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Abstrakt

Obezita je komplexni multifaktoridlni onemocnéni, které ptedstavuje jeden z nejvétSich
zdravotnich problému soucasnosti. Prevalence nadvahy a obezity celosvétove stale nartsta jak
u dospélé, tak 1 u détské populace. Nadmérnd hmotnost v raném véku miize byt spojena
s dal$imi metabolickymi komplikacemi a vétSina obéznich déti ziistava obéznich 1 v dospélosti,
coz se poji s dal§imi zdravotnimi riziky. Navzdory dlouhodobému a intenzivnimu vyzkumu

pii¢in a mechanismi vedoucich k rozvoji nadmérné télesné hmotnosti, zistavaji nékteré

aspekty tohoto onemocnéni stale neobjasnéné.

Diplomové prace sestavd ze dvou samostatnych studii, které reprezentuji mozné ptistupy

ve vyzkumu genetického pozadi obezity.

Prvni ¢ast prace predstavuje prifezova studie 1947 ceskych adolescentii, u kterych byla
provedena asociacni studie zjist'ujici efekt sportovni aktivity na télesné slozeni a metabolické
zdravi. Hodnocen byl také vliv polymorfismu rs686989 v genu ZBTBI6 na vybrané
antropometrické a biochemické parametry souvisejici s nadvahou a obezitou. Ziskané vysledky
svéd¢i o pozitivnim vlivu sportovni aktivity na nékteré antropometrické a metabolické
parametry u chlapcti i u divek v adolescentnim véku, nicméné s jistymi pohlavné specifickymi
rozdily. Kromé toho bylo zjisténo, Ze polymorfismus rs686989 v genu ZBTB 16 pravdépodobné

ma urcity efekt na antropometrické a biochemické parametry, i kdyZ tento efekt je velmi jemny.

Druhou ¢ast prace tvori longitudinalni studie, ve které¢ bylo vyuzito techniky masivniho
paralelniho sekvenovani exomu za ucelem identifikace variant potencialné asociovanych
s polygenni obezitou v souboru pacientli s podezienim na monogenni obezitu. Frekvence
nalezenych variant byla nasledné zjiStovana v tzv. skupiné osob se zvySenym rizikem obezity
a ve skupiné nerizikovych jedinct. Frekvence nalezenych variant se mezi skupinami rizikovych
a nerizikovych jedinct signifikantné nelisila.

Diplomové prace doklada riiznorodost etiopatogeneze polygenni obezity 1 vyzkumu jejich

piicin.

Klicova slova: polygenni obezita, sportovni aktivita, ZBTBI6, celoexomové sekvenovani,

COPAT



Abstract:

Obesity is a complex multifactorial disease and one of the most significant health challenges of
our time. The prevalence of overweight and obesity continues to rise globally in both adults and
children. Excess body weight in early life is often associated with additional metabolic
complications, and most obese children remain obese into adulthood, which brings further
health risks. Despite intensive research into the causes and mechanisms leading to the

development of excessive body weight, certain aspects of this condition remain unclear.

This thesis consists of two separate studies representing possible approaches to the investigation

of the genetic background of obesity.

The first part of the thesis presents a cross-sectional study of 1,947 Czech adolescents, which
involved an association study examining the effect of physical activity on body composition
and metabolic health. The study also evaluated the impact of the rs686989 polymorphism in the
ZBTBI16 gene on selected anthropometric and biochemical traits related to overweight and
obesity. The results demonstrate a positive influence of physical activity on certain
anthropometric and metabolic traits in both male and female adolescents, albeit with some
gender-specific differences. Additionally, it was found that the rs686989 polymorphism in the
ZBTBI16 gene may have a modest effect on anthropometric and biochemical parameters,

although this effect is very subtle.

The second part of the work consists of a longitudinal study in which the technique of massive
parallel exome sequencing was used to identify variants potentially associated with polygenic
obesity in a group of patients with suspected monogenic obesity. The frequency of the identified
variants was subsequently analyzed in a group of individuals with higher risk of obesity and
compared to a group of non-risk individuals. The frequency of the identified variants did not

differ significantly between the two groups.

The thesis demonstrates the diversity of the etiopathogenesis of polygenic obesity and the

challenges in its research.

Key words: polygenic obesity, sport activity, ZBTB16, whole exome sequencing, COPAT
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1 Uvod

Obezita je komplexnim multifaktoridlnim onemocnénim piedstavujici jeden z nejvétSich
zdravotnich problému soucasnosti. Navzdory dlouhodobému a intenzivnimu vyzkumu pficin
a mechanismti vedoucich k rozvoji nadmérné télesné hmotnosti, zistavaji nékteré aspekty

tohoto onemocnéni stale neobjasnéné.

Prevalence nadvahy a obezity celosvétove stale nartistd jak u dospélé, tak 1 u détské populace.
Nadmérnd hmotnost v raném véku muze byt spojena s dalSimi metabolickymi komplikacemi,
jako je diabetes mellitus 2. typu (Young et al., 2000), hypertenze (Moore et al., 2006)
a dyslipidémie (Elmaogullari et al., 2015). Kromé toho vétSina obéznich déti zlistdva obéznich
1 v dospélosti, coz se poji s dalsimi zdravotnimi riziky (Simmonds et al., 2016). Jedinci
s obezitou pretrvavajici z détstvi do dospé€losti vykazuji vys§i morbiditu a mortalitu nez ti,

u nichZz se obezita rozvine az v dospélosti (Llewellyn et al., 2016).

Genetické pozadi ma v etiopatogenezi obezity vyznamnou roli. Srozvojem molekuldrné-
genetickych technik byly jiz odhaleny stovky kandidéatnich genetickych variant, které mohou
ovlivihovat vznik a rozvoj nadmérné hmotnosti. Nalezené varianty vSak v sou€asnosti vysvétluji
pouhych 5-6 % interindividualni variability v nachylnosti k rozvoji obezity (Trang & Grant,
2023). Uspéchy v poznani genetického pozadi obezity mohou byt piinosné pro vyvoj novych

1é¢ebnych prostiedkl nebo pro u€innéjsi prevenci.

Predkladand diplomova prace zahrnuje dvé samostatné studie, které reprezentuji mozné

ptistupy ve vyzkumu genetického pozadi obezity.

Pritezova studie je typem asociacni studie a byla zaméfena na hodnoceni sportovni aktivity
na télesné sloZzeni a metabolické zdravi u déti a adolescentd. Hodnotila také vliv polymorfismu
1686989 v genu ZBTB16 na vybrané antropometrické a biochemické parametry souvisejici

s nadvahou a obezitou.

Longitudindlni studie byla zamétena na hledani novych kandidéatnich variant pro nadmérnou
hmotnost s vyuzitim technik masivniho paralelniho sekvenovani exomu u osob se zvySenym

rizikem obezity.



2 Nadvaha a obezita u déti a adolescentu

Svétova zdravotnickéd organizace (World Heatlh Organization, WHO) obezitu definuje jako
nadmérné zmnozeni tukové tkang, které¢ mize mit negativni dopady na zdravi jedince. Spolecné
s nadvahou, ktera predstavuje mirnéjsi formu zvysSené télesné hmotnosti, piedstavuji jeden

nejvyznamnéjsich zdravotnich problémi 21. stoleti (URL1).

Zatimco diive byla nadvdha a obezita v détském véku vysadou ptedevSim ekonomicky
vyspélych zemi, trendy poslednich let ukazuji na vyrazny nartst poctu déti s obezitou také
v rozvojovych zemich. Problematika nadmérné té€lesné hmotnosti tak predstavuje globalni

problém (Abarca-Gomez et al., 2017).

Obezita v détském véku je, stejné jako u dospélych, spojena s vyskytem riznych komorbidit,
mezi néZ patii hypertenze (Moore et al., 2006), porucha glukézové tolerance, diabetes
mellitus 2. typu (T2DM) (Young et al., 2000), nealkoholové postizeni jater (Anderson et al.,
2015), astma (Black et al., 2013), dyslipidémie (Elmaogullar et al., 2015) a spankova apnoe
(Bazzano et al., 2016). U déti s obezitou je také Castéji pozorovana deficience vitaminu D

a zeleza (Malden et al., 2021).

Déti a adolescenti trpici obezitou maji az pétkrat vyssi pravdépodobnost vyskytu obezity
v dospélém véku (Simmonds et al., 2016). S tim se poji 1 pretrvavajici vyskyt komorbidit
azvySena nemocnost a umrtnost téchto jedincti (Llewellyn et al., 2016). Kromé toho
predstavuje obezita v dospélosti rizikovy faktor rozvoje kardiovaskularnich onemocnéni (Singh
& Shen, 2013), chronickych onemocnéni ledvin (Wang et al., 2008), onkologickych
onemocnéni (De Rubeis et al., 2019), onemocnéni pohybového aparatu (Nicholls et al., 2012)

a poruch plodnosti (Jahangir et al., 2024)

2.1. Prevalence nadvahy a obezity u déti a adolescentii

v

Nejaktualnéjsi udaje o prevalenci nadvahy a obezity v détském véku udava WHO, podle niz
v roce 2022 trpélo nadvahou nebo obezitou 37 miliont déti mladSich 5 let. Ve stejném roce
pocty déti a adolescenti (5—19 let) s nadvahou dosahovaly vice néz 390 miliontl a z toho

160 miliont trpélo obezitou (URL1).

Globalni trendy v prevalenci obezity za poslednich 30 let analyzovala iniciativa NCD Risk

Factor Collaboration (NCD-RisC). Srovnanim dat prevalence z roku 2022 s daty z roku 1990



se ukézalo, Ze u déti a adolescent vzrostla celosvétove prevalence obezity z 3,8 % na 16,2 %
(Phelps et al., 2024). K nartstu prevalence obezity doslo ve vétsSing z 200 sledovanych zemi
a ve vétsin€ zemi byl nartst vice nez dvojnasobny. Nejvétsi narast prevalence obezity byl jak
u chlapcti, tak u divek zaznamenan ve statech Polynésie, Mikronésie a Karibiku a dale v Bruneji
a Chile. Jedinym statem, kde doslo ke sniZeni prevalence obezity u obou pohlavi byl Kyrgyzstan
(Phelps et al., 2024). Zavéry studie potvrdily dlouhodoby trend, kdy nartst prevalence obezity,
diive typicky pro vysokopfijmové staty, postihuje stale castéji 1 stfednépiijmové
a nizkopiijmové zemé. Napiiklad ve statech Latinské Ameriky, jizni Afriky a jihovychodni
Asie dochazi u détské populace k rychlému pfechodu z kategorie podvyzivy az k nadvaze

a obezit¢ (Abarca-Goémez et al., 2017).

V Ceské republice mame diky $esti Celostatnim antropologickym vyzkumtim déti a mladeze
(CAV), které probéhly v desetiletych intervalech vletech 1951-2001, unikatni data
o prevalenci nadvahy a obezity u jedincii ve véku 0—18 let. Nize popsané procentudlni podily
déti a adolescentli s nadvahou a obezitou vychdzeji z referencnich udaji konstruovanych
v CAV 1991 platnych pro ¢eskou populaci. Pro potfeby mezinarodniho srovnani jsou hodnoty

uvadény dle mezinarodné doporucenych referencnich udajii (Vignerova et al., 2006).

Posledni vysledky z roku 2001 ukazuji u chlapcti, ve srovnani s vysledky z roku 1991, zvyseni
prevalence obezity ve vSech vékovych kategoriich (Vignerova et al., 2006). Podle publikace
autorti Vignerova et al. (2006), ve které jsou shrnuty vysledky 6. CAV, podil obéznich chlapcii
v adolescentnim véku (11-17,99 let) dosahoval celkem 9,2 %. Konkrétné¢ ve vékové kategorii
11-14,99 let byl podil obéznich chlapct 5,6 % a v kategorii 15-17,99 let 3,6 %. Chlapca
s nadvadhou v adolescentnim v&ku bylo vroce 2001 celkem 15,2 %, ptficemz ve vékové
kategorii 15-17,99 let bylo pozorovano sniZeni prevalence nadvahy oproti roku 1991 na 5,9 %.
U chlapcti ve véku od 11 do 14,99 let pak prevalence nadvéahy narostla na 9,3 % (Vignerova et

al., 2006).

Prevalence obezity u divek se dle 6. CAV (Vignerova et al., 2006) oproti roku 1991 v roce 2001
zvysila v celém vékovém spektru s vyjimkou nejstarsi skupiny (15-17,99 let). U této vékové
skupiny bylo pozorovano sniZeni prevalence obezity na 2,5 %. V kategorii 11-14,99 let pak
trpéla obezitou 4,4 % divek a celkovy podil obéznich divek v adolescentnim véku tak dosahoval
6,9 %. Nadvahou v adolescentnim véku v roce 2001 trpélo celkem 13,8 % divek a stejn¢ jako

v pfipad€ obezity, bylo u nejstar§i divéi vékové kategorie pozorovano snizeni prevalence,



konkrétné na 6 %. Podil adolescentek s nadvahou ve véku od 11 do 14,99 tak dosahoval let
7,8 % (Vignerova et al., 2006).

Po poslednim CAV v roce 2001 bylo provedeno nékolik dalSich epidemiologickych studii
zaméfenych na prevalenci obezity v détské populaci (Kunesova et al., 2020; Sigmund et al.,
2020). Ceska republika se od roku 2007 az do soucasnosti aktivné ucastni iniciativy WHO
Europe s nazvem Childhood Obesity Surveillance Initiative (COSI), ktera si klade za cil
dlouhodoby sbér standardizovanych dat o prevalenci nadvahy a obezity déti ve véku 6-9 let.
V Ceské republice je sbér dat zaméfen na déti ve véku 6,5-7,99 let. Data ze étvrtého kola COSI
probihajiciho v letech 2015-2017 naznacila, Ze celkova prevalence nadvdhy a obezity
u sedmiletych déti v Ceské republice ziistava jiz od zadatku sledovani v roce 2007 stabilni.
U chlapcti byl zaznamenan mirny posun z kategorie nadvahy k obezité, konkrétné¢, dle Ceskych
referen¢nich hodnot mélo v roce 2016 nadvahu celkem 14,1 % sedmiletych déti, z toho 7,6 %
tvorili chlapci a 6,5 % divky. Obezita byla zjist€na celkem u 15,3 % sedmiletych déti, z toho
8,8 % predstavovali chlapci a 6,5 % divky (Kunesova et al., 2020).

Koncem roku 2019 se na riznych mistech svéta objevila prvni ohniska nemoci COVID-19,
ktera brzy pterostla v pandemii a vazn¢ ovlivnila zivotni styl vétSiny svétové populace (URL2).
V Ceské republice byly prvni piipady onemocnéni COVID-19 zaznamenany podatkem roku
2020, coz ptim¢lo ufady k zavedeni ptisnych epidemickych opatfeni véetné uzavieni Skol
a volnocasovych zatizeni. Ceska republika drZela §koly zaviené nejdéle ze viech ¢lenskych
statl Evropské unie. Od biezna 2020 do kvétna 2021 byly Skoly uzavieny celkem 38 tydnt,
z toho 18 tydni zcela a 20 tydnti ¢astecné, kdy mohli vyuku navstévovat pouze zaci matetskych

Skol a nizsich ro¢nikil (Vazna et al., 2022).

To, jak se tato restriktivnich opatieni projevila na prevalenci nadvahy a obezity u ¢eskych déti
a adolescentu, sledovala studie Vazna et al. (2022). Srovnanim zdznamu z pediatrickych
prohlidek z let 2019 a 2021 byl pozorovan vyznamny nartst ve skore smérodatné odchylky
indexu télesné hmotnosti (Standard Deviation Score Body Mass Index, SDS BMI, viz kap. 2.2.)
u chlapcii i u divek ve véku 7, 9, 11 a 13 let. Nejvyssi prevalence nadvahy a obezity byla v roce
2021 zaznamenana u chlapci i divek ve vékovych kategoriich 11 a 13 let. Velmi vyznamnym
zjisténim byl také zaznamenany podil déti s téZkou obezitou (BMI > 3 SD), pfedevsim chlapct
ve véku 9 a 11 let (Vazna et al., 2022). Prehled podilu chlapcii a divek s nadvahou, obezitou

a tézkou obezitou v jednotlivych ve€kovych kategoriich zobrazuji obrazky 1 a 2. V tuto chvili



se jedna o nejaktualnéjSi publikovand data o prevalenci nadvahy a obezity napfi¢ témito

vékovymi kategoriemi v Ceské republice (Vazna et al., 2022).
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Obr.1: Prevalence nadvéahy, obezity a tézké obezity u chlapci v roce 2021 (Vazna et al., 2022)
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Obr.2: Prevalence nadvahy, obezity a tézké obezity u divek v roce 2021 (Véazna et al., 2022)



2.2. Diagnostika nadmérné hmotnosti u déti a adolescentu

Zakladnim a celosvétové uznavanym nastrojem pro hodnoceni hmotnosti je BMI, které
predstavuje pomér mezi télesnou hmotnosti jedince v kilogramech a druhou mocninou télesné

vysky jedince v metrech (URL1).

Vypocet BMI je univerzalné vyuzivan pro diagnostiku nadmérné hmotnosti u dosp€lych osob.
Podle WHO je za nadvdhu u dospélych jedincti povazovana hodnota BMI > 25 kg/m?
a za obezitu hodnota BMI > 30 kg/m? (URL1).

Diagnostika nadvahy a obezity v détském véku je vSak odlisSnd. Hodnoty BMI se v détstvi
vyrazné¢ méni s vékem a dilezité pro hodnoceni je také zohlednéni pohlavi jedincl. Proto
se pro hodnoceni hmotnosti u pediatrické populace vyuzivaji pohlavné specifické percentilové
grafy BMI vychézejici z epidemiologickych studii na konkrétnich populacich (Vignerova et al.,
2006).

V Ceské republice se vyuzivaji percentilové grafy BMI odvozené z dat 45 % populace ve véku
0-18 let ziskanych pii 5. CAV v roce 1991 (Vignerova et al., 2006). Pro vyuziti v pediatrické
praxi neni do budoucna v planu jejich aktualizace, aby tak nedochazelo ke zjemiiovani normy
a posunu meznich hodnot pro ureni nadvahy a obezity k vysSim hodnotam (Sedlak et al.,
2014). Percentilové grafy pro chlapce a divky zobrazuje obrazek 3, kategorizaci hmotnostnich

pasem pro hodnoceni BMI v détském véku pro Ceskou republiku zobrazuje tabulka 1.

Tab. 1: Hodnoceni hmotnosti podle percentilovych pasem v détském véku. Upraveno dle
Vignerova et al. (2006)

Percentilové pasmo Hodnoceni ditéte
< 10. percentil Nizka hmotnost
> 10.-25. percentil Stihlost
> 25.-75. percentil Normalni hmotnost
>75.-90. percentil ZvySena hmotnost
> 90.-97. percentil Nadvaha
> 97. percentil Obezita
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Z hlediska hodnoceni hmotnosti v détském véku pak samostatnou kategorii pfedstavuji déti

do 5 let v€ku, u kterych se pro hodnoceni hmotnosti doporucuje vyuZzivat hmotnostné—vyskovy

pomér (Vignerova et al., 2006).

Kromé¢ percentilovych grafit BMI je pro hodnoceni hmotnosti vyuzivano také SD-skore BMI.

Toto skére vyjadiuje, do jaké miry se hmotnost jedince odchyluje od populacni normy. V praxi

je SD-skore vyuZzivano predevsim pro ureni miry extrémnich odchylek od normy, které nelze

vyjadtit percentilovou siti (pod 3. a nad 97. percentilem). Tteti percentil odpovida —2 SDS a 97.

percentil +2 SDS. Na 50. percentilu se nachdzi nulova hodnota SDS. Vztah percentilovych

hodnot vii¢i SD je zobrazen na obrazku 4. Z divodu zohlednéni vékovych a pohlavnich rozdilt

predstavuje také vhodny ndstroj pfi zpracovani dat klinickych soubortt (URL4).
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Obr.4: Vztah percentilovych hodnot k hodnotam smérodatné odchylky (SD). Pfevzato z URLA4.

SD-skoére se vypocita nasledovné:

SDS naméieny parametr — primeérna hodnota parametru pro dany vék a pohlavi

smérodatna odchylka tabelovaného priiméru parametru pro dany vék a pohlavi

Vypoctem SD-skore ziskdme informaci o tom, o kolik smérodatnych odchylek se hodnoceny

parametr 1i$i od jeho primérné tabelované hodnoty (URL4).

Nadvaze odpovida SDS BMI > 1 a < 2, obezit¢ SDS BMI > 2 a < 3 a té¢zké obezit¢ pak SDS
BMI > 3 (URL1).

Percentilové grafy BMI a SDS BMI jsou cennym nastrojem pro sledovani té€lesné hmotnosti
a jejiho vyvoje v populacnich studiich. Nicméné pii individualni diagnostice mohou mit
v n¢kterych ptipadech omezenou spolehlivost. Z podstaty vypoctu v sobé BMI nezohlediiuje
distribuci té€lesného tuku nebo podil mnozstvi svalové hmoty a tukové tkané. To muze vést
k nadhodnoceni hodnoty BMI u déti s velkym podilem svalové hmoty (Javed et al., 2015;
Kumar & Kelly, 2017). Opacény piipad pfedstavuji osoby s tzv. latentni formou obezity.
U téchto osob sice hodnota BMI odpovida normé, ale to je dano nizkym zastoupenim svalové
hmoty a vysokym zastoupenim tukové tkané¢ v tcle. I tato forma obezity pro postizené osoby

pfedstavuje zdravotni rizika a je proto dllezité ji v€as diagnostikovat (Sedlak et al., 2015, 2017).

Jednoduchym a nenakladnym zptusobem zpiesnéni diagnostiky nadvahy a obezity je méfeni

obvodovych parametri, jako jsou obvod pasu, obvod bficha a obvod boktli. Zméiené parametry
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je mozné vyuzit pro vypocet indexit WHR (waist to hip ratio) nebo WHtR (waist to height
ratio), které 1épe vypovidaji o rozlozeni tuku v téle a ptipadné abdominalni obezité. Kaliperacni
metoda meéfeni tloustky koznich tas predstavuje taktéz ukazatel odrazejici mnozstvi
podkozniho tuku. Pfesnymi, ale ekonomicky nakladnymi metodami stanoveni télesného sloZeni
jsou vypocetni tomografie, digitdlni rentgenova absorpciometrie, ¢i magnetickd rezonance.
Ekonomicky dostupnou alternativou pro vyuziti v bézné praxi pak muize byt bioimpedancni

analyza (Vignerova et al., 2006).
2.3. Etiopatogeneze obezity

Z etiopatogenetického hlediska mizeme obezitu rozdélit do n€kolika kategorii. Vice nez 90 %
piipadii obezity tvofi bézna, multifaktoridlné podminéna obezita, mensi podily pak piedstavuji
vzacnéjsi formy, jako je obezita navozena léky ¢i endokrinné podminéna obezita a dale velmi
vzacné piipady monogenni obezity nebo nékteré genetické syndromy doprovazené obezitou

(Diels et al., 2020).

BéZna obezita vznika v disledku interakce faktorit vnéjSiho prostiedi na genetickém pozadi.
Mezi faktory wvné&jSiho prostiedi patii zejména jidelni a pohybové zvyklosti nebo
socioekonomické a psychologické faktory (Weihrauch-Blither & Wiegand, 2018). Bézna
obezita je polygenni onemocnéni, tzn. ze genetickou slozku pfedstavuje vice genti s malym

uc¢inkem (Diels et al., 2020).

2.3.1. Faktory prostredi

Rizikové faktory prostredi jsou pomérné dobfe znamé. Hlavni pficinou nadmérné hmotnosti
vétSiny déti a adolescentil je dlouhodobéd pozitivni energetickd bilance, ktera je zplsobena

nizkou fyzickou aktivitou a nevhodnymi stravovacimi navyKky.

Nizka fyzicka aktivita nezahrnuje pouze nedostatek sportovni aktivity, ale také pokles rutinnich
manudlnich dennich ukont a sedavy zpisob Zivota, ktery je u déti a mladistvych podpoien
casem stravenym u obrazovky (Lee & Yoon, 2018). Jako prevenci nadmérné hmotnosti déti
a adolescent doporuc¢uje WHO alespoit 60 minut stfedné intenzivni az intenzivni pohybové
aktivity denn¢ (URLS). Dodrzovanim tohoto doporuceni u Ceskych adolescentii se zabyvala
studie Salonna a kol. (2023), v ramci které bylo zjisténo ze doporuc¢ovanych hodnot denné

dosahne pouze 20,6 % cCeskych chlapct a 15,8 % divek a tyto hodnoty s vékem dale klesaji.



Zatimco v 11 letech alespon 23,9 % adolescenti vykona nejméné hodinu pohybové aktivity

denné, v 15 letech uz je to jen 8,4 % (Salonna et al., 2023).

Mezi nevhodné stravovaci navyky patii nadmérna konzumace potravin s vysokou energetickou
hodnotou, vynechavani snidané, nedostatend konzumace ovoce a zeleniny a konzumace
sladkosti Castéji nez trikrat tydné (Poorolajal et al., 2020). Na vyznam konzumace pokrm fast
foodovych restauraci jako rizikového faktoru poukazala britskd studie, ktera zjistila vyssi
hodnoty BMI a télesného tuku u déti zijicich v blizkosti fast foodovych restauraci. Podobné
negativni efekt byl pozorovan také v pripadé, kdy se fast foodové restaurace nachazeji

v blizkosti Skol (Libuy et al., 2024).

2.3.2. Socioekonomické faktory

Vyznamnym ukazatelem socioekonomického statusu ovliviiujiciho télesnou hmotnost déti
je vzdélani rodict. Nizsi vzdélani rodich je u jejich potomkl spojeno s hor$imi stravovacimi
navyky a delsi dobou stravenou u obrazovky. Déti rodich s niz§im socioekonomickym statusem
se také mén¢ Casto ucastni organizovanych sportovnich aktivit v rdmci sportovnich klubli
(Fismen et al., 2021; Musi¢ Milanovi¢ et al., 2021). Nelze vSak jednozna¢né fici, ze by u déti
rodic¢t s niz§im socioekonomickym statusem celkové pievazovaly nezdravé navyky, protoze
tyto déti méné Casto vyuzivaji jako zplisob piepravy motorizovanou dopravu a travi tak denné
vice Casu fyzickou aktivitou nez déti z rodin s vy$§im socioekonomickym statusem (Musi¢

Milanovi¢ et al., 2021; Pouliou et al., 2015).

2.3.3. Psychologické faktory

Podil psychologickych faktorti na rozvoji nadvahy a obezity ilustruje naptiklad emocni
ptejidani jako reakce na stres a uzkostné ¢i depresivni stavy (Demir Kosem et al., 2024; Muha
et al., 2024). Déti a adolescenti s obezitou zaroven ¢astéji trpi duSevnimi onemocnénimi, jako
jsou deprese a poruchy piijmu potravy (Galler et al., 2024). Obezita je také spojovéana s nizkym
sebevédomim, negativnim vnimanim sebe sama a Sikanou ve Skolnim prostiedi (Abedelmalek

et al., 2024; Moradi et al., 2021).



2.3.4. Genetické faktory

Ackoliv je vyznam vnéjSiho prostiedi pro rozvoj obezity dilezity, i1 télesna stavba jedinct
vystavenych plisobeni stejného prostiedi se muze lisit. Tento rozdil je vysvétlovan genetickou
variabilitou ovliviiujici individualni nachylnost k rozvoji obezity (Loos & Yeo, 2022).
O genetické podminénosti obezity svéd¢i Casty familiarni vyskyt onemocnéni a znacna
heritabilita. Heritabilita udava, jak velka cast proménlivosti znaku je zaptic¢inéna genetickymi
faktory. Odhaduje se, Ze zhruba 40—70% variability znakl spojenych s obezitou je geneticky
determinovano (Allison et al., 1996; Stunkard et al., 1990). Geny mohou nachylnost k obezité
posilovat (obezigenni geny), ale také ptsobit protektivné (leptogenni geny) (Hainer et al., 2008;
Narjabadifam et al., 2021; Zillikens et al., 2017).

Vliv genetickych faktorti se projevuje na hodnot¢ BMI (Narjabadifam et al., 2021), procentu
tukové hmoty (Lu et al., 2016), distribuci télesného tuku (Pulit et al., 2019; Rask-Andersen
et al., 2019), procentu tukuprosté hmoty (Zillikens et al., 2017) a hladinach leptinu (Kilpeldinen
et al., 2016) a leptinovych receptorti (Sun et al., 2010). Kromé toho genetické faktory ovliviiuji
také behavioralni znaky, jako jsou chutové preference a vybér potravin nebo tendence

k prejidani (C. H. Llewellyn & Fildes, 2017; Robino et al., 2019; Vesnina et al., 2020).

Pocet identifikovanych chromozomalnich oblasti, které jsou asociovany s télesnou hmotnosti,
v soucasné dobé jiz presahl tisice a stale piibyvaji dalsi. I pres stale se zefektiviiujici ptistupy
vyzkumu genetického pozadi obezity vysvétluji doposud popsané varianty gent pouze 56 %

variability v hodnotach BMI (Trang & Grant, 2023).
3 Vyzkum genetického pozadi obezity

Cilem genetickych studii je definovat genetickou komponentu tohoto komplexniho
onemocnéni, identifikovat rizikové alely v kandidatnich genech, ovéfit jejich patogenetickou
roli, studovat jejich vzajemné pisobeni a interakci genetického prostiedi s vné&jsimi faktory.
To je v ptipad¢ multifaktoridlnich onemocnéni velmi obtizné. Genetické analyzy bézné obezity
komplikuje tada faktorti, napt. genetickd heterogenita (k manifestaci téhoz onemocnéni miize
u riiznych jedinc pfispivat rozdilné genetické pozadi), neliplnd penetrance (pfitomnost
patologickych alel se nemusi projevit manifestaci choroby) nebo fenokopie (onemocnéni se

projevi 1 v nepfitomnosti sledované patologické alely). Dalsi komplikaci piedstavuje také
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neuplna znalost pfesnych fyziologickych procesi uplatitujicich se pfi rozvoji obezity (Sulc

et al., 2020; Yang et al., 2022).

Moznost vyuziti genetickych pfistupi ve vyzkumu fyziologickych a molekularnich
mechanismi fizeni té€lesné hmotnosti naznacily jiz rané studie dvojcat, které odhalily vyraznou
genetickou komponentu ve fenotypovych znacich obezity (Silventoinen et al., 2010; Stunkard
et al., 1986). Vyznam role genetického pozadi jesté vice zduraznily studie adoptovanych déti,
které pozorovaly vétsi podobnost hodnot BMI mezi adoptovanymi détmi a jejich biologickymi
rodic¢i i biologickymi sourozenci ve srovnani s adoptivnimi rodi¢i, s nimiz tyto déti sdilely
stejné prostiedi (Silventoinen et al., 2010). Geneticka analyza komplexnich onemocnéni, mezi

néz bézna obezita patii, muze vyuzivat mnoho rtiznych metodickych ptistupt a strategii.

3.1. Vazebna analyza a celogenomové skeny

Vazebnd analyza a celogenomové skeny (Genome-Wide Linkage Scans, GWLS) ptedstavovaly
prvni systematicky pfistup, ktery rozsifil analyzu genetickych asociaci z omezenych oblasti
na cely genom. Vazebnd analyza umoziuje identifikaci lokust spojenych s nemoci testovanim
kosegregace genetickych markera spojenych s onemocnénim v ramci rodin. GWLS identifikuji
chromozomalni oblasti, které jsou pro dany fenotyp relevantni. V téchto oblastech se mize
nachazet pouze jeden, ale také vice genl. PfestoZze bylo identifikovano vice nez 250
chromozomalnich oblasti potencidlné asociovanych s obezitou, identifikace kauzélnich genii
nebyla pfili§ uspeésna. GWLS se ukazaly jako vhodny nastroj pfi identifikaci gend, které
zpusobuji monogenni onemocnéni, ale kvlili omezené statistické sile nejsou schopné odhalit

geny s mensimi nebo stiedné velkymi Gcinky (Diels et al., 2020; Rankinen et al., 2006).

3.2. Asociaéni studie kandidatnich genti obezity

Asociacni studie kandidatnich geni se zaméfuji na geny, které jsou jiz znamé nebo maji
piedpokladanou biologickou funkci, ktera by mohla souviset s rozvojem daného onemocnéni.
Pocatky vyzkumu genti uplatiujicich se pii polygenni obezité jsou spjaty se studiem geni, které
byly identifikovana pomoci animélnich modelii ¢i u osob s monogenni obezitou. Posledni
dostupna publikace Human Obesity Gene Map z roku 2005 uvadi seznam 127 kandidatnich
gentl, které jsou asociovany s obezitou i jejimi fenotypovymi projevy. Tyto kandidatni geny

asociované s obezitou byly identifikovany na vSech lidskych chromozomech, s vyjimkou
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chromozomu Y. Do roku 2005 vSak byla pouze u 22 kandidatnich genl asociace s obezitou

podpotena vysledky alesponi péti nezavislych studii (Rankinen et al., 2006).

3.3. Celogenomové asociacni studie

Vyznamny milnik, ktery skokoveé posunul vyzkum genetického pozadi béznych forem obezity,
nastal v roce 2007, kdy byly publikovany vysledky prvnich celogenomovych asociac¢nich studii
(Genome-Wide Association Studies, GWAS). GWAS komplexnich onemocnéni jsou zalozeny
na genotypizaci jednonukleotidovych polymorfisma gent v ramci celého genomu a nasledné
statistické analyze rozdilu ve frekvencich téchto variant v souboru nemocnych a v souboru

kontrol (Albuquerque et al., 2015).

Prvnim popsanym polymorfismem identifikovanym pomoci GWAS s asociaci k fenotypu
obezity byl rs7566605 (G/C) v blizkosti genu INSIG2 (z angl. insulin-induced gene 2).
Jednoznacnd asociace tohoto polymorfismu s obezitou vSak nebyla replikacnimi studiemi

potvrzena (Herbert et al., 2006).

Proto je za prvni polymorfismus, u kterého bylo jednoznaéné prokdzano spojeni s obezitou,
povazovan 1s9939609 (T/A) nachazejici se v prvnim intronu genu F70 (fat-mass and obesity
associated protein). Studie autorti Frayling et al. (2007) testovala korelaci mezi polymorfismy
genomu a T2DM. Byla zjisténa silnd asociace polymorfismu rs9939609 genu FTO s T2DM
a zvySenym BMI. Po adjustaci na BMI vSak asociace s T2DM nebyla zachovana. Tento
vysledek naznacil, ze zvySené riziko rozvoje T2DM tak pravdépodobné nesouvisi piimo
s efektem polymorfismu, nybrZ se zvySenym BMI. Nalez asociace polymorfismu rs9939609
genu FTO se zvySenym BMI byl potvrzen v replikacni studii na kohorté jedincti evropského
puvodu. Jako rizikovy faktor pro vyssi hodnoty BMI byla oznacena ptfitomnost minoritni alely
A, jejiz pfitomnost byla u dospélych jedincti spojena s navysenim BMI piiblizné o 0,36 kg/m>.
Zaroven byl zjiStén kumulativni efekt na hodnotu BMI pfi pfitomnosti dvou alel A. Hmotnost
jedinct s genotypem A/A byla v priméru o 3 kg vyssi nez u jedinct bez pfitomnosti rizikové
alely (genotyp T/T). Polymorfismus rs9939609 genu F70 vysvétloval u této evropské kohorty
ptiblizné 1 % variability v BMI (Frayling et al., 2007).

Nalez asociace polymorfismu rs9939609 genu F7O s obezitou byl potvrzen mnoha dalSimi
pracemi a dals$i replikacni kohorty byly rozsiteny také o jedince mimoevropskych etnik (Ben

Halima et al., 2018; Nindrea & Thongwichian, 2024; T. Sharma & Badaruddoza, 2024).
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V review autorti Baru¢ija-Ozgoban et al. (2018) byla na zéklad& 32 studii, které se vénovaly
SNP 1rs9939609 genu FTO, mapovana frekvence rizikové alely A u celkem 24 populaci.
Nejvyssi frekvence minoritni alely A byla zaznamenana u populaci evropského pivodu,
konkrétné¢ ve francouzsko-rumunské (i samostatné rumunské) a italské kohorté. Naopak
nejnizsi frekvence alely A pak byla zjisténa u asijskych populaci, konkrétn€ v kohorté z Jizni
Koreje, Ciny a Tchaj-wanu (Baruéija-Ozcoban et al., 2018). Frekvenéni zastoupeni alel T a A

v jednotlivych populacich zobrazuje obrazek 5.

100%

0,
W s
80%
o
[ ]
70% -
© ° °
60% * .
G elel®|a]|®|® “lele® °
§ 50% ——
] ° ® |9 b ° ° [} ° [ ]
E 40% g . e oT
() L ]
= 30% . oA
[ ] ° °
20%
[ ]
10% [ o
0%
> R 0 O A OO FTIEIEEED
. O@q,\ @ \‘Dx \Q\ & @@Q \\{b\ &\&9 ch\}v \’\eqé\gai § \@\}%&‘ 06& ‘ﬁ 6&@6\‘5& 0% “040@@& &‘f“} >
& <F ~ O & SFEF Ve o &8 s
3 & & & & ¥ &
© & > X &Q‘Q <O
& C ¢ &
Sl y} &
< & &
Q,’ﬁ

Obr. 5: Frekven¢ni zastoupeni alel T a A polymorfismu rs9939609 genu F70 u studovanych populaci.
Prevzato z Barucija-Ozcoban et al. (2018).

V pribéhu let bylo objeveno nékolik dalSich polymorfismi v genu F7O asociovanych
s obezitou, a kromé vztahu k BMI byla nalezena také souvislost s dal§imi znaky souvisejicimi
s obezitou (Doaei et al., 2019; Katus et al., 2020; Qureshi et al., 2017). Naptiklad v indické
studii byla zjiSténa asociace polymorfismu rs17817449 (T/G) genu FTO s vys§imi hodnotami
téchto parametrti: BMI, obvod pasu, WHR, WHtR, systolicky tlak, diastolicky tlak a hladina
triacylglycerolti v séru (T. Sharma & Badaruddoza, 2024). Péakistanska studie pak nalezla
asociaci polymorfismu rs3751812 (G/T) genu FTO svyssimi hodnotami BMI, niz§imi
hladinami HDL-cholesterolu a vy$§imi hladinami LDL-cholesterolu (Qureshi et al., 2017).
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Obdobné vysledky byly zaznamendny také v asociacnich studiich u déti a adolescentil. Jiz
v ptivodni praci autort Frayling et al. (2007) byla pfitomnost minoritni alely A SNP rs9939609
genu FTO spojena se zvySenym rizikem obezity ve véku 7, 8, 9, 10 a 11 let u déti evropské
kohorty. Pfitomnost kazdé alely A byla v 7 letech asociovana s navySenim BMI pfiiblizné
0 0,2 kg/m?. Tento efekt byl zachovéan az do 11 let v&ku, kdy byla pfitomnost rizikové alely
A spojena s navysenim BMI ptiblizné o 0,4 kg/m? (Frayling et al., 2007).

Nasledné studie tento nalez potvrdily u dalSich etnickych skupin a kohorty byly rozsiteny také
o adolescenty (da Silva et al., 2018; Eghbali et al., 2024; Quan et al., 2015). Krom¢
polymorfismu rs9939609 genu F70 byly pomoci GWAS u déti a adolescentli zjiStény asociace
s obezitou také u dalSich Ctyf polymorfisma v tomto genu (rs1421085 (T/C), rs1861868 (C/T),
151477196 (A/G) a rs17817449 (G/T)), coz dale potvrdilo vyznamnou asociaci genu F70O
s obezitou jak u dospélych, tak u déti a adolescentti (Eghbali et al., 2024).

Komplexni mechanismy rozvoje polygenni obezity vyplyvajici z interakce mezi vné&jSim
prostfedim, genetickou predispozici a lidskym chovanim potvrzuji i dal$i vysledky nedavnych
studii. Ty ukazuji, ze vliv variant genu F70 na vznik obezity Ize ovlivnit navyky zdravého
zivotniho stylu (da Silva et al., 2018). Naptiklad v tchajwanské studii byl zjistén vyznamny
vztah mezi variantou rs1421085 (T/C) genu FTO a fyzickou aktivitou, ktery se projevoval
na té€lesné hmotnosti a BMI. U jedincl s minoritni alelou C byl pozorovan vétsi nartst v BMI
nez u jedinct s genotypem T/T v ptipad¢, Ze se pravidelné nevénovali zadné fyzické aktivité.
Zajimavym zjisténim vSak bylo, Ze pfiznivy u¢inek pravidelné fyzické aktivity byl vyraznéjsi
u jedincd s minoritni alelou C, u kterych ve srovnani s jedinci s genotypem T/T dochézelo pfi

pravidelné fyzické aktivité k niz§imu nartstu hodnot BMI (Hiraike et al., 2021).

Od roku 2007, kdy byla publikovana prvni GWAS souvisejici s fenotypem obezity, bylo jiz
identifikovano vice nez 1100 chromozomalnich lokusi s potencidlnim vyznamem
v nachylnosti k obezité (Loos & Yeo, 2022). Casovou osu identifikace lokusti asociovanych

s obezitou u riznych etnik zobrazuje obrazek 6.
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Obr. 6: Celkovy pocet identifikovanych lokusti asociovanych s polygenni obezitou u riznych etnik.

Upraveno podle Loos & Yeo (2022).
Kazda dalsi publikovanda GWAS rozsifuje pocet studovanych osob, ¢imz se také zvysuje
statisticka sila pro identifikaci dalSich lokusti — zejména vzacnéjSich lokust nebo lokusi
s niz8imi ucinky. Pro tyto Ucely vznikaji rozsahlé mezinarodni spoluprace, mezi néz patii napf.
konsorcium Genetic Investigation for Anthropometric Traits (GIANT). Vyzkumnici konsorcia
slucuji datasety z dosud provedenych GWAS, ¢imz vznikaji kohorty se statisicovymi pocty
jedinct (Xia & Grant, 2013). Dilezitou funkci plni také biobanky, tedy databaze DNA
vznikajici pro vyzkumné ucely (Shaw et al., 2014). Slouc¢enim dat ziskanych GIANT a dat
z britské biobanky byla vytvofena kohorta pfiblizné¢ 700 tisic jedincl, u kterych bylo
identifikovano 751 novych lokusii s asociaci k BMI (Yengo et al., 2018).

Prestoze jsou GWAS schopny odhalit velké mnozstvi lokusti a kandidatnich genti polygenni
obezity, snahy o objasnéni presnych fyziologickych mechanismil pisobeni téchto gend zatim
nebyly pfili§ uspésné. Analyzou exprese 106 genli nachdzejicich se v blizkosti polymorfismi,
které¢ byly pomoci GWAS identifikovany jako polymorfimsy zvySujici ndchylnost k obezit¢,
bylo zjisténo, ze tyto geny jsou ve velkém mnozstvi exprimovany v riznych oblastech mozku.
Nejvyssi exprese byla pozorovana v insule a substantia nigra, coz jsou oblasti spojené

se systémem odmeny a rozvojem zavislosti (Ndiaye et al., 2020).
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Tato zjiSténi nastinila odliSnosti v patofyziologii monogenni a polygenni obezity, protoze
vétSina genli monogenni obezity je exprimovana pievazné v hypothalamu. Produkty gent
monogenni obezity maji vyznamnou roli v leptin-melanokortinové draze, ktera zajistuje
energetickou homeostazu organismu. Mutace v genech monogenni obezity zptisobuji naruseni
této drahy a tim 1 naruSeni energetické rovnovahy spojené s vyraznou hyperfagii (Dosda et al.,
2024). Zapojeni insuly a substantia nigra do mechanismu fizeni télesné hmotnosti v piipadé
polygenni obezity naznaCuje komplexni vztah mezi jidelnim chovanim a faktory vnégjSiho

prostfedi (Saeed et al., 2024).

Tomu by odpovidaly nélezy asocia¢nich studii, které u nositelti popsanych variant v genu 70
zaznamenaly vys§i celkovy pfijem kalorii (Speakman, 2015), vyssi frekvenci konzumace
potravy (McCaffery et al., 2012) nebo preferenci konzumace potravin s vysSim obsahem cukru

a tuku (Al-Jawadi et al., 2021; Park et al., 2013; Poosri et al., 2024).

U genu FTO byl popsan také potencidlni mechanismus vlivu polymorfismii na regulaci
energetické rovnovahy. Vyzkumy prokazaly, Ze intronové polymorfismy genu F70 mohou
piimo interagovat s promotorovou oblasti v blizkosti genu /RX3 (iroquois homeobox 3) a tim
regulovat jeho funkci. Proteinovy produkt genu /RX3 se v ontogenezi uplatituje pii vyvoji
nervového systému a je cetné exprimovan v mozku, proto miize mit potencidlné roli

v mechanismech regulace energetické rovnovahy (Smemo et al., 2014).

3.4. Celogenomové a celoexomové sekvenovani

I ptes vyrazny posun ve vyzkumu genetického pozadi obezity, ktery ptinesly GWAS, ziistava
stale vyznamna ¢ast genetického zékladu obezity nevysvétlena (Trang & Grant, 2023). Nékolik
genetickych studii obezity 1 nékterych dal§ich komplexnich fenotypl ukézalo, Ze vyznamnou
roli v rozvoji komplexniho fenotypu mohou mit také vzacné varianty genti (Akbari et al., 2021;
Majithia et al., 2014), které vS§ak GWAS neodhali. Potencial pro dalsi vyzkum nabizeji moderni
sekvenacni metody, jako je celogenomové a celoexomové sekvenovani za pomoci metod
sekvenovani nové generace (Next Generation Sequencing, NGS). Vyuziti NGS umoziuje
soucasnou identifikaci béznych i vzacnych variant gent. Tento pfistup se jiz diive osveédcil
v identifikaci mutaci v genech zpiisobujicich monogenni onemocnéni (Boycott et al., 2013)
a v soucasnosti je stale ¢astéji vyuzivan také ve vyzkumu komplexnich onemocnéni (Nordang

et al., 2017). Je pravdépodobné, Ze v nadchéazejicich letech povedou rozsahlé populacni studie
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vyuzivajici NGS k identifikaci dalSich b&znych 1 vzécnych variant genli s vyznamem

v nachylnosti k obezit¢ (Novelli et al., 2023).

Pristupit NGS ve vyzkumu genetickych pfi¢in obezity bylo vyuzito v norské studii autort
Nordang et al. (2017), ktefi u probandd s morbidni obezitou a probandi normostenickych
provedli sekvenaci exonl gentl, jejichz mutace jsou pfi¢inou monogenni obezity — LEP, LEPR,
MC4R, PCSKI a POMC. Krom¢ variant, které¢ zpuisobuji monogenni obezitu, byly v téchto
genech identifikovany také jiné vzacné varianty, které monogenni obezitu nezpusobuji.
Identifikované vzacné varianty se v porovnani s kontrolami signifikantné ¢astéji vyskytovaly u
morbidn€ obéznich probandii. Tento nalez naznacuje souvislost mezi vzacnymi variantami

v téchto péti genech a vyskytem morbidni obezity (Nordang et al., 2017).

Znacné rozsadhlejsi studii, vyuzivajici taktéz metodu celoexomového sekvenovani, provedli
autofi Akbari et al. (2021). V této studii bylo diky sekvenaci exomt 640 tisic osob objeveno
16 gent, jejichz vzacné varianty jsou asociovany s BMI. Kromé toho studie potvrdila vyznam
variant gentt LEP, POMC, PCSKI a MC4R také v rozvoji polygenni obezity. Pfitomnost
heterozygotnich variant polymorfismu v téchto genech, které zptsobuji ztratu funkce proteinu,
byla spojena s vyssim BMI. Vzacné varianty v genu PCSK ! zptsobujici zkraceni proteinu pak
byly u heterozygotnich nositelii spojeny s vice nez dvojnasobné vyssi pravdépodobnosti
vyskytu obezity nez v pfipadé jedinci bez téchto variant. DalSim dilezitym pfinosem
celoexomového sekvenovani v této studii bylo zjisténi, ze pfitomnost vice nez 2 miliont
béznych variant v genech ¢i lokusech asociovanych s BMI se aditivnim zptsobem podili
na uplatnéni efektu vzacnych variant, a tim i na vysledném fenotypovém projevu (Akbari et al.,
2021). Tato zjisténi dale zdlraznila roli komplexnich interakci genti uplatiiujicich

se v etiopatogenezi polygenni obezity.

3.5. Animalni studie

S vyzkumem genetického pozadi obezity jsou vyznamné spjaty taktéz studie provadéné
na zvifecich modelech. Prvni poznatky o genech spojenych s regulaci hmotnosti byly ziskany
prave studiem animalnich modeld, zejména mysich linii obese a diabetes, které se vyznacovaly
spontannim vznikem tézké obezity a hyperfagie (Coleman, 1973, 1978). Zasadni milnik
vyzkumu ptedstavoval objev ob genu kédujiciho leptin u mysi linie obese v roce 1994. U mysi

s mutaci v ob genu (ob/ob genotyp) byla pozorovana deficience leptinu spojena s tézkou formou
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obezity (Zhang et al., 1994). Nasledoval objev genu pro leptinovy receptor u mysi linie diabetes
(db) (Chen et al., 1996), coz podpoftilo teorie o roli leptinu v regulaci télesné hmotnosti

a pozdg¢ji vedlo k objasnéni jeho vyznamu v leptin-melanokortinové draze.

Poznatky ziskané studiemi animalnich modelti umoznily vybér kandidatnich homolognich gent
pro studium monogenni obezity u lidi. Jiz roku 1997 byly popsany prvni piipady osob
s vrozenou deficienci leptinu (Montague et al., 1997) a zahy poté také ptipad Zeny s mutaci
v LEPR (Clément et al., 1998). Oba nalezy spojoval fakt, Ze probandi pochazeli z rodin
s historii pfibuzenskych snatkil, coz mélo za nésledek homozygotni vyskyt téchto jinak velice
vzacnych mutaci. Nasledovaly detekce mutaci v genech kodujicich komponenty leptin-
melanokortinové drahy (POMC, MC4R, PCSKI) (Jackson et al., 1997; Krude et al., 1998;
Vaisse et al., 1998). Pro nositele vSech téchto mutaci byl charakteristicky vyskyt t€zké obezity
jiz od rané¢ho détstvi a vyrazna hyperfagie, tedy znaky shodné s mysimi modely, z ¢ehoz byla
usuzovana piima kauzalni souvislost mezi genetickymi mutacemi v téchto genech a rozvojem

tézkych forem obezity.

Studie animalnich modelt rovnéz prispély k identifikaci genli spojenych s komplexnimi
onemocnénimi, jako je metabolicky syndrom. Jednim z téchto gend je ZBTBI16 (zinc finger

and BTB domain containing 16) (Seda et al., 2017), ktery byl studovan v této diplomové praci.

3.6. ZBTBI16 (zinc finger and BTB domain containing 16)

Gen ZBTB16 byl u lidi poprvé popsan v roce 1988 v souvislosti s akutni myeloidni leukémii
(odtud taktéz pouzivany nazev promyelocytic leukemia zinc finger, PLZF) (Grignani et al.,
1998). ZBTB16 koduje protein, ktery funguje jako transkripéni faktor (Suliman et al., 2012).
Struktura proteinu je u savci dobfe zakonzervovana. Na C-konci se nachazi devét zinkovych
prstit typu Cysy—Hisy, které umoznuji vazbu na specifické sekvence DNA. Na N-konci
se nachazi komplex BTB/POZ uplatiiujici se pii formaci represorovych komplexi. Mezi nimi
je represorova doména RD2 (Li et al., 1997; Suliman et al., 2012). Strukturu proteinu genu

ZBTB16 zobrazuje obrazek 7.
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N-terminus ZBTB1 6 C-berminus

BTB/POZ RD2 b—— Cys,-His; zinc¢ fingers —

Obr. 7: Struktura proteinu genu ZBTB16.

BTB/POZ — bric a brac-tramtrack-broad complex/poxvirus and zinc-finger;
RD2 — repressor domain,;

Cys>—His: zinc fingers — zinkové prsty;

N-terminus — N-konec;

C-terminus — C-konec;

Pievzato z Seda et al. (2017).

ZBTBI16 patii do rodiny proteint, které prostfednictvim modifikaci histon a metylaci DNA
navozuji epigenetické zmény vedouci k regulaci aktivity chromatinu (Puszyk et al., 2013).
Protoze je tento transkripcni faktor zdsadni pro mnoho biologickych procest (napt. bunéény
cyklus, apoptdza), podléhd posttranslaénim modifikacim, které moduluji jeho aktivitu (Suliman
et al., 2012). Mize byt fosforylovan (Costoya et al., 2008), acetylovan (Guidez et al., 2005)
nebo miize podléhat ubikvitinaci, kdy je na protein vazan ubikvitin oznacujici jej pro budouci
degradaci (Sobieszczuk et al., 2010) ¢i sumoylaci, kdy na sebe vaze signalni protein SUMO-1,
ktery se uplatiiuje v procesech regulace transkripce (Kang et al., 2003).

Poznatky ziskané studiemi animélnich modelii poukazuji na vyznamnou roli ZBTB16
v procesech podilejicich se na patogenezi parametri metabolického syndromu, jako jsou
obezita, hypertenze a dyslipidémie (Seda et al., 2017). Studie mysich modeld s regulovanou
expresi Zbtb16 odhalily roli tohoto genu v adipogenezi (Mikkelsen et al., 2010), regulaci
lipidového metabolismu (Chen et al., 2014), inzulinové senzitivit¢ (Liska et al., 2017)

a v rozvoji kardiomyopatie spojené s hypertenzi (Schefe et al., 2006).

Vztah ZBTB16 a parametri metabolického syndromu byl ovéfen také studii provedenou
na dospélych lidech. Studie autori Bendlova et al. (2017) sledovala asociaci deviti
polymorfisml v genu ZBTB16 s antropometrickymi parametry a s hladinami lipidt v krevnim
séru. U muzl byla pfitomnost minoritnich alel polymorfismt rs567057, rs661223, rs675044
a 15686989 genu ZBTRB16 spojena se signifikantné vyssim BMI, WHR, WHtR, indexem télesné
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adipozity, obvodem pasu a obvodem biicha a dale s vy$s§im celkovym cholesterolem a LDL-
cholesterolem. V piipad¢ Zen byl signifikantni vliv na vySe popsané parametry zaznamenan

pouze u polymorfismu rs686989 (Bendlova et al., 2017).

Na zakladé vysledkt studie autorti Bendlova et al. (2017) byl polymorfismus rs686989 v genu
ZBTB16 vybran pro otestovani jeho vlivu na vybrané antropometrické a biochemické parametry

v kohorté ¢eskych adolescentti v ramci této diplomové prace.
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4 Hypotézy a cile

Obezita je Sirokou vefejnosti, ale také mnohymi odborniky, povazovdna za onemocnéni
vyznamné souvisejici pfedevsim s zivotnim stylem. Pfestoze vyznam genetickych faktort byva
Casto podcenovan, je neméné dilezitym a pfinejmensim srovnatelnym s vyznamem zivotniho

stylu.

Pokroky v oblasti molekularni genetiky pfinesly diileZité poznatky pro studium genetickych
pricin obezity. Postupné doslo k identifikaci nékterych genti, jejichz mutace jsou zodpovédné
za vznik monogennich forem obezity. Monogenni formy obezity jsou vSak u lidi velmi vzacné
a vétSina pripadi obezity mé spise oligogenni ¢i polygenni charakter. To znamen4, ze obezita
vznikéd v disledku vzajemné interakce prostfedi s geny. Prostfedi ke vzniku obezity pfispiva

nebo naopak jejimu rozvoji brani.

Upravou zivotniho stylu a 1é&bou obezity lze piisobeni prostiedi vyznamné modifikovat,
a zabranit tak klinické manifestaci genti podminujicich nachylnost k obezité. Dosud bylo
odhaleno na 1100 chromozomaélnich oblasti souvisejicich s fenotypem obezity, rozvojem
obezity nebo schopnosti redukovat télesny tuk v prib&hu redukéniho rezimu (Loos & Yeo,
2022). Tyto poznatky by mohly byt v budoucnosti aplikovany pii diagnostice obezity, ktera by
nemusela byt zaloZzena pouze na fenotypovych znacich, ale také na genetickych

charakteristikach jedinc.

Diplomovéa prace zahrnuje dvé samostatné studie, které reprezentuji mozné pfistupy
ve vyzkumu genetického pozadi obezity. Priifezova studie je typem asociacni studie a byla
zaméfend na hodnoceni sportovni aktivity na télesné slozeni a metabolické zdravi u déti
a adolescentd. Hodnotila také vliv polymorfismu rs686989 v genu ZBTBI6 na sledované
antropometrické a biochemické parametry souvisejici s nadvahou a obezitou. Longitudinalni
studie byla zaméfend na hleddni novych kandidatnich variant pro nadmérnou hmotnost
s vyuzitim technik masivniho paralelniho sekvenovani exomu u osob se zvysenym rizikem

obezity.
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Cili predkladané prace jsou:
Prufezova studie

1) Zhodnotit vliv pohybové aktivity na télesné slozeni a metabolické zdravi jedinct ze souboru

ziskaného v ramci projektu COPAT.

2) Provést asociani analyzu vybraného polymorfismu rs686989 v genu ZBTBI6

se sledovanymi antropometrickymi a biochemickymi parametry.
Longitudinalni studie

1) Na zakladé sekvenace exomu souboru pacientll s podezienim na monogenni obezitu

vytipovat bézné varianty v kandidatnich genech pro monogenni obezitu.

2) Zjistit frekvence vytipovanych variant u osob se zvySenym rizikem obezity.
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5 Soubor — priifezova studie

Diplomova prace vychdzi z dat ziskanych od déti a adolescentt, ktefi se v letech 2009-2011
zapojili do projektu Childhood Obesity Prevalence and Treatment (COPAT) organizovaného
Endokrinologickym tstavem v Praze. Cilem projektu bylo monitorovat prevalenci nadvahy,
obezity a metabolického syndromu v adolescentnim véku v Ceské republice a déle studovat
rizikové faktory spojené srozvojem nadmérné télesné hmotnosti. Projekt sestaval

z epidemiologické a intervencni studie.

Probandi sledovani v ramci epidemiologické studie predstavovali reprezentativni vzorek
populace Ceskych adolescenti ve véku od 10 do 19 let. Sbér dat probihal v pfedem
vytipovanych pediatrickych ordinacich po celé Ceské republice a probandi byli pediatry
do studie vybirani nahodné pouze na zdkladé odpovidajiciho véku. V této €asti byla ziskédna

data celkem od 1530 probandt.

V ramci intervenéni studie byl sledovan pribéh a uspésnost redukéni 1éCby adolescentli
podstupujicich lazensky ozdravny pobyt. Do studie byli zatazeni jedinci pozadovaného véku,
jejichz BMI se pohybovalo nad 90. percentilem dle véku a pohlavi. Do intervencni ¢ésti studie

se zapojilo 720 probandi.

Celkem byla ziskdna data 2250 probandl, avSak pro ucely genetické analyzy bylo nutné
v souboru ponechat pouze neptibuzné jedince. Timto krokem bylo odstranéno 26 osob. DalSich
277 osob muselo byt ze souboru odstranéno pro nekompletni, chybé&jici ¢i nesmyslné vyplnény
dotaznik sportovnich aktivit. Kone¢ny soubor pro genetickou studii tvotilo 1947 neptibuznych

jedincti s kompletnimi dotazniky sportovnich aktivit.

Studii COPAT schvalila Eticka komise Endokrinologického ustavu v Praze a vysSetfeni déti
a adolescentt probéhlo vzdy po sezndmeni zdkonnych zastupct s protokolem studie a po jejich
podpisu informovaného souhlasu se studii. Schéma organizace projektu COPAT znazoriuje

obrazek 8.
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Obrazek 8: Schéma organizace projektu COPAT

6 Metody — priirezova studie
6.1. Antropometricka ¢ast a klinicka ¢ast

Antropometrické a klinické vySetieni probihalo v ordinacich praktickych 1ékarti pro déti

a dorost a v lazenskych zatfizenich. Byly méfeny a vypocitany nésledujici parametry:

e T¢lesna vyska — métend antropometrem s presnosti na 0,1 cm.

e T¢lesnd hmotnost — méfena na naslapné digitalni bioimpedancni vaze (TANITA BC-
480; Tanita Corporation, Tokyo, Japan) s piesnosti na 0,1 kg.

e Obvod pasu — méteny v poloving vzdalenosti mezi spodnim okrajem dolniho Zebra
a kyCelnim hiebenem (crista iliaca) v horizontalni rovin€, méfeno pasovou mirou
s ptesnosti na 0,1 cm.

e BMI - index vypocitany podle vzorce:
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6.2.

BMI = hmotnost (kg) / t&lesna vyska (m?)
WHtR - index vypocitany podle vzorce:
WHItR = obvod pasu (cm) / télesnd vyska (m)

Procento t€lesného tuku a tukuprost¢é hmoty — meéiené bioimpedancni metodou
(TANITA BC-480; Tanita Corporation, Tokyo, Japan).
Krevni tlak systolicky a diastolicky — méfeni v klidu, v sed¢, pomoci digitalniho

tlakoméru.

r wr

Biochemicka cast

Ze 7ilni krve odebrané rdno nalacno byly stanoveny a vypocitany nasledujici biochemické

parametry glukézového a lipidového metabolismu:

Parametry metabolismu glukozy — glykémie métfena enzymatickou referen¢ni metodou
s hexokinazou, inzulin stanoven pomoci ECLIA (Cobas 6000, Roche Diagnostics).

Pro posouzeni periferni inzulinové senzitivity byl vypocten model homeostazy
inzulinové rezistence HOMA-R a pro inzulinovou sekreci byl vypocten model

homeostazy funkce beta bunck HOMA-F:

R = glukéza (mmol/l) x inzulin (mmol/l)
22,5

HOMA-

inzulin (mmol/l) X 20

HOMA-F = Yo

glukéza—3,5

Lipidovy profil byl hodnocen pomoci celkového cholesterolu enzymatickym
kolorimetrickym testem, lipoproteinu s vysokou hustotou (HDL), lipoproteinu s nizkou
hustotou (LDL) homogennim enzymatickym kolorimetrickym testem a koncentrace
triacylglycerolli enzymatickym kolorimetrickym testem (Cobas 6000, Roche

Diagnostics).
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6.3. Dotaznikova ¢ast — sportovni aktivita

Zakonni zastupci probandi obdrzeli dotazniky zjist'ujici osobni a rodinnou anamnézu probandt
a stravovaci a pohybové navyky. Pro ucely diplomové prace byla vyhodnocena pouze cast

dotazniku v€novana sportovni aktivité.

Sportovni aktivita probandi ve studii COPAT byla hodnocena na zdkladé dotazl
na 21 konkrétnich moznosti sportovnich aktivit a dale na frekvenci téchto aktivit béhem
Skolniho tydne, béhem vikendu a v jednotlivych ro¢nich obdobich. Nejednalo se o
standardizovany dotaznik, proto bylo nutné vytvofit systém hodnoceni sportovni aktivity. Pred
statistickou analyzou dat byli ze studie vyfazeni jedinci s nekompletné vyplnénym nebo Uplné
chybé¢jicim dotaznikem. Po tomto kroku ziistalo z ptivodniho souboru 2250 probanda 1947

jedincti s kompletnimi dotazniky.

K jednotlivym sportovnim aktivitim bylo mozné pfifadit ¢islo od 1 do 6 podle toho, kolik ¢asu
tydné se dité v kazdém ronim obdobi vénuje konkrétni aktivité. Cislo 1 pfedstavuje nulovou
aktivitu, ¢islo 2 méné nez 1,5 hodiny tydné, Cislo 3 piedstavuje 1,5 az 3 hodiny tydné, ¢islo
4 ptedstavuje 4 az 6 hodin tydné¢, Cislo 5 predstavuje 7 az 9 hodin tydné a ¢islo 6 predstavuje

sportovni aktivitu vice nez 10 hodin tydné.

Ze souctu hodnot pro jednotliva rocni obdobi byla vypocitana primérna ro¢ni hodnota skore
tydenni sportovni aktivity, ¢imz byl eliminovan vliv sezoénnich variaci na naslednou analyzu.
U téchto hodnot byla provedena tzv. standardizace rozpétim doporuCovand pii analyze dat,
ktera nemaji normalni rozdéleni nebo obsahuji odlehl¢ hodnoty. Standardizaci byla data

prevedena do intervalu od 1,0 do 5,0 podle nasledujiciho vzorce:

Pivodni hodnota — minimalni hodnota souboru

Standardizovana hodnota =1 + 4 X —— —
Maximalni hodnota souboru — minimalni hodnota souboru

Ziskané standardizované hodnoty byly nasledné rozd€leny do kvartilt, ¢imz byly vytvoreny
4 kategorie, které byly vyuZity pro findlni asociacni analyzu s vybranymi antropometrickymi

a biochemickymi parametry. Mezni hodnoty skore pro jednotlivé kategorie uvadi tabulka 2.

26



Tab. 2: Mezni hodnoty skore sportovni aktivity pro jednotlivé kategorie

Kategorie Skore — chlapci [ Skore — divky
1 <2,18 <2,16
2 >2,18a<2,75 |22,16a<2,66
3 >2,75a<3,37 |22,66a<3,29
4 >3,37 23,29

6.4. Genotypizace vybraného polymorfismu v genu ZBTB16

Pro asocia¢ni analyzu vlivu polymorfismu v genu ZBTBI6 na vybrané antropometrické
a biochemické parametry byl na zaklad¢ literatury vytipovan polymorfismus rs686989 v genu

ZBTB16 (Bendlova et al., 2017).

Polymorfismus rs686989 v genu ZBTB16 byl stanoven metodou tzv. Endpoint genotypizace
s vyuzitim TaqMan Genotyping Assays (Applied Biosystems, USA) na pfistrojich
LightCycler 480 (Roche, USA) a Biomark (Fluidigm, USA). Endpoint genotypizace je metoda,
kterd se pouzivda k urCeni genotypu vzorku na zdkladé meéfeni vysledné fluorescence
po probehnuti PCR reakce. Fluorescenéni sondy jsou navrzeny tak, aby se vazaly na alely
cilovych polymorfismi a v pfipad€, Ze sonda hybridizuje s odpovidajici sekvenci DNA,
dochazi k emitaci fluorescenniho zateni a degradaci sondy. Genotyp vzorku je urcen

vyslednou analyzou fluorescence kazdého vzorku.

6.5. Statisticka analyza

Statistickd analyza byla provedena pomoci programit NCSS2019 (LLC, Kaysville, Utah, USA)
a Statgraphics Centurion v. XVIII (Statgraphics Technologies, Inc., The Plains, Virginia, USA).

Hodnocené antropometrické a biochemické parametry nevykazovaly normalni rozdéleni,
aproto byly pred statistickou analyzu do normdlniho rozdéleni upraveny mocninnou
transformaci. Poté byla pomoci obecného linearniho modelu (GLS) provedena analyza rozptylu
(ANOVA), ktera testovala, zda se stfedni hodnoty sledovaného znaku (zavislé proménné, napf.
SDS BMI) lisi mezi kategoriemi skore sportovni aktivity (nezavislé proménné). V piipadé
proménnych, které¢ zavisely na v€ku, byla pouZita analyza kovariance (ANCOVA), ktera kromé
hlavni nezavislé proménné (skore pohybové aktivity) zahrnovala také veék jako kovariatu. Tento

postup omezil vliv véku na zavislou proménnou.

Frekvence genotypli a alel mezi sledovanymi skupinami byly porovnany pomoci Chi kvadrat

testu. Stejnym testem byla otestovdna i Hardy-Weinbergova rovnovaha. Ta obecné vypovida
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o frekvenci alel v panmiktické (jedinci se v populaci rozmnozuji ndhodn¢) a dostate¢né velké
populaci. V diplomové praci byla Hardy-Weinbergova rovnovéha vyuzita jako kontrola vhodné

a ndhodné zvoleného souboru a jako kontrola spravnosti metodiky stanoveni polymorfismu.

K odhadu miry zavislosti byl vyuzit pomér Sanci pro dvé rizné nezéavislé proménné (odds ratio,
OR). Sance zde vyjadiuje pravdépodobnost vyskytu jevu viéi jeho nevyskytu. Jedna
se o statisticky test vyuzivany ve studiich s case-control designem, kde je urcena mira rizika
studovaného faktoru na manifestaci onemocnéni. OR pifedstavuje podil Sance, Ze
se onemocnéni vyskytne za uréité podminky, k Sanci, Ze se onemocnéni vyskytne, i kdyz
podminka neplati. Cim je OR vyssi, tim je asociace rizikového faktoru s onemocnénim silngjsi.
Pokud je OR nizsi nez 1, je zkoumany faktor vii€i onemocnéni naopak protektivni. Pokud

neexistuje zadny vztah mezi onemocnénim a rizikovym faktorem, pak je OR roven 1.

K vyhodnoceni poméru Sanci byl vyuzit program  SNPstats (dostupny na:
https://www.snpstats.net/start.htm?). Program v ramci analyzy testuje riizné genetické modely
(dominantni, recesivni, kodominantni) pro nalezeni zpiisobu, jak dany polymorfismus
ovlivituje sledovany fenotyp. Kodominantni model hodnoti efekty vSech tii genotypi na
fenotyp samostatn¢. Rozeznava tedy homozygota pro majoritni alelu, heterozygota
a homozygota pro minoritni alelu. Dominantni model pfepoklada, Ze se na vysledném fenotypu
projevi pritomnost minoritni alely v heterozygotnim i homozygotnim stavu stejné. Recesivni
model predpoklada, ze genotyp plisobi na fenotyp pouze v piitomnosti dvou kopii minoritni

alely. Nejvice vyhovujici model ma nejnizsi hodnotu Akaikova informac¢niho kritéria (AIC).

7 Vysledky — priifezova studie

Rozdil mezi sledovanymi antropometrickymi a biochemickymi parametry mezi chlapci
a divkami prezentuje tabulka 3. Na ziklad€ téchto vysledkii byli chlapci a divky hodnoceni

zvlast.
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Tab. 3: Antropometrické a biochemické charakteristika chlapct a divek studovaného souboru

DIVKY CHLAPCI Kruskal-Wallis test
Charakteristika souboru Median (kvartily) Median (kvartily) p-value
Pocet 1055 892
Zakladni antropometrické parametry
Vek (roky) 15,6 (15,6, 17,2) 15,6 (14,3, 16,8) 0,316
SDS télesné vysky 0,02 (-0,645, 0,485) 0,1 (-0,57, 0,823) 0,016
SDS télesné hmotnosti 1,14 (-0,445, 0,975) 0,975 (-0,01, 2,34) 0,835
SDS obvodu pasu 1,19 (-0,4, 1,1) 0,95 (-0,01, 2,09) <0.001
Télesné sloZeni a indexy
SDS BMI 1,19 (-0,525, 0,96) 1,07 (-0,0425, 2,35) 0,525
WHtR 0,448 (0,397, 0,445) 0,446 (0,408, 0,528) 0,243
Procento celkového télesného tuku 28,9 (21,1, 29,3) 18,7 (14,4, 27,9) <0.001
Procento tukuprosté hmoty 71,2 (70,8, 78.,9) 81,3 (72,2, 85,6) <0.001
Krevni tlak
Systolicky krevni tlak (mmHg) 115 (109, 125) 125 (116, 134) <0.001
Diastolicky krevni tlak (mmHg) 77 (72, 86) 78 (72, 84) 0,018
Glukézovy metabolismus
Glykémie (mmol/l) 4,82 (4,42, 4,92) 5,07 (4,81, 5,32) <0.001
Inzulin (mmol/l) 11,52 (7,29, 11,8) 10,5 (7,5, 15,6) 0,003
HOMA-R 2,45 (1,47,2,4) 2,34 (1,67, 3,55) 0,361
HOMA-F (%) 180 (120, 229) 138 (99,3, 201) <0.001
Lipidovy metabolismus
Celkovy cholesterol (mmol/l) 4,28 (3,87, 4,95) 3,96 (3,49, 4,48) <0.001
HDL-cholesterol (mmol/l) 1,41 (1,44, 1,99) 1,27 (1,08, 1,46) <0.001
Triacylglyceroly (mmol/l) 0,91 (0,69, 1,21) 0,87 (0,64, 1,2) 0,013
LDL-cholesterol (mmol/l) 2,33 (2,13, 2,93) 2,18 (1,8, 2,65) <0.001
Skore sportovni aktivity
Skore 2,66 (2,21, 3,16) 2,75 (2,18, 3,37) 0,084

BMI - Body mass index, HDL — vysokodenzitni lipoprotein, HOMA-F — homeostaticky model

funkce beta bun¢k pankreatu, HOMA-R — homeostaticky model inzulinové rezistence,

LDL

— nizkodenzitni lipoprotein, SDS — skore smérodatné odchylky, WHtR — pomér obvodu pasu k

vysce

Nasledujici Obrazky 9-20 ukazuji vysledky asocia¢ni analyzy vlivu skére sportovni aktivity na

antropometrické a biochemické parametry u chlapct a divek. Spojnice kategorii oznacené

hvézdickou znaci, které kategorie se mezi sebou li§i v uvedenych parametrech na hlading

vyznamnosti <0,05.
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Obr. 9: Vztah SDS BMI a skore sportovni aktivity u chlapcti a divek
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Obr. 10: Vztah WHtR a skdre sportovni aktivity u chlapct a divek 30
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Obr. 11: Vztah procenta télesného tuku a skére sportovni aktivity u chlapct a divek
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Obr. 12: Vztah procenta tukuprosté hmoty na skore sportovni aktivity u chlapct a divek
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Obr. 13: Vztah koncentrace triacylglyceroll v séru na skore sportovni aktivity u chlapcii a divek
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Obr. 14: Vztah koncentrace HDL-cholesterolu v séru na skore sportovni aktivity u chlapcii a divek
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Obr. 15: Vztah koncentrace LDL-cholesterolu v séru a skore sportovni aktivity u chlapcu a divek
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Obr. 16: Vztah hodnoty glykémie na la¢no a skore sportovni aktivity u chlapcii a divek
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Obr. 17: Vztah hodnoty indexu HOMA-R a skére sportovni aktivity u chlapcii a divek
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Obr. 18: Vztah hodnoty indexu HOMA-F a skdre sportovni aktivity u chlapcii a divek
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Obr. 19: Vztah hodnoty systolického krevniho tlaku a skore sportovni aktivity u chlapcii a divek
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Obr. 20: Vztah hodnoty diastolického krevniho tlaku a skoére sportovni aktivity u chlapct a divek
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V prvni Céasti prufezové studie byl hodnocen vliv sportovni aktivity na télesné sloZeni
a metabolické zdravi souboru 892 chlapcti a 1055 divek. Vliv sportovni aktivity byl hodnocen
u téchto parametrii: SDS BMI, WHtR, procento celkového télesného tuku, procento tukuprosté
hmoty, hodnota triacylglycerolii, HDL a LDL-cholesterolu v krevnim séru, hodnota glykémie
na la¢no, hodnoty indexit HOMA-R a HOMA-F a hodnoty systolického a diastolického tlaku.

Chlapci z nejaktivnéjsi skupiny méli v porovnani s chlapci z nejméné aktivni skupiny
signifikantné: nizsi SDS BMI, niz§i WHtR, niZ8i procento celkového télesného tuku, vyssi
procento tukuprosté hmoty, niz8i hladiny triacylglycerolti, vys$si hladiny HDL-cholesterolu,
nizsi hodnotu indexu HOMA-R, nizsi hodnotu indexu HOMA-F a nizsi hodnotu diastolického
tlaku.

Divky znejaktivnéj§i skupiny meély ve srovnani s divkami znejméné aktivni skupiny
signifikantné: niz§i SDS BMI (ale primérna hodnota byla vyssi nez mén¢ aktivni skupiny 3),
niz§i WHtR, vyssi procento tukuprosté hmoty, vyssi hladiny HDL-cholesterolu a nizsi hladiny
LDL-cholesterolu.

U chlapcti ani u divek nebyly statisticky vyznamné rozdily mezi nejaktivnéj$i a nejméné
aktivnimi jedinci zaznamenany v piipad¢ hodnot glykémie na lacno a hodnot systolického

krevniho tlaku.

Ziskané vysledky svéd¢i o pozitivnim vlivu sportovni aktivity na nékteré antropometrické
a metabolické parametry u obou pohlavi, nicmén¢ s jistymi pohlavné specifickymi rozdily.
Ackoliv u divek nebyl zjistén signifikantni vliv sportovni aktivity na procento celkového
télesného tuku a vliv na SDS BMI nebyl tak vyrazny jako u chlapct, signifikantné nizs$i hodnoty
WHItR a vyss$i hodnoty procenta tukuprosté hmoty jasné ukazuji, Ze sportovni aktivita ma

u divek pozitivni vliv na télesné slozeni.
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Vysledky analyzy asociace polymorfismu rs686989 v genu ZBTBI16 s fenotypy nadvahy

a obezity potvrzuji, ze pifitomnost minoritni alely A polymorfismu rs686989 v genotypu

navySuje Sanci na piitomnost obezity. Statisticky vyznamnou asociaci mezi genotypem

a fenotypem nadvéaha/obezita vykazuje kodominantni a dominantni model. Jako vhodnéjsi

z modelll byl pro vyslednou analyzu zvolen model dominantni z diivodu mirn¢ vyssiho OR,

vyssi statistické vyznamnosti a niz§iho AIC vypovidajiciho o vhodnosti aplikovaného modelu.

Pro dals$i analyzu byly proto skupiny minoritnich homozygotli a heterozygotli spojeny

do skupiny AG/AA a analyzovany oproti skupin€é GG. Vysledky analyzy asociace

polymorfismu s fenotypem nadvéha/obezita zobrazuje tabulka 4.

Tab. 4: Vysledky analyzy asociace polymorfismu rs686989 s nadvahou a obezitou v riznych genetickych modelech

Model Genotyp Normostenie | Nadvaha/obezita| OR (95% CI) p-value AIC
G/G 830 (80,5 %) 896 (75,1 %) 1,00
Kodominantni A/G 187 (18,1 %) 274 (23 %) 1,36 (1,10-1,67) 0,0089 3067,9
A/A 14 (1,4 %) 23 (1,9 %) 1,52 (0,78—2,98)
0, o
Dominantni G/G 830 (80,5 %) 896 (75,1 %) 1,00 0.0022 3066
A/G—A/A 201 (19,5 %) 297 (24,9 %) 1,37 (1,12—1,68)
o V)
Recesivni G/G-A/G 1017 (98,6 %) 1170 (98,1 %) 1,00 0.29 3074.2
A/A 14 (1,4 %) 23 (1,9 %) 1,43 (0,73—2,79)

OR — pomér Sanci, AIC — Akaikovo informacni kritérium

Nésleduyici

Obrazky 21-32 ukazuji

vysledky asociaéni

na antropometrické a biochemické parametry u chlapcii a divek.

analyzy vlivu genotypu
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Obr. 21: Vztah hodnoty SDS BMI a pfitomnosti minoritni alely A u chlapct a divek
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Obr. 22: Vztah hodnoty WHtR a pfitomnosti minoritni alely A u chlapct a divek
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Obr. 23: Vztah procenta télesného tuku a pfitomnosti minoritni alely A u chlapct a divek
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Obr. 24: Vztah procenta tukuprosté hmoty a pfitomnosti minoritni alely A u chlapci a divek
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Obr. 25: Vztah koncentrace triacylglyceroll v séru a piitomnosti minoritni alely A u chlapcii a divek
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Obr. 26: Vztah koncentrace HDL-cholesterolu v séru a pfitomnosti minoritni alely A u chlapcii a divek
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Obr. 27: Vztah koncentrace LDL-cholesterolu v séru a pfitomnosti minoritni alely A u chlapct a divek
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Obr. 28: Vztah hodnoty glykémie a pritomnosti minoritni alely A u chlapct a divek
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Obr. 29: Vztah hodnoty indexu HOMA-R a pfitomnosti minoritni alely A u chlapcti a divek
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Obr. 30: Vztah hodnoty indexu HOMA-F a ptfitomnosti minoritni alely A u chlapcti a divek
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Obr. 31: Vztah hodnoty systolického krevniho tlaku a pfitomnosti minoritni alely A u chlapcti a divek

Chlapci 79 - Divky
79 - E
: 78,5 4
- 785 1 i
e 00 - r
3 T 2 78 4
78 1 g i
= : Z 7715 4
- L 4 ’ L
S 775 4 J = i
= ; e o774
> 771 E ! I
2 ; 2 76,5 1
Z 765 4 s 71 |
© : 3 g
S | Z 76 1
gz 7 2 :
B 755 4 755 1
75 : . 75 + : .
AG/AA GG AG/AA GG
p=0,118 p=0,791

Obr. 32: Vztah hodnoty diastolického krevniho tlaku a pfitomnosti minoritni alely A u chlapci a divek
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Druhéd c¢ast prifezové studie zjiStovala asociace polymorfismu rs686989 v genu ZBTBI6

s tymiz antropometrickymi a biochemickymi parametry.

U chlapcti nebyla zjisténa zadna statisticky vyznamna asociace mezi ptitomnosti polymorfismu

a jakymkoliv ze sledovanych znak.

U divek s pfitomnosti minoritni alely A bylo zaznamenano statisticky vyznamné: vyssi SDS
BMI, vyssi WHtR, vyssi procento télesného tuku, nizs$i procento tukuprosté hmoty, nizsi

hodnoty glykémie na lacno a vyssi hodnoty indexu HOMA-F.

Vysledky naznacuji, Zze jisté asociace polymorfismu 1s686989 v genu ZBTBI6
s antropometrickymi a biochemickymi parametry mohou existovat, nicméné pro prokazani
vlivu budou potieba dalsi studie, idealn¢ s poCetnymi kohortami probandii. Dtivod pro pohlavni

rozdily ve vysledcich asocia¢ni studie v tuto chvili neni mozné vysvétlit.
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8 Soubor — longitudinalni studie

Soubor pro longitudinalni studii tvofili jedinci, ktefi se ve véku 11 az 18 let Gcastnili projektu
COPAT a u kterych byly zaroven k dispozici zdznamy o télesné vySce a té€lesné hmotnosti
z alespont 5 preventivnich prohlidek. Preventivni prohlidky se standardné provadé¢ji ve véku
1,3,5, 7,9, 11, 13 a 15 let. Dalsim kritériem pro zatfazeni do studie bylo podstoupeni
opakovaného vysetfeni v rané dospélosti, tj. ve véku 18-26 let a dokoncena sekvenace exomu.
Podminkou tcasti ve studii byl souhlas s protokolem studie stvrzeny podpisem informovaného

souhlasu. Stanovena kritéria splinovalo celkem 98 probandi.

Probandi byli rozdé€leni do dvou skupin. Prvni skupina zahrnovala jedince se zvySenym rizikem
obezity (rizikova skupina). SDS BMI téchto jedinci se alesponi pfi péti preventivnich
prohlidkach v détstvi pohybovalo nad 50. percentilem a pii méteni v dospélosti bylo jejich BMI
> 25 kg/m?. Druhou skupinu (nerizikov4 skupina) tvofili naopak jedinci, jejichz SDS BMI se
alesponi pti péti preventivnich prohlidkach pohybovalo pod 50. percentilem a v dospélosti jejich
BMI nepresahovalo hodnotu 25 kg/m?. Vysledny soubor rizikovych jedincii tvofilo celkem
40 osob, z toho 18 muzi a 22 Zen. Nerizikovou skupinu tvofilo 58 osob, z toho 24 muza
a 34 zen. Na obrazcich 33 a 34 je vidét trajektorie SDS BMI u chlapct a divek v rizikové

a nerizikové skuping.

K vytipovani kandidatnich polymorfismil pro analyzu genotypt mezi rizikovou a nerizikovou
skupinou byla vyuzita DNA jedinct, kterd byla v Endokrinologickém ustavu analyzovéana
na zadost klinického genetika za ucelem vysetieni monogenni obezity. Indikaci k vySetieni
téchto jedincii byl pretrvavajici vyskyt extrémni obezity (SDS BMI > 4) vznikly pted 5. rokem

zivota. Soubor tvorfilo celkem 96 vzorka DNA.
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Obr. 33: Trajektorie BMI rizikové (Cervena) a nerizikové (zelena) skupiny — chlapci
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9 Metody — longitudinalni studie
9.1. Sekvenace exomt jedinci s podezienim na monogenni obezitu

Pro potteby analyzy béznych variant genli spojenych s monogenni obezitou byla zvolena
technologie NGS, konkrétné metoda sekvenace exomu. Tato metoda pfedstavuje efektivni a
relativné ekonomickou volbu pro identifikaci genetickych variant spojenych s monogenni
obezitou, protoze se zaméfuje na protein-kodujici oblasti genomu. Tyto oblasti tvoii jen 1-2 %

lidského genomu, ale maji zasadni klinicky vyznam.

Samotné sekvenaci predchazi relativné rozsahla ptipravnéd faze zahrnujici izolaci DNA, jeji
kvantifikaci a kontrolu kvality, pfipravu DNA knihoven a naslednou kontrolu kvality
pripravenych knihoven. Vysledkem sekvenace je velké mnozstvi dat, kterd vyzaduji dalsi
zpracovani pomoci bioinformatické analyzy. ZjednoduSené schéma procesu NGS zobrazuje

obrazek 35.

Krok 1: Krok 2:
Piiprava vzorku Pfiprava DNA knihoven

Fragmentovana DNA

NGS Workflow

Krok 3: Krok 4:
Sekvenace Bioinformaticka analyza
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Obr. 35: Schéma standardniho procesu NGS (vlastni tvorba s vyuzitim Sablony z programu BioRender)

9.1.1. Priprava DNA knihoven

Pti ptipravé DNA knihoven uréenych k sekvenaci bylo postupovano dle oficidlnich protokola

Library Preparation EF 2.0 with Enzymatic Fragmentation and Twist Universal Adapter
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System a Twist Target Enrichment Standard Hybridization v2 Protocol poskytnutych

k zakoupenym reagenciim.

9.1.1.1. Izolace DNA

Pro izolaci DNA byly vyuzity leukocyty periferni krve a byla provadéna pomoci

poloautomatického pftistroje QuickGene 610L (Fujifilm Life Science, Japan) za pouziti kitu

QuickGene DNA whole blood kit L (KURABO Industries, Japan). Tato metoda je zaloZena na

vazbé DNA k porézni membranég z SiO;.

Postup dle vyrobce:

1. Proces uvolnéni DNA z leukocytli pomoci lyza¢niho pufru obsahujiciho chaotropni soli
a Proteindzy K, inkubace v 65 °C. Vznikly lyzat pfemistén do kolonek s membranou.

2. Navazani DNA na povrch membrany pomoci etanolu.

3. Promyti navazané DNA opakovanym priichodem promyvaciho pufru s obsahem ethanolu
k odstranéni nezddoucich zbytkl proteind.

4.  Eluce DNA z membrany za pouziti elu¢niho pufru, pfevedeni do Cisté zkumavky.

5. Koncentrace a Cistota izolované DNA stanovena spektrofotometricky pii vinové délce
260 nm.

6. DNA pro dalsi pouziti nafedéna na pracovni koncentraci 10 ng/ul v TE pufru a

uchovavana pfi -20°C.

9.1.1.2. Zméreni koncentrace vstupni DNA

Koncentrace vstupni DNA byla ovéfena fluorimetrickym meéfenim na piistroji Qubit 2.0.
(Thermo Fisher Scientific, USA). Fluorimetrickd metoda méteni koncentrace DNA je zalozena
na principu detekce fluorescencniho barviva, které po navazani do molekuly DNA emituje
zafeni. Vysledna hodnota fluorescence je pomoci kalibracni kiivky pfistrojem pievedena na
koncentraci DNA. VSechny potiebné reagencie byly obsazeny v Qubit dsDNA BR (Broad
Range) Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, USA).

Postup:

1. Ptiprava pracovniho roztoku smichanim Qubit dSDNA BR pufru s Qubit dsDNA BR
Reagent v poméru 1:200.
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2. Ptreneseni 198 pul vysledného roztoku do 0,5ml plastovych zkumavek, ptidani 2 pl dikladné
zvortexované DNA.

3. Zmeéteni koncentrace 2 standardli k sestaveni kalibracni kiivky. Standardy pfipraveny
smichanim 190 pl roztoku z prvniho kroku s 10 pl Qubit standardu.

4. Meéfeni koncentraci roztokii po dikladném zvortexovani.

9.1.1.3. Redéni vstupni DNA

Pro ptipravu DNA knihoven bylo dle protokolu zapotiebi 50 ng vstupni DNA v roztoku s vodou
o celkovém objemu 40 pl. Koncentrace vysledného roztoku DNA byla 1,25 ng/pl.

Postup:

1. Priprava 50 pl roztoku vody a DNA. MnozZstvi v roztoku vypocitdno v zavislosti na

zmérenych koncentracich DNA podle vzorce:
50

koncentrace DNA vzorku
1,25

Mnozstvi vzorku =

Mnozstvi vody = 50 — mnoZzstvi vzorku
2. Pteneseni 40 pl roztoku do 0,2ml tenkosténnych 8-stripovych PCR zkumavek.

3. Zkumavky zcentrifugovany a umistény na led.

9.1.1.4. Fragmentace DNA
Postup:

1. Ptiprava 10 pl fragmenta¢niho mastermixu pro kazdy vzorek DNA. Mastermix ziskan
smichanim 4 pl Frag/AT Buffer a 6 ul Frag/AT Enzymes. Roztok pienesen do zkumavek
s DNA.

2. Ditkladné promichani roztoku pipetovanim pro dosazeni konzistentnich délek vzniklych
fragmenti.

3. Zkumavky umistény do cykleru a spuStén program pro fragmentaci (viz tabulka 5)
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Tab. 5: Program cykleru pro fragmentaci

Faze Teplota Cas
1 4°C —
2 37°C 20 minut
3 65 °C 30 minut
4 4°C —
Teplota vika 105°

4. Po dokonceni programu zkumavky vyjmuty ze cykleru a umistény na led.

9.1.1.5. Pripojeni adaptéru

Adaptéry jsou kratké sekvence DNA, které¢ se vazi na konce fragmentlh DNA, ¢imZ pomahaji
chranit konce fragmentl pted degradaci. Kromé toho obsahuji mista, kterd slouzi jako vazebné
sekvence pro primery béhem PCR amplifikace. Pfi samotné sekvenaci jsou dulezité

pro uchyceni DNA fragmentii na povrchu flow cell sekvenaéniho pfistroje.
Postup:

1. Do zkumavek s fragmentovanou DNA piidano 5 pul Twist Universal Adapters, obsah
zkumavky promichan pomalym pipetovanim a poté ptidano 20 pl Ligation Master Mix.
2. Vysledny roztok promichan pipetovanim a zcentrifugovan.

3. Zkumavky s roztokem umistény do cykleru a 20 minut inkubovany pii 20 °C.

9.1.1.6. Precisténi magnetickymi kuli¢ckami

Po skonceni programu nasledovalo piecisténi roztoku pomoci DNA Purification Beads (po
30 minutach temperovani kuli¢ek pii pokojové teploté). Purifikacni kulicky jsou pokryty

magnetickym materidlem a jsou afinitni k DNA.

V prvnim kroku se DNA fragmenty vdZou na povrch magnetickych kulicek, poté v pfitomnosti
magnetického pole dochazi k oddélovani kuli¢ek s navazanou DNA od odpadnich zbytka
(volné adaptéry, nenavazané fragmenty DNA, zbytky enzymi a pufrti). Dikladné procisténi
je zajisténo promyvanim ethanolem, ktery DNA udrzuje pevné pfichycenou k povrchu kulicek.

Nasleduje eluce DNA z povrchu kulicek v pfitomnosti vody a odejmuti piecisténé DNA
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pro dalsi reakce. ZjednodusSené schéma procesu ¢isténi magnetickymi kulickami zobrazuje

obrazek 36.

Cisténi DNA purifika¢nimi kuli¢kami

) -

Roztok DNA Resuspendace

Separace Promyti Eluce Precisténa DNA
a kuli¢ek a inkubace

Obr. 36: Proces precisSténi DNA purifikacnimi kulickami. Pfevzato z URL6.

Postup:

1. Ke vzorkiim ptidano 60 pl purifikacnich kuli¢ek a roztok 5 minut inkubovan pii pokojoveé
teploté.

2. Pfemisténi vzorkdi na magnetickou desticku, kde kulicky diky svym magnetickym

vlastnostem zformuji kompaktni peletku. Odsati ¢irého supernatantu.

Ptidani 200 pl 80% ethanolu k peletce a inkubace roztoku 1 minutu pfi pokojové teploté.

Odsati ethanolu a 1x opakovani procesu precisténi ethanolem.

Po druhém odsani ethanolu suSeni peletky 5 minut na vzduchu a nasledné ptidani 17 pl vody.

Zhomogenizovani roztoku pipetovanim a 2minutova inkubace pfi pokojové teploté.

Premisténi zkumavek na magneticky stojan — zformovani peletky.

*® N kW

Odsati ¢irého supernatantu do ptedpfipravenych 0,2ml tenkosténnych 8-stripovych PCR

zkumavek.

9.1.1.7. PCR amplifikace

PCR (Polymerase Chain Reaction) amplifikace umoziiuje rychlé a selektivni kopirovani

pozadovanych sekvenci DNA.

Postup:
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Pfidani 10 pl Twist UDI Primers do zkumavek s pfec€isténou DNA a promichani pipetovanim.
Jedna se o kratké oligonukleotidy, které slouzi jako specifické indexy pro oznaceni jednotlivych

vzorku.

1. Pfidani 25 pl Equinox Library Amp Mix (2x). Promichani pipetovani a centrifugace. Mix
obsahuje vSechny slozky diilezité pro amplifikaci (polymeraza, dNTPs, optimalizovany
pufr).

2. Zkumavky umistény do cykleru a spustén program pro PCR (viz tabulka 6)

Tab. 6: Program cykleru pro PCR

Faze Teplota Cas Opakovani
Iniciace 98 °C 45 sekund 1
Denaturace 98 °C 15 sekund
Annealing 60 °C 30 sekund 8
Elongace 72 °C 30 sekund
Findlni elongace 72 °C 1 minuta 1
Hold 4°C — —
Teplota vika 105 °C

9.1.1.8. Precisténi PCR produktu

Po skonceni programu nésledovalo precisténi produktl PCR pomoci DNA Purification Beads.
Postup byl stejny jako v kroku 9.1.1.6. Zde se ¢iSténim odstranuji pfevazné nenavazané indexy
¢1 pripadné vzniklé dimery indexti. Vysledkem precisténi bylo ziskani 20 ul ¢irého supernatantu

obsahujiciho DNA knihovny s pfipojenymi specifickymi indexy.

9.1.1.9. Kontrola kvality knihoven

Kwvantifikace knihoven

Nejprve byla ptistrojem Qubit 2.0 (Thermo Fisher Scientific, USA) zméfena koncentrace DNA
ziskanych knihoven (viz 9.1.1.2.). Protokol udéava, ze pii 50 ng vstupni genomické DNA
o vysoké kvalité by po 20minutové fragmentaci pii 37 °C a 6 cyklech PCR mély findlni

koncentrace knihoven dosahovat alespont 50 ng/ul. Hodnoty koncentraci pod 50 ng/pl mohou
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byt disledkem neptesnosti pfi piipravé vzorkii a mohou vést k nizké diverzit¢ knihoven

po hybridizaci.
Velikostni rozlozeni fragmentti DNA v knihovné — validace

Ovéteno pomoci pristroje Agilent Bioanalyzer (Agilent Technologies, USA) s vyuzitim kitu
Agilent DNA 7500 Assay a Agilent High Sensitivity DNA Chip (Agilent Technologies, USA).
Funkce bioanalyzéru je zalozena na principu kapilarni elektroforézy, kdy se DNA fragmenty

na zakladné své velikosti separuji pti pruchodu kapilarou.
Pii ptipravé gelu i ¢ipu bylo postupovéano dle standarniho protokolu:

1. Do jamek ¢ipu do vyznacenych pozic naneseno 9 pl gel-dye mixu, 5 pl loadovaciho
markeru, 1 pl DNA Zebfticku a 1 pl jednotlivych knihoven.

2. Vortexovani pfipravené¢ho ¢ipu po dobu 1 minuty a ndsledné vlozeni do bioanalyzéru.

Vystupem bioanalyzéru jsou elektroforeogramy zobrazujici rozlozeni velikosti fragmenti
ve vzorku. Dle protokolu by pii 50 ng vstupni genomické DNA o vysoké kvalité po 20minutové
fragmentaci pti 37 °C a 6 cyklech PCR mély fragmenty v knihovnach dosahovat primérné
délek v rozmezi 350425 bp. Reprezentativni elektroforeogram pro knihovny pfipravované

timto postupem zobrazuje obrazek 37.

5 S we e e W o
Obr. 37: Reprezentativni elektroforeogram pro knihovny pfipravované naSim postupem. Prevzato

z protokolu Library Preparation EF 2.0 with Enzymatic Fragmentation and Twist Universal Adapter
System

9.1.1.10. Priprava knihoven na hybridizaci

V ramci ptipravy knihoven na hybridizaci dochazi nejprve k tzv. poolovani nebo téz spojovani

knihoven do poold, pii kterém je vétsi mnozstvi predpiipravenych knihoven umisténo do jedné
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spolecné zkumavky a dale se s nimi pracuje jako s jednim vzorkem. V nasem piipadé jsme
tvotili pooly po osmi vzorcich. MnoZstvi jednotlivych knihoven, které bylo do poolu ptidano,
bylo dopocitdno na zakladé vysledkli koncentraci z pfistroje Qubit 2.0 (Thermo Fisher
Scientific, USA) zkroku 9.1.1.9., aby tak vSechny knihovny byly v poolu zastoupeny
rovnomérné. Po vytvofeni poolil byly knihovny vysuSeny pomoci pfistroje Digital Series
SpeedVac Systems (Thermo Fisher Scientific, USA).

9.1.1.11. Hybridizace

Pti hybridizaci dochazi k pfipojeni hybridiza¢nich sond do mist exonit DNA pfipravovanych
knihoven. Hybridiza¢ni sondy jsou jednovlaknové oligonukleotidy navrzeny tak, aby
se komplementarn¢ vazaly k pozadovanym sekvencim DNA, ¢imz je umoznéno zachyceni

cilovych sekvenci (tedy exonil) a jejich naslednd amplifikace — tzv. target ennrichment.
Postup:

1. Ptiprava roztok se sondami — probe solution. Probe solution pro kazdy pool obsahoval 20 pl
Hybridization Mix, 4 pl Twist Fixed Panel a 4 pl vody pro injek¢ni ucely.

2. Resuspendace vysuSenych knihoven pfidanim 5 pl Blocker solution a 7 pl Universal
blockers do zkumavky. Tyto roztoky obsahuji kratké oligonukleotidy, které se pfi
hybridizaci vazi na jiz dfive pfipojené univerzalni adaptéry a indexy, ¢imz zamezuji jejich
rozpoznani sondami z probe solution. Hybridizace tak vyhradné¢ probiha mezi sondami
a cilovymi sekvencemi DNA.

3. Umisténi roztoku probe solution i resuspendovanych knihoven na 2 minuty do cykleru
s teplotou nastavenou na 95 °C (viko 105 °C). V tomto kroku dochazi k denaturaci vlaken
DNA sond i knihoven, aby tak pfi hybridizaci mohlo probihat komplementarni parovani
jednovlaknovych DNA.

4. Naslednd inkubace 5 minut pii pokojové teploté.

5. Pieneseni obsahu probe solution do zkumavek s knihovnami.

6. Pfidani 30 pl Hybridization Enhancer a umisténi zkumavek do cykleru, hybridizace 16 hodin

pfi teplot& 70 °C (viko 85 °C).

9.1.1.12. Navazani produkti hybridizace k streptavidinovym kuli¢ckam
V tomto kroku jsou poZadované sekvence DNA navazany na streptavidinové kulicky,

Postup:
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. Ptiprava poolu knihoven: 100 ul Streptavidin Binding Beads (po 30 minutach temperovani

pii pokojové teplot€¢) smichdni s200 ul Binding Buffer. Promichani pipetovanim
a pfeneseni na magneticky stojanek. Po zformovani peletky odsati ¢irého supernatantu
a pfidani pufru. Promyti 3x opakovat.

Po tfetim promyti ke kulickdm ptfidano 200 pl Binding Buffer, diikladné zvortexovani

roztoku a néasledné umisténi na 10 minut do cykleru pfi teplote 68 °C.

. Po deseti minutich do zkumavek roztoku streptavidinovych kulicek ptidan obsah

zkumavek hybridiza¢ni reakce. Aby se streptavidinové kulicky vézaly na pozadované
produkty hybridizace, je dulezité, aby preneseni poolii knihoven ke kulickdm probihalo
ve vyhtatém cykleru a nedochazelo tak ke kolisani teplot roztok.

Inkubace roztoku kuli¢ek a hybridizovanych knihoven 5 minut v cykleru pti 68 °C.

Po vytazeni ze cykleru zkumavky umistény na magneticky stojan a po zformovani peletky
odsati ¢irého supernatantu.

Promiti magnetickych kuli¢ek 200 pl Standard Wash Buffer 1 a néasledn¢ 200 pl Wash
Buffer 2. Pfed kazdym promytim roztok 5 minut inkubovan v cykleru nejprve pii 68 °C
a poté pti 48°C.

Po poslednim promyti odsati ¢irého supernatantu a ptidani 45 pl vody pro injekéni ucely.

Homogenizace roztoku pipetovanim a umisténi na led.

9.1.1.13. PCR amplifikace

Postup:
1. Pfeneseni 22,5 ul homogenizované¢ho roztoku kulicek a vody do Cistych 0,2 ml PCR
zkumavek.
2. Pfidani reagencii pro PCR: 2.5 ul Amplification Primers a 25 pl Equinox Library Amp Mix
(2x).
3. Umisténi zkumavek do cykleru a spustén program pro PCR (viz tabulka 7).
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Tab. 7: Program cykleru pro PCR amplifikaci

Faze Teplota Cas Opakovani
Iniciace 98 °C 45 sekund 1
Denaturace 98 °C 15 sekund
Annealing 60 °C 30 sekund 7
Elongace 72 °C 30 sekund
Findlni elongace 72 °C 1 minuta 1
Hold 4°C — —
Teplota vika 105 °C

9.1.1.14. Precisténi PCR produkti

Po skonceni programu néasledovalo ptecisténi produktli PCR pomoci DNA Purification Beads.
Postup byl stejny jako v kroku 9.1.1.6. Tento krok zajistuje ¢istotu vyslednych DNA knihoven,

coz je dilezité pro efektivni sekvenaci a kvalitu vystupnich dat.

Po precisténi bylo 30 pl ¢irého supernatantu preneseno do 0,2 ml PCR zkumavek.

9.1.1.15. Vysledna kontrola kvality pripravenych knihoven

Zavéreénym krokem pfed odeslanim knihoven na sekvenaci je provedeni validace

a kvantifikace pfipravenych knihoven. Postup byl stejny jako v kroku 9.1.1.2. 2 9.1.1.9.

9.1.2. Sekvenace

Piipravené knihovny byly odeslany k sekvenaci do spolec¢nosti DYNEX TECHNOLOGIES,
ktera pro sekvenace vyuziva sekvenator AVITI (Element Biosciences, USA). Tento sekvenator
vyuziva technologii Rolling Circle Amplification a specialni molekuly zvané avidity. Avidity
jsou fluorescenéné znacené molekuly které se v pfitomnosti polymerdzy vazi
na komplementarni nukleotidy a umoznuji tak rozliSeni jednotlivych bazi DNA a nasledné

stanoveni sekvence nukleotidu v fetézci.

Pred sekvenaci je DNA denaturovdna na jednofetézcovou formu. V sekvenatoru
je fragmentovand jednovlaknovd DNA knihoven pomoci adaptorovych sekvenci pfichycena na
flowcellu, sklenénou desticku pokrytou oligonukleotidy komplementarnimi k adaptorovym
sekvencim. Fragmenty jsou pomoci Rolling Circle Amplification cirkularizovany
a amplifikovany do podoby tzv. polonii. Sekvenace probihd cyklickym pfidavanim smési

aviditi a polymerazy, pficemz fluorescencni signaly specifické pro jednotlivé baze jsou
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detekovany pfistrojem (Arslan et al., 2023). DNA amplifikovanou do podoby polonii a

s navazanymi avidity zobrazuje obrazek 38.

.
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Obr. 38: Polonie s navazanymi avidity. Pievzato z Arslan et al. (2023)

9.2. Sekvenace DNA jedincii ze souboru COPAT

Soubor 98 nami vytipovanych jedinct byl soucésti rozsahlejsiho souboru ziskané¢ho v ramci
projektu COPAT, byla pro sekvenaci takto velkého souboru jiz dfive zvolena odliSna
technologie. Knihovny byly pfipraveny pomoci pfistroje Juno a s vyuzitim technologie
Integrated Fluidic Circuits. Tato technologie pracuje s velice malymi objemy vzorkl vstupni
DNA i nezbytnych reagencii, proto byla v tomto piipad¢ zvolena jako nejekonomictéjsi pro
zpracovani velkého mmnozstvi vzorki vstupni DNA. Proces piipravy knihoven probiha
automatizované vlozenim desticky, kterd v oznacenych jamkach obsahuje vzorky DNA
se specifickymi barkodovymi kédy a reagencie potiebné pro probéhnuti reakci, do zafizeni
Juno. Pfistroj pomoci mikrofluidiky pfendsi nanolitrovd mnozstvi vzorki DNA a reagencii
do reak¢nich mikrocel a piisobenim teplotnich cykli probiha amplifikace cilové DNA
principem PCR. Takto je mozno na kazdé desti¢ce soucasné pfipravit 192 DNA knihoven. Po
probéhnuti cyklu jsou ziskané knihovny sesbirdny do jedné 1,5 ml zkumavky a precistény
magnetickymi kuli¢kami. Po provedeni kontroly kvality jsou knihovny odeslany na sekvenaci.
Sekvenace byla provedena pomoci pfistroje NextSeq 500 (Illumina, USA) v Ustavu
molekularni genetiky Akademie véd Ceské republiky.
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10 Zpracovani dat

Vystupem ze sekvenatoru je FASTQ soubor se zaznamem sekvenacnich dat. U tohoto souboru
byla provedena komplexni bioinformaticka analyza. Prob&hla kontrola kvality sekvenace
a zarovnani prectenych sekvenci k referencnimu genomu GRCh38 (hg38). Zarovnani sekvenci
k referencnimu genomu umoznuje naslednou analyzu variaci ve studovaném genomu
srovnavanim se sekvenci referenéniho genomu. Analyza genetickych variaci probiha pomoci
tzv. variant calling (volani variant), pii kterém jsou detekovany odchylky (varianty)

ve studované DNA od referen¢niho genomu.

Pro vyhodnoceni sekvenaénich dat byla vyuzita platforma Franklin (Genoox, USA), ktera
umoziuje detekci a klasifikaci genetickych variant, jako jsou jednonukleotidové polymorfismy
a inzerce a delece nukleotidd. Platforma pomoci variant calling detekuje varianty ve studované
DNA a svyuzitim algoritmi, um¢lé inteligence a propojeni s existujicimi databazemi
a predikénimi programy vybere varianty, které jsou potencialné klinicky vyznamné. Protoze
nasim cilem bylo hleddni variant v genech spojovanych pfedevSim s monogenni obezitou,
sestavili jsme na zaklad¢ literatury panel gent, které byly v platformé Franklin oznaceny jako
prioritni. Tento panel zahrnoval 18 genii: AGRP, BDNF, CARTPT, GNAS, KCNJ13, LEP,
LEPR, MC3R, MC4R, NME7, NPY, NTRK2, PCSKI, POMC, PTEN, SH2B1, SHBG, SIMI.
Piehled zakladnich funkci panelu genti je uveden v tabulce 8. Nalezené potencialné klinicky
vyznamné varianty v téchto genech byly nasledné¢ dohledavany v dostupné literatuie a

selektovany pro dal$i analyzu.
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Tab. 8: Prehled genti vybranych v rdmci panelu genti a jejich zékladni charakteristika.
Vytvoteno dle (Rankinen et al., 2006).
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Gen

Cely nazev

Zakladni charakteristika

AGRP

Agouti Related Neuropeptide

Koéduje antagonistu receptoru
melanokortinu-3 a melanokortinu-4.
Reguluje hypotalamickou kontrolu
piijmu potravy a hraje roli v
homeostdze hmotnosti. Mutace jsou
spojeny s pozdnim nastupem obezity.

BDNF

Brain Derived Neurotrophic
Factor

Koduje protein z rodiny nervovych

rustovych faktord. Miize hrat roli v

regulaci stresové reakce a biologii
poruch nélady.

CARTPT

CART Prepropeptide

Koduje preproprotein zpracovdvany na
biologicky aktivni peptidy, které
ovliviiyji chut’ k jidlu, energetickou
bilanci a reakci na stres. Mutace jsou
spojeny s nachylnosti k obezit¢.

GNAS

GNAS Complex Locus

Koéduje stimulaéni alfa podjednotku G-
proteinu (Gas). Mutace zpusobuji
obezitu a hormonalni rezistenci
(pseudohypoparatyredza) a dalsi
syndromy.

KCNJ13

Potassium Inwardly Rectifying
Channel Subfamily J Member 13

Koduje protein tvorici iontovy kanal.
Mutace mohou byt spojeny s pozdnim
nastupem obezity.

LEP

Leptin

Koduje protein leptin, ktery je
vylucovan bilymi adipocyty. Reguluje
energetickou homeostazu. Mutace
vedou k tézké obezité, morbidni obezité
a T2DM.

LEPR

Leptin Receptor

Koduje protein, ktery je receptorem pro
leptin a podili se na regulaci
metabolismu tukd. Mutace jsou
spojovany s obezitou a dysfunkci

hypofyzy.

MC3R

Melanocortin 3 Receptor

Koduje receptor pro pro melanocyty
stimulujici hormon a
adrenokortikotropni hormon. Mutace
jsou spojeny s nachylnosti k obezit¢.

MC4R

Melanocortin 4 Receptor

Koduje protein pro membranoveé
vazany receptor, ktery je ¢clenem rodiny
melanokortinovych receptort. Defekty

MCH4R spojeny s autozomalng
dominatni obezitou.

NME?7

Nucleoside Diphosphate Kinase 7

Zapojen do biogeneze nebo funkce
fasinek. Protoze obezita a diabetes jsou
béZné u n€kolika ciliopatii, md NME7
potencial pro vyzkum téchto
onemocnéni.
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NPY

Neuropeptide Y

Koéduje neuropeptid ovlivityjici piijem
potravy, stres, cirkadianni rytmy a dalsi
procesy. Polymorfismus v tomto genu
vedouci ke zméné leucinu 7 na prolin v
signalnim peptidu je spojen se
zvySenou hladinou cholesterolu, s
metabolickymi a kardiovaskuldrnimi
riziky.

NTRK?2

Neurotrophic Receptor Tyrosine
Kinase 2

Koduje ¢lena rodiny neurotrofickych
tyrosinovych receptorovych kinaz.
Mutace jsou spojeny s obezitou a
poruchami nalady.

PCSK1

Proprotein Convertase
Subtilisin/Kexin Type 1

Koduje enzym zpracovavajici
proproteiny. Mutace jsou spojeny s
obezitou a deficitem proprotein
konvertazy 1/3.

POMC

Proopiomelanocortin

Koduje preproprotein poskytujici
biologicky aktivni peptidy regulujici
chut’ k jidlu, pigmentaci a dalsi funkce.
Mutace vedou k ¢asnému nastupu
obezity.

PTEN

Phosphatase and Tensin
Homolog

Nadorovy supresor. Mutace ovliviiuji
rust bunék, gluk6zovou homeostazu a
jsou spojeny s obezitou i rakovinou.

SH2B1

SH2B Adaptor Protein 1

Zvysuje leptinovou a podporuje
inzulinovou signalizaci. Mutace jsou
spojeny s leptinovou rezistenci,
inzulinovou rezistenci a T2DM.

SHBG

Sex Hormone Binding Globulin

Koéduje protein vazajici steroidy.
Hladiny SHBG klesaji s obezitou.
Polymorfismy jsou spojeny se
syndromem polycystickychovarii a
T2DM.

SIM1

SIM bHLH Transcription Factor
1

Haploinsuficience zptisobuje
hyperfagickou obezitu a vyvojové
abnormality mozku. Role u obezity
neni zcela prokazéana.
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11 Vysledky — longitudinalni studie

Celkem bylo v souboru 96 vzorki DNA pacientil s podezienim na monogenni obezitu
vytipovano 14 potencialné klinicky vyznamnych genetickych variant asociovanych s polygenni
obezitou. Varianty byly vybirany na zakladé toho, ze byly v databazi ClinVar oznaceny jako
potencialn¢ patogenni, vykazovaly nekonzistentni interpretace patogenicity, nebo se jednalo
o varianty neurc¢it¢ho ucinku. V piipadé nepopsanych variant bylo o zafazeni do souboru
rozhodnuto na zéklad¢ toho, Ze predikcnich in silico néstroje variantu oznacily jako potencialné
patogenni.

Nalezené varianty se vyskytovaly v 9 genech. Identifikovana byla jedna nepopsané potencialné

patogenni varianta NME7 ¢.238G>T.

Konkrétné byly nalezeny tyto varianty: AGRP c¢.199G>A, GNAS c.565 568del,
LEPR ¢.2171T>C, LEPR ¢.2260G>A, MC4R ¢.105C>A, MC4R c.110A>T, NME7 ¢.238G>T
PCSKI1 ¢.375G>A, PCSKl1 ¢.661A>G, PCSK1 <¢.1918A>G, POMC ¢.280 297dup,
POMC ¢.394C>G, POMC c.641A>G, SH2B1 ¢.524C>A.

Pfitomnost vytipovanych variant byla zjisténa u 7 z celkem 40 osob se zvySenym rizikem
obezity. Ze 14 vytipovanych variant byly v souboru osob se zvySenym rizikem obezity nalezeny
celkem 4 varianty. Jednalo se o varianty AGRP ¢.199G>A, PCSK1 c.661A>G,
POMC ¢.394C>G, POMC c.641A>G. Polymorfismus AGRP ¢.199G>A byl nalezen u 2 osob,
zrizikové skupiny, PCSK1 c¢.661A>G u 3 osob, POMCc.394C>G u 1 osoby
a POMC c.641A>G také u 1 osoby. VSechny tyto varianty byly jiz dfive popsany v literatute.

Na druhou stranu, pfitomnost vytipovanych variant byla zjiSténa také u osob ze souboru
nerizikovych jedinct. Varianty byly nalezeny u 9 osob zcelkového souboru 58 jedinci.
Polymorfismus AGRP c.199G>A byl nalezen u 3 osob ze souboru nerizikovych jedinct,
PCSK1 ¢.661A>G taktéz u 3 osob, POMC ¢.394C>G u 1 osoby a POMC ¢.641A>G u 2 osob.
Frekvenci vytipovanych alel u rizikové a nerizikové skupiny zobrazuje tabulka 9.

Frekvence nalezenych variant se u rizikové a nerizikové skupiny signifikantné nelisi.
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Tab. 9: Frekven¢ni zastoupeni vytipovanych alel u rizikové a nerizikové skupiny

Rizikova skupina

Nerizikova skupina

Varianta Frekvence Frekvence p-value*
AGRP ¢.199G>A 5,0% 5,2% 1.0
PCSK1 ¢c.661A>G 7,5% 5,2% 0.686
POMC ¢.394C>G 2,5% 1,7% 1.0

* Fisheruv exaktni test

63




12 Diskuze

Obezita je komplexni multifaktoridlni onemocnéni, které piedstavuje jeden z nejvétSich
zdravotnich problémil soucasnosti. Navzdory dlouhodobému a intenzivnimu vyzkumu pti¢in
a mechanismti vedoucich k rozvoji nadmérné télesné hmotnosti, ziistdvaji nekteré aspekty
tohoto onemocnéni stale neobjasnéné. Prevalence nadvahy a obezity celosvétove stale nariista.
Podle WHO v roce 2022 nadvahou a obezitou celosvétove trpélo 390 milionii déti a adolescent
(URL1). Nadmérnd hmotnost miize byt v détském veéku spojena stadou metabolickych
komplikaci, jako je diabetes mellitus 2. typu, hypertenze a dyslipidémie (Kumar & Kelly, 2017;
V. Sharma et al., 2019). VétSina obéznich déti zlstava obéznich i v dospélosti, coz se poji

s dal$imi zdravotnimi riziky (Simmonds et al., 2016).

Komplexni mechanismy rozvoje polygenni obezity vyplyvaji z interakce mezi vnéjSim
prostiedim, genetickou predispozici a lidskym chovéanim. Rizikové faktory vnéjSiho prostiedi
jsou pomérn¢ dobtfe znamé. V soucasné dobé¢ je hlavni pti¢inou nadmérné hmotnosti vétSiny
déti a adolescentil pozitivni energeticka bilance, ktera je disledkem nevhodnych stravovacich
navykl a nedostatecné fyzické aktivity (Lee & Yoon, 2018). S pokrokem molekularné-
genetickych technik nastal rozmach studia také genetického pozadi patogeneze polygenni
obezity. To je vSak v pfipadé¢ takto komplexniho multifaktoridlniho onemocnéni velmi obtizné.
I pfes zna¢né vynalozené usili a odhaleni vice nez tisice kandidatnich variant, které mohou mit
vliv na vznik a rozvoj nadmérné hmotnosti, 1ze popsanymi variantami v souc¢asné dob¢ vysvétlit
pouze 5-6 % interindividudlni variability v nachylnosti k tomuto onemocnéni (Trang & Grant,

2023).

Diplomova prace komplexni charakter rozvoje obezity reflektuje a vénuje se jak problematice

faktorti vnéjsiho prostiedi, tak faktorti genetickych.

V prvni ¢asti prace, kterou piedstavuje prifezova studie 1947 cCeskych adolescentii, byl
hodnocen vliv sportovni aktivity na vybrané antropometrické a biochemické parametry. Data
o sportovni aktivit¢ byla od jedinci ziskdna na zakladé dotaznikového Setfeni. Dotazniky
o sportovni aktivit¢ byly vyplnény zdkonnymi zastupci probandl. Protoze se jednalo
o nestandardizovany dotaznik, bylo soucasti prace také navrZeni pfistupu pro vyhodnoceni
ziskanych dotaznikovych dat. Cilem vyhodnoceni dat bylo jedince rozttidit do kategorii
na zaklad¢ toho, kolik hodin tydné travi sportovni aktivitou nad rdmec Skolni télesné vychovy.

Jako efektivni zpiisob vyhodnoceni dat bylo navrzeno udé€lovat jedinciim na zaklad¢ jejich
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dosazené sportovni aktivity skore, podle néjz byli nasledné rozdéleni do 4 skupin. Prvni skupina
zahrnovala nejmén¢ aktivni jedince, Ctvrta skupina jedince nejvice aktivni. Hodnoceny soubor
zahrnoval celkem 892 chlapcti a 1055 divek. Vliv sportovni aktivity na antropometrické

a biochemické parametry byl u obou pohlavi hodnocen zvlast.

Analyzou vztahu antropometrickych parametri a skore sportovni aktivity bylo zjisténo,
ze chlapci, ktefi dosahovali nejvyssiho skore sportovni aktivity, meli v porovnani s chlapci
s nejniz$im skore, signifikantné nizsi SDS BMI, WHtR, procento celkového télesného tuku
a signifikantné vyssi procento tukuprosté hmoty v téle. V ptipad¢ divek nebyl efekt sportovni
aktivity na sledované antropometrické parametry tak vyrazny jako u chlapcli, nicménég stale
platilo, Ze SDS BMI a WHtR divek skupiny s nejvysS§im skore sportovni aktivity bylo
signifikantné¢ niz§i a procento tukuprosté hmoty signifikantné vysSi nez u divek, které
dosahovaly nejnizsiho skore sportovni aktivity. Procento télesného tuku se u divek napfi¢
skupinami signifikantné neliSilo. Tato zjiSténi jsou ve shod€ s vysledky italské studie autord
Morelli et al. (2020), kteti u svého souboru adolescentti ve veéku 14—17 let taktéz zjistili
pohlavné specificky vliv sportovni aktivity na antropometrické parametry u chlapct a divek.
Zatimco u chlapcti byl pozorovan statisticky vyznamny vliv sportovni aktivity na hodnoty BMI,
procento celkového tuku v téle i procento tukuprosté hmoty, u divek se vliv sportovni aktivity
signifikantné projevil pouze na BMI (Morelli et al., 2020). Starsi longitudinalni kanadska studie
autorti Baxter-Jones et al. (2008), ktera u déti a adolescentit ve véku 8—15 let po dobu 6 let
sledovala mnozstvi tukuprosté hmoty v téle, také zjistila velmi vyrazné rozdily mezi chlapci
a divkami. Prestoze signifikantni efekt sportovni aktivity na mnozstvi tukuprosté hmoty v téle
byl vyznamny jak u chlapct, tak i1 u divek, chlapci, kteti dosahovali stejné urovné sportovni
aktivity jako divky, méli az o 120 % vice celkové tukuprosté hmoty v téle ve srovnani se stejné

aktivnimi divkami (Baxter-Jones et al., 2008).

Pohlavni rozdily byly v nasi studii zaznamenany také v ptipadé vztahu sportovni aktivity
a biochemickych parametrii. Chlapci s nejvy$Sim skoére sportovni aktivity méli v porovnani
v séru, vyssi hladiny HDL-cholesterolu v séru, niz§i hodnoty indexit HOMA-R a HOMA-F
a nizsi hodnotu diastolického tlaku. U divek z nejaktivnéj$i skupiny byly v porovnani s divkami
znejméné aktivni skupiny zjiStény signifikantné¢ vys§i hladiny HDL-cholesterolu
a signifikantn€ nizsi hladiny LDL-cholesterolu. U chlapcii ani u divek pak nebyly statisticky
vyznamné rozdily mezi nejaktivnéj$imi a nejméné aktivnimi jedinci zaznamendny v piipadé
hodnot glykémie na lacno a hodnot systolického krevniho tlaku. Vlivem sportovni aktivity
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na biochemické parametry se také zabyvala jiz vySe zmiflovana italska studie autortt Morelli
et al. (2020). Ta shodné s nasimi vysledky zaznamenala signifikantné niz§i hodnotu indexu
HOMA-R u chlapct z nejaktivnéjsi skupiny v porovnani s chlapci z nejméné aktivni skupiny
a stejné€ jako v nas$i studii, ani zde nebyl zjiStén statisticky signifikantni rozdil v hodnotach
glykémie na la¢no u chlapcti 1 u divek napfi¢ skupinami. Na rozdil od nés vSak v italské studii
piekvapive zjistili u chlapc z nejméné aktivni skupiny signifikantné vyssi hladiny HDL-
cholesterolu v porovnani s chlapci z nejaktivnéjsi skupiny. Vliv sportovni aktivity na hladiny
triacylglycerolt v séru nebyl u chlapct, na rozdil od nasi studie, v italské studii signifikantni.
Dalsi rozdil predstavuje fakt, Ze italska studie zjistila u nejméné aktivnich divek signifikantné
niz$i hladiny LDL-cholesterolu ve srovnani s divkami, které dosahovaly nejvysSich hodnot
sportovni aktivity. Stejné¢ jako v nasi studii pak nebyl u divek zjistén signifikantni vliv sportovni
aktivity na hladiny triacylglycerolt v séru (Morelli et al., 2020). Vysvétlenim italské i kanadské
studie pro takto vyrazné pohlavni rozdily mezi chlapci a divkami je rozdilny hormonélni profil
chlapct a divek, vys$si mnozstvi svalové hmoty u chlapcii nebo celkova rozdilna adaptace obou

pohlavi na vykondvanou aktivitu (Baxter-Jones et al., 2008; Morelli et al., 2020).

Italska i kanadska studie stejné jako tato prace vychazely z dotaznikovych dat poskytovanych
samotnymi ucastniky nebo jejich zdkonnymi zastupci. Tento zpiisob sbéru dat je v piipade
epidemiologickych studii s velkymi pocty ti€astnikli naprosto adekvatni, nicméné nékteti autoti
upozornuji na zna¢né rozdily mezi aktivitou, kterou jedinci sami udavaji a aktivitou, ktera
je utéchto jedinct objektivné zmétena (napt. akcelerometrem) (Andersen, 2009; Sallis &
Saelens, 2000). Bylo zjisténo, ze déti a adolescenti svou aktivitu nadhodnocuji zvlast v ptipadé,
kdy maji uddvat mnozstvi vykonané intenzivni fyzické aktivity. Naopak v pifipad€ stfedné
intenzivni aktivity dosahuji jedinci pfi objektivnim méfeni vysSich hodnot aktivit, nez sami
udavaji (Andersen, 2009; Pate et al., 2002). Autofi Pate et al. (2002) navrhuji jako vhodné
a logisticky proveditelné feSeni, které odrazi skutecnou fyzickou aktivitu, alesponl tydenni
meéteni aktivity pomoci akcelerometru (Pate et al., 2002). Pro celostatni epidemiologické studie,
jakou byl 1 projekt COPAT, vSak dotaznikové Setfeni stale piedstavuje nejdostupnéjsi moznost

sbéru dat o vykonané sportovni aktivite.

Unikatni data o vztahu sportovni aktivity a antropometrickych a biochemickych parametra
poskytuji intervencni studie. Napiiklad v jihoafrické intervenéni studii autofi Grace et al. (2021)
u adolescentli s nadvahou a obezitou ve véku 13—16 let sledovali promény v antropometrickych
a biochemickych parametrech po desetitydenni intervenci. Intervence zahrnovala aerobni
a odporova cviceni pod dohledem i samostatn¢, spolu s nutri¢ni osvétou. Po deseti tydnech bylo
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u probandl pozorovano statisticky signifikantni snizeni BMI, systolického krevniho tlaku
a LDL-cholesterolu. U hodnot diastolického krevniho tlaku, triacylglyceroli, HDL-
cholesterolu, glykémie a indexu HOMA-R nebyla pozorovana statisticky signifikantni zména.
Ve studii nebyli chlapci a divky hodnoceni zvlast’, nicméné celkovy obraz o vztahu sportovni
aktivity (spolu s nutriéni edukaci) a antropometrickych a biochemickych parametrti poskytuje

(Grace et al., 2021).

Vysledky ziskané na$i studii 1 dalS§imi studiemi svéd¢i o pozitivnim vlivu sportovni aktivity
na n¢které antropometrické a metabolické parametry u chlapcti i u divek v adolescentnim véku,
nicméné s jistymi pohlavné specifickymi rozdily. Role fyzické aktivity je v détstvi
a adolescenci vyzdvihovana také diky pozitivnimu efektu na rozvoj kostni tkan€ (Baxter-Jones
et al., 2008), na psychické zdravi jedinci nebo celkové jako prevence rozvoje chronickych
onemocnéni (Brown et al., 2024). Proto jsou pomérné alarmujici zjisténi nedavné studie autorti
Salonna et al. (2023), ktefi u ceskych adolescentii sledovali dodrzovani celosvétovych
doporuceni vydanych WHO k pohybové aktivité. Svétova zdravotnicka organizace doporucuje
u déti a adolescentt alespoit 60 minut stfedn¢ intenzivni az intenzivni pohybové aktivity denné.
Bylo zjisténo, ze pouze 20,6 % ceskych chlapct a 15,8 % divek ve véku 11-15 let denné
doséhne doporucovanych hodnot pohybové aktivity. Obdobi adolescence v tomto ohledu
predstavuje kriticky ve&k, protoze zatimco v 11 letech alespon 23,9 % ceskych adolescentii
vykona nejméné hodinu pohybové aktivity denné, v 15 letech uz je to jen 8,4 % (Salonna et al.,

2023).

Silné stranky naS$i studie spatiuji v pocetném vzorku zapojenych adolescentl
v ramci epidemiologické 1 intervencni studie. Vzhledem k tomu, ze dotaznik sportovni aktivity
byl sestaven tak, aby zjiStoval celoro¢ni sportovni aktivitu, nebyla ziskana data od jedincii
zapojenych do intervenc¢ni studie zkreslena aktualné probihajicim intervenénim programem.
Limitaci studie je dotaznikovy sebereportovaci (v tomto pfipadé vypliovan zakonnymi
zastupci) sbér dat, pii kterém muize dochazet k nadhodnocovéni i podhodnocovani udavanych
hodnot, nicméné pro studii tohoto rozméru se jednd o adekvatni zplisob sbéru dat. Vysledky
na$i studie zdtraznuji dilezitost zapojeni adolescentii do sportovnich aktivit jako mozného

zpisobu pro zvyseni aktudlni i budouci kvality Zivota.

Druha ¢ast priifezové studie zjist'ovala asociace polymorfismu rs686989 (G/A) v genu ZBTB16
s vybranymi antropometrickymi a biochemickymi parametry taktéZz u souboru adolescenti

z projektu COPAT. Polymorfismus tohoto genu byl pro studii vybran na zakladé ptredchozi
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prace autori Bendlova et al. (2017), ktefi ve své studii vychazeli ze studii provedenych
na animélnich modelech (Seda et al., 2017), ve kterych byla zjisténa souvislost genu ZBTBI16
a parametrti metabolického syndromu. Autofi Bendlova et al. (2017),ve své studii testovali vliv
polymorfismt genu ZBTB16 na né€které antropometrické parametry a parametry lipidového
spektra u dospélych osob (Bendlova et al., 2017). Na zéklad€ vypoctu OR (poméru Sanci) jsme
v nasi studii potvrdili, Ze pfitomnost minoritni alely A polymorfismu rs686989 v genotypu
navySuje Sanci na ptitomnost obezity (OR = 1,37 (1,12-1,68)). Jako statisticky vyznamny
a nejvyhodnéjsi model byl ur€en dominantni model, tedy model, kdy v heterozygotnim stavu
ucinek jedné alely (minoritni alely A) dominuje nad G¢inkem druhé alely (majoritni alely G).
Pro dalsi analyzu byly proto skupiny minoritnich homozygotii a heterozygoti spojeny do

skupiny AG/AA a analyzovany oproti skupiné majoritnich homozygoti GG.

Asociacni analyzou polymorfismu rs686989 v genu ZBTB16 s vybranymi antropometrickymi
a biochemickymi parametry nebyla u chlapct zjisténa zadna statisticky vyznamna asociace
mezi genotypy AG/AA a jakymkoliv ze sledovanych znakd. U divek se pfitomnost minoritni
alely A pojila se statisticky vyznamng: vys$S§imi hodnotami SDS BMI, vys$sim WHtR, vysSim
procentem télesného tuku, nizSim procentem tukuprosté hmoty, niz§imi hodnotami glykémie
na lacno a vys$§imi hodnotami indexu HOMA-F. Dosud nebyla publikovana zddna studie, ktera
by se polymorfismem rs686989 v genu ZBTB16 u adolescentll zabyvala. Ve vySe zmifiované
praci autorti Bendlova et al. (2017), ve které byla asociacni studie provedena u dospélych osob,
byla pfitomnost minoritni alely A polymorfismu rs686989 v genu ZBTB16 po adjustaci na vék
u muzil i u Zen spojena se signifikantné vy$sim BMI, WHR, WHtR, indexem télesné adipozity,
obvodem pasu a obvodem biicha a dale svy$Sim celkovym cholesterolem a LDL-
cholesterolem. U muzii byl u danych parametrti potvrzen také efekt dalSich tfech polymorfismt
v genu ZBTB16: 13567057, rs661223, rs675044. Vztah genu ZBTB16 a antropometrickych
a biochemickych parametrti u dosp€lych byl studovan také v mexické studii autort (Velazquez-
Roman et al., 2023), ve které byl pro analyzu vybran jiny polymorfismus genu ZBTBI6,
polymorfismus rs7106340 (G/T). Ve studii nebyl efekt polymorfismu hodnocen zvlast
promuze a pro zeny a asociace tak byla pro ob¢ pohlavi provedena spolecné. Efekt
polymorfismu nebyl v mexické studii u Zzadného ze sledovanych parametri (BMI, hmotnost,
obvod pasu, WHR, celkovy cholesterol, LDL-cholesterol, HDL-cholesterol, triacylglyceroly,
glykémie, systolicky a diastolicky tlak) signifikantni (Velazquez-Roman et al., 2023).

Vysledky této diplomové prace i studie autorG Bendlovd et al. (2017) naznacuji, ze
polymorfismy v genu ZBTBI16 pravdépodobné maji urcity efekt na antropometrické
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a biochemické parametry, i kdyZ tento efekt je velmi jemny. Z tohoto diivodu by v budoucich
studiich bylo vhodné pracovat s velkymi kohortami jedincti, ve kterych je vyssi Sance detekovat
i polymorfismy malého ucinku (Bendlova et al., 2017; Velazquez-Roman et al., 2023). Dalsi
moznosti rozdilnych vysledkii mezi studiemi mtize byt modulace efektu polymorfismti genu
ZBTB16 riznym genomickym pozadim nebo podminkami prostiedi (Seda et al., 2017). Jak jiz
bylo popséno v literarnim uvodu, ZBTB16 je transkrip¢éni faktor, ktery se podili na tad¢
biologickych procest. Z tohoto diivodu je jeho exprese piisné regulovana mnoha faktory, mezi
néz patii také hormony jako glukokortikoidy (Chen et al., 2014) a progesteron (Fahnenstich
etal., 2003). Tato hormonalni regulace exprese by mohla byt vysvétlenim znacnych
mezipohlavnich rozdilt (Bendlova et al., 2017). Zajimavym je v tomto ohledu také fakt, ze
v ptipad¢ diplomové prace byl efekt minoritni alely v adolescenci patrnéjsi u divek, zatimco
v praci autorti Bendlova et al. (2017) byl v dospélosti efekt na sledované parametry patrné;jsi

u muzu.

Na tomto misté je potieba zdlraznit, ze veskeré biochemické parametry studovaného souboru
adolescentt byly v norm¢. Nicméné zhorSené parametry jak u jedinci z nejméné aktivni

skupiny, tak u nositeli minoritni alely A jsou stale vyznamnym vysledkem.

Longitudinalni studie se taktéz vénovala genetickému pozadi obezity, avSak s vyuzitim
rozdilného ptistupu. V této ¢asti prace bylo s vyuZitim metod NGS provedeno celoexomové
sekvenovani DNA 96 pacientli s podezienim na monogenni obezitu. Vyuziti NGS umoziuje
soucasnou identifikaci béznych i vzacnych variant genii. Tento pfistup se jiz diive osvedcil
v identifikaci mutaci v genech zptsobujicich monogenni onemocnéni (Boycott et al., 2013).
V soucasnosti je stale Castéji vyuzivan také ve vyzkumu komplexnich onemocnéni (Nordang et
al., 2017). Exom souboru pacientl slouzil pro detekci potencidlné klinicky vyznamnych variant
v pfredem sestaveném panelu genti, ktery zahrnoval geny: AGRP, BDNF, CARTPT, GNAS,
KCNJ13, LEP, LEPR, MC3R, MC4R, NME7, NPY, NTRK2, PCSK1, POMC, PTEN, SH2B1,
SHBG, SIMI. Tyto geny byly vybrany na zakladé¢ literatury jako geny, které maji vyznam
pfedevsim v rozvoji monogenni obezity, ale také nékterych syndromii. Celkem bylo nalezeno
14 potencialné klinicky vyznamnych variant v 9 genech: AGRP, GNAS, LEPR, MC3R, MC4R,
NME?7, PCSKI, POMC, SH2B1. V téchto 14 variantach byla identifikovana 1 nova varianta,
ktera nebyla popsédna v literatuie a zaroven byla in sillico modely oznacena jako potencialné
patogenni. Jedna se o variantu NME7(NM_013330.5):¢.238G>T. Zbylych 13 variant bylo jiz

diive v literatuie popsano a jedna se o varianty, které byly v rdmci databaze ClinVar oznaceny
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jako potenciadlné patogenni, vykazovaly nekonzistentni interpretace patogenicity, nebo se

jednalo o varianty neurcitého ucinku.

Cilem longitudinalni studie bylo zjistit frekvenci takto vytipovanych variant u jedinct ze
souboru COPAT, ktefi byli zafazeni do tzv. skupiny osob se zvySenym rizikem obezity.
Skupina byla vytvorena na zdkladé dat o t€lesné vysSce a télesné hmotnosti ziskanych v rdmci
preventivnich prohlidek u praktického l€kafe pro déti a dorost v prabéhu 1-15 let véku
zapojenych probandu. Za jedince se zvySenym rizikem obezity byli povazovani ti, jejichz SDS
BMI se alespon pfi péti preventivnich prohlidkach pohybovalo nad 50. percentilem a soucasné
jejich BMI v rané dospélosti (2025 let) odpovidalo nadvaze nebo obezité. Vysledny soubor
tvotilo celkem 40 osob se zvySenym rizikem obezity. Ze 14 vytipovanych variant byly v
souboru 0sob se zvySenym rizikem obezity nalezeny celkem 4 varianty a pfitomnost téchto
variant byla zjiSténa celkem u 7 osob. Na druhou stranu, pfitomnost vytipovanych variant byla
zjisténa také u osob z kontrolniho souboru, tedy osob nerizikovych. Varianty byly nalezeny u
9 osob z celkového souboru 58 nerizikovych jedinct. Nalezeny byly 4 varianty, které byly
stejné jako u souboru osob se zvySenym rizikem. Frekvence nalezenych vytipovanych alel se
mezi soubory rizikovych a nerizikovych jedinct signifikantné nelisily. VSichni nositelé

nalezenych variant byli pro danou variantu heterozygoti.

Jednalo se o varianty:

AGRP(NM_001138.2):c.199G>A u 2 osob z rizikové a 3 osob z nerizikové skupiny,
PCSKI(NM_000439.5):c.661A>G u 3 osob z rizikové a u 3 osob z nerizikové skupiny,
POMC(NM_001319205.2):¢.394C>G u 1 osoby z rizikové a 1 osoby z nerizikové skupiny,
POMC(NM_001319205.2):¢c.641A>G u 1 osoby z rizikové a 2 osob z nerizikové skupiny.

Studii s podobnou metodologii a ptekryvajicim se panelem studovanych gent provedli norsti
autofi Nordang et al. (2017), ktefi u 485 pacient s morbidni obezitou a 327 kontrol provedli
sekvenaci exont genti LEP, LEPR, MC4R, PCSK1 a POMC. Timto zptsobem se jim podafilo
v souboru detekovat celkem 151 variant, znichz 28 variant bylo vzacnych. Frekvence
detekovanych vzacnych variant byla signifikantné vyss$i u pacientli s morbidni obezitou nez
u kontrol (Nordang et al., 2017). V portugalské studii autort Manco et al. (2023) byly NGS
metody vyuZzity pro sekvenaci exonl 12 genti spojenych s monogenni obezitou: LEP, LEPR,

MC4R, POMC, PCSK1, BDNF, NTRK?2, SIM1, SH2B1, UCP3, GCG a ADCY3. Sekvenace byla
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provedena u osob s nadvahou, obezitou 1. stupné a obezitou 2. stupné. V tomto souboru bylo
nalezeno celkem 22 riiznych vzacnych variant ve vSech 12 genech a frekvence variant se u osob
s nadvahou, obezitou 1. stupn¢ a obezitou 2. stupné signifikantné¢ nelisila. Kromé vzacnych
variant bylo nalezeno také dalSich 157 variant s potencialnim klinickym vyznamem. Ani
frekvence téchto variant se u zadné ze tii sledovanych skupin signifikantné nelisila (Manco

et al., 2023).

Diivodt pro nekonzistentnost vysledkli diplomové prace, norské studie 1 portugalské studie
muze byt vice. V norské studii autor Nordang et al. (2017) byla sice frekvence nalezenych
variant signifikantné vyssi u obéznich osob neZ u kontrol, jednalo se ale o osoby morbidné
obézni, tedy pomérné specifickou kohortu (median BMI souboru byl 44 kg/m?). Navic byla
v norské studii, na rozdil od diplomové prace, sledovana frekvence pouze vzacnych variant
v genech spojenych s monogenni obezitou (Nordang et al., 2017). V portugalské studii autort
Manco et al. (2023) byla kromé frekvence vzacnych variant sledovana také frekvence vsech
potencidlné klinicky vyznamnych variant, kterd se, stejné jako v diplomové praci, napfic
sledovanymi skupinami signifikantn¢ neliila. V portugalské studii vSak, na rozdil
od diplomové prace, nebyla sledovana frekvence variant u normostenickych jedincti. Z téchto
diivodti neni mozné vysledky ziskané v ramci diplomové prace se zahrani¢nimi studiemi déle

srovnavat.

Nesignifikantni rozdily ve frekvenci vytipovanych variant mezi rizikovou a nerizikovou
skupinou v souboru longitudinalni studie mohou byt zptisobeny mnoha faktory. Naptiklad
zvolena metodika pro rozdé€leni jedincti na rizikové (SDS BMI v détstvi > 50. percentil)
a nerizikové nemusela byt dostatecné efektivni ve vytipovani skute¢nych rizikovych osob,
protoze kritéria pro zafazeni do skupiny byla pfili§ mirna. DalSim faktorem, ktery mohl
vysledky ovlivnit, je velikost studovaného souboru. V neposledni fad¢ pak mohly hrat roli samy

vytipované varianty.

Varianta AGRP(NM_001138.2):c.199G>A je v databazi ClinVar evidovana jako benigni,
nicméng bylo zjisténo, Ze tento polymorfismus vede k nekonzervativni ndhradé aminokyseliny
alaninu za threonin na pozici 67, coz zfejmé vede ke zméné konformace proteinu a moznému
ovlivnéni jeho funkce. Efekt varianty byl testovan na souboru rodi¢t a jejich potomkii.
V ptipadé potomkii nebyla ptitomnost polymorfismu ¢.199G>A spojena se signifikantné
vy$§imi hodnotami BMI, tukové hmoty, procenta télesného tuku ani visceralnim tukem, avSak

u rodi¢l (primérny veék 53 let) s pfitomnym polymorfismem c¢.199G>A byly vSechny ctyti
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parametry signifikantné vyss$i (Argyropoulos et al., 2002). Tato zji$téni naznaluji, Ze by
polymorfismus ¢.199G>A v rozvoji obezity mohl hrat roli, ale jeho vliv se zfejmé mtze ménit

s vékem.

Varianta PCSKI(NM_000439.5):c.661A>G je v databazi ClinVar taktéz evidovana jako
benigni. Zpiisobuje zaménu aminokyseliny asparaginu za serin na pozici 221. Pro analyzu
v diplomové praci byla vybrana na zakladé studie autort Benzinou et al. (2008), kteti asociacni
analyzou na kohortach déti 1 dospélych zjistili asociaci mezi piitomnosti polymorfismu

c.661A>G a obezitou (Benzinou et al., 2008).

Varianta POMC(NM_001319205.2):¢.394C>G je v databazi ClinVar evidovana jako varianta
s nejistym vyznamem. Pfitomnost varianty vede k zdmén¢ aminokyseliny prolinu za alanin na
pozici 132. Funk¢ni in vitro studie naznacuji, Ze tato zaména muze vést ke zvySeni funkce
proteinu (Shah et al., 2023). Varianta ¢.394C>G byla detekovana jak u jedinct trpicich obezitou
(Kleinendorst et al., 2018; Nordang et al., 2017; Shah et al., 2023), tak i u kontrol (Nordang et
al., 2017).

Varianta POMC(NM 001319205.2):¢c.641A>G je v databazi ClinVar evidovana jako varianta
s nejistym vyznamem/pravdépodobné benigni, protoze byla detekovana jak u osob s obezitou
(Hinney et al., 1998), tak u kontrol (Hinney et al., 1998; Kleinendorst et al., 2018; Pankov et al.,
2002). Zpusobuje zameénu aminokyseliny kyseliny glutamové za glycin na pozici 188. Pomoci
in silico analyz bylo odhadnuto, ze tato zdména by mohla mit delecni efekt na strukturu

proteinu.

Tento ptehled variant identifikovanych v souboru rizikovych i nerizikovych jedinct odrazi
rozpory, s jakymi se vyzkum polymorfisml souvisejicich s polygenni obezitou musi potykat.
Budoucnost identifikace vzacnych variant i béznych variant malého ucinku predstavuji rozsahlé

populacni studie.

72



13 Zavér

Obezita je komplexni multifaktoridlni onemocnéni, které piedstavuje jeden z nejvétSich
zdravotnich problému soucasnosti. Prevalence nadvdhy a obezity celosvétove stale nariista.
Komplexni mechanismy rozvoje polygenni obezity vyplyvaji z interakce mezi vnéjSim
prostiedim, genetickou predispozici a lidskym chovanim. Rizikové faktory vnéjSiho prostiedi
jsou pomérné dobtfe znamé. V soucasné dobé¢ je hlavni pti¢inou nadmérné hmotnosti vétsiny
déti a adolescentli pozitivni energeticka bilance, kterd je diisledkem nevhodnych stravovacich
navykl a nedostatecné fyzické aktivity. S pokrokem molekularné-genetickych technik nastal
rozmach studia také genetického pozadi patogeneze polygenni obezity. To je vSak v ptipadé

takto komplexniho multifaktoridlniho onemocnéni velmi obtizné.

Diplomové prace komplexni charakter rozvoje obezity reflektuje a vénuje se jak problematice

faktorti vnéjsiho prosttedi, tak faktorti genetickych.

Prvni ¢ast prace tvorila priufezova studie 1947 Ceskych adolescentt, u kterych byla provedena
asociacni studie zjistujici efekt sportovni aktivity na télesné slozeni a metabolické zdravi.
Hodnocen byl také vliv polymorfismu rs686989 v genu ZBTB16 na vybrané antropometrické
a biochemické parametry souvisejici s nadvahou a obezitou. Ziskané vysledky vypovidaji
o pozitivnim vlivu sportovni aktivity na nékteré antropometrické a metabolické parametry
u chlapcti i u divek v adolescentnim veéku, nicméné s jistymi pohlavné specifickymi rozdily.
Asociaéni studii polymorfismu rs686989 v genu ZBTBI6 s vybranymi antropometrickymi
a biochemickymi parametry byl zjistén urcity efekt tohoto polymorfismu, ktery je vSak ziejmée

velmi jemny.

Druhou ¢ast prace tvofila longitudindlni studie, ve které bylo vyuzito technik masivniho
paralelniho sekvenovani exomu u pacientl s podezienim na monogenni obezitu za ucelem
vytipovani potencidlné klinicky vyznamnych variant ve vybraném panelu gent. Frekvence
vytipovanych variant byla nasledn¢ zjistovana u osob se zvySenym rizikem obezity a kontrol.
PrestoZe nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily ve frekvenci identifikovanych variant
mezi rizikovou a nerizikovou skupinou, v diplomové praci byl ilustrovan moderni piistup

vyzkumu polygenni obezity opirajici se o bioinformatickou analyzu.
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Rozsifeni poznatkli o genech podminujicich nachylnost k obezité a také o tom, jak jsou tyto
geny modulovany faktory Zivotniho stylu by mohlo v budoucnu vyrazné zefektivnit prevenci,

diagnostiku i 1é¢bu polygenni obezity.
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