou 

jejich rodičů překračuje 30 kg/m2, nicméně rodiče nebyli podrobení genetické analýze, 

pročež není zřejmé, zdali jsou nositeli této mutace. Tato mutantní varianta vykazuje 

zhoršenou funkci transportu na buněčném povrchu, sníženou schopnost vázat se na 

radioligandy NDP-MSH a redukovanou schopnost generovat cAMP jako odpověď na 

navázání se ligandu. Celková exprese, která je složená z receptorů na povrchu i vně 
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buňky, byla značně narušená. Tato mutace je pravděpodobně spojená se změnou 

struktury v horní třetině 1.transmembrální domény (TM1). Tato změna ve skládání 

helixů může snížit strukturální stabilitu kódovaného receptoru (Tan et al., 2009). 

Varianta Ser139Arg je velice málo popsaná varianta, kdy je zmíněna pouze v několika 

málo pracích, avšak tato varianta má patrně za následek úplnou ztrátu funkce receptoru  

a porušený membránový transport (Tarnow et al., 2008). Byla nalezena u dvou sester 

s BMI nad 97. percentilem. U starší, tehdy 14leté, trvá dle antropometrických dat 

obezita od 1,5 roku viz obrázek 19.; u mladší, tehdy 9leté, trvá dle antropometrických 

dat obezita od 3 let viz obrázek 18. BMI matky bylo v době měření 35 kg/m2 a u otce 

BMI není známo. Zajímavé je, že u těchto sester byly nalezeny rovněž další mutace, 

nicméně všechny byly intronové varianty klasifikovány jako pravděpodobně benigní, 

nebo varianty s nejasným významem. I přes to nemůžeme plně vyloučit kumulativní 

efekt, těchto mutací.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 18.: Percentilový BMI graf dle věku dívky OMK1561(MC4R, p.Ser139Arg) od 

1 roku do 9,5 roku. Zpracováno programem RustCZ (Státní zdravotní ústav). 
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Obrázek 19.:Percentilový BMI graf dle věku dívky OMK 1560 MC4R, p.Ser139Arg od 1 roku do 14 

let. Zpracováno programem RustCZ (Státní zdravotní ústav). 

 

Phe51Leu je málo popsaná varianta, které se nicméně našla u obézních jedinců 

(Branson et al., 2003; Stutzmann et al., 2008). Tato varianta mění aminokyselinový sled 

a v této studii byla zaznamenána u dvou dívek ve věku 17 let z epidemiologické části 

studie COPAT. Jak je vidět z grafů viz obrázky 20. a 21., ani jedna z dívek netrpí 

extrémní obezitou, nicméně jejich BMI je mezi 90. a 97. percentilem. 

Na základě skutečnosti, že se tato mutace nachází ve vysoce konzervované oblasti 

(phyloP100way=9.32), a na základě in silico predikcí a fenotypového obrazu 
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probandek, je možno předpokládat, že tato varianta je nejspíše patogenní a přispívá 

k vyšší hmotnosti.    

 

 Obrázek 20.: Percentilový BMI graf dle věku dívky (E45-03) MC4R p.Phe51Leu. Zpracováno 

programem RustCZ (Státní zdravotní ústav). 
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 Obrázek 21.: Percentilový BMI graf dle věku dívky (E36-18) MC4R p.Phe51Leu. Zpracováno 

programem RustCZ (Státní zdravotní ústav). 

 

Varianta Arg165Trp byla pozorována u 9leté dívky s z-BMI 3,01. U této pacientky byla 

také zjištěna mentální retardace, vývojová dysfázie a neurologicko-psychické problémy. 

Tato mutace již byla popsána u obézního adolescenta (Hinney et al., 1999). Společně se 

vyskytující obezita a intelektuální postižení je spíše typická pro takzvanou 

syndromovou obezitu nežli pro obezitu monogenní, nicméně souvislost nelze plně 

vyloučit. 
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Gen POMC kóduje prekurzor, který následně prochází rozsáhlými tkáňově specifickými 

post-translačními úpravami. POMC protein může být následně štěpen na 7 peptidů, 

adrenokortikotropní hormon, α-MSH, β-MSH, γ-MSH a další.  

Nová varianta byla nalezena u genu POMC, a to Arg154Gly. Tato varianta se nenachází 

v konzervované oblasti (phyloP100way = 3.34), nicméně in silico predikce v tomto 

případě variantu označily jako patogenní ve 12 případech. Nositelkou této heterogenní 

varianty je 10letá dívka s BMI-SDS skoré 1,9, což je na hraně mezi nadváhou 

a obezitou, což odpovídá heterogennímu stavu. Pacienti s morbidní obezitou 

způsobenou variantami v POMC genu bývají homozygoti nebo složení heterozygoti. 

Další varianta Pro59Leu byla zachycena v 6 případech u dětí s SDS skóre mezi 0,54 – 

2,3. Přítomnost této varianty u neobézních pacientů ovšem samo osobě neznamená 

úplnou neškodnost této varianty, jelikož rozvoj obezity je vysoce závislý na prostředí 

a může se projevit i v pozdějším věku. Nelze tedy vyloučit vliv varianty Pro59Leu na 

rozvoj obezity. U čtyř probandů s touto variantou genu POMC byly zaznamenány 

i varianty v jiných genech (vyšetření provedeno laboratoří). Jedná se o varianty 

v genech BDNF, SH2B1, NTRK2 a KCNJ13 viz tabulka 19. Všechny tyto varianty byly 

klasifikovány jako benigní nebo pravděpodobně benigní a jednalo se o intronové 

varianty nebo variantu v 3´ nepřekládaném úseku. 

Proband Fenotyp Varianty v genech 

OMK1522_S548_ME Obezita BDNF,POMC 

E24-13_S707_ME Nadváha NTRK2,KCNJ13,POMC 

E15-24_S377_ME Normální váha POMC 

E27-14_S755_ME Obezita POMC 

I12-26_S544_ME Nadváha SH2B1,POMC 

I02-134_S155_ME Nadváha/obezita NTRK2,BDNF 2x, POMC 
Tabulka 19.: Všechny nalezené varianty v genech u probandů s variantou p.Pro59Leu v genu         

POMC 

 

SIM1 je základní helix-loop-helix transkripční faktor zapojen ve vývoji a funkci 

paraventrikulárního jádra hypothalamu, které je klíčové pro regulaci energetické 

homeostáze tím, že interaguje s dráhami ovlivňujícími melanokortinovou signalizaci. 

U genu SIM1 byla nalezena nová varianta Gln116Ter u 14leté dívky s z-BMI 3,71; toto 

odpovídá hodnotám nad 99. percentilem viz obrázek 22. BMI otce činí 47,3, což je 

klasifikováno jako morbidní obezita; bohužel u něj nebyla provedena genetická analýza, 
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a nemůžeme tak potvrdit, zda obezita u otce je způsobena stejnou mutací jako u dcery. 

U probandky byla kromě obezity rovněž zjištěna porušená glukózová tolerance 

a acanthosis nigricans. Měla také sníženou hladinu HDL cholesterolu 0,7, kdy norma se 

pohybuje kolem 1,34-1,80. Tato mutace zatím nebyla opublikována a nenachází se ve 

veřejně dostupných databázích. Můžeme proto vycházet pouze z in silico predikcí, které 

tuto oblast vyhodnocují jako silně konzervovanou, a vzhledem k přítomnosti obezity lze 

předpokládat kauzalitu této mutace. 

 

  Obrázek 22.: Percentilový graf BMI dle věku u dívky OMK1517. (POMC p.Gln116Ter). 

Zpracováno programem RustCZ (Státní zdravotní ústav). 
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His83Tyr je varianta nalezená u 15leté dívky, která podstoupila redukční lázeňský 

pobyt. Její SDS skóre před nástupem bylo stanoveno na 2.07, nicméně šest měsíců od 

ukončení ozdravného pobytu v lázních bylo její SDS skóre 1,31. Redukce SDS 

u obézních adolescentů zmenšuje riziko kardiovaskulárních chorob již od hodnoty 

BMI> nebo=0.25. Nicméně nejlepší výsledky jsou vidět až u ztráty 0,5 a více BMI 

SDS, které vedou ke značnému snížení hodnot u klíčových rizikových metabolických 

faktorů jako jsou Triglyceridy (až -30 %) a LDL (až -15 %) (Reinehr et al., 2016). 

 U genu BDNF nebyly nalezeny žádné varianty, které by byly označeny jako patogenní 

nebo pravděpodobně patogenní.  

Celkově bylo nalezeno 10 patogenních mutací u MC4R, 7 patogenních mutací u POMC 

a 3 patogenní mutace u SIM1. 

V porovnání s jinými studiemi z Evropy je prevalence MC4R mutací u dětí ze souboru 

COPAT Intervence, která činí 0,44 %,  jedna z nejnižších zaznamenaných; podobné 

hodnoty se vyskytovaly v italské studii (0,5 %) (Miraglia Del Giudice et al., 2002) 

a slovenské studii (0,7 %) (Stanikova et al., 2015). Nicméně u dětí ze souboru pacientů 

indikovaných k vyšetření na monogenní obezitu tato prevalence činila 2,51 %, což je na 

úrovni nálezů přechozí české studie (2,4 %) (Hainerová et al., 2007), nizozemské studie 

(2,1 %) (van den Berg et al., 2011) a rakouské studie (2,45 %) (Vollbach et al., 2017). 

Mimoevropské studie, jako je na příklad studie provedená na Guandalupe, vykazují 

prevalenci mutace v MC4R 4 %; nicméně je třeba podotknout, že tato studie byla 

provedena pouze na 25 africko-karibských dětech (BMI SD skóre od 2.0 do 2.8) 

(Foucan et al., 2018). V turecké studii byly prevalence mutace MC4R dokonce až 8,5 %; 

studie byla nicméně také provedena pouze na 47 morbidně obézních dětech (BMI SD 

skóre 2.72±0.37) (Tunç et al., 2017). 

Tento rozdíl mezi souborem COPAT Intervence a souborem pacientů indikovaných 

k vyšetření na monogenní obezitu může být způsoben tím, že v souboru COPAT 

Intervence nebyly pouze morbidně obézní děti, ale i dětí s nižším stupněm obezity. 

Prevalence mutace MC4R v souboru COPAT Epidemiologie, která činí 0,20 %, je 

velice podobná výsledkům z kontrolní části francouzské a německé studie, které 

stanovily prevalenci na 0,15 % (Hinney et al., 2006; Stutzmann et al., 2008). 
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U genu POMC byla prevalence stanovena na 0,50 % v souboru pacientů indikovaných 

k vyšetření na monogenní obezitu a 0,44 % v souboru COPAT Intervence. Pro 

porovnání pak lze uvést, že prevalence POMC  v italské studii  činila  1,5 % (Buono et 

al., 2005) 3,72 % ve francouzské studii (Dubern et al., 2008)  a v norské studii 2,3 % 

(Nordang et al., 2017).  

V Epidemiologické části studie COPAT byla stanovena prevalence POMC na 0,30 %. 

Prevalence POMC v kontrolní části norské studie byla určena na (1,20 %) (Nordang et 

al., 2017) a ve francouzské studii byla stanovena na 2,20 % (Dubern et al., 2008). Je ale 

důležité zmínit, že z osmi dětí z francouzské studie s mutací v POMC, mělo pouze 

jedno BMI_SDS větší než 2. V databázi ORPHA je uvedena prevalence POMC 

deficience na <1 / 1 000 000, nicméně tato frekvence je zmiňována pouze ve spojení 

s recesivním výskytem. Takto odlišné prevalence, by mohly být způsobeny jiným 

populačním složením studii.  

V této studii byla stanovena prevalence SIM1 na 1,00 % v souboru pacientů 

indikovaných k vyšetření na monogenní obezitu a 0,14 % v souboru COPAT 

Intervence. Ve společné americko-francouzské studii byla prevalence stanovena 2,0 % 

(Bonnefond et al., 2013). V souboru COPAT Epidemiologie se žádná mutace v genu 

SIM1 nenašla. 

Porovnávání výskytu těchto variant v české populaci oproti publikovaným výskytům u 

jiných populací a etnik je zatíženo značnou chybou, a to kvůli v citovaných výzkumech 

nejednotně zvoleným kohortám s různými stupni obezity. Proto jsou data 

z Epidemiologické části studie COPAT (n=978), které odpovídají náhodnému výběru 

z české populace, unikátní.  
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11. Závěr 

 

Cílem této diplomové práce bylo stanovit mutační spektrum a frekvenční zastoupení 

jednotlivých variant ve vybraných genech spojených s monogenní obezitou, kódujících 

signalizační kaskádu melanokortinového receptoru 4. typu (geny MC4R, POMC, SIM, 

BDNF) u české obézní populace. Poznatky o prevalenci nemoci, která odráží zátěž 

nemoci v dané populaci, mohou sloužit při rozhodování o další péči o tyto pacienty. 

I. Byla zvolena časově i finančně výhodná mikrofluidní technologie přípravy DNA 

knihoven. Z 1910 vzorků DNA se podařilo osekvenovat geny MC4R, POMC, SIM a 

BDNF u 1903 vzorků DNA (úspěšnost přípravy knihoven 99.63 %) ze 4 souborů dětí a 

adolescentů a to s přibližně třetinovými finančními náklady oproti jiným komerčním 

metodám. 

II. Molekulárně genetickými metodami bylo poté identifikováno 8 různých mutací 

v genu MC4R u 10 dětí, 2 mutace v genu POMC u 7 dětí a 2 mutace v genu SIM1 u 3 

dětí. Byly nalezeny nové varianty v genu SIM1, a to získaná stop varianta a varianta 

sestřihového místa c.346C>T (Gln116Ter) a POMC missense varianta c.460C>G 

(Arg154Gly). 

III. Výsledky z reprezentativního vzorku české populace tj souboru COPAT 

Epidemiologie (MC4R 0,20 %, POMC 0,30 % a SIM1 0 %) byly porovnány s výsledky 

české dětské a adolescentní obézní populace, kde byla prevalence suspektních nebo 

kauzálních mutací stanovena u souboru COPAT Intervence (MC4R 0,44 %, POMC 0,44 

% a SIM1 0,14 %) a u souboru pacientů indikovaných k vyšetření na monogenní obezitu 

(MC4R 2,51 %, POMC 0,50 % a SIM1 1,00). Tato zjištění byla srovnána vůči jiným 

evropským i mimoevropským populacím. 

Identifikace nových variant v leptin-melanokortinové dráze u obézních dětí umožňuje 

rozšířit spektrum mutací asociovaných s monogenní obezitou a obezitou celkově. Toto 

dále přispívá k lepšímu záchytu a možné budoucí léčbě. 
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12. Seznam zkratek 

 

ACTH – Acetylcholin 

AgRP – Aguti podobný peptid 

ARC – Nucleus Arcuatus 

BBB – Hematoencefalická bariera 

BMI – Body mass index 

CART – Kokain a amfetamin regulovaný tranksript 

CCK – Cholecystokinin 

COPAT – Childhood Obesity Prevalence And Treatment 

DMH – Nucleus dorsomedialis 

DNA – Deoxyribonukleová kyselina (Deoxyribonucleic acid) 

FA – Mastné kyseliny (Fatty acids) 

FTO – Fat mass and obesity 

GABA – Kyselina gama amino-máselná 

GI – Gastrointestinální trakt 

GLP-1 - Glukagonu podobný peptid 

GWAS – celogenomová asociační studie 

JAK2 – Janus Kináza 2 

KCNJ13 - Draselný vnitřně napravitelný kanál člen 13 podčeledi J (Potassium Inwardly 

Rectifying Channel Subfamily J Member 13)  

LEP – Leptin 
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LEPR – Leptinový receptor 

LH – Nukleus lateralis 

MC 1-5 R – Melanokortinovy receptor 1-5 

MSH – Melanokortin stimulujici hormon 

NAFLD – Nealkoholová tuková choroba jater  

NPY – Neuropeptid Y 

NTRK2 – Neurotrofický receptor tyrosin kináza (neurotrophic receptor tyrosine kinase) 

NTS/DMV – Nukleus tractus solitarius/ Dorsální motorický nukleus n. vagus 

PACAP – Hypofýzový adenylat cyklaza-aktivující peptid 

PC – Pro-konvertáza 

PCSK1 – Pro-konverzáza subtilisin/kexin 

POMC – Proopiomelanokortin 

PYY – Peptid tyrosin tyrosin 

SH2B1 – SH2B adaptorový protein 1 

SIM1 – Single minded homolog 1 

SNPs – Malý nukleotidový polymorfismus (Small nucleotid polymorfism) 

SNV – Malá nukleotidový variace (Small nucleiotid variation) 

STAT – Převodník signálu a aktivátor transkripce (Signal transducer and activator 

of transcription) 

TE pufr Tris/EDTA pufr 

VMH – Nucleus ventromedialis 

WT – Standardní alela 
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14. Přílohy 

14.1. Primery použité k NGS 

Gen Sekvence 5´-3´ Sekvence 3´-5´ Délka amplikonu 

BDNF CTAAGCCAGCGCCCGAAAC CAGCTCTTCTAGTGAGAAGGATTCA 238 

BDNF GGGTCCACACAAACCTCAC GGCCGGACAGAGGAGC 190 

BDNF AGCCATGATTTACCCAAATGTTC CTGGTCTCCTCTTTGTTTTGTTT 218 

BDNF AACTGAATAATTTACCCTGTTATGT CATAGACAAAAGGCATTGGAACT 235 

BDNF ACAATTGCTGGATGTGTCTCCTA TGAAAGAAGGAAGACTTTACGTAGT 233 

BDNF GCTTTCTAGCCGACCAAACAGAA GCTGCAGAACAGAAGGAGTACAT 225 

BDNF TGGTCACAACTGAAAATGTTTTGCT GCCAAGGAGTGAAGGGTTTTAGA 230 

BDNF TCATGTCACTGGCAATGTGGATT TGACACTCGTATAAGCATGGAGA 235 

BDNF CCCTGGTTTCCTCAAGTCTAGTT AGTGCCTACATTATCTAACTGTGCTC 231 

BDNF TGTCATGAAAACAATGTGTCTGG AGAAAAGTTGAGCTTTCTTAGC 187 

BDNF TGTTAAGCAACATGTCAAGATTT GCGGATATTGCAAAGGGTTATT 231 

BDNF CTGTTTTCTGAAAGAGGACAGTT ACAGTACAGTGGTTCTACAATCT 220 

BDNF AGTCTTAAAGCAAGGAACACACG AAACTTAACCGCATCAGAAGCCTA 216 

BDNF ACATAGGTCCTTCCGTCAAAAGC GAGATGGGGAAAGAATTCCTACAA 226 

BDNF GACTAACCCGAGTCAAGAATCCC CCAGGAATTGAGACTGAAGTGGAC 238 

BDNF ACTAAGCAACAACTGCAAGTGTAA AGAGTATCTCTGTGGGAAGAGGA 222 

BDNF TTTTCAGGTGTGAAATGGGCTGA GGTGCCTTGCTCAATGGAAGAG 236 

BDNF TGGGCCTTTCTAGCTATGTGATG GGGAGCCCTGAGTTCTAACATAAA 238 

BDNF TTCTGAATGTCCAGACACCTTCC TGTGGCATTTGTGATCATGAGATT 232 

BDNF GCTTCGAGGGGTGTTCCAG GCGGGAAGGTGTGTCTGTG 227 

BDNF AGCAGATATTCCAAGCATTCCTTAC AGGGTGAGGGATAAGCAAAAGAG 233 

BDNF CAGCCTTCATGCAACCAAAGTAT GTCTGGTGCAGCTGGAGTTTAT 225 

BDNF AAGTTGTGCGCAAATGACTGTTT ACCATTAAAAGGGGAAGATAGTGGA 226 

BDNF CCCAGAACCCCCAGATTTTAT TTCACCATGTAAAACAAAAAACAA 222 

BDNF TTGCAAACATCTTCACAACATACA TTTACTGCTTTTAACTTCTGATAGCG 240 

BDNF GGAAAAGGAACTGTGTTTCTGC TTCTAAGCATGTTTGCTATTCGT 240 

BDNF CCCCTAAGCCAGTAAAGCAATGA TTGCATGCTGCTTTAATTGTGAA 233 

BDNF AATTCCACTGAAACGTGGAGGTA GGATGCAAAAATAACCCGAAGGAC 221 

BDNF CCCCAAAACTCCCACACTCTATT GCGAACTAGCATGAAATCTCCCT 224 

BDNF CAAGGCCACAGACATTTACTTAC TCAGTGGCTCTTTTACCCAATAA 239 

BDNF TGGCTTTTTCTGGCTAATACACAC GGGACTTCCCAGGAAACTTCAAA 216 

BDNF AAAGGCACTTGACTACTGAGCAT AGAAGCAAACATCCGAGGACAAG 240 

BDNF GGCCTGCCCGAGAGTGT TAGGCTAGGAATCCTTCCAGGG 239 

BDNF CCCACTACGCAGGTCACAC TCACGTAAACAGCGAGGTTAGTC 233 

BDNF CCATCCTGTTTTACAGGTAAGGAA CATGACATTAGCCCCAGGCATAG 216 

BDNF AGAGGCCTTCGTTTTGGAATGTC TGTAAGCAAAAGGTAGAGCCCTG 216 

BDNF ACAGGTGATGGAAGAAACTGGAA CATGACTGTGCATCCCAGAAGA 230 

BDNF CGGGGCCTGTCCTCAC GAGTTGAAAGCTAGGGGAGC 240 

BDNF CTCTCCATGAACAGACAGGATGG TTGGTAAGGGAAAAGGGAACAGG 234 

BDNF GTCCGGAAAGGACCTTCTACTCC gctGGATGCTTCTTTCTGGGTTT 231 

BDNF TACAATAGGCTTCTGATGCGGTT CTTTGTGGCAGAAGTGTTTCAT 226 

BDNF CATGCAGTGTTTCCCCCAAGAT TGCAAAGGACCATGTTGCTAACT 239 

BDNF GGATCCCCCAGTCAACTCTCTC GGGCTTTAATGAGACACCCACC 217 

BDNF CCCAACTGCCCTGCTATGTA CAAGGCGAAGGTTTTCTTACCTG 240 

BDNF CTGCAGCCTTCTTTTGTGTAACC GATGCTGCAAACATGTCCATGAG 239 

BDNF CGGTGGGTGTCTCATTAAAGCC TTTGACCAATCGAAGCTCAACCG 227 

BDNF CGAAAGTGTCAGCCAATGATGTC CTTTCTCCCTACAGTTCCACCAG 225 
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BDNF CTCAATGAGGGGACCAAACT GATAGGAGTCCATTCAGCACCTT 222 

BDNF ATTGATAGTGGAAATTGCATGGC GCACTAGAGTGTCTATTTCGAGGC 238 

BDNF CCATGTGGCCCATCTGATTGTAA AAGAAGGAGAACTTGAAGCCACA 232 

BDNF ACAAATTGAAATTCTTTGCTGATGGT GGGAGCCTGAAATAGTGGTTCTT 236 

BDNF CTCTCATGCTCTCCCTCTACCT CTAGCGGTGTAGGCTGGAATAG 234 

BDNF CGCTCCCCTAGCTTTCAACTC TGCGCGAACTCTGTTTAAGCC 216 

BDNF TGCTGGAAGGTAATGTGTCTTGT TCAAAAGGAAACGTGTCTCTCGG 233 

BDNF ACTGTTCTCCATGCTTATACGAGT CTCATTCTTTGGGCGTTGGTCAG 216 

BDNF AAGACGCTTTTTAAGGGCGACAC GTGACAAACCGTAAGGAAGTGGA 232 

BDNF CGCCGTTACCCACTCACTAATAC GTTCGGCCCAATGAAGAAAACAA 222 

BDNF gcgctaccgATACCCGTTC CTGGAACACCCCTCGAAGC 208 

BDNF TGTAATCTCCCCTTCTTCTTGCC AACCCACATCTCTACCCATCCTG 230 

BDNF ATTATCCAGAGGTGGGATGGTGG TGCGGGAGGAATTTCTGAGTG 240 

BDNF GCATTTCCCAAAGTTAACCCAGT ACCCTGTGTCGCCCTTAAAAA 217 

BDNF CCATACAGAAGCGTGTGGGTAG TCCTCCTGCATTAAGCTACAAGT 239 

BDNF CAGAAGACAAAGCAACTGGCATC ACTCCTCACTTTCTCTGGGAACT 229 

BDNF TCTTCCCCTTTTAATGGTCAATGT TCCCTGTATCAAAAGGCCAACTG 233 

BDNF ACAAAGAGACCACAGCAAGACTTTA AACAACCCCCCATCACAAACTTA 238 

MC4R AATTGAAAGCAGGCTGCAAATGG TAGCCAAGAACAAGAATCTGCAT 224 

MC4R CATGCCTGCTGTGAGTAAATGTC GCATGGCAGCTTCAAGGAAAAT 223 

MC4R TTATTAAGAACCCAGCCAGTAGT GCACCTTTTTTCAGCTATAACAC 205 

MC4R ATGGATATTCTCAACCAGTACCC ATCGATCCTCTGATTTATGCACT 234 

MC4R ACAGTGCCTACAACCTATAACAT CACGCAATATAGGAACATGCATAA 233 

MC4R CTCACATCGGCTGCCTCTC GCTTCTGCATCTGAATCTGTGTC 235 

MC4R CTGCTCTTTGCTTTCTTGTTCTC TCCACACATCATAAAAATCAGCA 221 

MC4R AAGGTAATCGCTCCCTTCATATT ATAAGTTGTATCTGGGCAGCTT 233 

MC4R AAGTCTGAAGTCGAGAAGCAAGC AGTATCCTAGCCAAAAAGCAGAGT 229 

MC4R GGTGAAGAACATGGTGATGAGG GTGATCTGTAGCTCCTTGCTT 228 

MC4R CTATGTTACGAAAGCACGCAAAGT TGCCCAGTCTCTGTATTATTTCCA 180 

MC4R GCTTCCTTCTGACCAATCCCAAT GCTGCCTGAAGATAGCTTGTTTT 226 

MC4R CACAAACACCTCAGGAGAGACAA AGGAAATAACTGAGACGACTCCC 231 

MC4R CATTTGAAACGCTCACCAGCATA GCAGTTACAGACTGCACAGCAA 237 

MC4R AGACATGGTATGGCTGGAAGAAC CAGAATGCAGCTTATTATTTTCCTGA 217 

MC4R TGCTCTGTCCCCATTTAATATCT CCCCATTCTTCCTCCACTTA 238 

MC4R CACGGTGGGTGGAGTTC AGCCCAAGATTTTAAAGTGATGATG 240 

MC4R AGACATCATGTGTGTGTGTAAAATGA ACATAGTTCTTCCAGCCATACCA 218 

MC4R CATGAAGCACACACAATATGGAT TTCTCTCTATGTCCACATGTTCC 217 

POMC GAGACGTCCTCGCGCTTC CACGGGCTGCCCTCAT 227 

POMC CCAAACTATCTGATCCCTCGAA TAAAGCTGCCTGTAGTTAGGAAA 238 

POMC ATGGCAGGATTTGAAGAGGATGC CCACCTGGTTAAGGGAAATTTGG 240 

POMC CTTCTTGCCCACCGGCTT AAGTACGTCATGGGCCACTTC 234 

POMC GGACGGGGACAGGGGAT CTGCCGGGAAGGTCAAAGTC 218 

POMC AGAGCAAGGGGCTTTGGG GTGGCGGCCGAGAAGAAG 236 

POMC CAGCTCCAGTCCCATCTAATGTC CCCACCAATCTTGTTTGCTTCTG 232 

POMC CTCTTCTTCCCCTCCTTCGC CGCCTTCGGCAGGACAG 232 

POMC TCAAAGTCAGAGGTGGATGTGAAA GCTGTTCAAAAACGCCATCATCA 228 

POMC CGTCGGGGCCATCTCC CCCCGCAGCGATGGTG 211 

POMC GGGAGACGCGCTGGAAAG TATTTACCGCCAAATGCGAACC 240 

POMC CAGCGGAAGTGCTCCATCC GGCGCCCAGTGAAGGTG 223 

POMC AGGTTGCTTTCCGTGGTGAG AATGTTGGCTCAAGGTCCTTCCT 234 

SIM1 CTGTCCTCTTGCGAGGGATTTA GCGCCTGCATTCATCCT 240 

SIM1 TTGAAACCACAAAGAAGTCAGTTT ATTGCATTGTGACTATCCAGTGA 224 
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SIM1 TTTAAAGTAGGTATGGCAGGTGA TGCCAAATGTTGAGAAACATGAA 217 

SIM1 CCATCTCTTAACTGTTCTCATGC GGAATAATAGTGAACTGGCTTCG 227 

SIM1 CCCAAAATGGTCAAATGCTCAAT ATACAAGATTTCCGCCCTCAAGA 218 

SIM1 GCTTTCCTTAGCTGTAATCTGTT AGGGTGAATTCTGAGATCACTTA 237 

SIM1 TGAGGATCACTGGATAGTCACA ACATAGCACTAGCATTCAGGGTT 196 

SIM1 GTCATCAAATGTCTTAACTTACCT AGATTGACCCAGTTTTAAGTACA 185 

SIM1 CAATGTCACTAAAAACTATACATTGC AAGAAATGAAATTGGCCTGGAAA 240 

SIM1 ATTGAGCCTAGTATCTGAAGTGT GACATCAGTGACCAGAGAAATG 225 

SIM1 ACTTTCAATTAGAGATCATATTTGGC GATACCCTGAACGACCCTC 226 

SIM1 AGCAAAGTTGCAATAAACAAAACT CTCAGAGTTCCTTCTCTAGGAC 240 

SIM1 AAACCACACATAAGTGAATCTGC ATAGGTAGGTGACAATCTGAACG 230 

SIM1 TCAAGTTCTGCCAGTACATTCCC GCTCCTTTAGGCAGGTTACAGTT 229 

SIM1 AGCACTATCTGTACAACCCTTAC TTATGTAAATGTCAAGTTTTTGTGAA 231 

SIM1 TTCACTGTTTTCCTTCTCCCTCC GCTGGTCTTTTACTGCCATCAAT 229 

SIM1 ATCTTTCTGTGTGAAATCCCGAA AAAGGATTTTCTTTGGAAGCATCATA 240 

SIM1 ATCATTATGAAAACAGGATGTATGT TTCAGTGCAATCTATCAGTCCTA 233 

SIM1 ACCCAGTACTCATCTTTCATATT GCCCAAAACTCTTGCCATATTTA 186 

SIM1 CTGCGGTCCGAAAACTGTC GCTGTTTTTTGTTTGTTTGTTTTCTC 239 

SIM1 TGGTCACCCCTTGGTATAAACAG CCAATCAAATGCAGATAAAAAACCCA 180 

SIM1 TGAAGTGTCTACTCATAATGTTTCC TAAATCTATATGGGGTTGGGGTT 217 

SIM1 TCCACAATTAGTTCCACAGTAAG ATAAAATGTTTGAATGCCCAGAT 222 

SIM1 CTCCTGCTGTCTGATGAGGAGAT CCCACCAACAGGTGAAGTCTG 233 

SIM1 TTCTCAGGATCTATTTGCCAACC TGAACAAGTATGCCTGAATTTACT 240 

SIM1 TATCACAGAACATGAACGCTGGG gctaagagcAGTACTCTGAAGGAA 237 

SIM1 CGATGGAAACAATCTAGCCCTAT TTAATGTCACAATCACTACAGGT 234 

SIM1 CTGAGGAGCCAGCCTTTT GTTTTTGGAATTGGGACGAGTG 237 

SIM1 ACAGAGTCAAAGAAAATTACCCA CCTCTAATTATATGGGAACCAGAA 238 

SIM1 ACTCAAAGTGCATATTGGTAACT TGCAATGTATAGTTTTTAGTGACAT 238 

SIM1 TTCTACAAAACCTTTAGCATTCTT GGACTTGAGTATGTGAGAATTTGA 229 

SIM1 AGAGCTAAAATGGTTCCTGTTTCT TGATATCTTGCAAAGTGTTCCCA 238 

SIM1 GTGAAAAATTACCTCTTCCTGATTGT TCTTTGACTCTGTCACACTAAACT 218 

SIM1 TGGCAAAGTTATGGAAATCAAGAAT TGACCCAAGGTAAGTTAAGACATTTG 239 

SIM1 TCTATCCACACCTGGCAAAAAA CCTCCCCATCAATACTTTCTCTT 216 

SIM1 TTCAAACCATGTCGCCAAAAA CCCTGCAGAGACACAGAATACAA 229 

SIM1 TCTCTCTGCTGGATATGGTCACA CCACATGAACCCAGCAAAATTGA 239 

SIM1 AGCATTATTCCTTCTGATTACTCTCA TCACAGATGGGTATTTCTGGTGG 220 

SIM1 AAATGGGAACACTTTGCAAGATA ATGAGTAGACACTTCAAAAAAGATAA 236 

SIM1 AGTTACAGGTAGGGCCAAAATTA CATATGTGCCAATGTGACAAC 231 

SIM1 TATAATTGATCCTCATCCCCCAT TTACACAGAAAAACCACTTGCTC 216 

SIM1 CCCCCTACCCCTGCTTCC CACTAACTTCTGTCCTCCTGCTC 236 

SIM1 TTTCAGCAAAACATCAGCTTCCG CTCTCCAAACTGCTTTGGCTCTC 233 

SIM1 GCCATATTGCAAAAAATGTAAGC TGCTCTTTAAAATGACATGACCA 218 

SIM1 CAGGCACTCAGACCCTCAAAG GGCACTCGGGTAATACAGTCG 227 

SIM1 ATCATATTTTTCTGTGTGCGTAT AATGAATGACAACAGTTATGGAC 227 

SIM1 CCTGTGGCGCTCACTTATACAAA TGCTGTAAATGCAAAAAAGTGCAA 227 

SIM1 GTTTCAGAATCTGCGAATGTCTT TTTTGTCCAGTAAAAACCAGGAG 238 

SIM1 GTAGTCCCAGAGGTAGGGACATT GTGTCACACGACCTGAGCTTC 222 

SIM1 TTACCTGAGGGTATGGGGAAGTC TTCCTATGGTGGCTGATTAAGGG 217 

SIM1 TTGATGTGTGTCCCAATATCTCA AAACTGACTTCTTTGTGGTTTCA 233 

SIM1 CTGGATCATGAATTGGAGGAGGG GCTTGTGAGTGGCATTGAGGG 236 

SIM1 TAAATCTTGCTATTTTTCTTCTCTGT CTGTGATAGAGCAGAACTGAACTTA 216 

SIM1 TCAGAAGATTTCTTTATCTGTGCT TGGGCAGAGAATCCCACTTA 225 
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SIM1 GCAAAGTCACTTACCTTCTGGGA GCGGAGCTTAAGTTGTGAGAAGA 230 

SIM1 ACTTAAAACTGGGTCAATCTACCA AAGAACCAGGGAAAATGAACTGA 239 

SIM1 GTCAAAATTTATCTATTCTGGTTCCC AGTTTAATACCCCATTACCAGCA 204 

SIM1 GCCTCTCCCACACCACC TTCATGATCCAGAAAAGGGAGCC 221 

SIM1 CTTTCTGGGGAGGCCTTTGT CTGGCTCCCAGCACGAC 238 

SIM1 GTCATGTGGCACTTCACTGGT CCTGGAGTGCTCAATTGGAAGTA 228 

SIM1 GGACATAGTTGACGCTGACGATA TCTTACCACCAGGGATTGCATTT 223 

SIM1 GCCACGACTAATTGGGGAAAAAC GTCCCTTCACCGGGCATTC 239 

SIM1 CTCATTTTGAATGTCACCTCAGC GAAGTTTCCCCAATCTTTCTTGG 229 

SIM1 AAACATTTTGCCTATTCCTTCAGAG TCAAACCAATTCACCCAGAAAAAAG 229 

SIM1 GTGAGGACCTTAGTGAAGCAG GGACAAAGCATCCATAATCAGAC 220 

SIM1 CCAGAAAGATGAGCTTCATGTCC CTCTTCCTACCTGTGGCTGAGT 240 

SIM1 CAAGAACAGTGTATTGATGGCAGT TATGTCGATTTTCCGAGGACCAG 234 

SIM1 TATCTGACCTGTAGTGATTGTGA ACATAGCTCATGGTTTTGTAGAAT 229 

SIM1 ATGCTGAGCCCTTAAATTGTGTT GAGGTAATTTTTCACCTTGCTTTTCA 216 

SIM1 GCCCGAGCCTTGTCTAACC GACCACCAAGTACTACAGGTTCC 226 

SIM1 CTGCTTAAGTCACAAAGCATCTA TAATTTTGGCCCTACCTGTAACT 221 

SIM1 TGGGCTCATAGGATAGACGGAAA CTTCGACGGCTGCTACCAAAAC 233 

SIM1 AACCTGCCCAGGGCCTAAT GTGAGGCAGGCAGGTACTTC 210 

SIM1 AACCCTGAATGCTAGTGCTATGT ACAAGGACACAAGGGAACATCTG 220 

SIM1 AGCACATTTTTATGTATCCCCAA GTGCAGCAACATATTTCCTCATA 225 

SIM1 CCATTTCTTTTAGCTTCTGTCCC TGGAATACATAAAATGGAGTTTTGA 216 

SIM1 GTTACCGGGTGTAAGTTTAACAG CAATTATAACACACACACACACA 240 

SIM1 AGTTTCTAATGGTTTCGCTGTCAT GCACTATCTCGGATAAGTAGTCCC 229 

 


