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Abstrakt

Tato diplomova prace je zaméfena na stanoveni muta¢niho spektra a frekvencniho
zastoupeni variant u genil zapojenych v signaliza¢ni kaskad¢ melanokortinového
receptoru 4. typu. Mutace v genech signaliza¢ni kaskddy MC4R mohou zpiisobovat
takzvany monogenni typ obezity, ktery je krom¢ mutace v jednom genu charakterizovan
obezitou s Casnym ndstupem a hyperfagii. Vzhledem k novym moznostem 1écby je

dualezité zjistit, jaka je frekvence vyskytu mutaci u ¢eské détské a adolescentni populace.

Teoreticka ¢ast prace je veénovana popisu energetické homeostaze a leptin-
melanokortinové drahy. Do prace je také zahrnuta fyziologie hladu a sytosti, jakoz
1nejCastéjsi pfi€iny a geny zpusobujici monogenni obezitu. Zminény jsou také
populacni rozdily v genetickych predispozicich u monogenni obezity, a to u genil

MC4R, POMC, SIM1 a BDNF, které byly cilem této prace.

V praktické ¢asti byla provedena genetickd analyza 1910 vzorkl ceské adolescentni
a détskeé populace. Pomoci sekvenovani nové generace bylo identifikovano 12 riiznych,
pravdépodobné kauzalnich, variant. Pfesnéji 8 riznych mutaci MC4R, 2 mutace POMC
a 2 mutace SIM1. Jednd se 1 o dvé doposud nepopsané varianty ¢.346 C> T (GInl16Ter)
v genu POMC a c.460C> G (Argl154Gly) v genu SIM].

Molekularné genetické testovani obéznich déti a adolescentl muze vyrazné€ prispét
k pochopeni mechanismu vzniku monogenni i1 polygenni obezity, jakoZto i k nalezeni
novych, potencionalné patogennich, variant. Prace napomohla v mapovani popula¢niho

vyskytu v ¢eské 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, SIMI1 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 (GIn116Ter) in POMC gene and ¢.460C> G (Argl54Gly) 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. Uvod

V poslednich letech dochéazi v globalnim méfitku k narustu prevalence obezity, a to bez
ohledu na pohlavi, rasu, socioekonomickou skupinu ¢i etnickou pfislusnost, ¢imz se ji
dostava pandemickych rozmér. Hodnoty body mass indexu (BMI) > 30 kg/m?, jenz
definuje obezitu, dosahuje celosvétové jeden z osmi lidi. Hodnotu BMI > 35 kg/m?
s nejméné jednou komorbiditou spojenou s obezitou, nebo BMI > 40 kg/m?, je mozno

pozorovat u 2 az 6 % celosvétové populace.

[ 24

se projevuje jiz ve velmi Casném veéku a pacientim zplsobuje zavazné zdravotni
1 psychické obtize cely jejich Zivot. Je dulezit¢é zminit, ze klasické pfistupy lécby
obezity, jako jsou restriktivni diety nebo bariatrické operace, maji na tento typ obezity

minimalni 0¢inek.

Nicméné s vyvojem védy a mediciny se objevuji novd a u¢innd farmaka, a je proto
dalezité zjistit, sjakou frekvenci se v Ceské populaci adolescentli objevuji mutace

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

Dle recentnich udaji témét 56 % ceské populace dosahuje hmotnosti pfevysSujici normu,

z ¢ehoz 17 % trpi obezitou (Puklova, 2018).

WHO obezitu definuje jako abnormalni nebo nadbyte¢nou akumulaci tukové tkang,

ktera piedstavuje zdravotni riziko (WHO, 2022).

1.2. Zdravotni dopady obezity

Vliv obezity na zdravi ¢lovéka je velice dobie znam. Obezita vyrazné zvysuje riziko
metabolickych nemoci (diabetes mellitus 2. typu ¢i nealkoholova tukova choroba jater
neboli NAFLD), kardiovaskuldrnich onemocnéni (infarkt myokardu, hypertenze),
muskuloskeletdlnich onemocnéni (ostheoartritis), Alzheimerovy choroby, deprese ci
nékterych typt rakoviny. Kromé zdravotnich obtizi mize obezita ptispivat ke snizovani
kvality Zivota, nezaméstnanosti, snizené pracovni produktivit¢ a piedevSim ke
zkracovani zivota jedince (Blither, 2019). Mezi dalsi rizikové faktory patii rozlozeni
tukové tkané; zvlasté rizikova je abdominalni obezita, kterd neni zavisla na celkovém
BMI, nybrz je definovana obvodem pasu a to hodnotami nad 102 cm u muzl a nad 88

cm u Zen (Kim et al., 2019).

Obezita je komplexni chorobou, ktera je ovliviiovdna nejen faktory enviromentalnimi,
ale 1 genetickymi, které poté spole¢né ptispivaji k dysbalanci mezi pfijmem a vydejem
energie, a vedou k nadmérnému mnoZstvi tukové tkan€. Jako enviromentdlni vlivy
mizeme zminit nadmérny piijem kalorii a/nebo nedostatek pohybu. S pokrokem
v molekuldrni biologii a genetice, pfedevSim pak v genetickém sekvenovéni, bylo

objeveno mnoho gent, které obezitu mohou ovlivilovat nebo ji pfimo zplsobuji.

12



1.3. Role socioekonomického statusu

Vzestup prevalence obezity byl zaznamenan nejdiive ve vysoce piijmovych zemich
v 70. letech 20 stoleti; nasledn¢ se zacala zvySovat prevalence ve stfedné piijmovych
a nizkopfijmovych zemich. VSechna tato data naznacuji, Zze se mira obezity shoduje,
resp. roste, se zlepSujici se ekonomickou situaci obyvatelstva. Obrovska heterogenita
v prevalenci obezity mezi zemémi nicméné neodrazi pouze ekonomické, ale i etnické

a jiné rozdily (Bliiher, 2019).

1.4. Leptin-melanokortinova draha

Soucasné studie naznacuji, ze centralni nervova soustava hraje kliCovou ulohu v rozvoji
regulace energetické homeostaze. Funguje rovnéz jako kiiZzovatka signélu z perifernich
organli a celkové dietarni situace. I mald odchylka v této ose miize mit potencialné
zavazné dusledky, a proto je nutnd precizni kontrola a koordinace energetické

homeostaze.

Leptin-melanokortinova drdha byla objevena jiz vroce 1961, a to konkrétné jeji
zapojeni do regulace pigmentace kize. Klicovy objev pro roli této drahy v energetické
homeostazi ptiSel az vroce 1997, kdy byly naklonovany melanokortinové receptory

3 a4 (MC3R a MC4R) (Haskell-Luevano, 2006).

Cirkulujici leptin se dostava hematoencefalickou membranou do hypothalamu a vaze se
na dlouhou isoformu leptinového receptoru. To spousti nasledujici kaskadu udalosti.
Leptin se vdZe na svoje receptory na neuronech hypothalamu, které co-exprimuji
Neuropeptid Y(NPY) a aguti podobny protein (AgRP) viz obrdzek 1.; pravé vazbou
jsou tyto orexigenni proteiny inhibovany. Navazani leptinu také stimuluje expresi
anorexigenniho proopiomelanokortinu  (POMC) a kokainem a amfetaminem

regulovaného tranksriptu (CART) (Beckers et al., 2009).
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Obrazek 1.: Leptin-melanokortinovda draha (Shen et al., 2017). PACAP: hypofyzovy adenylat
cyklaza-aktivujici  peptid, FA: Mastné kyseliny, PYY: peptid YY, CCK: cholecystokinin,
BBB:hematoencefalicka bariéra, NTS/DMV: nukleus tractus solitarius/ dorsdlni motoricky nukleus n.
vagus, PVH nukleus paraventrikularis,

1.5. Leptin

Objev leptinu vroce 1994 pfinesl prvni piimy dikaz o hormondlnim systému
regulujicim télesnou hmotnost. Mutace v 0ob genu u mysi (gen kodujici hormon leptin)
vyvolalo Gplnou absenci leptinu a zptsobilo ¢asné nastupujici morbidni obezitu; ob/ob
mysi maji také hyperglykémii, hypothyroidismus, dyslipidemii, defektivni T-butikami
zprostfedkovanou imunitu a jsou neplodné (Moon et al., 1997). Relevance téhoz genu u
lidi byla potvrzena v roce 1997, kdy byla poprvé popsana vrozenad deficience leptinu

zpisobujici casné nastupujici morbidni obezitu s hyperfagii (Oswal et al., 2007).

14



Leptin je cytokinin L. typu a je pfevazné sekretovan bilou tukovou tkédni, jmenovité
diferencovanymi adipocyty, aby signalizoval energeticky stav téla. Uplatiiuje se
predevsim jako signal sytosti v hypothalamu. Poté co se leptin navaze na sviij receptor
aktivuje janus kinazu (JAK?2), ktera poté fosforyluje tii tyrozinové zbytky v leptinovem
receptoru, coz indukuje fosforylaci STAT transkripcnich faktort STATS a STAT3. Tato
aktivaéni draha zprostredkovava metabolickou vazbu mezi hladinou leptinu
a homeostatickymi drahami, které zahrnuji rist, glykemickou kontrolu i vydej kalorii

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

1.6. Hypothalamicka jadra

Kontrolni mechanismus se nachazi v pfednim mozku, a to predevsim v nukleus arcuatus
(ARC) na spodiné hypothalamu. Dalsi oblasti zahrnuji nucleus ventromedialis (VMH),
nucleus dorsomedialis (DMH) a nukleus lateralis (LH) hypothalamu; vSechny uvedené
jsou umistény v blizkosti tfeti mozkové komory viz obrazek 2. Mlizeme tam lokalizovat
1 dvé hypothalamickd centra, centrum sytosti ve ventromedidlnim hypothalamu a

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

1.7. Nucleus arcuatus — anatomické umisténi

Nucleus Arcuatus je soubor neuront v mediobazalnim hypothalamu na spodiné treti
mozkové komory v blizkosti eminentia mediana, které kvili svému strategickému
umisténi neni pokryto hematoencefalicou barierou, coZ umoznuje vychytavat z krve

signaly sytosti nebo hladu.

ARC se sklad4d z dvou populaci neuronti, které maji zasadni roli v modulaci piijmu
potravy, a to (i) anorexigennich neuronti proopiomelanokortinu (POMC) a s kokainem a
amfetaminem spiiznény transkript (CART), a (i1) orexigenni spolecné exprimované
neurony Agrouti spiiznéného proteinu (Agrp) a neuropeptidu Y (NPY) (Yousefvand et
al., 2020).

15



1.8. Anorexigenni signaly

Anorexigenni funkce POMC pracuje na principu signalizace pomoci a-MSH, které se
spolecné s CART navaze na MC4R receptory, coz da signal centru sytosti, kde poté
dochazi k navozeni pocitu sytosti, zvySeni energetického vydeje a zaroven 1 ke snizeni

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

1.9. Orexigenni signaly

AgRP a NPY jsou druhou populaci neuront v nucleus arcuatus, kde oba funguji jako
neurotransmitni antagonisté POMC, snizujici nebo potlacujici funkci MC3R a MC4R
a pusobici proti a-MSH. Takto funguji jako signaly orexigenni, neboli signaly hladu.
Funguji na principu navézani se NPY a AgRp na Y1 receptor (Loh et al., 2018)
a nésledné signalizace do centra hladu, ve kterém dojde k navozeni pocitu hladu, snizeni
energetického vydeje a zvySeni energetického piijmu. Hormony jako ghrelin ¢i nizké
hladiny leptinu a inzulinu jsou primarni signaly hladu a zpisobuji excitaci neuront,

AgRP /NPY.

Orexigenni 1 anorexigenni ARC neurony se promitaji do druhych neuroni v PVN
(nukleus paraventricularis), VMH, DMH a LH jadrech, které zpracovavaji informace
tykajici se energického a metabolického stavu; dale se signal promitd do dorsalniho
vagélniho komplexu, ktery zahrnuje nukleus tractus solitarius a dorzalni motorické

nucleii nervus vagus.
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» Hypothalamicka jadra
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Obrazek 2: Schéma hypothalamickych jader. Upraveno dle (Luxy, 2019)

1.10. MC4R kaskada

Melanocortinovy systém se v nejznaméjsi podobé sklada z agonistli, dvou antagonisti a
peti receptoru. Mezi agonisty fadime a-MSH B-MSH y-MSH a ACTH; vsechno jsou to

tkanoveé specifické posttranslaéni produkty pre-hormonu proopiomelanokortinu
(POMO).
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1.11. Proopiomelanokortin

POMC je polypeptidovy hormondlni prekursor prochézejici tkanové specifickymi post
translacnimi upravami, ktery predevSim poskytuje biologicky aktivni peptidy jako
melanocyt-stimulujici hormony a, B, a y, také opioidni receptorovy ligand f—endorphin
a ACTH viz obrazek 3. Prave tkanova specificita je pti¢inou Sirokého spektra produkti,
které jsou schopny kontrolovat rizné fyziologické funkce stejnym prohormonem
(Harno et al.,, 2018). Exprese leptinového receptoru v neuronech POMC byla
identifikovana kratce po uspésném klonovani ObR, coz nasvédCovalo, ze
melanokortinova signalizace je ,,downstream®™ od adipostatické signalizace leptinu

(Baldini et al., 2019).
A Stépeni POMC v adenohypofize

pCisa Y N pCis
a% av

(n-POMCProMsH) ( up ] [ ACTH s -LPH )

B Etépeni POMC v hypothalamm, kai#i a pars intermedia hypofizy

PG Y Y peis
av an
(n-POMCProMsH) (P ) [ ACTH J [-LPH )
pc2 Yy pcz Y pc2 Yy
av gv v
3-MSH (ACcTH(-17) ) (cup ) ( ytPH ) ( pEP ]
I \ cPE pcz
4% 4%

M-AT == | DA-a-MSH(, ~=— PAM

I

Obrazek 3.: Schéma Stépeni POMC. (A)V adenohypofyze pro-hormon konvertiza 1/3(PC1/3) Stepi
POMC na pro-ACTH dale na adrenokotikotropni hormon (ACTH), p-lipotropni hormon (p-LPH),
NH2-terminalni peptid (N-POMC) a spojovaci peptid (JP). (B) V hypothalamu, kiizi a pars
intermedia je ACTH ddale Stépen pro-konvertizou 2 na adrenokotikotropni hormon (ACTH) a
kortikotropinu podobny peptidovy meziprodukt (CLIP). Karboxypeptidaza E (CPE) nasledné stépi
bazické aminokyselinové zbytky z COOH konce, co umoziiuje amidaci peptidyl-glycinem a-amidacni
monooxygenaza (PAM) aby vytvorila des-acetyl o-MSH (DA-a-MSH. N-acetyltransferaza (N-AT)
konecné acetyluje DA-o-MSH a vytvori a-MSH.(B-EP) p-endorphin. Upraveno dle (Harno et al.,
2018).
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1.12. Melanokortiny

Melanokortiny obsahuji spoleCnou sekvenci His-Phe-Arg-Trp, ktera je klicovou
strukturou (farmakofor) pro biologickou aktivitu viz obrazek 4. (Ericson et al., 2017).
V adenohypofyze je POMC zpracovano na ACTH a jiné peptidy prohormon
konvertazou 1 (PC1). V kiizi a vlasovych folikulech je POMC zpracovavan prohormon
konvertazou 2 (PC2) na melanokortin stimulujici hormon (MSH). Jednim z unikatu
melanokortinové drahy je pfitomnost endogennich antagonisti AgRP, jelikoz zadni

dalsi endogenni antagonist¢é nebyli ve spojeni s g-protein spfazenymi receptory

nalezeni.
A a-MSH: Ac - SYSMEHFRWGKPV -NH,
B-MSH: AEKKDEGPYRMEHFRWGSPPKD —
Y3-MSH: YVMGHFRWDRFGPRNSSAGGSAQ
V,-MSH: YVMGHFRWDRFG
Y1-MSH: YVMGHFRWDRF -NH,
ACTH: SYSMEHFRWGKPVGKKRRPVKVYPNGAEDSAEAFPLEF

Obrazek 4.: Cervené vyznaceny opakujici se farmakofor u melanokotini. Upraveno dle
(Ericson et al., 2017)
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1.13. Receptory

P&t melanokortinovych receptorti zprostfedkovavéa rtiznorodou ¢innost melanokortinu.
Tyto receptory jsou Cislovany od MCIR po MC5R, a to dle potadi jejich klonovani.
Vsechny receptory obsahuji spolecnou 7 a-helikalni transmembranovou doménu,
extracelularni N konec, intracelularni C konec a jsou spojené tfemi extra a intra

celularnimi smyckami viz obrazek 5.

1.13.1.MCI1R

Je to klasicky MSH receptor, exprimovany ve vlasovych folikulech
a melanocytech v kuzi, ktery reguluje pigmentaci. Zajimavosti je, ze

MCIR je exprimovan leukocyty, kde zprostfedkovavd imunomodulaéni

-----

1.13.2. MC2R a ACTH receptory

Jsou exprimovany v kiife nadledvin v zona retikularis i zona fasciculata,
kde reguluji tvorbu steroidd (steroidogenezi) a proliferaci bunék. Receptor
MC2R se lisi od jinych melanokortinovych receptorti tim, Ze neni
aktivovan o-MSH, B-MSH a y-MS, ale reaguje pouze na ACTH
a selektivné indukuje produkei glukokortikoidi v ktife nadledvin (Lonati et
al. 2020). MC2R byl také nalezen v tukové tkani, avSak jeho vliv na ni neni

prozatim objasnén.

1.13.3. MC3R

Je exprimovdn v mnoha mistech v centralni nervové soustaveé
a gastrointestinalnim traktu ¢i placenté; jako fyziologicky vyznamna se jevi
nejvetsi afinita y-MSH k tomuto receptoru. Role MC3R v obezité neni
zcela zfejma, jelikoZ je spiSe indikovan jako predispozice k obezité, nez

jako obezitogenni faktor (Wang et al., 2021).
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MC3R je taktéz exprimovan v lymfocytech a makrofazich, kde

zprosttedkovava protizanétlivé ucinky agonisti MC3R.

1.13.4. MC4R

Je primarn€ exprimovan v centralni nervové soustavé a je zapojen
v energetické rovnovdze, obdobné¢ jako MC3R. MC4R rovnéz
zprosttedkovava aktivaci anti-apoptickych drah, a je spojovan
s nocirepcepci (vznik a prenos signalu o bolesti) a neuroprotekei (Kishi et

al., 2003).

1.13.5. MCS5R

Siroce exprimovany receptor pfevazné v exokrinnich Zlazach. Piitomnost
MCS5R na B-lymfocytech a T-lymfocytech naznacuje roli v regulaci
imunitniho systému a zanétlivych procesech (Moscowitz et al. 2019).
Tento receptor, stejn¢ jako MC1R a MC4R ma vysokou afinitu k a-MSH
a o trochu méné¢ k ACTH. (Wang et al., 2019).

PC2 PC1

P
1

N-terminal peptid

MC2R MCIR MC5R et S
Nadledviny kiize Hypothalamus

Obrazek 5.: Role péti melanokortinovych receptorii aktivovanych peptidy ze stépeni POMC. MC1-5:
Melanokortinové receptory 1-5, MSH — melanocyty stimulujici hormon, PC2: Prokonvertiza 2, JP:
Spojeny peptid, Endo-f: -endorfiny. Upraveno dle (Dubern,, 2015).
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2. Fyziologie sytosti a hladu

2.1. Kratkodoba regulace prijmu potravy a energetické homeostaze

Kratkodoba regulace je zprostredkovavand perifernimi  signaly z  jater
a gastrointestinalniho traktu. Bezprostiedni pfitomnost potravy v zazivacim ustroji je
detekovana receptory a chemoreceptory, které uvoliuji peptidy, a tim signalizuji mozku
neuralnimi a endokrinnimi mechanismy informace o kratkodobé regulaci chuti k jidlu

a sytosti.

Regulace zahrnuje signaly, které zahajuji ukonceni pfijmu potravy a moduluji piijem
dalsiho jidla. Signaly mohou jit pfes mozkovy kmen (aferentni signdly n. vagus) nebo

neurony v hypothalamu.

2.2. Dlouhodoba regulace prijmu potravy a energetické homeostaze

Dlouhodobé regulace ptijmu potravy, stejné jako kratkodoba regulace, zahrnuje signaly
z periferie, jelikoz nékteré gastrointestindlni (GI) peptidy ovliviiuji kratkodobou
1 dlouhodobou kontrolu nad pfijmem potravy. Mnoho z dlouhodobych signalu indikuje
metabolicky status a jsou odvozeny z tukové tkané¢; mezi ty fadime i leptin a inzulin.
Inzulin se dostavd do mozku skrze hematoencefalickou bariéru pomoci receptoru.
Zvyseni hladiny inzulinu jako odpovéd na glukozovou z4téZ je proporcionalni k tukové
hmoté. Cirkulujici hladiny leptinu jsou proporciondlni k adipozité. U lidi se hladiny
leptinu zvySuji po par dnech piejidani se a znovu se snizuji s pustem (Hainerov et al.,

2010; Kim et al., 2018).

2.3. Regulacni peptidy

vvvvvv

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

Peptidovy hormon CCK je rychle uvoliiovan z proximalni casti tenkého stieva
a aktivuje ZaludeCni a duodenalni aferentni neurony n. vagus, které jsou citlivé
na mnozstvi a/nebo slozeni jidla. Zejména proteiny a tuky v potravé stimuluji uvolnéni
CCK (Hopkins et al., 2000). Vzhledem ke kratkému polocasu rozpadu ma CCK jen
kratkodoby ucinek. U mysi byla pozorovana synergickd interakce leptinu a CCK, ktera

prispivala k snizeni ptijmu potravy (Okonkwo et al., 2020).

2.3.2. Ghrelin

Ghrelin je 28 aminokyselin dlouhy peptid, pfevazné sekretovany Zaludkem, ktery
funguje na zéklad¢ aktivace ghrelinovych receptorti v mozku, hypofyze a nadledvinéch;
jedna se o jediny znamy periferni orexigenni signal. U¢inkuje na neuronech AgRP/NPY
nukleus arcuatus, kde aktivuje tyto orexigeni builkky a soucasné inhibuje anorexigenni
POMC buiky zvySovanim vypousténi kyseliny gama amino-maselné (GABA).
Biologicka aktivita ghrelinu je zdvisla na pfitomnosti kyseliny n-oktanové (n-octanoic
acid), tedy volné mastné¢ kyseliny, kterd je enzymatickou acylaci pfipojena na
ghrelinovy peptid na tfeti aminokyselinu (serin 3). Pfi hladovéni byly zjistény zvySené
hladiny ghrelinu v plasmé; naopak piijem potravy ukazal rychlé snizeni hladin v plasmé

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

2.3.3. Glukagonu podobny peptid 1

Peptid GLP-1 je produktem posttranslacniho zpracovani proglukagonu v L - buiikach
gastrointestinalniho traktu. Je to takzvany inkretin, neboli hormon, ktery stimuluje
syntézu a sekreci inzulinu v B-bunikach pankreatu a zaroven stimuluje riist a mnozeni
téchto bunck. V perifernich oblastech GLP-1 stimuluje sekreci na glukéze zavislého
inzulinu (glucose-dependent insulin), ¢imZ inhibuje vyprazdnovani zaludku, a tim
padem zpomaleni rychlosti vstfebavani zivin do krevniho ob&hu. GLP-1 se s vysokou
afinitou vaZe na své receptory v hypothalamu, mozkovém kmeni a limbickém systému.
Tato vazba muze zplsobit kratkodoby pocit sytosti a potlaceni chuti k jidlu (Huang et

al., 2019).
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2.3.4. Amylin

Amylin je 37 aminokyselin dlouhy gastrointestindlni hormon, ktery je produkovéan
v pankreatu [B-bunkami wvné Langerhansovych ostravku. Sekrece amylinu sleduje

sekreci inzulinu, ale je také stimulovana mastnymi kyselinami a argininem. Mezi

wevr

(Hay et al., 2015).
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3. Nejcastéjsi priciny obezity

3.1. Polygenni obezita

Polygenni obezita je nejCastéji se vyskytujici pficinou obezity; je vysledkem
kumulativniho efektu mnoha genetickych variant s mirnymi individualnimi vlivy
ajejich interakci s prostiedim. Mnoho usili bylo vlozeno do rozkliCcovani faktora
podilejicich se na pfi¢inach obezity a zvlastni pozornost byla vénovana geniim
zapojenym v leptin-melanokortinove draze a jinym genim zapojenym v energetické
homeostazi. Objeveni novych lokust zptisobujici obezitu je nicmén¢ limitovano dosud
znamymi signalizaénimi drdhami, coz zapfi¢inilo posun smérem k celogenomovym
asociacnim studiim (GWAS). Nejpravdépodobnéjsi asociace byla zaznamenana mezi
BMI a FTO (fat mass and obesity) genem. Klastry malych nukleovych polymorfismi
(SNPs) byly opakované nachdzeny v prvnim intronu FTO u obéznich déti i dospélych.

Vétsina polymorfismii nalezenych metodou GWAS je umisténa v nekddujicich
regulacnich chromosomalnich oblastech, coz nasvéduje mozZnosti, Zze rozvoj
metabolickych chorob zpisobuji epigenetické variace. Studie ukazuji, ze DNA metylace

muze prispivat k multifaktoridlni patogenezi obezity (Diels et al., 2020).

3.2. Syndromova obezita

Syndromova obezita je obezita vyskytujici se spolecné s definovanym souborem
asociovanych klinickych fenotypli. Je znamo kolem tficeti mendelickych poruch

s obezitou jako variabilnim nebo stabilnim klinickym ptiznakem.

V mnoha pfipadech je defektivni genovy produkt intracelularni protein, hojné
exprimovany po celém téle a bez zndmé funkce. Nejcastéj$i syndromy spojené
s obezitou jsou Prader-Williho syndrom, Bardet-Biedliiv syndrom a Alstrom@v syndrom

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

Monogenni obezitou je postizeno méné nez 5 % vSech morbidné obéznich jedincii.
Jedna se o mutaci konkrétniho genu zapojeného ve stézejnich metabolickych procesech,
a to predevsim do leptin-melanokortinové drahy, ktera vyvola krajni fenotypovy projev,

kterym je Casné se projevujici morbidni obezita.

Mezi typické fenotypové piiznaky patii, kromé jiz zminéné casné se projevujici
morbidni obezity, také hyperfagie a Casté endokrinni abnormality jako hypogonadismus
¢i deficience rastového hormonu. Pro pacienty trpici monogenni obezitou neni
standardni 1é¢ba zménou zivotniho stylu pfili§ efektivni. Bariatrické operace byly do
nedévna jedinou moznou dlouhodobou 1é€bou morbidni obezity. Studie, které sledovaly
pacienty s LEPR deficienci, vykazovaly nejasné vysledky, kdy u spolupracujicich
vahy 1 po 8 letech od operace (Le Beyec et al., 2013). Nicméné& u pacientd s hor§i mirou
spolupréace byly dlouhodobé vysledky operace témét neznatelné a pacienti byli schopni
do jednoho roku doséhnout piedoperacni vahy. Tyto vysledky pravdépodobné naznacuji
dilezitost rodinného zazemi, pokud by mély bariatrické operace vést k dlouhodobému

pozitivnimu vysledku.

U monogenni obezity je popisovana klasickd mendelovskd dédicnost s tim, Ze vétSina
ptipadi je recesivni, tj vyZaduje dvé nefunkéni kopie genu v homozygotni nebo sloZzené
heterozygotni form¢ (jiné genové mutace na obou aleldch), aby se fenotyp projevil

(Baxter et al., 2019).
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4. Vybrané geny zpiisobujici monogenni obezitu

4.1. LEP - leptinovy gen

Gen LEP zndmy pod puvodnim oznaCenim OB (ob u mysi) je umistén na

7. chromozomu na pozici 7q31.3.

Zahrnuje 3 exony oddé¢lené 2 introny. Produkt je syntetizovan jako 167 aminokyselin

dlouhy protein, ktery musi projit St€penim na N-termindlnim konci.

Vrozena leptinova deficience je recesivné dédind, procez se Castéji vyskytuje v zemich
s vyskytem ptibuzenskych snatkl (napt. Pédkistdn ¢i Turecko). Je zndmo pouze malé
mnozstvi mutaci LEP, které zpisobuji monogenni formu obezity (Wasim et al., 2016).
Jedinci s leptinovou deficienci mohou byt 1é€eni rekombinantnim leptinem a to s velice
dobrou prognézou. Pro pacienty s LEP deficienci jsou typické velice nizké hladiny

leptinu v séru (Funcke et al., 2014).

4.2. LEPR — gen pro leptinovy receptor
Gen pro LEPR je umistén na 1. chromozomu na pozici 1p31.3.

Mutace v genu pro leptinovy receptor je taktéz recesivné dédi¢na a muze zplsobovat
velice podobny fenotyp jako u leptinové deficience, avSak s velice vysokymi hladiny
leptinu v séru. Pomoci sekvenace nové generace byly identifikovany LEPR mutace,

které se u nékterych populaci vyskytuji s prevalenci 2-3 % (Niazi et al., 2018).

4.3. POMC - gen pro proopiomelanokortin
Gen pro POMC je umistén na 2. chromozomu na pozici 2p23.3.

Nedostatecnost v POMC znamena absenci vSech posttranslac¢nich produktii jako jsou a-
MSH a ACTH. Kvuli své roli vregulaci chuti k jidlu a pigmentaci je klasickym
fenotypem morbidni obezita a rusé vlasy; deficience v ACTH vede i k nadledvinové
nedostate¢nosti. POMC mutace jsou ale velice vzadcné s autozomalné recesivni
dédicnosti. Pacienti v heterozygotni stavu nemaji tak silny obézni fenotyp a je vétSinou

bez nadledvinové nedostatecnosti (Cohen et al., 2016).
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4.4. MC4R — gen pro melanokortinovy receptor 4
Gen pro MC4R je umistén na 18. chromozomu na pozici 18q21.32.

Je to receptor spfazeny s g proteinem, ktery obsahuje 7 transmembranovych domén viz
obrazek 6. Je vysoce exprimovan v hypothalamu, kde se podili na regulaci signalu hladu
a sytosti. Pfi navazani se a-MSH na MC4R je omezen pfijem jidla. Mutace v MC4R je
nejCastéj$i pficinou dédi€né monogenni obezity a miize byt jak autozomalné
dominantni, tak i autozomaln¢ recesivni. Je zndmo mnoho mutaci MC4R, které jsou
patogenni nebo potencidln¢ patogenni; vétSina z nich jsou frameshift mutace

a zpusobuji riizné zadvazné ztraty funkce (Farooqi et al., 2009).

NejcastéjSimi  jednonukleotidovymi  polymorfismy (SNP) jsou rs17782313
ars12970134, které se nachazeji 188kB a 154 kB downstream od genu pro MC4R. Oba

tyto SNP jsou asociované s obecnou obezitou z Asijskych a Evropskych populaci. Tento

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

O castetnd @ Nejasna
@ jako WT O Nezndma

Obrazek 6.: - Melanokortinovy receptor 4, genetické a molekularni klasifikace MC4R mutaci. WT —
Standartni 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 umistén na 6 chromozomu na pozici 6q16.3.

Single minded je transkripcni faktor, ktery je siln€¢ exprimovan v nukleus
paraventricularis hypothalamu. Delece nebo heterozygotni mutace v SIM1 jsou
asociovany s hyperfagii a s neurobehavioralnimi obtizemi jako je zhorSend koncentrace,

problémy s paméti a emocni labilita (Gonsalves et al., 2020).

Studie naznacuji autozomaln¢ dominantni dédi¢nost (Ramachandrappa et al., 2013).

4.6. PCSKI — gen pro proprotein konvertazu subtilisin/kexin 1 typu
Gen pro PCSK1 se nachéazi na 5 chromosomu na pozici 5q15.

Prokonvertaza — 1/2 je neuroendokrinni endoprotedza, kterd zpracovava velké
prekurzory na biologicky aktivni produkty. Pii absenci PC1/2 je mozné detekovat
nedostate¢nost nadledvin, gonadotropinu, somatotropinu a thyreotropinu spolu
s morbidni obezitou, diabetes insipidus a chyb&jicim inzulinovym zpracovanim
(Creemers et al., 2012). Dédi¢nost PCSK je popisovana jako autozomalné¢ dominantni

(Philippe et al., 2015).

4.1. BDNF/NTKR? — gen pro z mozku odvozeny neurotroficky faktor a jeho

receptor

Gen pro zmozku odvozeny neurotroficky faktor je umistén na 11 chromozomu na
pozici 11pl4.1; gen pro neurotroficky receptor tyrosin kindzu 2 je umistén na

9 chromosomu na pozici 9q21.33.

Oba tyto geny produkuji neurotrofiny z rodiny rtistovych faktorti, zapojenych ve vyvoji
a udrzovani funkce perifernich a centralnich nervli. Neurotroficky receptor TrkB a jeho
pfirozeny ligand BDNF (brain derived neurotrofic factor) byly implikovany v regulaci
pfijmu potravy a télesné hmotnosti. Insuficience BDNF je spojovéana s hyperaktivitou,
porusenim kognitivnich funkci a ¢asné se projevujici obezitou (Gray et al., 2006; 2007).

NTKR2 patii ke gentim, které se dédi autozomaln¢ dominantné.
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5. Moznosti 1écby

5.1. Liraglutide

Liraglutide je dlouho ptsobici derivat glucagonu podobny peptid 1 (GLP-1), se kterym
sdili 97% podobnost ve struktufe aminokyselin, avSak pro velikou nestabilitu GLP-1,
kdy v krvi dochazi k rychlému Stépeni dipeptidyl peptidasou-1V, byl arginin obsazeny
v liraglutidu substituovan za lysin na pozici 34 a ptfidan fetézec kyseliny palmitové

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

Nejnovéjsi studie potvrzuji schopnost GLP-1 potlacit pocit hladu, sniZit pfijem potravy,
zpomalit gastrointestinalni motilitu a opozdit vyprazdiiovani zaludku. Mensi analogy
GLP-1, jako je tieba Liraglutide, prochazeji hematoencefalickou barierou a snizuji chut’
k jidlu ovliviiovanim GLP-1 receptori v hypothalamu v nukleus paraventricularis,
limbickém systému a zadnim mozku, stejné jako ptirozeny GLP-1 hormon (Hunter et

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

Liraglutid je obecné velice dobfe snaSen jako dlouhodoby prostiedek k dosaZeni tibytku
hmotnosti. Mezi nejbéznéjsi vedlejsi GCinky patii nevolnost, hypoglykemie, prijem,
zvraceni, dyspepsie, bolesti hlavy, zacpy, inava, zavraté, zvySené hladiny lipazy, jakoz
1 akutni pankreatitida. Prevalence nevolnosti napfi¢ studiemi dosahla az 50 %, nicméné

nasledné dochézelo k poklesu jejiho vyskytu po prvnich 8 tydnech 1éCby.

Jednou z vyhod GLP-1 receptorovych agonistl je také nizké riziko hypoglykémie, a to
vlivem stimulace inzulinu a inhibici glukagonu. ZvySena pozornost by méla byt
vénovana pacientim se snizenou rendlni nebo jaterni funkci, a to i pfes to, Ze studie
prokdzaly bezpecnost aplikace i u téchto pacienti. U mySi a potkanli zpisobuje
liraglutide nadory C-Bunék Stitné zlazy. Studie na 6000 lidech nicméné neprokdzaly

zvysené riziko medularniho karcinomu §titné zlazy (Patel et al., 2018).

Dalsi kontraindikaci jsou téhotné a kojici Zzeny, déti a pacienti uZivajici inzulin a dalsi

agonisty GLP-1.

Po subkutdnnim podani Liraglutide nastava absorpcni vrchol po 9 az 12 hodinach.

Polocas rozpadu u zdravého jedince, jakoz i u jedince s diabetem 2. typu, nastava po 13
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hodinach, coz dovoluje injekéni podévani jednou denné. SniZzeni hmotnosti pacienta

zavisi na mnozstvi latky v podané ddvce a je progresivni (Lin et al., 2020).

Studie provedena na pacientech s mutaci MC4R prokézala, ze po 16 tydnech dochazi ke
snizeni télesné hmotnosti, podilu tuku v tele, zlepSeni glukozové tolerance
a koncentrace lipidi v plazmé u pacientl s deficientnim MC4R, jakoz i u kontrolni
skupiny. U pacienti s MC4R je lécba liraglutidem spojena se snizenym rizikem
budoucich komorbidit jako jsou kardiovaskularni piihody a s tim spojend mortalita

(Iepsen et al., 2018).

Studie také prokazaly Gc€innost oproti uZziti placeba, a srovndvaci data naznacuji, Ze
ubytek hmotnosti je 0 mnoho vyss§i nez u orlistatu nebo lorcaserinu, avsak o néco mensi

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

V soucasné dobé¢ jsou nicméné platné kontraindikace pro déti, které prakticky vylucuji
vetsi nasazeni liraglutidu pro 1é€bu monogenni obezity. Otazkou tedy zustava, zdali

v tomto sméru probéhnou klinické studie (Hainerova, 2013).

5.2. Methylphenidate (MPH)

Methylphenidate (methyl fenyl(piperidin-2-yl) acetat) je psychomotoricky stimulant,
ktery snizuje pocit hladu a piiznivé plsobi na snizovani hmotnosti. Je to
sympatomimeticky 1€k hojné uzivany k 1écbé ADHD, jelikoz snizuje hyperaktivitu
a podporuje soustiedéni. Jako nejCastejsi vedlejsi u€inek byla popsana ztrata hmotnosti

az anorexie.

MPH nejspise funguje na principu Inhibice transportu a blokace zpétného vychytavani
dopaminu, ¢imz zvySuje koncentraci presynaptického dopaminu a noradrenalinovych
hladin v oblastech mozku zodpovédnych za motivaci, pocit odmény a pozornosti viz
obrazek 7.; ve vysledku vysoké hladiny dopaminu snizuji reward value a motivaci

pfijimat potravu (Leddy et al., 2004).

Studie, které zkoumaly efekt MPH u déti s monogenni obezitou, a to zejména s MC4R
a LEPR mutacemi, ukdzaly, Ze pouZziti tohoto 1éku zlepSilo jejich vahovou kiivku

a snizilo chut’ k jidlu (Brandt et al., 2020).
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2 — Benzyl piperidinovd struktura je blizce podobna katecholaminim
a fenylethylaminim s piperidinylovou skupinou substituujici amin. Podobné jako
amphetaminy MPH konkuruje s katecholaminy v centrdlnim nervovém systému (Carlier
et al., 2019). Po poziti je MPH rychle a celkové vstieban sliznici gastrointestinalniho
traktu; koncentracni vrchol nastdva po 1 az 2 hodinach od poziti. Rozpadovy polocas se

rizni a jedna se o interval od 2 do 7 hodin.

Lék dobife prochazi hematoencefalickou bariérou do mozku. MPH je metabolizovan
esterifikaci enzymy GI. Latka je rychle odstranéna jako kyselina ritalinova, procez

nenastava zadné hromadéni aktivni latky v téle.

Jako nezadouci ucinky byly popsany psychické poruchy, arytmie, dilatace zornic,
vypadavani vlast, deprese, anorexie, bolesti hlavy, snizené libido, nespavost, tizkost
a hypersenzitivita (Statni ustav pro kontrolu 1é¢iv). Vzhledem ke své podobnosti
k amphetamintim je MPH latkou podléhajici mezinarodni kontrole a pifi dlouhodobém
pouzivani je u MPH riziko vytvofeni navyku a i mozné fyzické zavislosti (Morton et al.,

2000; Rappley, 1997).

Presynapticky neuron

Transportéry zpétné vychytavajici
monoaminy

Monoaminové neurotransmitery

Postsynapticky neuron

Obrazek 7.: Mechanismus fungovani MPH v dopaminergnich a adrenergnich neuronech. MPH se
vaze do monoaminovych transportérii a inhibuje zpétné vychytavani neurotransmiteri, tim zvySuje
Jjejich hladinu. Upraveno dle (Loureiro-Vieira et al., 2017).
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5.3. Setmelanotid

Synteticky cyklicky peptid odvozeny od |[IMSH, ktery se s vysokou afinitou vaze
a aktivuje lidsky melanokortinovy receptor 4 (Collet et al. 2017). Setmelanotid funguje
jako ndhrada za melanocyt stimulujici hormony, a tudiz je jeho pouziti indikovano
1 v ptipadé deficitu proopiomelanocortinu (POMC) nebo leptinového receptoru (LEPR)
viz obrazek 8.; déale také nezavisle ovliviiuje inzulinovou senzitivitu (Clément et al.,

2018; Kiihnen et al., 2016).

Setmelanotidova terapie je obecné velice bezpe¢nd, nicméné je spojena s malym, avSak
statisticky vyznamnym zvySenim plazmatické glykémie na lac¢no, C-peptidu,
triglyceridd, inzulinu, FFA (volné mastné kyseliny) a celkovych hladin GLP-1
(glukagonu podobny peptide -1) a PYY (peptid tyrosin tyrosin); mezi dalsi vedlejsi
ucinky patii bolesti hlavy a nauzea (Kiihnen et al., 2019; Srivastava et al., 2018).

Pti randomizované, dvojit¢ zaslepené, placebem kontrolované klinické studii na
obéznich jedincich, ve které bylo subkutanné podavano 1mg/den za 72 hodin, se oproti
placebu zvysil klidovy energeticky vydej o 6,4 %. Dlouhodobé podavani setmelanotidu
opicim druhu makak rhesus zvysilo glukozovou toleranci a snizilo triglyceridy v séru
(Chen et al. 2015). V injek¢éni formé je tento 1€k vyrdbén pod ndzvem Imcivree a je
aktualné schvalen k 16cbé homozygotli nebo slozenych heterozygoti v genech POMC,
PCSKI, LEPR udospélych a déti do 6 let. Ve schvalovacim procesu je vyuziti

setmelanotidu u Bardet-Biedlova a Alstromova syndromu.
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Obrazek 8.: Zpiisob fungovani Setmelanotidu (RM-493). U zdravych jedincii jsou geny upstream od
kaskady sytosti aktivni a MC4R signaly aktivuji signdly sytosti. Mutace, které inaktivuji geny
upstream od MC4R zpiisobuji trvaly hlad. Setmelanotid znovu obnovuje MC4R signalizaci a tim i
obnovuje signaly sytosti upraveno (Costa Coehlo, 2019).

6. Populacni rozdily v genetickych predispozicich monogenni obezity

Ackoli je lidsky genom je z 99,9 % identicky u kazdého jedince, evolu¢ni sily jako je
geneticky drift, pfirodni selekce nebo de novo mutace vedly k mirnym genetickym
zménam mezi populacemi. Jiz v ramci prvniho velkého mezinarodniho projektu
zaméten¢ho na lidsky genom (Human genome project, v letech 1990-2003), bylo
identifikovano velké mnozstvi genetickych variant s rtznou cetnosti u rozdilnych

populaci.

Jelikoz bylo lidstvo historicky vystavovano dobam hladu, kdy schopnost efektivné
uchovavat energii usnadiovalo pieziti, ma se za to, zZe vznikl takzvany usporny genom;
nicméné v poslednich dekadach, kdy potrava jii neni limitujicim faktorem a piijem

vvvvv

a nositelska populace vice nachylna k obezité (Stryjecki et al., 2018).

Napftiklad arizonsti Indiani kmene Pima maji nejvétsi prevalenci obezity (64 % u muza
a 75% u Zen). Tito americti indiani jsou piikladem ptechodu z tradi¢niho zeméd¢lského
zivotniho stylu k modernimu. Obecné panuje ptedpoklad, ze geny k ispornému genomu

ziskali pii pfechodu a osidlovani pousté pted tisici lety (Schulz et al., 2006).
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Monogenni obezita vykazuje mendelovskou dédi¢nost u homozygotnich nebo
heterozygotnich mutacich zpiisobujicich ztratu nebo snizeni funkci u gent zapojenych
v leptin-melanokortinové draze. Mutace s recesivni dédi¢nosti, charakteristické zejména
u genu pro leptin a leptinovy receptor, se ve valné vétsSiné vyskytuji u populaci s velkou
Cetnosti pribuzenskych snatkd, jako je naptiklad Pakistan ¢i Syrie, nebo v uzavienych
populacich (o4zy, horska udoli, nabozenské skupiny). Srovnéni vyskytu monogenni
obezity mezi jednotlivymi populacemi je problematické, jelikoz nejsou publikovany
prace zaloZené na totozné metodice a je jen malo praci, které¢ by dokumentovaly vyskyt
monogenni obezity v populacich celkové. Prevladaji prace, kdy autofi uvadéji
zastoupeni tohoto onemocnéni ve vybranych rizné€ definovanych kohortach obéznich
(rizného stupné obezity) a publikované kohorty maji odlisné veékové slozeni. Vek
probandi ale ovliviluje pomér zastoupeni monogenni obezity ku obéznim celkové.
Vyskyt je procentualné vyssi u déti s Casnou morbidni obezitou nez u dospélych,
u kterych se na rozvoji jejich obezity dlouhodobé¢ podili vliv prostiedi a jejich zivotniho
stylu. Z tohoto divodu se v klinické praxi monogenni obezita vySetfuje prevazné

u mlads$ich déti.
6.1. MC4R

Prevalence vyskytu kauzélnich mutaci u MC4R, se pohybuje v Ceské détské populaci
kolem 1-5/10 000 déti (Orpha.net., 2022), ¢emuz zhruba odpovida v literatufe uvadény
vyskyt od 0,2 % do 5,8 % u morbidn¢ obéznich déti.

Studie z Velké Britanie, ktera zkoumala 500 détskych probandll s Casné nastupujici
morbidni obezitou s primérnym z-score BMI 4,5, vykazala prevalenci 5,8 % (Farooqi et
al., 2009). Francouzska studie s 209 morbidné obéznimi dospélymi probandy stiedniho
véku s BMI > 50 kg/m?, prokédzala prevalenci 4 % (Vaisse et al., 2000). Naopak mezi
feckou obézni dospélou populaci s primérnym BMI 37,6 kg/m?, se mutace v tomto
genu objevila pouze u 0,20 % (Rouskas et al., 2012), niz8i hodnoty 1,9 % zéachytu
kauzalnich mutaci byly zaznamenany také v némecké populaci adolescenta
s praim&mym BMI 32,5 kg/m? (Hinney et al., 2003). Singapurska studie na 227 détech,
kterd ale neméla tak vyznamné obézni skladbu déti (primérny vek 10 let, primerné
BMI 32,1 kg/m?) jako Britské studie, odhalila mutace pouze u 1,3 % zc¢astnénych (Lee
et al., 2008) viz obrazek 9.
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= Francie, Vaisse et al., 2000 m Singapur, Lee et al., 2008

Obrazek 9.: Frekvence mutaci MC4R u morbidné obéznich probandii v riiznych studiich

Zatimco homozygotni nebo heterozygotné slozené mutace vedou k pln¢€ penetrantni
formé¢ Casné nastavajici morbidni obezity, mutace heterozygotni vedou k slabSim méné
penetrantnim formam a nékdy je nachazime i u neobéznich jedinct. Evropska populace
s heterozygotnimi mutacemi vykazuje generacni efekt s penetranci 40 % u dospélych
nad 52 let s deficienci MC4R, 60 % u dospélych mezi 18 a 52 lety a 79 % u déti
(Stutzmann et al., 2008).

Nicméné u fecké heterozygotni populace byla prokazana penetrance MC4R pouze 6,3
%, coz je pozoruhodné zejména s piihlédnutim k faktu, ze prevalence obezity v fecké
populaci je kolem 18 %. Zajimavou je rovnéz skutecnost, Ze zkoumani pakistansti
nosici heterozygotni mutace méeli normalni véhu (Saeed et al., 2012). Tyto vysledky
naznacuji Ze, penetrance obezity u heterozygotnich mutaci MC4R mohou byt do jisté
miry ovlivilovany i prostiedim (dostupnosti potravy) a zZivotnim stylem (Rouskas et al.,

2012).
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6.2. POMC

Prevalence kauzalnich mutaci u POMC v détské populaci se udava na <1/1 000 000

(Orpha.net, 2022).

Varianty POMC genu byly nalezeny v némecké studii zkoumajici 96 morbidné
obéznich déti (primérné BMI 38,1 kg/m?) (Hinney et al., 1998), italské studii s 87
détmi a adolescenty s t€zkym stupném obezity (primérné z-skore 3,43) (Miraglia del
Giudice et al., 2001), britské studii s 538 déti s morbidni, ¢asné nastupujici obezitou
(pramérné BMI SDS 3,8) (Lee et al., 2006) a Svédské studii s 102 dospélymi obéznimi
probandy (primérmé BMI 41.3 kg/m?) (Suviolahti et al., 2003).

Tyto varianty zahrnovaly inserce, delece, mutace ménici i nemeénici smysl a obecné byly
velice vzacné. VéEtSina jich nebyla asociovand s obezitou a neméla Zadné dopady na
funkci. Jedin€ u mutaci, které zasahovaly do B-MSH domény (Arg236Gly a Tyr221Cys)

byla prokazéana spojitost s monogenni ¢asné nastupujici obezitou (Dubern et al., 2008).

6.3. SIM1

Studie zkoumajici vyskyt SIM1 u americkych indidnt kmene Pima a francouzskych
obéznich déti (BMI nad 97 percentilem pro pohlavi a vék) a dospélych (BMI >40
kg/m?) zjistila heterogenitu mezi populacemi. Varianty, které u Pima indiand byly
asociovany s obezitou, u francouzské obézni populace nebyly. Rizikové alely spojené
s obezitou byly mnohem castéjsi u k obezité nachylnéjsim Pima indiant (Traurig et al.,

2009).

6.4. BDNF

Studie zabyvajici se asociaci BDNF a BMI vykazuji rozporuplné vysledky. Vyssi
hladina BDNF v séru je v americké studii spojovana mezi jinymi se zvySenym BMI,
cholesterolem a tukovou tkani u zen (Golden et al., 2010). Taktéz v japonské studii
u pacientll s diabetem 2. typu byla zjiSténa zvySena hladina BDNF oproti zdravym

jedincim (Suwa et al., 20006).
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Nicmén¢ studie z Hong Kongu a Nizozemska na zdravych jedincich neprokazaly

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

Je také zajimavé podotknout, ze studie rovnéz prokazaly vyssi hladinu BDNF u kuiak,
které se zvySovaly s poctem vykoufenych cigaret denné a také poctem let po kterou

koufeni trvalo (Bus et al., 2012; Jamal et al., 2015).
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7. Cil prace

Cilem diplomové prace bylo stanovit mutacni spektrum a frekvencni zastoupeni
jednotlivych variant ve vybranych genech spojenych s monogenni obezitou, kodujicich
signaliza¢ni kaskadu melanokortinového receptoru 4. typu (geny MC4R, POMC, SIM,
BDNF) u ¢eské obézni populace.

Konkrétni cile prace byly:

I.  Zvoleni vhodné a ekonomicky vyhodné technologie pro sekvenovani velkého

mnozstvi DNA u vybranych gent spojenych s monogenni obezitou.

II.  Identifikace variant zapojenych v MC4R signaliza¢ni kaskadé ve vzorcich DNA
ziskanych ze vzorkli krve ze studie COPAT a vzorkll zaslanych do
Endokrinologického Ustavu na cilené vySetfeni pro monogenni obezitu.
Vytvoteni DNA knihoven a néslednd sekvenace geni MC4R, POMC, SIM,
BDNF u dostatetn¢ validni kohorty Ceské détské a dospivajici populace.

Bioinformatické vyhodnoceni sekvenaénich dat. Anotace kauzalnich variant.
III.  Porovnani vyskytu kauzéalnich variant zplsobujicich monogenni obezitu

v reprezentativnim vzorku ceské populace oproti obézni populaci a srovnani

téchto zjisténi vici jinym populacim.
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8. Material a metody

8.1. Material

V této praci byla analyzovana DNA (celkem 1910 vzorkli) a data ze 4 soubort
ziskanych v pfedchozich projektech Endokrinologického tstavu (DNA banka). A to
dvou soubori adolescentli z projektu COPAT (Childhood Obesity Prevalence And

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

copat), ktery byl zaméfen na sledovani vyskytu obezity a ukazatelii metabolického
syndromu a v¢asnou diagnostiku a 1é¢bu nadvahy a obezity u déti a adolescentd. Tteti
soubor vzorkli pochazi zrutinni klinické diagnostiky monogenni obezity na
Endokrinologickém ustavu. Tyto tfi soubory doplnily vzorky morbidn€ obéznich déti
z Fakultni nemocnice Olomouc. Ke vSem analyzovanym vzorkiim byl pfipojen

informovany souhlas pro jejich vyzkumné vyuziti.

Pro détskou a adolescentni populaci je misto BMI pouzivdna standardizovana verze
toho parametru pro jednotlivé vékové skupiny a pohlavi tzv. Z-skore BMI (v grafech
oznacovano jako BMI-SDS). Pro vypocet Z-skore BMI byl pouZit program Statniho
zdravotniho tustavu RustCZ, ktery obsahuje populacni rastova data cCeské détské a
adolescentni populace. Tento program vypocitavad Z-skore BMI z méfenych hodnot
probanda k primérim a referennim odchylkdm jednotlivych veékovych skupin

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

stazenti)

Vzorky z epidemiologické studie COPAT (dale znaCeny jako E), které zahrnuji
epidemiologicky screening vyskytu obezity, abdomindlni obezity a ukazatell
metabolického syndromu u reprezentativniho vzorku ceskych adolescenti, byly ziskany
randomizovanym vybérem pediatrickych ordinaci z celé CR. Tento reprezentativni
vzorek Ceské adolescentni populace obsahuje n=978 jedincti ve véku od 13 do 18 let a

zahrnuje adolescenty vSech percentilovych skupin viz tabulka 1. a obrazek 10. a 11.
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COPAT Potet Sti‘edni Standardni Minimalni | Maximalni

Epidemiologie hodnota véku odchylka vék vék

Divky 501 15,95 1,298 13,05 18,41

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

Tabulka 1.: Rozdéleni dle pohlavi a véku [roky]
Histogram BMI-SDS chlapci
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Obrazek 10.: Histogram BMI-SDS u chlapcii ze souboru COPAT epidemiologie
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Histogram BMI-SDS divky
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Obrdzek 11.: Histogram BMI-SDS ze souboru COPAT epidemiologie divky
Vzorky z intervenéni studie COPAT (dale v textu znaceny I), které sledovaly priibéh a
uspésnost redukeni 1écby u obéznich déti a adolescentt, sledovani faktori ovliviiujicich
vznik, vyvoj a lécbu obezity, zahrnovaly obézni déti, které podstupovaly lazensky
ozdravny pobyt. Tento soubor obsahuje n=679 jedincti ve véku od 7 do 18 let nad

devadesatym hmotnostnim percentilem viz tabulka 2. a obrazek 12. a 13.

« Sti‘edni Standardni Minimalni Maximalni
COPAT Intervence | Polet | | 4 ¢a véku odchylka vék vek
Divky 413 14,57 2,154 7,67 18,98
Chlapci 266 14,07 1,825 7,51 18,76

Tabulka 2.: Rozdéleni dle pohlavi a véku [roky]
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Obrazek 12.: Histogram BMI-SDS ze souboru COPAT intervence chlapci
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Histogram BMI-SDS divky
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Obrazek 13.: Histogram BMI-SDS ze souboru COPAT intervence divky

Dalsim souborem bylo n=199 vzorkli morbidn€ obéznich déti, zaslanych pediatry z celé
CR do Endokrinologického ustavu (pacienti indikovani k vysetfeni monogenni obezity,
dale v textu znaceny OMK), pro cilené vySetfeni genid pro monogenni obezitu.
V souboru byly pouze déti s morbidni obezitou s BMI nad 97,5 percentilem pro danou

veékovou skupinu a pohlavi.

Poslednim souborem je n=47 vzorkit DNA morbidné¢ obéznich déti zaslanych z Fakultni
nemocnice Olomouc, u kterych nebylo znamo pohlavi ani vék pacienttl, a jednalo se tak

o anonymizované DNA bez klinickych udajt.

8.2. PouZité reagencie
Etanol 96% [V/V]

Voda pro injek¢ni ucely (B. Braun)
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8.2.1. Roztoky
TE Pufr (10mM Tris, 0.1mM EDTA, pH 8,0)
Etanol 80% [V/V]
Komer¢ni 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

Vsechny pouzité primery pro pifipravu knihoven kitem Advanta NGS Library Prep
Reagent Kit byly navrzeny a nasyntetizovany spolecnosti Fluidigm Ltd. Primery
vyrobce navrhl tak, aby pokryvaly vSechny exony, 5'+3"-UTR oblasti genti MC4R,
POMC, SIM a BDNF, vzdy s ptesahy do introni minimalné 50pb.

8.3. Metody

8.3.1. Izolace DNA

U 55 vzorka, kde jiz chybéla DNA v DNA bance, byla ze zasobnich zamraZenych
plnych nesrazlivych krvi (EDTA) izolovana genomickd DNA. K izolaci byl pouzit
pfistroj QuickGene 610L (FujiFilm, Japonsko). Tato metoda izolace DNA je zaloZena
na principu vazby nukleovych kyselin na molekuly SiO2 v pfitomnosti chaotropnich
soli. Unikatni na pouZzité technologii jsou kolonky, kde Si02 tvofi porézni membranu.
Tato technologie umoznuje ziskat DNA méné fragmentovanou a rovnéz vysoké kvality.
Lyzat plné krve je vzduchem prohnan pfes SiO2 membranu kolonky a nasledné
promyvan pufrem s vysokym obsahem alkoholu. DNA je zachycena na membrané
a molekuly, které nejsou Zadouci, jsou odstranény. Poslednim krokem izolace je

uvolnéni DNA z membrany pomoci elu¢niho pufru (TE pufr).
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U izolace se postupovalo dle standardniho protokolu vyrobce s pouzitim reagencii

QuickGene DNA whole blood kitu.

Do zkumavky s 2ml nesrazené krve bylo piidano 300 ul EDB pufru a 250 ul lyza¢niho
pufru (LDB). Zkumavka byla promichana na vortexu a inkubovana v lyzacni peci 30
minut pti 56°C. Nésledn¢ bylo ptidano 2,5 ml 96% etanolu a znovu peclivé promichano
na vortexu. Lyzat byl poté piemistén do zdsobniku pfistroje QuickGene 610L a byl
spustén program: DNA whole blood. Béhem tohoto programu doslo ctyfikrat
k promyvéani vzorku pufrem s pfidanym etanolem a kone¢né eluci prostfednictvim
elu¢niho pufru (CDB). Po izolaci byla zjisténa koncentrace vysledné DNA pomoci
spektrofotometrického méfeni pii vinovych délkach 260nm, 280nm a dalSich
pomocnych délkach na UV spektrofotometru Qiaxpert (Qiagen, Némecko). Postupovalo
se dle navodu k pristroji, k méfeni se pouzily 2ul zvortexovaného eluatu. To umoznilo
mimo koncentrace odhadnout i ¢istotu vzorku na zakladé poméru absorbanci DNA 260

nm/proteinlt 280 nm a dal§ich pomocnych vinovych délek (Kurabo Industries Ltd.,

2022).

8.3.2. Fluorimetrické méreni koncentrace DNA

Pro ptipravu NGS knihoven je UV spektroskopické stanoveni koncentraci DNA
nedostate¢né presné, proto se vSechny DNA musely pfemétit fluorimetricky. Méfeni
koncentrace je zaloZeno na detekovani fluorescencniho barviva, které emituje zareni
pouze, pokud se navaze na specifické molekuly jako je ssDNA, dsDNA, RNA nebo
protein, a to 1 pfi velice nizkych koncentracich. Pro kazdou z téchto molekul se pouziva

specifické interkala¢ni fluorescencni barvivo.

U méfeni koncentrace dsDNA fluorimetrem Qubit 2.0 (Thermo Fisher Scientific, USA)
bylo postupovano dle protokolu s pouzitim reagencii Qubit dSDNA BR Assay Kit
stejného vyrobce, ktery je pfesny pro méfeni koncentrace vzorkd od 100 pg/ul do 1,000
ng/ul.

Nejprve byl pfipraven pracovni roztok, a to smichdnim Qubit dsSDNA BR pufru s Qubit
dsDNA BR Reagent v poméru 1:200. Nasledné bylo 198 pl vysledného roztoku
napipetovano automatickou pipetou do ptedpfipravenych tenkosténnych plastovych

0,5ml zkumavek. Do kazdé zkumavky bylo poté piidano 2 pl méfené DNA.
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Do zkumavek, které byly uréeny pro standardy bylo napipetovano 190 pul roztoku a 10
ul Qubit standardu.

Vsechny vzorky byly peclivé zvortexovany a nasledné zméfeny pomoci fluorimetru
Qubit 2.0. DNA, které nedosahovaly pozadované vstupni koncentrace pro ptipravu
DNA knihoven, byly koncentrovany odpafenim na pfistroji Digital Series SpeedVac

Systems (Thermo Fisher Scientific, USA) a po zakoncentrovani opét preméieny.

8.3.3. Priprava NGS knihoven

Pro ptipravu genetickych knihoven byla vybrana technologie, kterd umoznuje jejich
rychlou a hospodarnou ptipravu u velkého mnozstvi vzorkd. Princip této technologie
spo¢iva v pouziti tzv. Integrated fluidic circuits (IFC) firmy Fludigm (USA). Tato
technologie pouziva velice malé objemy vzorkt (0.03 ul) DNA a PCR reagencii, které
jsou mikrofluidikou ptfeneseny do reakénich mikrocel v fadech nanolitrii krychlovych,
kde interaguji a jsou stfidanim teplot podrobeny amplifikaci (PCR reakci). U vytvafeni
knihoven bylo postupovano podle protokolu LP 192.24 TFC vyrobce. PouZity typ tohoto
array umoznoval ptipravu 192 knihoven najednou. Primery byly rozdéleny, dle
kombinaci stanovenych vyrobcem, do 24 reagen¢nich sad, a to kvali prevenci
nespecifickych amplifikaci. To znamend, Ze v ramci jednoho LP 192.24 IFC array

probihala pfiprava knihoven v 192#24 reagen¢nich mikrocelach (obr. 14 nize).

Nejprve byl pfipraven vzorkovy pre-mix, a to smichdnim nasledujicich chemikalii do

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

Rozpis chemikalii pro jedno IFC Mnozstvi pl
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.: Vzorkovy pre-mix

Takto pfipraveny pre-mix byl zvortexovan, kratce sto¢en na mikrocentrifuze a nasledné

napipetovan do 8 jamkového stripu.
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V dalsim kroku byly do nové 96 jamkové desticky napipetovany nésledujici objemy viz
tabulka 4.

Rozpis chemikalii pro jedno IFC Mnozstvi pl
Vzorkovy pre-mix 2
Genomicka DNA 2
Barkodovy primer z TSP Barcode Plate 1
(Fluidigm PN 101-0744)

Tabulka 4.: Vzorkovy mix

Pro kaZzdou DNA byl, pro odliSeni jednotlivych knihoven, pfidan unikéatni barkodovy
primer. Celd desticka byla nasledn¢ dukladné zalepena lepivou folii, zvortexovana

a dukladné stoCena na centrifuze.

Poté bylo pfipraveno samotné IFC a to nasledovné: do ur¢enych jamek byl vpraven LP

192.24 Control Line Fluid a 27ul a 220ul TSP Harvest Reagent viz obrazek 14.

Accumulator

TSP Harvest
Reagent,
220 pL

O TSP Harvest
Reagent,
27 uL

O Juno Control

Line Fluid
192.24,
150 uL

Accumulator

Obrazek 14.: - Mapa IFC. Zdroj: https://www.fluidigm.com/
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Nasledné¢ bylo osmikandlovou pipetou do zbyvajicich jamek napipetovano 3,5ul
pfipravenych vzorkti a primert. Poslednim krokem pfipravy, bylo zakryti jamek

specialni folii LP 192.24 Barrier Tape.

Nasledovalo vlozeni IFC do pfistroje JUNO (Fluidigm, USA) a vybrani programu One
Step LP—192.24, ktery trval ptiblizn¢ 5 hodin, a béhem kterych probéhla ptiprava 192
DNA knihoven. Po ukonceni programu byla IFC vyjmuta z pfistroje a vzorky okamzité

sesbirany do jedné 1,5ml plastové zkumavky.

8.3.4. Ci¥téni NGS knihoven

Po pfipravé knihoven pftistrojem JUNO se vSechny knihovny (192 vzorkl) z IFC
odpipetovaly a spojily do jedné zkumavky. Nasledné bylo nutné vSechny shromazdéné

vzorky tiikrat procistit dle protokolu LP 192.24 IFC.

Pro procisténi byly pouzity magnetické kulicky Agencourt AMPure XP vyrobce
Beckman Coulter Life Sciences (USA).

Tyto magnetické kuli€ky jsou vyrobeny z malych castecek (od 20 do 30 nm) oxidl
zelezitych, jako je magnetit (Fe;O4), které jim davaji magnetické vlastnosti, které jsou
prokazovany pouze za piitomnosti externiho magnetického pole. Tato vlastnost jim
umoziuje se rozdélovat v suspenzi spolecné s ¢imkoli na nich navazanym, viz obrazek
15. Vlastni princip zachyceni DNA na kuli¢ce je na principu Solid Phase Reversible
Immobilization (SPRI). Povrch magnetickych kulicek obsahuje karboxylové skupiny,
na které se v bezvodém prostiedi reverzibilné vdzi DNA precipitované etanolem.

K zavérecné eluci DNA z kulicek dochézi v ptitomnosti vody.

AMPUre XP = > — < -
Manual E i 1 B = 178 E i 1T
Workflow
1 1 !
= - o - é e e .2
&
BIND PULL DOWN SEPARATE WASH SEPARATE ELUTE

Obrazek 15.: Procisteni vzorkii pomoci Agencourt AMPure XP. DNA fragmenty se vazi
k paramagnetickym kulickam. 'V pritomnosti magnetického pole, se kulicky s navazanym DNA
separuji od necistot. Nasledné se kulicky promyvaji etanolem a pomoci elucniho pufru se DNA
separuje od kulicek. Zdroj: https.//www.mybeckman.cz/
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8.3.5. Pridani adaptoru pro sekvenaci do procisténé knihovny

Firma Fluidigm nabizi 384 kombinaci barkodli pro oznaceni jednotlivych knihoven.
Jelikoz celkovy pocet sekvenovanych vzorkl byl 1920 (véetné 10 kontrol), musely se
ke knihovnadm pfidat z druhé strany 4 rizné sekvencni adaptory (barkody), ¢imz se
ziskal dostateény pocet kombinaci, umoziujici mit pro kazdou sekvenovanou DNA

unikatni kombinaci barkodd na obou stranach.

Po dikladném procisténi byly ke knihovndm pfidany duélni sekvenaéni adaptory, a to

smichanim chemikalii rozepsanych v tabulce 5.

Rozpis chemikalii pro jednu knihovnu Mnozstvi pl
4X TSP Master Mix (Fluidigm PN 101-5786) 7,5
TSP Adapter Mix 6,0
Procisténa knihovna 4.5
PCR Voda (Fluidigm PN 100-5941) 12,0

Tabulka 5.: Reagencie pro pridani adaptorii
Takto ptipraveny vzorek byl nasledné¢ vlozen do PCT cycleru (T100,Bio-Rad, USA),
aby mohla prob&éhnout PCR viz tabulka 6.

Teplota C Cas Cykly
95 15 minut 1
95 15 sekund
60 90 sekund 10
68 90 sekund
68 3 minuty 1
4 Do odvolani 1

Tabulka 6.: Program pro PCR

Po dobéhnuti PCR byly vysledné vzorky finalné¢ procistény dle protokolu LP 192.24
IFC.

8.3.6. Zjisténi kvality a koncentrace pripravenych NGS knihoven

Kvalita pfipravenych knihoven byla nasledné analyzovéna na automatické kapilarni
elektroforéze - 2100 Bioanalyzer (Aqilent, USA) s pouzitim Agilent High Sensitivity
DNA chipu (Agilent,USA). Bioanalyzér pracuje na principu kapilarni elektroforézy
v ¢ipovém uspofadani s minimalni spotiebou vzorku a umoziuje nahrazeni vSech krokt
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klasické elektroforézy jako tvorba gelu, barveni, odbarvovani, detekce bandl

a zobrazeni. Knihovny byly 10x a 100x nafedény vodou pro injekcni ucely viz obrazek
16.

[bp] Instrument Information:
P. L = M m T wn a8 ~ moo 2 O
g ¥ =z v oz ¥ o oz w a o o Instrument Mame:  DES4107657 Firmware: (C.01.069
= =1 B =3 =1 B B =3 B B & &
= E E E E E E E E E E E Ssera#: DES4107657 Type:  G2939A
[ ] 4 I ] 4 [ w “ a3 &
Assay Information:

Assay Origin Path: C:\Program Files (x86)\Agilent\2100 bioanalyzer\2100
expert\assays\dsDNA\High Sensitivity DNAxsy

000 — — Assay Olass: High Sensitivity DNA Assay
2000 — — Version: 1.03
1000 — =—— Assay Comments: Copyright © 2003-2010 Agilent Technologies
&0 — ——
500 — ——
400 — —— Chip Information:
[ R — — — — — — —
00 — —— Chip Lot #:
Reagent Kit Lot #:
200 —
1580 — Chip Comments:
100 —
IE o — — — — — — — —— — —
L 1 2 g 4 5 [3 7 E 9 w0 1
sample 1 sampla 2 sample 3
[Ful [Ful FU]
500 =1 500 = 500
0= N .~ - — i " 0= I'. Ik 0= - - - — - s
LLILL T TrTIrm I orT mTrT T TTITrriTrTn mTrrT rm1TrimmrirTT
35 150 300 500 1000 7000 [bp] 35 150 300 500 100D 7000 [bp] 35 150 300 500 1000 700D [bp]
sample 4 sample 5§ sample 6
[FU] [FU] [Fu]
S00— 500 500 —
0 L rr—r—ma [ .\. - s 0 L ~ - —— ——r e 0 e — ~ - -
m rrr T T T orrrrrfr m rrr T T T orr 1rrr m rr 1t T T T orr 1rrr
33 150 300 500 1000  10380[bp) 35 150 300 500 1000 10380 [bp] 33 150 300 500 1000 10380 [bp]
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Ful ) Ful . Fu)
500 %00 500
C' L wr s e S - —— C. i — ’ " A 0 L b s N
T T T T T T TIrT Iror M T 1T T T T I7T 1T 017 M T 1T T T T IT7T 17017
35 150 300 500 1000 10380 [bp] 35 150 300 500 1000 10380 [bp] 35 150 300 500 1000 10380 [bp]
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[Fu] [Fu]l
500
[i] - [— S| . 0 L \
m T rTror T T T Irr o rorr Tm rrr T T T ITr 1T
35 150 300 500 1000 10380[bp] 5 150 300 500 1000 103800bp]

Obrazek 16.: Vystupy z Bioanalyzéru. V horni casti obrazku jsou jednotlivé vystupy méreni
pripravenych  knihoven prevedeny virtualne softwarem pristroje do podoby klasického
elektroforeogramu  vertikalni — akrylamidové elektroforézy. Spodni cast obrazku obsahuje
elektroforeogramy jednotlivych knihoven (prostredni piky). Kazdy elektroforeogram zacind a konci
pridanymi markry, které umozinuji softwaru vyrovnat rozdily v elektroforetické mobilité jednotlivych
meéreni a kvantifikovat mnozstvi knihoven. Odecet velikosti se provadi viici zebricku velikostnich
markerit 100-7000pb (elektroforeogram Zebricku neni zobrazen,).
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8.3.7. Sekvenace

Takto piipravené vzorky, byly poté zaslany do Ustavu molekularni genetiky na
sekvenaci na pfistroji NextSeq 500 (Illumina, USA). Vzorky byly z divodu kapacity
rozdéleny do tii sekvenacnich béhii pfistroje. Pro sekvenaci byl pouzity sekvenancni

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

Sekvenace DNA je proces, ktery stanovuje sekvenci nukleotidii v fetézci DNA.
V prvnim kroku jsou DNA fetézce denaturovany do jednotetézcového stavu. Po této
pfipravé jsou DNA fragmenty vpraveny do rekénich komitrek (flowcells), kde se
komplementarni ¢ast DNA navadze na primery (adaptory) na povrchu skel reakénich
komurek. Pfichycena DNA se nasledné replikuje (tzv. klonalni PCR) a vytvafi malé

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

Sekvenator, v cyklicky opakujicich se krocich, pfidavd nezbytné reagencia pro
sekvenacni reakci. Jsou pridany sekvenacni primery, které pfisedaji ke specifickym
sekvencim na zacatku knihoven a polymeraza néasledné postupné ptidava fluorescentné
znacené nukleotidy s inaktivovanou 3’-OH skupinou (terminacni znacka). To zajistuje
inkorporaci pravé jednoho nukleotidu v jednom cyklu. Po zaclenéni je zachycen signal
detektorem a terminacni znacka je z nukleotidu odstranéna a je za€lenén dal$i nukleotid

(Koubkova et al., 2014).
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Obrazek 17.: Sekvenovani nové gemerace. Vytvareni shlukit mostovou amplifikaci. (a)Ndahodné
fragmentovana genomova DNA je pripojena na adaptory. Jedno vilaknové fragmenty jsou vazany do
vnitiku prutokovych komiirek. (b) Neoznacené nukleotidy a enzymy jsou pridany, aby zahdjily
pevnou fazi mostove amplifikace. Poté jsou vytvoreny dvoj-vidknové templaty. (c) Dvoj-vilaknové
templaty jsou denaturovany do jedno vidknové podoby. Denaturace a extenze jsou opakovany a

vysledkem je lokalizovana amplifikace jedné molekuly napric povrchem priitokové komurky tzv. Flow
cell (Wilantho et al., 2012).

8.3.8. Analyza sekvenci

Pro analyzu z NGS sekvena¢ni platformy NextSeq byl pouzit program FinalistDX
(Institute of Applied Biotechnologies, a.s., Ceska republika), ktery umoziiuje komplexni
bioinformatickou analyzu od FASTQ souborii, které generoval sekvenator NextSeq.
Dal8imi postupnymi kroky analyzy byla kontrola kvality, zarovnani k referenénimu
genomu hg38, analyzu pokryti i tzv. variant calling (volani variant) coZ je postup,
kterym se identifikuji varianty ze sekvencnich dat, které nejsou uvedeny v referencnim
genomu. Pro analyzu byla pouzita vychozi nastaveni pro vyhodnocovani sekvenacnich
dat zarodec¢ného genomu. Pouzitd technologie pfiprav knihoven neumoZiiuje analyzu

vetsi Inzerénich/Delecnich variant tzv. CNVs analyzu (copy number variations).
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8.3.9. Hodnoceni variant

Nalezené varianty byly nasledné hodnoceny za pouziti databazi, predik¢nich programu
a literatury. Kauzalni varianty byly zjisStovany v databazich pomoci on-line nastroje

Varsome (dostupné na https://www.varsome.com/) a vfadé vefejné dostupnych

databazi, napt. z National Library of Medicine nebo National Institutes of Health, USA
(dostupné na https:// www.ncbi.nlm.nih.gov/) PubMed, ClinVar, dbSNP, dbGaP a
dalSich.

Vysledek ze sumariza¢niho néstroje Varsome zahrnoval podrobnosti o varianté jako je
jeji pozice, referencni 1 alternativni sekvence a typ. Dale vysledek zahrnoval ACMG
klasifikace, populacni frekvence a sumarizaci in silico hodnoceni patogenity z fady
algoritmi. Pokud byla varianta jiz dfive popséana, byly uvedeny i odkazy na ptislusné

publikace.

8.3.10. Predikéni algoritmy

I.  PolyPhen

PolyPhen nebo Polymorfni fenotypizace je nastroj, ktery predvida vliv aminokyselinové
substituce na  strukturu a  funkci  proteinu  (dostupny na  adrese
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/). PouZziva ptimé fyzické a srovnavaci posouzeni.
Je zédsadni slozkou posuzovani velkych data set vzacnych genetickych variant viz
tabulka 7.

Je pouzivan kidentifikaci vzacnych alel zpisobujicich mendelovsky dédéna
onemocnéni, vyhleddvani potencialné lékafsky pouZitelnych alel v individualnich
genomech a k profilovani vzacnych variant objevenych celogenomovymi sekvenacemi
(Adzhubei et al., 2013).

Hodnota PolyPhen Kvalitativni predikce

pravdépodobné
Skodlivé

vétsi nez 0,908

vétsi nez 0,446 a pod nebo rovno N .
mozna Skodlivé

0,908
pod nebo rovno 0,446 benigni
Tabulka 7.: Hodnota a predikce nastroje PolyPhen
IL SIFT
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Nastroj SIFT (dostupny na adrese http://sift-dna.org) predvidd, zda aminokyselinova

substituce ovlivni proteinovou funkci na zdklad¢ sekven¢ni homologie a fyzicko-
chemické podobnosti mezi alternativnim aminokyselinami. Vystupem pro kazdou
aminokyselinovou substituci je skore a kvalitativni predikce (tolerované, skodlivé) viz

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

Hodnota SIFT | KValitativni

predikce
pod 0,05 Skodlivé
vEtsi nebo roven tolerované
0,05

Tabulka 8.: Hodnota a predikce ndstroje SIFT

III.  MutationTaster

MutationTaster hodnoti varianty pro jejich potencial zptisobovat nemoci. Software
uskutecnuje in sillico testy, aby odhadl vliv varianty na protein (dostupny na adrese

http://www.mutationtaster.org). Neni limitovdn pouze na substituce jedné

aminokyseliny, ale zvladne i synonymni varianty a varianty v intronovych oblastech

(Schwarz et al., 2010).

IV.  CADD a DANN

CADD (Combined Annotation Dependent Depletion) je néstroj pro vyhodnocovani
Skodlivosti, a to jak jedno-nukleotidovych variant, tak i1 inserci a deleci v lidském
genomu. Integruje vice anotaci do jedné porovnavanim variant, které byly zachovany
pfirodnim  vybérem, se simulovanymi mutacemi (dostupny na adrese
https://cadd.gs.washington.edu/score).

C-skore siln€ koreluje s alelickou diverzitou, patogenitou koédujicich 1 nekodujicich
variant; hodnoti také kauzalni varianty vné jednotlivych genomickych sekvenci (Kircher
etal. 2014).

DANN je funkéni predikéni nastroj zalozeny na hluboké neurdlni siti (Deep Neural
Network). Hodnota miiZze byt v rozmezi 0 aZ 1, kdy vyssi hodnoty spiSe znamenaji vyssi
Skodlivost (Quang et al., 2015). DANN pouzivéa stejny vycvik a anotacni data jako
CADD, ale pouziva jiné nelinearni strojové uceni (Jensen, 2015).
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9. Vysledky

Celkové bylo sekvenovano 1910 neptibuznych déti a adolescenti ze Etyi kohort pro
geny MC4R, POMC, SIM1 a BDNF. U 7 DNA se nepodafilo ziskat sekvenacni data.
Dtivodem mohla byt Spatnd kvalita genomické DNA nebo chyba v mikrofluidice pii
ptipravé knihoven. Bohuzel jiz nebyla moznost u téchto vzorki sekvenaci zopakovat,
jelikoz ptistroj na ptipravu knihoven byl zapiijcen vyrobcem pouze na omezenou dobu.
Ze vSech objevenych variant byly vyselektovany pouze ty s frekvenci minoritni alely
(MAF) <1 % a vyskytem varianty v sekvenacnich readech odpovidajici zarodecné

variantg, tj. s vyskytem> 30 % readd.

Mezi probandy bylo nalezeno 20 variant, které byly poté interpretovany dle smérnic
Amerického kolegia 1ékarské genetiky (ACMG) a spliiovaly pozadavky pro patogenni
nebo pravdépodobné patogenni varianty. VSechny vybrané nalezené varianty byly
heterozygotni viz tabulka 9. V nejmensim souboru vzorkll zaslanych z Fakultni
nemocnice Olomouc (n=47) nebyly nalezeny Zadné kauzalni varianty ve vySetfovanych
genech. Také u Zadného z 1903 vzorkli nebyly nalezeny Zadné kauzalni varianty

zpisobujici monogenni obezitu v genu BDNF.

V této praci uvedené pozice kodujicich sekvenci a pozice aminokyselin vychdzeji z
referenCnich sekvenci: 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) Diisledek Varianta Fenotyp
101-65 MC4R Heterozygot | p.Leu2l1MetfsTer6 rs13447338 Posun ¢teciho rdmce delece Nadvaha
OMK1421 S347 ME MC4R Heterozygot | I185F (p.lle185Phe) Neuvedena Missense varianta SNV Obezita
113-01_S228 ME MC4R Heterozygot |G181D p.Glyl181Asp) rs13447333 Missense varianta SNV Obezita
104-21 S273 ME MC4R Heterozygot | V166l (p.Vall66lle) 1s942758928 Missense varianta SNV Obezita
OMK1466 S288 ME MC4R Heterozygot |R165W(p.Argl65Trp) 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) 1s376439188 Missense varianta SNV Morbidni obezita
E45-03 S591 ME MC4R Heterozygot | F51L (p.Phe51Leu) 15147000967 Missense varianta SNV Nadvaha
E36-18 S144 ME MC4R Heterozygot | F51L (p.Phe51Leu) 15147000967 Missense varianta SNV Nadvaha

Tabulka 9.: Nalezené varianty u genu MCH4R.
Pouzita referencni sekvence NM_005912.3(MC4R)
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R154G

113-38 S28 ME POMC Heterozygot (p.Argl54Gly) Neuvedena Missense varianta SNV Nadvaha
OMK1522 S548 ME POMC Heterozygot P59L(p.Pro59Leu) 1s752644128 Missense varianta SNV Obezita
E24-13 S707 ME POMC Heterozygot P59L(p.Pro59Leu) 1s752644128 Missense varianta SNV Nadvaha
E15-24 S377 ME POMC Heterozygot P59L(p.Pro59Leu) 15752644128 Missense varianta SNV Normalni védha
E27-14 S755 ME POMC Heterozygot P59L(p.Pro59Leu) 1$752644128 Missense varianta SNV Obezita
112-26_S544 ME POMC Heterozygot PS9L(p.Pro59Leu) 15752644128 Missense varianta SNV Nadvaha
102-134 S155 ME POMC Heterozygot P5S9L(p.Pro59Leu) 15752644128 Missense varianta SNV Nadvaha/obezita
Tabulka 10.: Nalezené varianty u genu POMC.
Pouzita referencni sekvence NM_000939.4 (POMC)
OMKI1517 _S476 ME SIM1 Heterozygot [ Q116* (p.GInl16Ter) neuvedena Varian;i;giiivaéliz mista, SNV Obezita
101-01_S455 ME SIM1 Heterozygot | H83Y (p.His83Tyr) rs1351901140 Missense varianta SNV Morbidni obezita
OMK1523 S252 ME SIM1 Heterozygot | H83Y (p.His83Tyr) rs1351901140 Missence varianta SNV Nadvaha

Tabulka 11.: Nalezené varianty u genu SIMI. Pouzita
referencni sekvence NM 005068.3(SIM1)
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Proband Vék z-BMI | Pohlavi
101-65 14 2,44 muz
OMK1421 S347 ME 10 5,18 zena
113-01 _S228 ME 11 2,15 zena
104-21 S273 ME 14 2,39 zena
OMK1466 S288 ME 9 3,01 zena
OMK1561 S311 ME 9,5 2,27 zena
OMK1560 S484 ME 14 3,13 zena
OMKI1571 S353 ME 12 4,01 zena
E45-03 S591 ME 17 1,34 zena
E36-18 S144 ME 17 1,34 zena
113-38 S28 ME 10 1,9 zena
OMK1522 S548 ME 14 Neuvedeno | Zena
E24-13 S707 ME 16 1 muz
E15-24 S377 ME 16 0,54 zena
E27-14 S755 ME 17 2,31 muz
[12-26_S544 ME 14 1,9 muz
102-134 S155 ME 12 2,5 zena
OMKI1517_S476_ME 14 3,71 zena
101-01_S455 ME 15 2,07 zena
OMK1523 S252 ME 22 4,11 muz

Tabulka 12.: Vek, pohlavi a z-BMI u probandii s nalezenou mutaci
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Pozice v WT MUT Frekvence
Gen genomu alela alela dbSNP (gnomAD)
MC4R |chr18:60371715 | TAGAG T rs13447338 delGAGA=0.00003
MC4R | chr18:60371797 T A Neznamé Neznama
MC4R | chr18:60371808 C T rs13447333 T=0.000030
MC4R | chrl8:60371854 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 Neznamé Neznama
POMC |chr2:25161709 G A rs752644128 A=0.00008
SIM1 | chr6:100450269 G A Neznamé Neznama
SIM1 |chr6:100453773 G A rs1351901140 A=0.000022

Tabulka 13.: Prehled nalezenych mutaci s jejich vyskytem frekvence v rozsahlé populacni databazi
Genome Aggregation Database (gnomAD v2.1.1, dostupné na https://gnomad.broadinstitute.org) Pozice
mutace je vztaZena k referencni sekvenci lidského genomu GRCh38/hg38. Cislo rs bylo pifazeno
z databdze Single Nucleotide Polymorphism Database(dbSNP) of nucleotide sequence variation
(dostupné na https.://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp)
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Gen . Polyphen Mutation
Protein SIFT Skore PolyPhen PhyloP100way | DANN Taster

MC4R | pLeu2lIMetfsTer6 | X X X 9,325 X X
MC4R y o y ‘o ., Zpusobujici
[185F (p.lle185Phe) |Skodlivé |1 pravdépodobné skodlivé | 8.017 0.9882 s
onemocneni
MCAR 1 G181D p.Gly181Asp) |skodlive |1 pravdépodobng skodlivé | 7.905 0.9976 | ZPusobujici
onemocneni
MCAR 1 V1661 (p.vall6slle) |3kodlivé |0,281 benigni 6.118 0,9973 | ZPusobujici
onemocneni
MCAR | R 165W(p.Arg165Trp) | skodlivé | 0,99 pravdépodobnd Skodlivé |2.676 0.9992 | ~Pusobujici
onemocneni
MCAR S139R (p.Ser139Arg) |tolerované | 0,987 pravdépodobné skodlivé |3.555 0.9978 Zpusobu_]E(:l,
onemocneni
MCAR 11 54p (p.LeusdPro)  |skodlive |1 pravdpodobné skodlivé |9.325 0.99g9 | ~Pusobujici
onemocneni
MCAR ™ EsiL (p.PheSILeu)  |skodlivé  |0,905 pravdpodobné skodlivé |9.325 0.9990 | ~Pusobujici
onemocneni
POMC |R154G y o y ‘ o Zpisobujici
(p.Argl 54Gly) Skodlivé | 0,998 pravdépodobné Skodlivé | 3.335 0.9986 onemocnéni
POMC | psor (p.ProsoLen) | skodlivé | 0,312 benigni 5.124 0.9978 | ZPusobujici
onemocneni
SIML 1 0116* (p.GInl16Ter) | X X X 9.602 0.9985 | ZPusobujict
onemocneni
SIMI 1183y (p.His83Tyr) | tolerované| 0,05 benigni 9.564 0.9980 | ZPusobujict
onemocneni

Tabulka 14.: Vysledky z predikcnich algoritmii u nalezenych mutact.
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Soubor (pocet) MC4R | POMC |SIMI BDNF
COPAT Intervence 3 3 1 0
COPAT Epidemiologie 2 3 0 0
Pacienti indikovani k
vySetieni monogenni obezity 5 1 2 0
Extrémné obézni pacienti
zaslani z FN Olomouc 0 0 0 0

Tabulka 15.: Rozlozeni vyskytu jednotlivych mutaci

napric soubory

COPAT Epidemiologie MC4rR | pomc | siui
celkem
978 2 3 0
frekvence (%) 0,204 0,306 0

Tabulka 16.: Frekvence variant v souboru COPAT

Epidemiologie
COPAT Intervence | pMC4R | POMC SIM1
celkem
679 3 3 1
frekvence (%) 0,441 0,441 0,147

Tabulka 17.: Frekvence variant v souboru COPAT

Intervence

Pacienti indikovani
k vySetieni MC4R | POMC | SIM1
monogenni obezity
199 5 1 2
frekvence (%) 2,512 0,502 1,005

Tabulka 18.: Frekvence variant v souboru pacientii

indikovanych

k vysetreni

v Endokrinologickém ustavu
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10.Diskuse

Soucasné studie naznacuji, ze genetické faktory hraji dualezitou roli v determinaci
prevalence obezity uvnitf populace. Jen relativné maly pocet gentl je zapojen do hlavni
osy regulujici energetickou homeostazi, nicméné mnohem vice genli s minoritnimi
efekty muze zprostiedkovavat expresi obezity ve vhodném prostiedi pomoci

vzajemnych doposud nepopsanych interakci.

V ramci toho neni role MC4R, a¢ nesporn¢ dulezita, stale plné objasnéna. Studie jasné
prokdzaly spojitost mezi obezitou a mutaci v MC4R (Aykut et al., 2020), kdy se
prevalence pohybovala mezi 0,5 az 5,8 %. Toto rozpéti se da vysvétlit jinym etnickym
sloZzenim populace, nebo spisSe riznymi kritérii pro vybér pacienttl, jako je rozsah BMI,

vek nastupu obezity ¢i vék pii zacatku studie nebo komorbidity.

V britské studii s prevalenci mutaci MC4R 5,8 (Farooqi et al., 2009) vybirali pouze déti
s Casnym nastupem morbidni obezity; naopak v danské studii vybirali 1 pacienty
s nadvéhou (van den Berg et al., 2011). Tyto rozdily mohou ovlivnit hodnoceni pravé

prevalence mutaci v genech zapojenych do signaliza¢ni kaskddy MC4R v populaci.

V nasi studii bylo mezi 1903 ceskymi détmi nalezeno 8 jiz diive popsanych mutaci
v genu MC4R, a to Leu2l1MetfsTer6, Ilel185Phe, Glyl181Asp, Vall66lle, Leu54Pro,
Ser139Arg, PheS1Leu a Argl65Trp. Popsané mutace zahrnovaly 7 missense mutaci

a jednu variantu posunu ¢teciho ramce. VSechny zjiSténé varianty byly heterozygotni.

Varianta Leu211MetfsTer6 je variantou posunu cteciho ramce, ktera se se nachazi ve
vysoce konzervované oblasti (phyloP100way=10). Vede k posunu ¢teciho ramce
a vzniku péti abnormalnich aminokyselin a vzniku ptfed¢asného stop kodonu v oblasti
paté transmembralni domény, coz oznafuje zkraceny, a tim padem i1 méné funkcni,
MC4R (Lee et al., 2008). Nosicem této varianty je l4lety chlapec, ktery podstoupil
ozdravny lécebny pobyt v laznich, kdy na zacatku l1écby bylo jeho z-BMI 2,44 a po
skonceni 1éCby 2,09.

Missense varianta Ile185Phe se nachazela u 10leté divky s z-BMI 5,18 a neustalym
hladem, kdy ani jeden z rodicti nemél BMI mimo normu. CAD skore bylo stanoveno na
27, coz oznacuje variantu mén¢ stabilizovanou selekci, a tim padem zptsobujici nemoc

Castéji, nezli je ndhoda. Varianta Ile185Phe jiz v minulosti byla popsédna u obéznich
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pacientll a vykazuje snizenou aktivitu cAMP, a s tim asociovanou ztratou funkce MC4R

(Bonnefond et al., 2016).

Gly181Asp je popsana v n¢kolika studiich jako varianta s Gplnou ztratou funkce. Ve
funkéni studii se tato varianta nevazala na radiové znadené 'I-NDP-MSH, coz
naznacuje, ze exprimuje malo spravné slozeného receptoru na povrchu buiiky, nebo ze
aminokyselinovd zména v receptoru zménila schopnost vazat se na '*’I-NDP-MSH
(synteticky peptidovy ligand). Studie také naznacuji, ze hladina povrchové exprese je
v porovnani se standardni alelou dramaticky snizena (Xiang et al., 2010). Gly181Asp
bylo nalezeno u 11leté divky s z-BMI 2,15. Tato divka byla zahrnuta v souboru COPAT

Intervence, coz znamend, Ze podstoupila lazenisky redukcni pobyt.

Exprese Vall66lle v savéich bunkach ukéazala, ze mnozstvi mutantniho receptoru na
povrchu je vyrazné snizeno oproti standardni alele (WT), ale zarovenn vykazuje nizsi
EC50 piti aktivaci aMSH nez WT a ma snizenou inhibici agonistou AGRP v porovnani
s WT. Toto naznauje, Zze Vall66lle zplsobuje hyperaktivni signalizaci sytosti
zpisobenou aMSH, zatimco neefektivni AGRP inhibice nespusti pfijem potravy.
Jelikoz je tato mutace nachizena u morbidné obéznich jedinct, je slozité urcit, jaka je
rovnovaha mezi nizkou expresi na povrchu buniky a zvySenou aktivitou receptoru
(Rovite et al., 2014). V nasi studii byla varianta Vall66lle nalezena u 14leté divky s z-
skore 2,39. Tato divka taktéZ podstoupila lécebny redukéni pobyt laznich a jeji z-BMI
po 6 mésicich od ukonceni lé¢ebného pobytu kleslo na 2,33. Hmotnostné probandka
zhubla ze 100,3 kg na 99,2 kg. Studie zkoumajici vliv zmény Zivotniho stylu po dobu
jednoho roku u déti s mutacemi v MC4R dospéla k zavéru, Ze ackoli ucastnici byli
schopni snizit svou hmotnost, tak po roku od této zmény zivotniho stylu déti s MC4R
mutacemi vykazovaly podobné hodnoty jako pifed intervenci. To znamend, Ze nositelé
variant v MC4R jsou schopni dosdhnout snizeni hmotnosti, avSak jiz nikoliv

dlouhodobg si snizenou hmotnost udrzet (Reinehr et al., 2009).

Varianta Leu54Pro byla nalezena u 12leté divky s z-BMI 4,01. Hodnota BMI u obou
jejich rodict prekracuje 30 kg/m?, nicméné rodice nebyli podrobeni genetické analyze,
proc¢ez neni ziejmé, zdali jsou nositeli této mutace. Tato mutantni varianta vykazuje
zhorSenou funkci transportu na bunééném povrchu, snizenou schopnost véazat se na
radioligandy NDP-MSH a redukovanou schopnost generovat cAMP jako odpoveéd’ na

navazani se ligandu. Celkova exprese, kterd je slozena z receptord na povrchu i vné
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buiky, byla znacné narusend. Tato mutace je pravdépodobné spojena se zmeénou
struktury v horni tfetin¢ 1.transmembralni domény (TM1). Tato zména ve skladani

helixi mtize snizit strukturalni stabilitu kodovaného receptoru (Tan et al., 2009).

Varianta Ser139Arg je velice malo popsand varianta, kdy je zminéna pouze v né€kolika
malo pracich, avSak tato varianta ma patrné za nasledek Gplnou ztratu funkce receptoru
a poruSeny membranovy transport (Tarnow et al., 2008). Byla nalezena u dvou sester
s BMI nad 97. percentilem. U star$i, tehdy 14leté, trva dle antropometrickych dat
obezita od 1,5 roku viz obrazek 19.; u mladsi, tehdy 9leté, trva dle antropometrickych
dat obezita od 3 let viz obrazek 18. BMI matky bylo v dob& méfeni 35 kg/m? a u otce
BMI neni zndmo. Zajimavé je, Ze u téchto sester byly nalezeny rovnéz dal$i mutace,
nicmén¢ vSechny byly intronové varianty klasifikovany jako pravdépodobné benigni,

nebo varianty s nejasnym vyznamem. I pfes to nemizeme pln¢ vyloucit kumulativni

efekt, t€chto mutaci. _ =0 T
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Tabulka dat:
VEK BMI Percentil Z skore Vyskowy vék  Perc.na\y  Z skore na Vv
[roky] [kgim2] [%] [1] [roky] [%] [1]
1,0 14,7 [ -1,56 02 58 0,21
1,1 16,1 28 -0.57 02 81 0,87
1,8 16,6 56 0,16 0.9 38 -0,30
19 16,7 62 0,31 1.2 42 -0,19
24 18,2 a4 152 1.7 86 1,10
3,8 20,7 100 299 4.0 100 297
6,0 240 100 37 6.6 100 3,40
79 23 99 243 89 98 212
95 236 99 227 109 98 1.97

Obrazek 18.: Percentilovy BMI graf dle veku divky OMKI1561(MC4R, p.Seri1394rg) od
1 roku do 9,5 roku. Zpracovano programem RustCZ (Statni zdravotni ustav).
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Tabulka dat:
WEK BMI Percentil Z skore WyEkovy vék Perc.na Vv Z skore na vV
[roky] [ka/m2] [%] [1] [roky] [%] [
11 15,8 21 -0,81 0,1 838 1,18
1,2 12,3 ] 3,52 05 0 -2,90
14 17,2 61 0,27 04 81 0,89
2,0 18,1 88 1,19 12 74 0,65
24 19,9 99 2,45 18 98 2,07
4,1 28,1 100 559 4.1 100 5,58
5.9 30,0 100 523 6,0 100 5,16
7.8 291 100 390 87 100 3,52
9.9 341 100 378 11,0 100 3,49
11,9 35,6 100 348 13,0 100 3,34
14,0 338 100 313 14,8 100 3,16

Obrazek 19.:Percentilovy BMI graf dle véku divky OMK 1560 MC4R, p.Ser139A4rg od I roku do 14
let. Zpracovano programem RustCZ (Statni zdravotni ustav).

Phe51Leu je malo popsana varianta, které se nicméné naSla u obéznich jedinct
(Branson et al., 2003; Stutzmann et al., 2008). Tato varianta méni aminokyselinovy sled
a v této studii byla zaznamenana u dvou divek ve véku 17 let z epidemiologické ¢asti
studie COPAT. Jak je vidét z grafii viz obrazky 20. a 21., ani jedna z divek netrpi

extrémni obezitou, nicméné jejich BMI je mezi 90. a 97. percentilem.

Na zéklad¢ skutecnosti, Ze se tato mutace nachdzi ve vysoce konzervované oblasti

(phyloP100way=9.32), a na =zéklad¢ in silico predikci a fenotypového obrazu
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probandek, je mozno ptedpokladat, ze tato varianta je nejspiSe patogenni a prispiva

k vys$s§i hmotnosti.
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Tabulka dat:
ek BMI Percentil Z skore Wyskowy vk  Perc.na Vv Z skore na Vv
[raky] [ka/m2] [%] U] [raky] [%] [1
1.0 17,1 50 0,01 0.9 51 0,02
3.0 15,0 33 -0.45 2,8 M -0,49
9.1 15,9 43 018 7.2 56 0,16
13,1 29 91 1,34 12,3 94 1,53
15,2 235 29 123 13,2 93 146
17,1 243 91 1,33 13,6 95 1,68

Obrazek 20.: Percentilovy BMI graf dle véku divky (E45-03) MC4R p.Phe51Leu. Zpracovano
programem RustCZ (Statni zdravotni ustav).
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Tabulka dat:
Vék BMI Percentil Z skore Vyskowy vék  Perc.naVy  Z skore na Vv
[raky] [kag/m2] [%] [11 [roky] [%] L]
1.0 16,1 27 0,61 11 27 -0,60
31 16,3 71 0,55 3,3 72 0,57
5.0 14,6 35 -0,39 5.4 36 -0,36
7.0 14,5 34 0,41 8,0 28 -0,58
9,0 181 79 0,79 10,3 70 0,53
11,0 19,0 76 0,89 11,9 B9 0,50
13,0 19,4 61 0,28 - — -
15,0 19,5 42 0,19 — — —
17,0 248 a1 1,34 -— — —

Obrazek 21.: Percentilovy BMI graf dle veku divky (E36-18) MC4R p.Phe51Leu. Zpracovdano
programem RustCZ (Statni zdravotni ustav).

Varianta Argl65Trp byla pozorovana u 9leté divky s z-BMI 3,01. U této pacientky byla
také zjiSténa mentalni retardace, vyvojova dysfazie a neurologicko-psychické problémy.
Tato mutace jiz byla popsdna u obézniho adolescenta (Hinney et al., 1999). Spole¢n¢ se
vyskytujici obezita a intelektudlni postizeni je spiSe typickd pro takzvanou
syndromovou obezitu neZli pro obezitu monogenni, nicméné souvislost nelze plné

vyloucit.
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Gen POMC koduje prekurzor, ktery nasledné prochézi rozsahlymi tkanove specifickymi
post-translacnimi Gpravami. POMC protein muze byt nasledné Stépen na 7 peptidd,

adrenokortikotropni hormon, a-MSH, B-MSH, y-MSH a dalsi.

Nova varianta byla nalezena u genu POMC, a to Argl54Gly. Tato varianta se nenachdzi
v konzervované oblasti (phyloP100way = 3.34), nicméné in silico predikce v tomto
piipadé variantu oznacily jako patogenni ve 12 ptipadech. Nositelkou této heterogenni
varianty je 10letd divka s BMI-SDS skoré 1,9, coz je na hran¢ mezi nadvéhou
a obezitou, coz odpovida heterogennimu stavu. Pacienti s morbidni obezitou

zpusobenou variantami v POMC genu byvaji homozygoti nebo slozeni heterozygoti.

Dalsi varianta Pro59Leu byla zachycena v 6 pfipadech u déti s SDS skore mezi 0,54 —
2,3. Pritomnost této varianty u neobéznich pacientd ovSem samo osob¢ neznamena
uplnou neskodnost této varianty, jelikoz rozvoj obezity je vysoce zdvisly na prostiedi
amiliZze se projevit i v pozd&js§im veku. Nelze tedy vyloucit vliv varianty Pro59Leu na
rozvoj obezity. U Ctyf probandl s touto variantou genu POMC byly zaznamenany
ivarianty vjinych genech (vySetieni provedeno laboratofi). Jedna se o varianty
v genech BDNF, SH2B1, NTRK2 a KCNJ13 viz tabulka 19. VSechny tyto varianty byly
klasifikovany jako benigni nebo pravdépodobné benigni a jednalo se o intronové

varianty nebo variantu v 3" nepfekladaném useku.

Proband Fenotyp Varianty v genech
OMK1522 S548 ME | Obezita BDNF,POMC
E24-13 S707 ME |Nadvaha NTRK2,KCNJ13,POMC
E15-24 S377 ME |Normalni vdha | POMC
E27-14 S755 ME | Obezita POMC
112-26 S544 ME |Nadvaha SH2B1,POMC
102-134 S155 ME |Nadvaha/obezita| NTRK2, BDNF 2x, POMC

Tabulka 19.: Vsechny nalezené varianty v genech u probandii s variantou p.Pro59Leu v genu
POMC

SIMI je zékladni helix-loop-helix transkripéni faktor zapojen ve vyvoji a funkci
paraventrikularniho jadra hypothalamu, které je klicové pro regulaci energetické

homeostaze tim, Ze interaguje s drahami ovliviiujicimi melanokortinovou signalizaci.

U genu SIM1 byla nalezena novéa varianta GInl116Ter u 14leté divky s z-BMI 3,71; toto
odpovida hodnotdam nad 99. percentilem viz obrazek 22. BMI otce ¢ini 47,3, coz je

klasifikovano jako morbidni obezita; bohuzel u néj nebyla provedena geneticka analyza,
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a nemiizeme tak potvrdit, zda obezita u otce je zpiisobena stejnou mutaci jako u dcery.
U probandky byla kromé obezity rovnéz zjisténa porusend glukozova tolerance
a acanthosis nigricans. M¢la také snizenou hladinu HDL cholesterolu 0,7, kdy norma se
pohybuje kolem 1,34-1,80. Tato mutace zatim nebyla opublikovana a nenachazi se ve
vetejne dostupnych databazich. Mizeme proto vychazet pouze z in silico predikci, které
tuto oblast vyhodnocuji jako siln¢ konzervovanou, a vzhledem k pfitomnosti obezity lze

predpokladat kauzalitu této mutace.

BMI, divky
—, 36
™~
E |
=)
=
= 34
m
32
]
30
-~ Parc.
28 By
26 =
. [ | - a0
24 =
o 175
5 [ pd
" ——{ 50
—~
P - 25
. P -
] -~ i 10
= . ~ 3
A
1
10
1] 1 2 3 4 5 8 T g ] 10 1 12 13 14 15 16 17 18
Veék [roky]
Tabulka dat:
VEk BMI Percentil Z skore Wyskovy v8k  Perc.na V'V Z skore na WV
[roky] [kg/m2] [%] [11 [roky] [35] [11
1,0 19,2 88 1,18 1,2 90 127
3.0 2.3 100 3,71 3,2 100 3,72
5,0 247 100 434 5,2 100 427
7.0 25,1 100 3,51 8,0 100 3,05
9.0 30,7 100 3,65 11,2 100 3,08
10,5 353 100 372 126 100 336

Obrazek 22.: Percentilovy graf BMI dle véku u divky OMKI517. (POMC p.GIlnll6Ter).
Zpracovano programem RustCZ (Statni zdravotni ustav).
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His83Tyr je varianta nalezend u 15leté divky, ktera podstoupila redukéni lazensky
pobyt. Jeji SDS skoére pied nastupem bylo stanoveno na 2.07, nicméné Sest mésicii od
ukonceni ozdravného pobytu v laznich bylo jeji SDS skére 1,31. Redukce SDS
u obéznich adolescenti zmensSuje riziko kardiovaskuldrnich chorob jiz od hodnoty
BMI> nebo=0.25. Nicméné nejlepsi vysledky jsou vidét az u ztraty 0,5 a vice BMI
SDS, které vedou ke zna¢nému snizeni hodnot u kli¢ovych rizikovych metabolickych

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

U genu BDNF nebyly nalezeny zadné varianty, které by byly oznaceny jako patogenni

nebo pravdépodobné patogenni.

Celkové bylo nalezeno 10 patogennich mutaci u MC4R, 7 patogennich mutaci u POMC
a 3 patogenni mutace u SIM1.

V porovnani s jinymi studiemi z Evropy je prevalence MC4R mutaci u déti ze souboru
hodnoty se vyskytovaly v italské studii (0,5 %) (Miraglia Del Giudice et al., 2002)
a slovenské studii (0,7 %) (Stanikova et al., 2015). Nicmén¢ u déti ze souboru pacientli
indikovanych k vySetfeni na monogenni obezitu tato prevalence €inila 2,51 %, coZ je na
urovni nalezi prechozi ¢eské studie (2,4 %) (Hainerova 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 ptiklad studie provedend na Guandalupe, vykazuji
prevalenci mutace v MC4R 4 %; nicméné je tfeba podotknout, Ze tato studie byla
provedena pouze na 25 africko-karibskych détech (BMI SD skére od 2.0 do 2.8)
(Foucan et al., 2018). V turecke studii byly prevalence mutace MC4R dokonce az 8,5 %;
studie byla nicmén¢ také provedena pouze na 47 morbidné obéznich détech (BMI SD

skore 2.72+0.37) (Tung et al., 2017).

Tento rozdil mezi souborem COPAT Intervence a souborem pacienti indikovanych
k vySetfeni na monogenni obezitu miiZze byt zplsoben tim, Ze v souboru COPAT

Intervence nebyly pouze morbidné obézni déti, ale 1 déti s niZS§im stupném obezity.

Prevalence mutace MC4R v souboru COPAT Epidemiologie, kterd ¢ini 0,20 %, je
velice podobnd vysledkiim z kontrolni ¢asti francouzské a némecké 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 pacientii indikovanych
k vySetfeni na monogenni obezitu a 0,44 % v souboru COPAT Intervence. Pro
porovnani pak lze uvést, Ze prevalence POMC v italské studii ¢inila 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 casti studie COPAT byla stanovena prevalence POMC na 0,30 %.
Prevalence POMC v kontrolni ¢asti norské studie byla ur¢ena na (1,20 %) (Nordang et
al., 2017) a ve francouzské studii byla stanovena na 2,20 % (Dubern et al., 2008). Je ale
dilezité zminit, ze z osmi déti z francouzské studie s mutaci v POMC, mélo pouze
jedno BMI SDS vétsi nez 2. V databazi ORPHA je uvedena prevalence POMC
deficience na <1 / 1 000 000, nicméné tato frekvence je zmiiovana pouze ve spojeni
s recesivnim vyskytem. Takto odlisSné prevalence, by mohly byt zpiisobeny jinym

populac¢nim slozenim studii.

V této studii byla stanovena prevalence SIMI na 1,00 % v souboru pacientil
indikovanych k vySetfeni na monogenni obezitu a 0,14 % v souboru COPAT
Intervence. Ve spolecné americko-francouzské studii byla prevalence stanovena 2,0 %
(Bonnefond et al., 2013). V souboru COPAT Epidemiologie se zddna mutace v genu
SIM1 nenasla.

Porovnavani vyskytu téchto variant v ¢eské populaci oproti publikovanym vyskytim u
jinych populaci a etnik je zatiZeno zna¢nou chybou, a to kviili v citovanych vyzkumech
nejednotné zvolenym kohortdm s rlznymi stupni obezity. Proto jsou data
z Epidemiologické casti studie COPAT (n=978), které¢ odpovidaji ndhodnému vybéru

z ¢eské populace, unikatni.
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11.Zavér

Cilem této diplomové prace bylo stanovit mutacni spektrum a frekvencni zastoupeni
jednotlivych variant ve vybranych genech spojenych s monogenni obezitou, kodujicich
signaliza¢ni kaskadu melanokortinového receptoru 4. typu (geny MC4R, POMC, SIM,
BDNF) u ceské obézni populace. Poznatky o prevalenci nemoci, kterd odrazi zatéz

nemoci v dané populaci, mohou slouzit pti rozhodovani o dalsi péci o tyto pacienty.

L. Byla zvolena ¢asové i finanéné vyhodna mikrofluidni technologie ptipravy DNA
knihoven. Z 1910 vzorki DNA se podafilo osekvenovat geny MC4R, POMC, SIM a
BDNF u 1903 vzorkti DNA (Uspésnost piipravy knihoven 99.63 %) ze 4 soubora déti a
adolescentll a to s pfiblizn¢ tfetinovymi finanénimi naklady oproti jinym komerénim

metodam.

II. Molekularné genetickymi metodami bylo poté identifikovano 8 rlznych mutaci
v genu MC4R u 10 déti, 2 mutace v genu POMC u 7 déti a 2 mutace v genu SIMI u 3
déti. Byly nalezeny nové varianty v genu SIM1, a to ziskana stop varianta a varianta
sestithového mista ¢.346C>T (GInl16Ter) a POMC missense varianta ¢.460C>G
(Argl54Gly).

IlI.  Vysledky zreprezentativniho vzorku ceské populace tj souboru COPAT
Epidemiologie (MC4R 0,20 %, POMC 0,30 % a SIM1 0 %) byly porovnany s vysledky
Ceské détské a adolescentni obézni populace, kde byla prevalence suspektnich nebo
kauzalnich mutaci stanovena u souboru COPAT Intervence (MC4R 0,44 %, POMC 0,44
% a SIM1 0,14 %) a u souboru pacientt indikovanych k vySetfeni na monogenni obezitu
(MC4R 2,51 %, POMC 0,50 % a SIM1 1,00). Tato zji$téni byla srovnana vii¢i jinym

evropskym i mimoevropskym populacim.

Identifikace novych variant v leptin-melanokortinové draze u obéznich déti umoznuje
rozs$ifit spektrum mutaci asociovanych s monogenni obezitou a obezitou celkové. Toto

dale ptispiva k lepSimu zachytu a mozné budouci 1é€bé.
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12.Seznam zKkratek

ACTH — Acetylcholin

AgRP — Aguti podobny peptid

ARC — Nucleus Arcuatus

BBB — Hematoencefalické bariera

BMI — Body mass index

CART — Kokain a amfetamin regulovany tranksript
CCK — Cholecystokinin

COPAT - Childhood Obesity Prevalence And Treatment
DMH — Nucleus dorsomedialis

DNA — Deoxyribonukleova kyselina (Deoxyribonucleic acid)
FA — Mastné kyseliny (Fatty acids)

FTO — Fat mass and obesity

GABA — Kyselina gama amino-maselna

GI — Gastrointestindlni trakt

GLP-1 - Glukagonu podobny peptid

GWAS — celogenomova asociacni studie

JAK2 — Janus Kinaza 2

KCNIJ13 - Draselny vnitin€ napravitelny kanal ¢len 13 podceledi J (Potassium Inwardly
Rectifying Channel Subfamily J] Member 13)

LEP — Leptin
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LEPR — Leptinovy receptor

LH — Nukleus lateralis

MC 1-5 R — Melanokortinovy receptor 1-5

MSH — Melanokortin stimulujici hormon

NAFLD — Nealkoholova tukova choroba jater

NPY — Neuropeptid Y

NTRK?2 — Neurotroficky receptor tyrosin kindza (neurotrophic receptor tyrosine kinase)
NTS/DMV — Nukleus tractus solitarius/ Dorsalni motoricky nukleus n. vagus
PACAP — Hypofyzovy adenylat cyklaza-aktivujici peptid

PC — Pro-konvertaza

PCSK1 — Pro-konverzéaza subtilisin/kexin

POMC — Proopiomelanokortin

PYY — Peptid tyrosin tyrosin

SH2B1 — SH2B adaptorovy protein 1

SIM1 — Single minded homolog 1

SNPs — Maly nukleotidovy polymorfismus (Small nucleotid polymorfism)
SNV — Mala nukleotidovy variace (Small nucleiotid variation)

STAT — Pfevodnik signdlu a aktivator transkripce (Signal transducer and activator

of transcription)

TE pufr Tris/EDTA pufr

VMH - Nucleus ventromedialis
WT — Standardni alela
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14.Prilohy

14.1. Primery pouzité 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 gcgetaccgATACCCGTTC 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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SIM 1 TTTAAAGTAGGTATGGCAGGTGA TGCCAAATGTTGAGAAACATGAA 217
SIM1 CCATCTCTTAACTGTTCTCATGC GGAATAATAGTGAACTGGCTTCG 227
SIM1 CCCAAAATGGTCAAATGCTCAAT ATACAAGATTTCCGCCCTCAAGA 218
SIM1 GCTTTCCTTAGCTGTAATCTGTT AGGGTGAATTCTGAGATCACTTA 237
SIM 1 TGAGGATCACTGGATAGTCACA ACATAGCACTAGCATTCAGGGTT 196
SIM 1 GTCATCAAATGTCTTAACTTACCT AGATTGACCCAGTTTTAAGTACA 185
SIM1 CAATGTCACTAAAAACTATACATTGC AAGAAATGAAATTGGCCTGGAAA 240
SIM1 ATTGAGCCTAGTATCTGAAGTGT GACATCAGTGACCAGAGAAATG 225
SIM1 ACTTTCAATTAGAGATCATATTTGGC GATACCCTGAACGACCCTC 226
SIM1 AGCAAAGTTGCAATAAACAAAACT CTCAGAGTTCCTTCTCTAGGAC 240
SIM 1 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 gctaagagc AGTACTCTGAAGGAA 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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SIM 1

GCAAAGTCACTTACCTTCTGGGA

GCGGAGCTTAAGTTGTGAGAAGA

230

SIM1 ACTTAAAACTGGGTCAATCTACCA AAGAACCAGGGAAAATGAACTGA 239
SIM1 GTCAAAATTTATCTATTCTGGTTCCC AGTTTAATACCCCATTACCAGCA 204
SIM1 GCCTCTCCCACACCACC TTCATGATCCAGAAAAGGGAGCC 221
SIM 1 CTTTCTGGGGAGGCCTTTGT CTGGCTCCCAGCACGAC 238
SIM 1 GTCATGTGGCACTTCACTGGT CCTGGAGTGCTCAATTGGAAGTA 228
SIM1 GGACATAGTTGACGCTGACGATA TCTTACCACCAGGGATTGCATTT 223
SIM1 GCCACGACTAATTGGGGAAAAAC GTCCCTTCACCGGGCATTC 239
SIM1 CTCATTTTGAATGTCACCTCAGC GAAGTTTCCCCAATCTTTCTTGG 229
SIM1 AAACATTTTGCCTATTCCTTCAGAG TCAAACCAATTCACCCAGAAAAAAG 229
SIM 1 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
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