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Abstrakt

N6-Metyladenosin je nejcastéjsi post-transkripéni modifikaci RNA. Nedavno bylo zjisténo,
ze tato ubikvitni modifikace mlize vyznamnym zplsobem ovliviiovat dal§i zpracovani,
transport a degradaci RNA a celkové je vyznamnym epigenetickym regula¢nim cinitelem.
N6-metyladenosin je in vivo substratem pro RNA-demetylazu FTO, jejiz funkce se projevuje
na molekularni trovni demetylaci N6-metyladenosinu. Ve tkanich a organismu pak vykazuje
vyznamnou regula¢ni funkci v fizeni metabolismu a udrzovani energetick¢é homeostaze.
Dysbalance hladiny RNA-demetylazy FTO miZze byt pfi¢inou riznych patofyziologickych

stavi napft. obezity. Cilem prace je shrnout hlavni poznatky v této oblasti.

Kli¢ova slova: N6-Metyladenosin, FTO, RNA-epigenetika, energeticky metabolismus

Abstract

N6-Methyladenosine is the most common post-transcriptional modification of RNA. It has
been recently found that this ubiquitous modification can significantly affect further
processing, transport and degradation of RNA and it is a significant epigenetic regulatory
factor overall. N6-methyladenosine is an in vivo substrate for RNA-demethylase FTO,
the function of which is on molecular level manifested by demethylation
of N6-methyladenosine. RNA-demethylase FTO has an important regulatory function
in tissues and in the body in the control of metabolism and in the maintenance of energy
homeostasis. Dysbalance in the levels of RNA-demethylase FTO may be the cause of various
pathophysiological conditions, such as obesity. The aim of this thesis is to review the main

findings in this field.
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UvVOD

V poslednich letech je pozorovan nartist obezity v celosvétovém méfitku. Obezita je zavazny
stav, ktery mize vést k dalSim zavaznym onemocnénim, jako jsou napi. kardiovaskularni
choroby a diabetes 2. typu. Na jejim rozvoji se podili vice faktort. Jsou to predev§im vlivy
prostfedi (konzumace energeticky bohaté stravy, mira fyzické aktivity, zivotni styl) a dale

slozka genetickych predispozic.

Snaha porozumét genetické oblasti zodpovédné za rozvoj obezity vedla k nalezeni nékolika
jednonukleotidovych polymorfismi v genu FTO, které jsou s obezitou asociovany. Expresi
genu FTO vznika protein RNA-demetylaza FTO, kterd se mj. podili na regulaci fizeni

metabolismu a energetické homeostazy.

Piirozenym substratem RNA-demetylazy FTO je N6-metyladenosin na RNA (m°A). Tato
post-transkripcni modifikace, jeden z mechanismii RNA epigenetiky, je hojné¢ zkoumana.
Snahou je zjistit, co v§echno a jakym zplsobem tato modifikace ovlivituje. Zatim byl zjistén

vliv pfedevsim pii sestiihu, transportu a degradaci RNA.

Demetyldza FTO mé schopnost odbouravat metylovy zbytek na m°A, ¢imz reguluje tvorbu
ur¢itych cilovych proteint, coz se, jak ukazuji nékteré studie, napt. (Cecil et al. 2008;
Speakman et al. 2008; Timpson et al. 2008; Karra et al. 2013), projevi zejména v regulaci
energetické homeostazy. Role proteinu FTO vSak nezlistava pouze v odstraiovani metyloveé
skupiny z adenosinu. Dalsi z jejich funkci je kontrola hladiny esencidlnich aminokyselin
v buiice. Pokud bunku ohroZuje nedostatek nutrientl, FTO protein regulaci mTORCI1

komplexu snizi celkovou translaci mRNA (Gulati et al. 2013).

V organismu najdeme demetylazu FTO pfedevSim v hypotalamu, fidicim centru
hormondlnich a utrobnich funkci organismu. Tento fakt miZze déale potvrzovat jeji
nezanedbatelny vliv pii regulaci metabolismu, pfedev§im energetického piijmu, coz muize

prispét k jiz vySe zminéné obezité.

Kde konkrétné a jakym zplisobem se demetyldza FTO podili na regulaci energetického
metabolismu, je pfedmétem této prace. Kromé samotné funkce FTO na molekularni 1 tkanové
urovni se zabyvd 1 problematikou metylace adenosinu v RNA, kterd stimto tématem

uzce souvisi.



1 EPIGENETIKA

Obecné je epigenetika definovana jako studium jevl na trovni nukleovych kyselin, které
ovliviuji expresi gent (fenotypu), aniz by doslo ke zméné genotypu. Epigenetickd regulace
genoveé exprese se u vysSSich organismil uplatiiuje zcela bézné¢ v prirozenych procesech,
naptiklad pfi diferenciaci bunky (Zhang et al. 2015), u zen pii inaktivaci jednoho

X chromozomu (Chow et al. 2007), celkové se vyrazné podili na adaptabilité organismu.

Zmény epigenetickych mechanismli jsou ovlivnény piedev§im vnéj$im okolim organismu
napt. prostiedim, ve kterém zije (Badyaev and Oh 2008), potravou, kterou konzumuje

(Burdge ef al. 2011), vyzivou béhem prenatalniho vyvoje (Lillycrop et al. 2008).

Zmény na epigenetické urovni jsou mitoticky ¢i meioticky dédicné. Pii bunééném déleni
se epigeneticky kodovana informace pfenasi do dcefinych bunék a ovlivituje expresi genti
stejné¢ jako v pavodni bunice. Konkrétni epigenetické mechanismy, které se uplatiiuji
v pohlavnich bunikdch, budou pieneseny do dalsi generace. Tyto zmény ale nejsou trvalé
(v genotypu nedoslo k zadné zméng), lze je ,,preprogramovat™ a vratit do pivodni formy

(Takahashi ef al. 2007).

Donedavna byly znamy pouze ty epigenetické mechanismy, které se projevovaly predevsim
regulaci genetické informace pomoci acetylace a metylace histonovych komplext
v chromatinovém vlakné¢ DNA. S novymi poznatky a objevenim proteini FTO a ALKBHS,
které pisobi na RNA, byl obecny pojem epigenetika rozsifen i o oblast tzv. RNA epigenetiky.

Dnes vime, ze epigenetické mechanismy ovliviiuji genovou expresi, a objevuji se ve vSech
jejich fazich. Jak na urovni DNA, tak pii transkripci do mRNA, pii funkci dalSich
nekddujicich usecich nukleovych kyselin a proteinech, které maji na starost regulaci genoveé

transkripce 1 translace.



1.1 RNA epigenetika

V RNA se epigenetické procesy uplatiiuji pfi post-transkripénich modifikacich napt. RNA

editaci ¢i alternativnim sestiihu.

Informace o budouci post-transkripni modifikaci nezéalezi pouze na sekvenci RNA,
ale na modifikaci obvykle pouzivanych RNA bazi (tzv. chemické modifikace) a na sekundarni
struktufe RNA sekvence. Na chemickych modifikacich se podili mnoho faktord, nékteré
dokézi rozeznat specifické misto a modifikovat konkrétni bazi, kterd se v ném vyskytuje, dalsi
ho umi vratit do plivodniho stavu a jsou i faktory, které pouze rozeznavaji modifikované

misto a dale ho neméni.

Mezi nejcastéjsi chemické modifikace patii metylace. Metylace znamena pfipojeni metylové
skupiny. V buiice se kromé¢ RNA vyskytuje i na bazich DNA a také jako post-transla¢ni
modifikace aminokyselin. Metylace a kni opacny proces demetylace, tedy odstranéni
metylové skupiny, jsou velmi flexibilni a umoznuji reagovat jak na zmény v organismu,
tak na zmény vnéjSiho prostiedi. Pravé moznost odezvy a pfizptisobeni se vlivim je

hlavni Gcel epigenetiky.

U eukaryotické mRNA se nejcastéji miZzeme setkat s metylovanym adenosinem na Sestém
uhliku, ¢imz vznikd N6-metyladenosin; znaéen m®A (Dominissini et al. 2012), ddle mGizeme
nalézt modifikovanou bazi 5-metylcytidin; m°>C (Squires ef al. 2012), N1-metyladenosin; m'A
(Dominissini et al. 2016) a dalSim ptipadem chemické modifikace je pseudouridin; ¥
(Carlile et al. 2014). Kromé¢ téchto nalezneme v bunééné RNA 1 dalsi, ale vySe vypsané

patii mezi nejCastéjsi.

1.2 N6-metyladenosin

Jako N6-metyladenosin se oznacuje metylace na Sestém uhliku adenosinu (viz obr. 1). Timto
zplisobem upravena baze se také znaéi zkratkou m°A. Pfedpokladdme, Zze modifikovand baze
tvori spolu s cukernym zbytkem a fosfitem fetézec nukleové kyseliny, takZe znaeni mSA

muze popisovat metylovany adenin i adenosin.



3 H

Obr. 1 Adenin a N6-metylovany adenin
Vlevo je adenin, cervena Cisla oznacuji uhliky. Vpravo je N6-metylovany adenin s metylovou
skupinou pfipojenou na funkéni skupiné 6. uhliku.

Adenin, aby mohl byt metylovan, musi se nachdzet v typické sekvenci, kde metylovanému
adeninu pfedchézi dvé baze obsahujici adenin nebo guanin (tedy dvé purinové baze) a po ném
nasleduje cytosin a uracil (viz obr. 2). Konzervativnost této sekvence mezi savci byla

prokazana ptivodné¢ srovnanim lidského a mysiho transkriptomu (Dominissini et al. 2012).

-2 ~1 meA

Obr. 2 Pomérné zastoupeni bazi v m°A sekvenci. Pievzato z (Dominissini ef al. 2012).
Spodni osa grafu ukazuje misto na sekvenci, pficemz vychozi nukleotid je metylovany adenin (m°A).
Primérny pocet vyskytu baze v ur€itém misté je zobrazen jako jeji vyska.



1.2.1 Vyznam metylace pro osud mRNA

To, Ze typickad mista metylace byla nalezena pfedevsim ve 3° UTR oblastech (untranslated
region) a ve vice jak 400kb dlouhych exonech, je podkladem pro tvrzeni, ze m°A
pravdépodobné signalizuji mista sestfihu. V kratSich exonech nepodléhajicich sestfihu timto
zpusobem modifikovana mista nalezena nebyla. Coz naznacuje prvni vyznam metylace: podil
na sestiihu pre-mRNA. Tyto typické lokace m®A byly nalezeny i v my$im transkriptomu

(Dominissini et al. 2012).

Nejéastéji jsou o m°A obohacena mista iniciace transkripce a sekvence v okoli stop
kodént - to naznacuje roli pii kontrole translace a tim padem i pfi regulaci genové exprese
(Meyer et al. 2012; Wang et al. 2015). Tato funkce m®A byla plivodné prokazana pfi expresi
dihydrofolat reduktazy in vitro (Tuck et al. 1999).

1.2.2 Proteiny asociované s m°A

Metylace dale mlize zplisobovat navazani specifickych vazebnych proteinti. Metylaci na RNA
katalyzuje metyltransferdzovy komplex METTL3-METTL14 skladajici se z proteint
METTL3, METTL14 (J. Liu et al. 2014) a jejich regulac¢ni podjednotky WTAP (Ping et al.
2014). Dalsim proteinem piipojujici se do metyltransferdzového komplexu je KIAA1429
(Schwartz et al. 2014). Naopak odstranéni pfipojeného metylového zbytku vykonavaji protein
demetylazy jako FTO (Jia et al. 2011) a ALKBHS (Zheng et al. 2013).

Mezi proteiny, které¢ dokazi rozeznat metylovany usek RNA patii proteiny z rodiny YTH
domény (YTH domain family proteins 1-3, zkratkou znacené¢ YTHDF1-3) (Xu et al. 2015).
Navazani specificky asociovaného proteinu urcuje dalSi osud mRNA. Protein YTHDFI je
zodpovédny za translaci mRNA, naopak pfipojeni proteinu YTHDF2 zptlisobi degradaci
takové mRNA (Wang et al. 2015). Dal$im proteinem rozeznavajici m°A je YTH doménu

obsahujici protein 1 (YTHDC1), ktery reguluje sestfih pre-mRNA (Xiao et al. 2016).

Dal8i moZnosti je oznaceni mista vhodného pro alternativni sestfih, ¢ehoZ se ucastni protein
HNRNPA2BI1 (Alarcén et al. 2015) a nepiimo rozeznava sekvenci m°A jeho piibuzny protein
HNRNPC (N. Liu et al. 2015).
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2 RNA-DEMETYLAZA FTO

V literatufe a odbornych clancich se miizeme setkat i s odliSnym ozna¢enim tohoto proteinu
napt. FTO protein, alfa-ketoglutarat-dependentni dioxygenaza FTO, fat mass and obesity-
associated protein nebo AlkB homolog 9 (ALKBH9).

Nazev FTO byl ptivodné odvozen z fenotypu mysSiho mutanta ,,fused-toe*, ktery vznikl deleci
6 geni a jehoz fenotyp sevyznaCoval srostlymi prsty na hornich koncetindch
u heterozygotnich jedinct. Jeden z deletovanych genti byl i ,,fatso” (Fto), ktery ziskal toto
oznaceni pro svou velikost (Peters ef al. 1999). Po objeveni souvislosti tohoto genu s obezitou
se tato zavedend zkratka i naddle pouzivd, tentokrat vSak FTO reprezentuje fat mass

and obesity-associated protein.

2.1 Lokalizace

Gen FTO se v lidském genomu nachdzi na pozici 16ql12.2, tedy na dlouhém raménku
16. chromozomu (viz obr. 3). Gen je orientovan v kladném sméru a jeho velikost je pfiblizné

4,5 x 10° bp.

Chromozom 16

Obr. 3 Chromozom 16
Znazornéni 16. lidského chromozomu. Cervend zvyraznéné misto oznaluje lokaci genu FTO
v useku 16q12.2.

V té€sné sousedstvi smérem k centromete se nachazi gen RPGRIPIL (také nazyvany Ftm,
podle svého mysiho ortologu). Na rozdil od F7O lezi v opacné orientaci, ale diky tomu maji
oba geny spolecné regula¢ni misto, které se nachdzi v prvnim intronu F70 genu. Na druhé
stran¢, smérem k telomefe se nachdzi nejbliz§i gen IRX3, orientovan stejné¢ jako FTO

(viz obr. 4) (Stratigopoulos et al. 2008).
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Usek 16q12.2

£ € & K <€ > > > > > > > > > < <
RPGRIPIL FTO IRX3

Obr. 4 FTO a sousedni geny
Zvétseny vytez z useku 16. chromozomu 16q12.2. schématicky vyobrazuje sousedni geny RPGRIPIL
a IRX3 v blizkosti FTO. Orientace jednotlivych genti je znazornéna Sipkami.

Pro srovnani uvadim lokalizaci Fro v nejCastéji pouzivaném modelovém organismu
pro vyzkum této problematiky, kterym je Mus musculus. V mysim genomu se gen Ffo nachazi
na 8. chromozomu, uspofadani sousednich gend vcetné orientace je obdobné jako u ¢loveka

(Becker-Follmann et al. 1997; Peters et al. 1999).

V buiikdch se demetyldza FTO nejcastéji nachazi v jadre, konkrétné v mistech zvanych
jaderné skvrny (nuclear speckles) (Jia et al. 2011). Jak bylo uvedeno v predchozi kapitole,
FTO demetylaza odstraituje metylovou skupinu ze svého primarniho substratu - pre-mRNA.
Ta se shromazd’uje v takovych oblastech jadra, kde dochédzi k alternativnimu sestiihu
(splicingu), tedy ve vySe zminénych jadernych skvrnach. Vyskyt FTO proteinu v téchto
oblastech naznacuje jeho ucast pii alternativnim sestfihu (Jia et al. 2011). V o néco nizsi
koncentraci najdeme protein FTO 1 v cytoplazmé, kam se dostavd skrze jaderné pory s

pomoci proteinu XPO2 (Gulati et al. 2014).

Demetyldza FTO je produkovana ve vSech tkanich v téle, nejvice ale v CNS, konkrétné
v jaddrech hypotalamu. Pomoci hybridizace in situ byly zndzornény oblasti hypotalamu, kde je
FTO exprimovana nejvice - jsou to oblasti nc. arcuatus, nc. praraventricularis,

nc. ventromedialis a nc. dorsomedialis (Gerken et al. 2007).

2.2 Struktura genu a proteinu FTO

FTO gen se skladdd z9 exonl a 8 intronll. V prvnim intronu se nachazi vazebné
misto pro transkripéni faktor CUX1 (také znacené jako CUTLI), spoleéné pro regulaci
exprese FTO 1 RPGRIPIL (Stratigopoulos et al. 2008). Toto vazebné misto lezi v 47kb
oblasti prvniho intronu (viz obr. 5), kde bylo nalezeno mnoho jednonukleotidovych

polymorfismi tzv. SNP (Frayling et al. 2007). U jednotlivych alel téchto SNP byl prokazan

12



vliv na expresi F'TO (Church et al. 2010) a zfejm¢ ma vliv i na regulaci sousednich geni

(Stratigopoulos et al. 2016).

FTO

E.ERN EEEE B

oblast SNPs

vazebné misto CUX1

Obr- 5 Struktura genu FTO

Cerné tiseky znaci exony, bilé jsou introny. Znadi se ¢isly od transkripéniho po¢atku — v tomto piipadé
zleva. V oblasti 1. intronu je Sedou barvou znazornéna oblast SNP asociovanych se zvysenym BMIL
Cervené je oznageno vazebné misto CUXI1.

Vysledny produkt F7TO genu — protein RNA-demetyldza FTO se sklada z 505 aminokyselin

a jeji molekularni hmotnost ¢ini ptiblizné 58 kDa (Han et al. 2010).

Demetyldza FTO je tvofena z aminové N koncové domény (NTD), kterd je katalyticky aktivni
a karboxylové koncové domény (CTD).

Katalytické misto NTD se sklada pfevazné se z beta fetézcl uspotadanych do tzv. jelly-roll
motivu, kde se uvnitf nachdzi evolucné konzervované aminokyseliny His232, Asp233
a His30. Ty spolu tvofi misto pro vazbu Zeleznatého kationtu (Sanchez-Pulido and
Andrade-Navarro 2007; Han et al. 2010). NTD také nese informaci o lokalizaci FTO
demetylazy do cytoplasmy (Gulati et al. 2014).

CTD je naopak tvofena pievazné z alfa helixti, které dohromady tvoii motiv tzv. three-helix
bundle. Jeden konec tohoto motivu z CTD interaguje s NTD, coZ znaci roli CTD
pfi stabilizaci NTD. CTD se zasadné€ podili na enzymatické aktivit¢ NTD — bylo zjiSténo,
ze samotna NTD proteinu, ziskala svou katalytickou schopnost aZz po pfipojeni k CTD

(Han et al. 2010).

Vnéjsi sténa NTD tvofena tzv. jelly-roll motivem je piekryta smyckou, kterd mirn¢€ odstiiiuje
jinak pozitivni néaboj. Pfestoze FTO demetyldaza vykazuje pii homolognim srovnani

podobnost s proteiny ALKBH rodiny (Gerken ef al. 2007), tato smycka je specificka pouze
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pro FTO protein a jeji aminokyselinové slozeni je zakonzervované od zelenych fas az po

obratlovce! (Sanchez-Pulido and Andrade-Navarro 2007).

Pravé tato smycka brani druhému fetézci dvouretézcovych nukleovych kyselin a selektuje tak
pouze jednoietézcove, které se mohou navazat. Navic je tvofena takovymi aminokyselinami,
které zabranuji navazani nemetylovanému fetézci DNA i RNA. Rozpozndni metylované baze
v katalytickém misté je zajisténo vodikovymi vazbami mezi metylovanou bazi a okolnimi

aminokyselinami (Han et al. 2010).

2.3 Funkce demetylazy FTO

2.3.1 Funkce demetylazy FTO na molekularni urovni

Multisekvenénim srovnavanim homologti (MSA) bylo zjisténo, ze demetyldza FTO patii
do skupiny Fe(II)-2-oxoglutarat-dependentnich dioxygendz. To znamend, Ze pro svou funkci
potfebuje nehemové Zelezo jako kofaktor a 2-oxoglutarat jako ,.ko-substrat™ stejné jako
homologni proteiny ALKBH rodiny. Homologni proteinem jednobunéénych eukaryot je AlkB
z E. coli. Lidskymi nejptibuznéj$imi proteiny jsou ALKBH proteiny (Gerken et al. 2007).

Demetyldza FTO dokaze odstranovat metylovou skupinu z jednotetézcovych nukleovych
kyselin — napt. m*T, m>C na ssDNA (Gerken et al. 2007) nebo m*U na RNA (Jia et al. 2008),
jejim primarnim substratem je vSak m°A na RNA. Pro porovnini, enzym mé vice

nez 50x vyssi afinitu k m°A nez k m*U (Jia et al. 2011).

Cinnost demetylazy FTO spoliva v navazani metylované baze do aktivniho mista,
kde obdobné& jako ostatni 2-oxoglutarit-dependentni dioxygenazy vyuzije kofaktor Fe®"

a ko-substrat 2-oxoglutarat, aby za pfitomnosti kysliku demetylovala primarni substrat

! Zakonzervovanost mezi organismy byla prokdzana mezi rozdilnymi skupinami od zelenych fas az po
obratlovce. Zatimco fylogeneticka distribuce FTO homologl u obratlovcl naznacuje, ze se gen Fto
vytvoril a udrzel v pribéhu evoluce, u zelenych fas a rozsivek jde spiSe o horizontalni pienos
z obratlovetl na protista. Navic FTO chybi u skupin hmyzu, ¢ervlii a fungi (Sanchez-Pulido and

Andrade-Navarro 2007).
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N6-metyladenin (viz obr. 6). Jako vedlejsi produkt reakce vznika sukcinat, formaldehyd
a oxid uhlic¢ity (Gerken et al. 2007).

0, +20G sukcinat + CO,

H,C
’ \NH \ L
N AN
it > N
N </
N
H

L

N

formaldehyd

Obr. 6 Chemicka podstata demetylace

Vlevo je molekula N6-metyladeninu, kterd predstavuje pfirozeny substrat (tedy substrat, k némuz ma
enzym nejvétsi afinitu) pro demetyldzu FTO. Vpravo je vysledny produkt adenin. Sipkami jsou
naznaceny latky, které vstupuji a vystupuji z reakce. Zkratka 20G znaci 2-oxoglutarat.

Dalsi z funkci demetylazy v buiice je regulace mTORCI drahy. Tato drdha je zodpovédna
za kontrolu hladiny Zivin v buiice, regulaci bunécného ristu (ovliviiuje predevsim regulaci

G1 faze) a s tim spojenou translaci proteinti (Brunn et al. 1997; Fingar et al. 2004).

Bylo prokazano, ze hladina demetylazy FTO v bunce klesa pfi nizkych stavech esencialnich
aminokyselin a glukdzy (Cheung et al. 2013). A dale u bunék s nedostatkem FTO proteinu
zpusobenym inaktivaci genu FTO, se snizuje aktivita mTORC]1 dréhy, dochézi ke snizovani

celkové mRNA translace a naopak se zvysuje autofagie (Gulati et al. 2013).

Demetylaza FTO je zodpovédna za kontrolu hladiny nutrientli v buiice a reaguje na jejich
nedostatek. Pfesné mechanismy nejsou zndmy, ale vime, Ze hladiny MSC (multi-tRNA
synthetase complex) se pfi nizké hladiné FTO snizuji. To se pak projevi i pii sniZeni
translace, protoze MSC pusobi jako koordinator pro aminoacyl-tRNA syntetazy (AARS).
MSC ale neni jedind molekula, kterd se na tomto fizeni podili, s FTO interaguji i dalsi

proteiny z AARS rodiny (Gulati et al. 2013).
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2.3.2 Fenotyp pri snizené aktivité FTO

Fenotyp mutanti s vyiazenym nebo nefunkénim genem pro FTO

U clovéka bylo mozné sledovat roli FTO pti vyvoji jedince diky samovolné zaméné
aminokyseliny argininu za glutamin na pozici 316 v proteinu FTO. Pomoci této spontanni
mutace se FTO stala nefunk¢ni, nebot” arginin je zodpovédny za vazbu ko-substratu 2-OG.
Jedinec po narozeni trpél polymalformacnim syndromem, coz se projevilo postnatalni
rustovou retardaci, nedostatecnym vyvinem mozku az mikrocefalii, oblicejovym
dysmorfismem a srdecnimi abnormalitami. Takova postizeni nejsou dlouhodobé slucitelna

se zivotem, a tak se déti trpici touto mutaci nedozily déle nez 30 mésict (Boissel et al. 2009).

Ztratou enzymatické funkce genu Fto pii nahrazeni druhého a tfetiho exonu genem
pro rezistenci k neomycinu, vznikli Fto-negativni mysi mutanti. Takto upravené mysi jsou
zivotaschopné, presto jich cca 40 % umird do 4 tydnG po narozeni. Skutecnost, ze se
Fto-negativni mySi homozygoti narodi, ale ¢ast z nich brzy po narozeni zemfe, naznacuje,
ze demetyldza FTO neni tolik dulezitd v embryondlnim vyvoji jako v nasledujicim

postnatalnim vyvoji (Fischer et al. 2009).

Fto-negativni homozygoti od wild-type mysSi odliSuji postnatdlni rGstovou retardaci
a snizenou hmotnosti, tedy odpovidajicimi fenotypovymi projevy jako u lidskych jedinct
bez funkéni demetylazy FTO. To naznauje roli Ffo pii regulaci metabolismu a ristu.
bilé tukové tkané, hnéda tukova tkan zistala nezménéna. Vzhledem k pfirozené vySSimu
vyskytu demetylazy FTO vjadrech hypotalamu, byla tato oblast po inaktivaci

F'to prozkoumavana, zadné vyvojové abnormality ale nebyly nalezeny (Fischer ef al. 2009).

Odlisni mysi mutanti, vtomto pfipadé¢ s indukovatelnou inaktivaci Ffo, byli pfipraveni
pro ziskani informace o tom, co zplsobi vyfazeni genu Fro v dospélém organismu.
Timto se predeslo umrtim v ran¢ postnatalnim veéku a ristové retardaci. Stejné jako v predeslé
studii, 1 zde bylo pozorovdno sniZeni télesné hmotnosti. Pfi podrobnéjSim zkoumani
se naopak prokazal Ubytek netukové télesné hmoty a piirtistek hmotnosti tukové tkané

(McMurray et al. 2013).
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Fenotyp mysSich mutantli se specificky inaktivovanym genem Ffo v nervové soustave
se projevoval velmi podobné jako fenotyp jedincti s inaktivaci Fto v celém téle, tedy
rustovou retardaci a snizenou hmotnosti. Jejich kosti déale vykazovali niz$i kalcifikaci
a hladina IGF-1 v organismu byla sniZena. Tato souvislost poukazuje na tlohu Fro v CNS
pfi fizeni ristu a na regulaci ostatnich tkani pomoci neuronalniho ptisobeni demetylazy FTO

(Gao et al. 2010).
Farmakologické inhibitory FTO

Jako jeden ze zpisobl vyzkumu funkce proteinu se nabizi jeho zablokovani pomoci
vhodnych inhibitort. Ideédlni inhibitor blokuje pouze nami vybrany protein, a tak ziskdme
informaci, co se v organismu zméni pii jeho nepfitomnosti. Oproti uplnému vyfazeni genu
pfindsi vyhody. Protein lze funkéné vytradit v jakémkoli stddiu vyvoje, a tak nechybi
v jeho kritickych obdobich, a navic pifi takto vyfazeném genu nedochdzi k funkéni
kompenzaci ostatnimi geny. Nize uvadim nékteré z testovanych latek s inhibi¢nimi 0¢inky

na FTO demetylazu, jejich molekukly jsou zobrazeny na obr. 7.

Jednim ze zkoumanych inhibitord byl rhein, ktery se kromé FTO vaZe i na dalsi
proteiny ALKBH rodiny a neni tedy vyhradné specificky pro FTO demetyldzu. Rhein
se kompetitivné vaZze do aktivniho mista pro nukleové kyseliny a znemoziuje tak jejich

navazani (Chen et al. 2012).

Mezi dalSi nalezené patii naptiklad 10X3, ktery ale, podobné jako rhein, nemé specifitu
pouze k FTO proteinu. Zhruba stejnou mirou inhibuje 1 HIF prolyl-hydroxylazy (Chowdhury
et al. 2013; McMurray et al. 2015).

S HIF drahou souvisi 1 dal$i nalezena latka 7d (N-(3,4-dihydroxy-5-(4-chlorophenyl)-2-
furanyl)). Ta byla plivodné zamyslena jako inhibitor prolyl-4-hydroxylazy 2, ukazalo se vSak,
ze mnohem silnéji u€inkuje na FTO demetylazu. Jako jediny mezi ostatnimi inhibitory FTO
demetylazy ma antikonvulzivni U¢inky, ¢ehoz muze byt vyuzito napf. pii 1écbe epilepsie

(Zheng et al. 2014).

rrrrr

vaze na pouze na FTO, na rozdil od podobnych latek, které se vazi i na piibuzny protein

ALKBS. Pfi¢inou tohoto jevu je motiv vlasenky z beta listl, které se zménou konformace
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objevi po navazani MA a tuto vazbu jesté vice zpevni. V proteinu ALKBHS tato struktura

chybi a tim pddem se MA nedokéze navéazat (Huang et al. 2015).

Posledni z vybranych inhibitori je 4-chloro-6-(6'-chloro-7'-hydroxy-2',4',4'-trimethyl-
chroman-2'-yl)benzene-1,3-diol (CHTB), mald molekula, kterd se vaze na protein podobnym
zptisobem jako MA. Piestoze strukturné se od sebe obé molekuly velmi li§i, ob& jsou

specifické pouze pro demetyldzu FTO (Qiao et al. 2016).

Nalezeni vhodného inhibitoru muze zaprvé prispet k poznani funkce demetylazy FTO
v organismu, a zadruhé je pfinosem pro farmaceuticky prumysl, nebot’ mtze piispét k vyvoji

novych 1éCiv.
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A, .
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OH
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Cl 5 !—\

HO OH

molekula 7d

Obr. 7 Molekuly farmakologickych inhibitori
Obrazek znazoriiuje jednotlivé molekuly schopné inhibovat demetylazu FTO.
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2.3.3 Fenotyp pri zvySené aktivité FTO

Komplementarnim pfistupem jak testovat funkci proteinu v organismu, je jeho zvySena
exprese. Studiem mutantd (tzv. Fto-4 mice, maji navic 2 kopie Fto) se zvySenou
expresi Ffo genu se podafilo zjistit, ze takto upravena exprese Fto vede ke zvySeni
aktivace anabolickych drah a naopak snizeni funkce katabolickych drah v organismu

(Merkestein et al. 2014).

Nejvice zvySend exprese byla prokdzana v bilé tukové tkani (az 5,4x vice nez ve wild-type
organismu), dale v mozecku (2,1x) a v dvouhlavém lytkovém svalu a hypotalamu (1,5x)

(Merkestein ef al. 2014).

Na prvni pohled viditelné rozdily mezi wild-type mysi a Fto-4 mutantem se zacaly projevovat
az ve véku 5 tydnl (Church et al. 2010). Jiz do této doby dochdzi ke zvySeni aktivace
anabolickych drah, ale pozorovatelné rozdily se projevuji az od tohoto véku (Merkestein et al.

2014).

Zajimavé je, Ze piestoze FTO demetyluje m®A na RNA, zvysend exprese FTO demetylazy
neméla vliv na mnozstvi m®A ani v mRNA ani v celkové RNA. To miZe naznadovat,
ze demetylaza FTO se cilen¢ zamétuje a demetyluje pouze malé mnoZstvi konkrétnich mRNA

(Merkestein et al. 2014).

2.4 Funkce demetylazy FTO ve tkanich

Demetyldza FTO je exprimovana ve vSech tkadnich téla, kde reguluje mRNA dalSich proteint,
diky ¢emuz ziskava Siroké pole plisobnosti. Pii studiu fenotypl se zvySenou ¢i nedostatecnou
funkci FTO demetylazy bylo odhaleno, ve kterych tkanich vyvolava tento enzym zménu.
Vétsina funkCnich projevit demetylazy FTO vykazuje souvislost s energetickym
metabolismem a poukazuje na demetyldzu FTO jakoZto nadfazeného regulatora energetické
homeostdze. Nejvyraznéjsi zmény u fenotypil s vychylenou expresi demetyldzy FTO byly

pozorovany v tukové tkani a CNS.
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Nékteré¢ vyzkumy ukazuji, ze zmény exprese F7TO genu nemusi vyvolat zménu pouze
v intracelularni hladin€ proteinu FTO ale také u jeho nejbliz§ich sousedicich gentl, coz jsou
RPGRIPIL a IRX3 (viz obr. 4). Nekodujici oblasti F7TO totiz funguji jako daleko dosahujici
(tzv. long range) enhancery a bylo prokazano, ze nekodujici sekvence F7TO v oblasti prvniho
intronu jsou funkéné propojeny s promotorem genu /RX3, ktery se nachazi nckolik stovek

kilobazi dale downstream (Smemo et al. 2014).

Moznou souvislost genu RPGRIPIL sregulaci homeostazy implikuje spolecné regulacni

misto pro geny F70O i RPGRIPIL v oblasti prvniho intronu F7O (Stratigopoulos et al. 2008).

2.4.1 Funkce demetylazy FTO v tukové tkani

Jeden z vyraznych fenotypovych projevli u mysich mutantli v genu Fto se vyskytuje na Grovni
tukové tkané€. Pii hledani funkce demetylazy FTO se ptedpokladalo, Ze pokud demetyladza
FTO ovliviiuje tukovou tkan, pak tam pravdépodobné i ptimo ptisobi (Wahlén et al. 2008).

Analyza dat o slozeni téla Ffo-deficientnich mySich mutanti pomoci magnetické rezonance
ukdazala, ze vyfazeni genu Fto vede mimo jiné k redukci bilé tukové tkané. V oblastech hnédé
tukové tkané nebyl ubytek pozorovan. Takovyto ,Stihly“ fenotyp je zapficinén zvySenim
energetickych vydaji a aktivaci sympatického tonu, prestoze je u takovychto mutanti zaroven
snizena spontanni pohybova aktivita a zvySuje se mnozstvi pfijaté potravy tzv. relativni

hyperfagie (Fischer ef al. 2009).

Pravé aktivace sympatiku je zodpovédna za regulaci spotfeby energie. Energie, kterd by
se jinak ukladala do tukovych zéasob, se nepfeménuje na tepelnou energii pii rozpiahovacich
déjich v mitochondriich, jak se ptivodné predpokladalo, protoze exprese potiebného
rozptahovace Ucpl v hnédé tukové tkani se pfi inaktivaci Fto nezvySuje. V tomto ptipadé
se energie pravdépodobné spotiebovavd jalovym cyklem, pii kterém se opakované

spotfebovavaji noveé syntetizované mastné kyseliny a triacylglyceridy (Fischer et al. 2009).

Jind studie, ktera se zaméfila na studium sousedniho genu IRX3, prokézala spojeni mezi

mirou exprese [rx3, regulaci t€lesné hmotnosti a sloZzenim télesné hmoty. MySi mutanti

wrwe

hmotnosti tukové tkan€¢ a zvySenim bazalniho metabolismu. Jako doprovodny jev bylo
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pozorovano hnédnuti bilé tukové tkané v perigonadalni tukové tkani a zvySena exprese Ucpl

v hnéd¢ tukové tkani (Smemo et al. 2014).

Podle dalsi studie, ktera sledovala vliv demetylazy FTO na lipolyzu v bazalnich adipocytech
z podkozniho tuku u Zen, se uvazuje teorie ze FTO demetyldza ovliviiuje bazalni lipolytickou
aktivitu v adipocytech. U Zen se zvySenou expresi FTO byla nalezena niz$i lipolyticka
aktivita. Toto bylo prokdzano pti experimentech in vitro 1 in vivo. Exprese FTO v tukové
tkani klesa pii diferenciaci adipocytli a naopak vzrGstd pii obezité, ale pfitom nebylo
nalezeno pfimé spojeni mezi mirou exprese F7O a lipolytickou aktivitou v tukové tkani

(Wahlén et al. 2008).

Demetylaza FTO se skutecné uplatiiuje pii diferenciaci adipocytd. Pti nedostatku FTO
proteinu se snizuje celkova diferenciace a bylo pozorovano vice m°®A na RNA neZ obvykle.
Cely proces funguje 1 opacné, pii vysSi expresi FTO dochézi i ke zvySené diferenciaci

adipocytti (Zhang et al. 2015).

2.4.2 Funkce demetylazy FTO v CNS

Na dilezitou funkci demetyldzy FTO v CNS poukazuje zvySeny vyskyt mRNA FTO
v oblastech hypotalamu (Gerken ef al. 2007) a také skute¢nost, zZe cilend inaktivace genu F7TO

v nervové soustavé vyvold podobny fenotyp jako celkova inaktivace FTO v organismu

(Gao et al. 2010).

ProtoZze nejvyssi hodnoty FTO byly nalezeny v jadrech hypotalamu, které se podili
na energetické homeostazi, tak se pii hledani pfi¢iny nariistu obezity pii vyssi hladiné
demetylazy FTO vychazelo z hypotézy, Ze tento jev vznikd diky zvySenému piijmu potravy.
Tuto mySlenku podpofil fakt, ze snizeny piijem potravy u mysi vedl i ke snizeni mRNA Fro
v nucleus arcuatus (Gerken et al. 2007; Cheung et al. 2013) a naopak hladina mRNA Fto

v hypotalamu vzrostla pfi konzumaci potravy kalorické (Poritsanos ef al. 2011).

U mysSich jedincii bylo zjisténo, Ze buiikky v ARC ovliviiuje pfimo dostatek ¢i nedostatek
glukozy a zakladnich aminokyselin. Pfi hladovéni mRNA Ffo klesa, ale opétovném krmeni
dochdzi ke zvyseni hladiny demetylazy FTO, coz implikuje vztah, Ze exprese Fro v ARC
podléhd nutricnimu stavu (Cheung et al. 2013). NiZ8i hladina demetyldzy FTO v hypotalamu

potkanti, kterd byla zptsobena specifickym knock-outem genu FT7O, vedla ke zvySenému
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pfijmu potravy. Vysoka exprese /7O naopak ke sniZeni pfijmu potravy. Zmény exprese FT0O
neovlivnily hladiny jinych genii souvisejicich s fizenim pfijmu potravy, ale pfi vyssi expresi
Fto se az 4x navysily stavy mRNA transkripéniho faktoru Stat3. Tento faktor se u dospélych
organismt podili na leptin receptorové signalizaci, a jeho zvySeni vede k vyssi citlivosti

k leptinu, ¢imz nasledné dochazi ke snizeni ptijmu potravy (Tung et al. 2010).

Dale bylo zjisténo, ze urcité formy SNP v genu FTO, které jsou asociovany s obezitou, vedou
k vyuzivani odlisné isoformy transkripcniho faktoru CUX1, ktery snizuje senzitivitu k leptinu

a tim muze zvySovat ptijem potravy (Stratigopoulos et al. 2016).

Pfijem potravy je fizen dvéma komplementarnimi mechanismy, homeostatickou regulaci,
zajistovanou predevsim hypotalamem, a regulaci hedonickou, ve které hraje vyznamnou
ulohu dopaminergni signalizace v mesolimbické draze (Lutter et Nestler 2009). VySe zminéna
uloha FTO v hypotalamu souvisi patrné s homeostatickou regulaci. Ve spojitosti s obezitou
bylo vSak také prokéazéano, ze lidé s vyssi expresi FTO maji tendenci konzumovat ve vyssi
mife tzv. vysoce palatabilni potravu, tedy potravu s vysSim obsahem tukii a sacharidl
as vySs$i energetickou denzitou (Timpson et al. 2008). Tento trend muze byt navic
doprovazen i zachvatovitym piejidinim (Tanofsky-Kraff er al. 2009). Tato skutecnost
poukazuje na moznost, ze demetylaza FTO ovliviiuje jak homeostatickou, tak i hedonickou

slozku regulace pfijmu potravy.

Specificky knock-out Ffo v dopaminergnich neuronech u mys$i mél mimo jiné ukazat, podil
FTO na hedonické regulaci. O¢ekdvané zmény v organismu - napf. zména télesné hmotnosti,
pfijmu potravy nebo vydaje energie, se ale neprojevily. To by pravdépodobné¢ mohlo
byt zplsobené tim, ze ulohu téchto neuronii ptevzaly jiné oblasti mozkové tkang.
Na molekularni urovni se vSak v takto upravenych neuronech s inaktivovanym Fto genem
objevila D2/D3-receptor dependentni autoinhibice, ¢imz se prokazala regulacni funkce Fro

v této tkani (Hess et al. 2013).

Vyzkum neuronalnich odpovédi na podnéty souvisejici s jidlem prokazal u lidi se zvySenou
hladinou demetyldzy FTO odliSnou neuronalni odpovéd’ oproti jedinciim s nizSi hladinou
proteinu FTO. Tato odpovéd byla pozorovana jak v centrech odmén, podilejicich se

na hedonické regulaci, tak i v centrech fizeni homeostazy — v hypotalamu (Karra ef al. 2013).

V dysfunkci mechanismti regulace pfijmu potravy projevujici se zvySenym energetickym

pfijmem u jedincl se zvySenou aktivitou FTO by se mohla vyrazn€ uplatiiovat souvislost

22



demetylazy FTO a ghrelinové signalizace. Ghrelin je dilezity hormon produkovany zalude¢ni
astfevni sliznici, ktery fidi chut’ k jidlu. Jeho hladiny se v téle v zdvislosti na dalSich
faktorech méni a pravé ve chvili, kdy jsou jeho koncentrace nejvyssi, pocitujeme hlad.
Podili se na regulaci pfijmu potravy kviili udrzeni homeostaze i v piijmu potravy spojeném

s odménou (Perello et al. 2010).

In vitro bylo pozorovano, ze zvysend exprese FTO snizuje m®A metylaci na mRNA ghrelinu,

coz nasledn¢ zvySuje hladinu ghrelinu v buiice. Tento jev byl potvrzen i in vivo v krevnich

wrwe

Vliv vyssi hladiny FTO proteinu byl nalezen pouze u pifijmu potravy, vliv na zménu

energetickych vydaji ve smyslu pohybové aktivity nebyl pozorovan (Speakman et al. 2008).
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3 VYZNAM FTO V ETIOLOGII LIDSKYCH ONEMOCNENI

3.1 Souvislost FTO a obezity

Podle statistiky WHO (WHO 2016) trpélo nadvéhou v roce 2014 vice nez 1,9 mld. dospélych
lidi (cca 39 % populace), z toho pres 600 mil. jich bylo obéznich. Od roku 1980 se pocet
obéznich lidi na svété zdvojnasobil. Se zvysujicim se BMI? se zvysuje pravdépodobnost

dalSich onemocnéni, jako jsou kardiovaskularni poruchy, diabetes mellitus 2. typu aj.

Vroce 2007 byla tfemi nezavislymi studiemi (Frayling et al. 2007; Dina et al. 2007,
Scuteri et al. 2007) nalezena souvislost mezi nékolika riznymi SNP? v 47kb dlouhém useku

prvniho intronu F70 a zvySenou hodnotou BMI, vedouci az k obezité.

Pro vSechny nalezené SNP plati stejny princip. Jedna z alel, kterou SNP asociované
s obezitou tvofi, lze nazyvat jako ,,rizikovou alelu®, protoze jeji nositelé vykazuji zvysenou

hodnotu BMI, tim padem jsou nachylngjsi k obezité a dalsim komplikacim z ni vyplyvajici.

Homozygotni nositelé rizikové alely jsou ohrozeni nejvice, u heterozygotnich jedinct je vliv
rizikové alely zmirnén wild-type alelou. Posledni skupina, homozygotni nositelé wild-type

alely jsou ohrozeni nejméné (Frayling et al. 2007; Sovio et al. 2011).

Pro dalsi vyzkum byla zvolena SNP 1s9939609, protoze vSechny SNP spolu korelovaly

vvvvv

(Frayling et al. 2007).

2BMI index je hodnota, diky které lze jednoduse porovnavat miru nadvahy u dospé&lych osob.
Hodnotu spoéitime pomoci vzorce: BMI = podet kilogrami / (vyska v metrech)’.
Pokud je wvysledné Ccislo vy$si nebo rovno 25, ukazuje to, ze c¢lovék ma nadvahu. BMI

24

podil svalové hmoty) je tato hodnota pouze orienta¢ni, Ize ji ale vyuzit v rozsahlych statistikach.

3SNP (single nucleotide polymorphisms) jsou jednonukleotidové odchylky v genomu, které b&Zng
pusobi genetickou variabilitu mezi lidmi. V sekvenci DNA se v ur¢itém misté nachazi pouze jeden
odlisny nukleotid, ktery tvoii dalsi alelu genu.
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Jednonukleotidovy polymorfismus rs9939609

Tento jednonukleotidovy polymorfismus se nachazi na pozici 53786615 na 16. chromozomu
a v populaci vyskytuje ve 2 alelach — jsou oznaCovany pismenem ,,A“ (pokud SNP v tomto

misté obsahuje bazi adenin) a ,,T* (pokud je na této pozici tymin).

Je to pravé alela A, kterd se oznacuje jako rizikova alela a ma vliv na zvySeni BMIL.
Dle Fraylingovy studie jsou nositelé této alely primérné o 3 kilogramy téz$i nez nositelé
T alely a maji az 1,6x vys$i riziko rozvoje cukrovky 2. typu. U heterozygoti je riziko zvySeno
1,3x (Frayling et al. 2007). Projev zvySené hodnoty BMI zptisobené rizikovou alelou mutize

byt oslaben sportem a télesnou aktivitou (Vimaleswaran et al. 2009).

Pozorovatelny narst BMI u homozygoti nesoucich A ¢i T alelu se zacind projevovat
v détském veéku, ptfiblizn€ v 5 letech (Cecil et al. 2008). Do tohoto véku byl pozorovan
opacny efekt A alely, tedy korelace s niz§im BMI. U jedinct s rizikovou alelou se také

objevuje trend posunuti adiposity rebound* do niz§iho véku (Sovio et al. 2011).

Na zékladé vybrané populace se zastoupeni jednotlivych alel méni. Naptiklad dle Fraylingovy
studie se rizikova alela vyskytuje u 39 % lidi z evropské populace (Frayling et al. 2007).
U japonské a ¢inské populace je to méné, pro ndzornost podle Fangovy studie pouze 12,2 %

(Fang et al. 2010).

Tyto jednotlivé nukleotidové zmény v sekvenci DNA jednoznacn€ prokazaly svou
souvislost se zvySenou hodnotou BMI u clovéka. A spolu s funkénimi projevy RNA
demetylazy FTO v tkanich poukdzaly na spolutcast proteinu FTO (nebo alesponi jeho genu)

v fizeni energetického metabolismu.

Jev, kdy vySe zminéné rizikové alely (jako je naptiklad alela A v rs9939609) zvysuji BMI
Cloveéka, je zplsoben vyssi expresi proteinu FTO, ktery se na urovni organismu projevi

ve vysledku jako dysbalance energetické homeostazy (Church et al. 2010).

“Adiposity rebound (Sesky oznacovano jako odraz adipozity) je obdobi ve véku 4-7 let, ve kterém
se zastavuje snizovani hodnoty BMI a naopak dochazi k jeho zvySovani. V ¢im nizSim véku tento
odraz nastane, tim vice se zvySuje riziko obezity v pozd¢jsim veéku (Rolland-Cachera et al. 1984).
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3.2 Souvislost FTO a cukrovky 2. typu

Fraylingova studie ptivodné nasla vztah mezi rizikovou alelou rs9939609 a rizikem cukrovky
2. typu (diabetes mellitus 2. typu). Pfimy vliv rizikové alely ale nebyl potvrzen a jako pficina
puvodniho spojeni s cukrovkou byla urCena zvySena hodnota BMI, kterou rizikova alela

zpusobuje (Frayling et al. 2007; Scuteri et al. 2007).

3.3 Souvislost FTO a kardiovaskularnich onemocnéni

Rizikova alela u r$9939609 nezvySuje pouze BMI a riziko diabetes 2. typu, ale byl prokazan
vliv na zvySeni aterogenniho indexu plazmy (tzv. dyslipedimicky fenotyp) a zvysené riziko
infarktu myokardu. Toto spojeni bylo nalezeno i bez zapoc€itani vlivu obezity resp. mnoZzstvi
tukové tkan€. U takovychto osob bylo pozorovano zlepSeni stavu po podédvani statind

(Doney et al. 2009).

3.4 Souvislost FTO a Alzheimerovy choroby

U nositelidl rizikové alely v 1s9939609 bylo nalezeno zvysené riziko rozvoje Alzheimerovy
choroby (Keller et al. 2011). Vztah mezi demetylazou FTO a Alzheimerovou chorobou
nepiimo podporuji i dalsi studie. U zdravych starSich nositelt s rizikovou alelou v rs1421085
a rs17817449 byl pozorovan ubytek objemu mozkové tkan¢ v Celnich (cca o 8 %) a tylnich
(cca o 12 %) mozkovych lalocich (Ho ef al. 2010). StarSi muzi, homozygoti s rizikovou alelou
v 159939609 ve véku okolo 82 let vykazuji zhorSené vysledky v testu slovni plynulosti
(verbal fluence), coz ukazuje na roli FTO demetyldzy v celnich mozkovych lalocich
(Benedict et al. 2011). Nejvyraznéji se rizikova alela rs9939609 projevuje v kombinaci
gd-alelou v genu APOE, tato kombinace trojnasobné zvysuje riziko rozvoje Alzheimerovy

choroby (Keller et al. 2011).
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3.5 Souvislost FTO a epilepsie

S epilepsii jsou spojovany poruchy regulace pomoci miRNA (Pichardo-Casas et al. 2012;
Aronica et al. 2010). K regulaci genové exprese pomoci miRNA dochazi v CNS, kde tyto
miRNA ¢asto obsahuji m®A, ktery je mimo jiné stabilizuje. O m®A jsou také obohacena
mista, kam se miRNA vaze a kde plsobi (Meyer et al. 2012). ZvySené mnozstvi FTO
demetyldzy, mize vést k vys$si demetylazové aktivité, ¢imz bude tato regulace pomoci
miRNA naruSena. Jako dalsi neptimy dikaz o spojeni epilepsie a FTO demetylazy a mohou
slouzit antikonvulzivni G¢inky u tzv. 7d farmakologického inhibitoru FTO demetylazy

(Zheng et al. 2014). Ptimé dlikazy v této oblasti nicméné chybéji (Rowles et al. 2012).
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ZAVER

Enzym RNA-demetylaza FTO upoutala pozornost hned z n¢kolika divodd. Prvnim byl
vyrazny fenotyp organismu s enzymaticky nefunkéni demetyldzou FTO, wvzniklou
samovolnou mutaci, ktery se projevuje vyvojovymi malformacemi a ristovou retardaci.
Dalsim byla skutecnost, Ze gen pro demetylazu FTO byl pfi srovnavacich studiich objeven
jako prvni gen, jehoz rozikova alela vyrazné¢ ovliviiuje hodnotu BMI a muze tak pfispivat
k rozvoji obezity. Az o né¢kolik let pozdéji byla objasnéna molekularni podstata funkce
demetylazy FTO v organismu. Na molekularni urovni byla jeji funkce popsana jako novy
regulacni mechanismus RNA epigenetiky, kde wuplatiuje demetylazovou aktivitu
na primarnim substratu N6-metyladenosinu na mRNA, ¢imz dokéze regulovat genovou
expresi dalSich produktd. Mezi dalsi funkce demetyldzy FTO patii kontrola hladin glukézy
a esencialnich aminokyselin v bunice, kdy pfi nedostatku téchto Zivin vyvoléd reakei, ktera

vede k pozastaveni bunééného cyklu a exprese celkové mRNA v buiice.

Svou funkci v energetickém metabolismu plni jako nadfazeny regulator dalSich
metabolickych drah, které v piipadé narusené hladiny demetyldzy FTO v organismu mohou
vést kriznym patofyziologickym stavim souvisejicich se energetickou homeostazou.
Ptikladem mohou byt kardiovaskularni choroby nebo obezita. Dalsi souvislosti byly nalezeny
mezi demetylazou FTO a onemocnénim nervové soustavy jako jsou Alzheimerova choroba
¢i epilepsie. Znalosti o konkrétnim plsobeni demetylazy FTO ve tkanich se mohou vyuZit
pfi farmakologickém ovlivnéni tohoto enzymu. Demetyldza FTO je jako regulator vyssi

urovné potencialné vhodny cil pfi 16€bé onemocnéni asociovanych s timto proteinem.

Podil demetylazy FTO v zavaznych stavech a chorobéch je patrny, ne vzdy ale zndme piesné
mechanismy, kterymi demetyldza FTO v tkanich pisobi. Nejvice prostudovany v tomto
ohledu jsou tukova tkan a centralni nervova soustava, poznatkli o ptisobeni demetylazy FTO
v jinych tkanich je vSak pomalu. Navic se ukazuje, Ze exprese genu F70 ovlivituje 1 blizké
geny IRX3 a RPGRIPIL, coz hledani pisobeni FTO proteinu ve tkanich jeSté o néco vice
komplikuje. I pfes tyto nesnaze je RNA demetyldza FTO, jakoZzto nadfazeny regulator,
dalezitym a zajimavym pifedmétem vyzkumu, nebot’ jeji poznani miize pfispét k objasnéni
pfic¢in nékterych onemocnéni a pfi vhodném farmakologickém pisobeni na demetylazu FTO

i k jejich 16¢bg.
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Seznam zkratek

b 4
20G

7d

AARS
ALKBH
ALKBHS5
ALKBH9Y9
APOE
ARC
BMI

bp

CNS
CTD
CUTL1
CUX1
DNA

E. coli
Ftm

FTO
HNRNPA2B1

HNRNPC

CHTB

IGF-1
10X3

Irx3

kb
KIAA1429
m'A

m3C

Pseudouridin

2-oxoglutarat
N-(3,4-dihydroxy-5-(4-chlorophenyl)-2-furanyl
Aminoacyl tRNA syntetdza

Alkylation repair homolog

Alkylation repair homolog 5
Alpha-ketoglutarate dependent dioxygenase, jiné oznaceni pro FTO
Apolipoprotein E

Arcuate nukleus, arkuatni jadro

Body mass index; index télesné hmotnosti
Base pair, par bazi

Centralni nervova soustava

C terminal domain; C koncova doména
Cut-like 1, jiné oznaceni pro CUX1

Cut like homeobox 1

Deoxyribonukleova kyselina

Escherichia coli

RPGRIPIL (retinitis pigmentosa GTPase regulator-interacting
protein-1 like)

Fat mass and obesity-associated protein

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1, heterogenni
jaderny ribonukleoprotein A2/B1

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein C, heterogenni jaderny
ribonukleoprotein C

4-chloro-6-(6'-chloro-7'-hydroxy-2',4',4'-trimethyl-chroman-2'-
yl)benzene-1,3-diol

Insulin-like growth factor 1, inzulinu podobny ristovy faktor 1
2-(1-chloro-4-hydroxyisoquinolin-3-carboxamido) octova kyselina
Iroquois homeobox 3

Kilobaze

Human protein virilizer homolog

N1-metyladenosin

3-metylcytidin
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m3T

m>C

méA

MA
METTL14
METTL3
miRNA
mRNA
mTORC1
MSA
MSC

nc.

NTD
pre-mRNA
RNA

RPGRIP1L

SNP
ssDNA
Stat3
Ucpl
UTR
WHO
WTAP
XPO2
YTHDC1
YTHDF1
YTHDF2

3-metyltymidin

5-metylcytidin

N6-metyladenosin

Kyselina meklofenamova

Methyltransferase-like protein 14

Methyltransferase-like protein 3

Mikro RNA

Messenger ribonukleova kyselina

Mechanistic target of rapamycin complex 1

Multiple sequence alignment, sekvencné srovnavaci analyza
Multi-tRNA synthetase complex

Nucleus, jadro

N terminal domain; N koncova doména

Primérni transkript mRNA

Ribonukleova kyselina

Retinitis pigmentosa GTPase regulator-interacting protein-1 like
Single nucleotide polymorphism; jednonukleotidovy polymorfismus
Jednotetézcova deoxyribonukleova kyselina

Signal transducer and activator of transcription 3
Uncoupling protein 1, rozptahujici protein 1

Untranslated region; nepfekladané oblasti

World health organisation, svétova zdravotnicka organizace
Wilms tumour 1-associated protein

Exportin 2

YTH doménu obsahujici protein 1

YTH domain family protein 1

YTH domain family protein 2
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