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1.1 HISTORICKY PREHLED

Diabetes mellitus neboli cukrovka je jednou z nejstarsich nemoci, které
lidstvo poznalo. Prvni zminka saha az do roku 1552 pr. n. L. Roku 1862 byly
v Thébach v hrobce vzneseného Egyptana objeveny papyrusové svitky,
ve kterych se pise o diabetu jako o vzacné nemoci, jez se projevuje velkou
Zizni a jejiz pricina je neznama (Polychronakos 2004). Toto onemocnéni
postihuje obyvatele nasi planety az do dnesni doby.

Roku 1928 se anglicky lékar Cammidge na zakladé pozorovani glykosurie
u pacientd a jejich rodinnych prislusniki (Cammidge 1928) poprvé zminil
o0 moznosti existence zvlastni, mirné formy diabetu s vysokym familiarnim
vyskytem, ktera se pravdépodobné dédi autozomalné dominantné.

Teprve o vice nez 30 let pozdéji, roku 1960, americka skupina védcu
pod vedenim prof. Fajanse zverejnila studii, ktera popisuje rozvoj mirné
formy diabetu u neobéznich déti, dospivajicich ¢i mladych dospélych jedincl
— primych potomkl pacientt s diabetem 2. typu (DM2) (Fajans and Conn
1960). Roku 1965 poprvé pouzili termin ,maturity-onset type diabetes of
childhood or of young people“ a zdlraznili vyraznou rodinnou asociaci
diabetu (Fajans and Conn 1965).

O devét let pozdéji, roku 1974, prof. Tattersall z londynské King’s
College Hospital popsal tri rodiny s mirnou formou diabetu mellitu, u kterych
prokazal autozomalné dominantni dédi¢nost onemocnéni (Tattersall 1974).
Roku 1975 Fajans a Tattersall popsali rozdily v dédi¢nosti mezi klasickym
juvenilnim diabetem 1. typu (DM1) a ,,maturity-onset diabetes of the young“
a poprvé pouzili zkratku MODY, ktera se pouziva dodnes (Tattersall and
Fajans 1975).

Témeér o 20 let pozdéji se diky molekularné genetickym metodam

ukazalo, ze MODY je heterogenni skupinou monogennich onemocnéni.
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Na pocatku 90. let, v roce 1991, byl vymezen prvni chromozomovy lokus
na dlouhém raménku 20. chromozomu, ktery vykazoval asociaci s MODY (Bell
et. al 1991). Trvalo vsak dalsich pét let, nez byl ve vymezeném lokusu urcen
gen pro hepatocytarni transkripcni faktor 4o (HNF-4a) a nalezeny jeho
mutace u rodiny s MODY. Tento podtyp byl oznacen jako MODY1 (Yamagata ®
et al. 1996).

V roce 1993 byl identifikovan gen pro glukokinazu (GCK), jehoz mutace
jsou pricinou podtypu MODY2 (Froguel et al. 1992; Froguel et al. 1993; Gidh-
Jain et al. 1993).

Roku 1996 objeven genovy lokus pro hepatocytarni transkripcni faktor
1a. (HNF-1a) (Yamagata 2 et al. 1996), ktery je zodpovédny za podtyp
MODY3, a bezprostfedné nasledovalo urceni jeho transkripcniho aktivatoru
HNF-4a., jehoz mutace zpUsobuji podtyp MODY1 (Yamagata ®) et al. 1996).

O rok pozdéji byla v multigeneracni rodiné s vyskytem diabetu v obou
rodicovskych liniich objevena homozygotni mutace v genu pro inzulinovy
promotorovy faktor 1 (IPF-1), ktera zpusobila posun ¢teciho ramce. Tim byl
nalezen dalsi genovy lokus zodpovédny za 4. podtyp MODY (Stoffers 2 b) et
al. 1997).

Hepatocytarni transkripcni faktor 1B (HNF-1B) ucinkuje jako
homodimer, ale téz jako heterodimer s HNF-1a, proto byl jasnym
kandidatnim genem pro MODY. V roce 1997 byla v Japonsku popsana rodina
s mutaci v tomto genu, podtyp byl oznacen jako MODY5 (Horikawa et
al.1997).

Poslednim jasné prokazanym MODY genem je gen pro neurogenni
diferenciacni protein (NeuroD1), jehoz mutace popsané vroce 1999
(Malecki @ et al. 1999) jsou zodpovédné za rozvoj MODY6.

V roce 2000 byla u jedné japonské rodiny s vysokym rodinnym vyskytem
DM2 popsana nonsense mutace (zpusobujici zaménu aminokyseliny za stop
kodon a vznik zkraceného proteinového retézce) v genu pro transkripcni
faktor islet-1 (Isl-1) (Shimomura et al. 2000), nicméné tento gen zatim neni

bézné prijiman jako genovy lokus pro MODY7. Pro vylouceni jiného typu
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diabetu je potreba provést dalsi genetické a klinické studie (Fajans et al.
2001).

U 15—-20 % ze vsech diagnostikovanych MODY pacientt nebyla nalezena
asociace s zadnym ze zminénych lokusi — MODYX, proto lze predpokladat, ze
v budoucnu budou identifikovany dalsi, dosud nepopsané geny podminujici

vznik tohoto onemocnéni (Chévre et al. 1998).




1. UVOD

1.2 ZAKLADNi CHARAKTERISTIKY MODY

MODY bylo nejdrive definovano jako specificka podtrida diabetu mellitu
2. typu. Na zakladé posledni prijaté verze klasifikace diabetu mellitu vydané
Americkou diabetologickou asociaci (ADA) je od roku 1998 MODY razeno do
samostatné skupiny ,,Jiné specifické formy diabetu mellitu — geneticky
podminéné defekty funkce B-bunék* (The Expert Committee 1999).

MODY predstavuje priblizné 5 % vsech pripadi DM. Predpoklada se, ze
v Evropé priblizné 2 % pacientd s DM2 (Ledermann 1995) a az 10 % pacientu
s DM1 (Moller et al. 1998) ve skutecCnosti trpi MODY. U 5—6 % gestacCnich
diabeticek byla prokazana mutace v genu pro glukokinazu, tudiz se jedna
o MODY2 (Ellard et al. 2000).

Definice MODY:

B casny pocatek onemocnéni

B autozomalné dominantni dédi¢nost

B primarni defekt glukézou stimulované inzulinové sekrece

MODY je vymezeno casnym pocatkem onemocnéni, za coz je
povazovana manifestace diabetu do 25. roku Zivota minimalné u jednoho
clena rodiny. V disledku pozdni diagnostiky mlze dojit u nékterych clen(
postizené rodiny k urceni metabolické poruchy o néco pozdéji, zpravidla vsak
do 40. roku zivota (Tattersall 1998).

Dalsi charakteristikou MODY je autozomalné dominantni typ dédicnosti
(AD), kdy podobna metabolicka porucha byva nalezena alespon ve dvou, lépe
ve trech generacich pacientovy rodiny.

MODY vznika v dusledku geneticky podminéného snizeni funkce B-bunék
pankreatu. Klinické studie prokazaly, zZe prediabeti¢ti MODY pacienti maji
normalni inzulinovou senzitivitu, ale maji snizenou glukézou stimulovanou
sekreci inzulinu (GSIR = glucose stimulaled insulin release). To dokazuje, ze

primarni pricinou MODY neni inzulinova rezistence, ale dysfunkce
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pankreatickych B-bunék. Toto selhani schopnosti udrzet normalni sekreci
inzulinu pak vede ke vzniku hyperglykemie (Fajans 1990).

Nebyla prokazana asociace se specifickymi HLA antigeny (Fajans 1990).

Plvodné bylo MODY povazovano za onemocnéni s polygennim typem
dédicnosti jako DM2, ale ukazalo se, Ze se jedna o monogenni, i kdyz
geneticky heterogenni chorobu (Froguel and Velho 1999). Typicka je
variabilni expresivita a vysoka penetrance klinickych projevi (Tattersall
1998, Pruhova and Lebl 1999).

Dodnes je znamo Sest ruznych podtypd MODY, za kazdy podtyp je
zodpovédny jiny genovy lokus: MODY 1 = HNF-4a, MODY 2 = GCK, MODY 3 =
HNF-1a, MODY 4 = IPF-1, MODY 5 = HNF-15 a MODY 6 = NeuroD1 (Shih and
Stoffel 2002). Jednotlivé podtypy MODY maji Ciselné oznaceni podle poradi
postupné nalézanych genovych kandidatl, proto toto rozdéleni neodpovida
Cetnosti ani vyznamnosti jednotlivych metabolickych poruch. Podtypy se lisi
svymi patofyziologickymi i klinickymi znaky a maji téz rozdilnou progresi
onemocnéni (tab. 1).

Mutace zpuUsobujici MODY jsou kromé jediného pripadu (viz kap. 5.1)
vzdy heterozygotni, homozygotni mutace byly popsany pouze u gent pro GCK
(v souvislosti s PNDM, viz kap. 3.3.3) a IPF-1 (viz kap. 5.1). Homozygotni
mutace maji velmi tézky fenotypovy dopad a predpoklada se, Ze v ostatnich

genech zapricinujicich MODY by nebyly slucitelné se zivotem.
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Prehled a zdakladni charakteristiky podtypid MODY

Tab. 1
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1.3 INZULINOVA SEKRECE

Postprandialné mnoho nutri¢nich a hormonalnich dciniteld stimuluje
sekreci inzulinu z B-bunék pankreatickych ostrivkd. Primarni roli hraje
glukdza, nicméné pri jeji nizké koncentraci Siroka skala latek (napr. mastné
kyseliny ¢i nékteré aminokyseliny) prebira jeji stimulacni efekt.

Klicovou roli v sekreci inzulinu B-bunkami pankreatickych ostrivku hraje
ATP-dependentni draselny kanal, coz je oktamerni komplex tvoreny regulacni
Casti a vlastnim pdérem kanalu. ATP-dependentni draselné kanaly jsou
pritomné v membranach mnoha typu bunék rGznych tkani (napf. v bunkach
kosterniho a srde¢niho svalu, v hladkych svalech cév, neuronech),
v B-bunkach pankreatu je jejich pocet odhadovan na 600—1200 na bunku
(Ohno-Shosaku et al. 1987; Schmidt-Antomarchi et al. 1987). Uzavreni kanalu
spousti inzulinovou sekreci, zatimco jeho otevreni vede k inhibici sekrece
tohoto hormonu (Gribble and Reimann 2003).

Regulacni cast se sklada ztetrameru sulfonylureovych receptorl
typu 1 (SUR1), pér kanalu je také tetramer, ktery sestava z podjednotek
nazyvanych Kir6.2 (potassium inward rectifier) (gen KCNJ11) (Clement et
al. 1997). Pro metabolickou regulaci funkce kanalu je stézejni
koncentrace ATP uvnitr bunky, respektive pomér ATP/ADP. Pri nizkych
koncentracich ATP jsou draselné kanaly oteviené, umoznuji tok drasliku
po sméru elektrochemického gradientu ven z bunky, membranovy potencial
je udrzovan v hyperpolarizovaném stavu. Prijem glukézy a nasledny vzestup
intracelularniho ATP vede k uzavreni kanalu vazbou ATP na Kir6.2
podjednotky, coz spousti kaskadu reakci vedoucich k zahajeni inzulinové
sekrece. Dochazi k depolarizaci membrany a k otevreni vapnikovych
kanall. Po vzestupu intracelularni koncentrace vapniku nasleduje exocytoza
inzulinovych granuli z B-bunék pankreatu (obr. 1).

Vliv na regulaci inzulinové sekrece ma téz fosfoinozitidovy (Pl)
metabolismus, exprese glukokinazy, glukdzo-6-fosfatazy a inzulinu di

aktivace membranové fosfolipazy (PLC).
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1. UVOD

Obr. 1: Biochemicky mechanismus inzulinové sekrece

Pomér ATP/ADP nezbytny pro regulaci aktivity ATP-dependentnich draselnych
kandld je ovliviiovdn riznymi metabolickymi pochody:

1) prenos glukozy do buriky a ndslednad glykolyza

2) stépeni glycerolfosfdatu

3) oxidativni procesy béhem Krebsova cyklu (TCA = tricarboxylic acid cycle)

iGIucnse|

Glucokinase/
Hexokinase

Glucose ” » Gle-6-P

| Glucose-6-phosphatase |

Glycercl-P 4— Triose-P

Glycerol
Kinase

Glicaml 3

Muscarinic
recaptor

T

INSULIN SECRETION

GLUT-2 = glukézovy transportér 2; Glc-6-P = glukdézo-6-fosfat; TCA = Krebsiv
cyklus; MCD = malonyl CoA dekarboxyldza; mal CoA = malonyl koenzym A;
AcCoA = acetyl koenzym A; LC Co A = dlouhy retézec (long-chain) koenzymu A;
Gr11o = a-podjednotka G-proteinu; Pl = fosfoinositid; PLC = fosfolipdaza C; IP; =
inositol trifosfat; DAG = diacylglycerol

(Berman et al. 2000; upraveno)
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1. UVOD

Jak jiz bylo uvedeno, hlavni roli pro zahajeni sekrece inzulinu ma
vstup glukézy do B-bunky, ktery je zprostfedkovan glukézovym
transportérem GLUT2, a nasledné metabolické stépeni glukozy (obr. 1, 2).
Expresi enzym0 Ucastnicich se glykolyzy stejné jako expresi GLUT2 a inzulinu
ovliviuji rdzné transkripcni faktory (Shih et al. 2001), které jsou soucasti
rozsahlé tzv. regulacni sité (obr. 2). Inzulin stimuluje syntézu GCK, ktera
zahajuje glykolyzu. Je tedy zrejmé, ze vsechny MODY geny maji primy vliv

na inzulinovou sekreci.

Obr. 2: Vliv transkripcni regulacni sité na inzulinovou sekreci

Insulin
L
1
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Insulin processing 95 m gL 2
1Iumw
9
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M:ath s
-
Glucusthti P =)
Muscarinic & (=]
| adrenergic E
) receptars far
Glycolysis e
S5TR e
L-type GALAMIN-R £
Ca**- ,,,..-f"" =
HeuroDd HMF-1cx o
channsls | MODVE [ —|moDy3 GLPI-R =
T4 =
i . GIP-A
ATP/ADP _ Metabolic signal Pyruvate VIP-R =
®
‘// &
(]
Sulphonylurea =1
re::elglor &
Glyceml -P Aming acids =
shutties y

GLUT2 = glukdzovy transportér 2; PDX-1 = pankreaticky duodendlni homeobox
IPF-1 = inzulinovy promotorovy faktor 1; HNF (-18; -1a; -35; -4a; -6)
hepatocytdrni nukledrni faktory; NeuroD1 = neurogenni diferenciacni protein 1;
SST-R = receptor pro somatostatin; GLP1-R = receptor pro glukagon-like peptid;
GIP-R = receptor pro gastricky inhibicni protein; VIP-R = receptor pro
vasoaktivacni inhibi¢ni peptid

(Stoffel 2000; upraveno)
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2. HEPATOCYTARNI NUKLEARNI FAKTOR-4c

2. HEPATOCYTARNI NUKLEARNI FAKTOR-40. (MODY 1)

2.1 HISTORIE

Jako prvni byl v roce 1991 popsan v souvislosti s MODY1 chromozomovy
lokus nachazejici se na dlouhém raménku 20. chromozomu (Bell et al. 1991).
Frekvence MODY1 je nizka (<1:10.000 pripadi diabetu), proto veskeré
mapovani bylo zaloZzeno na jediném rodokmenu — tzv. R-W rodokmen. Tento
sedmigeneracni rodokmen je odvozen od manzelského paru, ktery roku
1861 emigroval z vychodniho Pruska do Detroitu, a do soucasnosti zahrnuje
445 jedincl, z toho 75 jedincu s diabetem. Genetickym mapovanim byla
vymezena pomérné rozsahla oblast (do 13 cM) voblasti chromozomu
20q12—q13, ktera vsak zahrnovala prilis velké mnozstvi genl. K identifikaci
kandidatniho genu doslo az o pét let pozdéji, po nalezeni genu HNF-1«
zodpovédného za MODY3 (Yamagata @ et al. 1996), jehoz transkrip¢ni
aktivator HNF-4a mapuje do vymezené chromozomové oblasti. Zahy doslo
k uréeni nonsense mutace Q268X vgenu HNF-4a vedouci k syntéze
zkraceného proteinu a kosegregujici s onemocnénim v R-W rodokmenu
(Yamagata P et al. 1996). Celosvétové bylo dosud popsano jen velmi malo
dalSich rodokmen( s MODY1.

2.2 BIOCHEMICKY MECHANISMUS

HNF-40. je transkripcni faktor, ktery patfi do rodiny steroido/
tyreoidalnich hormonalnich jadernych receptor( (Sladek et al. 1990).
HNF-40. se sklada z transaktivacni domény AF1 na —NH; konci ve formé
a-helixu (24 AK), z DNA-vazebné domény, kterou tvori dva motivy
zinkovych prstd, a z transaktivacni domény AF2, ktera v sobé zahrnuje

dimerizacni a ligand vazajici doménu (128-366 AK).
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2. HEPATOCYTARNI NUKLEARNI FAKTOR-4c

HNF-40. se vaze jako homodimer na DNA sekvence promotord
a enhanceru cilovych gen(, které koduji sérové proteiny, enzymy Ucastnici
se lipidového, aminokyselinového i glukdozového metabolismu, ale i tkanové
specificky transkripcni faktor HNF-1a. Expresi genu pro inzulin aktivuje
neprimo pres HHF-1a, nebo primo vazbou na promotor inzulinového genu
(Bartoov-Shifman et al. 2002). Hraje vyznamnou roli v embryogenezi,
ve vyvoji a bunécné diferenciaci, v metabolickych procesech, zajistuje
normalni aktivitu visceralniho endodermu jater, strev, ledvin a B-bunék
pankreatu (Stoffel and Duncan 1997, Lausen et al. 2000).

Existuje devét ruznych izoforem HNF-4a, které vznikaji dvéma
moznymi mechanismy: alternativnim sestfihem a/nebo zahajenim
transkripce z alternativniho promotoru P1 nebo P2 (obr. 3) (Nakhei et al.
1998; Eeckhoute et al. 2003). Promotor P1 iniciuje transkripci HNF-4a
v jatrech a ledvinach (Nakhei et al. 1998). Promotor P2 byl povazovan za
specificky pro pankreatické B-bunky, ale ukazalo se, ze B-bunky obsahuji
oba transkripty. Dokonce izoformy, které maji pocatek transkripce v P1,
obsahuji AF-1 transaktivacni doménu a diky tomu vykazuji vyssi transkripcni
aktivitu a vyssi efektivity ve vazbé koaktivator( nez izoformy pochazejici
z P2 promotoru (Eeckhoute et al. 2003).

2.3 GENETIKA

Gen pro HNF-4a je tvoren deseti exony a ma dva alternativni promotory
P1 a P2, ktery lezi ~ 46 kb od 5 konce P1. P2 promotor obsahuje vazebné
domény pro transkripcni faktory HNF-1a, HNF-1B, IPF-1 (MODY geny) a pro
HNF-33, HNF-6, GATA 6 a Pax4.

V souvislosti s MODY byly nalezeny mutace postihujici vazebné misto
pro HNF-1a v P2 promotoru, DNA-vazebnou doménu a transaktivacni doménu
AF2, kde byly nalezeny bodové mutace v dimerizacni i ligand-vazajici
doméné (obr. 3) (Furuta et al. 1997, Malecki et al. 1999 P, Moller et al.
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2. HEPATOCYTARNI NUKLEARNI FAKTOR-4c

1999, Lausen et al. 2000; Thomas et al. 2001; Hansen et al. 2002; Raeder et
al. 2006).

Delece v DNA-vazebné doméné vedou k posunu cteciho ramce. Spolu
s mutacemi vedoucimi ke vzniku stop koddnu (nonsense mutace) v AF2
jsou pricinou vzniku zkraceného proteinu s defektem transkripcni
transaktivacni aktivity, proto takovy mutantni protein nemuze plnit svou
transkripéni funkci. Mutace, které zapricinuji zarazeni jiné aminokyseliny
do proteinového retézce (missense mutace) a které postihuji oblast AF2,
snizuji v rizné mire transaktivacni schopnost faktoru. Jejich biologicky efekt
je vSak mensi nez u deleci a nonsense mutaci (Stoffel and Duncan 1997,
Furuta et al. 1997, Navas et al. 1999, Lausen et al. 2000; Gragnoli et
al. 2004; Raeder et al. 2006).

2.3.1 POLYMORFISMY ASOCIOVANE S DM2

Pomoci vazebnych studii byly nalezeny jednonukleotidové polymorfismy
(SNPs — single nucleotide polymorphisms), a to zejména pobliz oblasti
promotoru P2, které asociovaly s DM2. Mezi nejbéznéjsi patri: rs2144908
(G>A) a rs4810424 (C>G). Nejsilnéjsi asociaci s DM2 vykazuje rs2144908
u populace Zidl Ashkenazi (Love-Gregory et al. 2004), u finské (Silander et
al. 2004) a britské populace (Weedon et al. 2004). Oproti tomu v polské
populaci se frekvence minoritnich alel polymorfismd rs2144908 a rs4810424
u diabetikG 2. typu a kontrolnich jedincG nelisily (Wanic et al. 2006),
u francouzské populace dokonce vysla minoritni alela A polymorfismu
rs2144908 jako protektivni vzhledem k patogenezi DM2 (Vaxillaire et
al. 2005).

Polymorfismus v kodujici oblasti T130l (zaména threoninu za izoleucin)
postihuje DNA-vazebnou doménu. Byl popsan u DM2 v japonské populaci
(Zhu et al. 2003) a v danské populaci (Ek et al. 2005), kde byl zkouman
i polymorfismus V255M (zaména valinu za methionin). Oba polymorfismy

vykazovaly snizeni transkripcni aktivity HNF-1a, ale u V255M nebyla zjisténa
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2. HEPATOCYTARNI NUKLEARNI FAKTOR-4c

vyssi frekvence minoritni alely u DM2 oproti kontrolam, nicméné nositelé

této alely méli sniZenou sérovou hladinu lacného C-peptidu (Ek et al. 2005).

Obr. 3: HNF-4a gen a MODY 1 mutace
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(Furuta et al. 1997; upraveno)
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2. HEPATOCYTARNI NUKLEARNI FAKTOR-4c

2.4 FENOTYP A LECBA

MODY1 je charakterizovan hyperglykemii, ktera byva diagnostikovana
v obdobi puberty, nékdy az v rané dospélosti, prestoze progrese onemocnéni
zacina uz béhem détstvi. Hyperglykemie je casto provazena inzulinopénii
uz v pocatku manifestace. Pacienti vykazuji normalni inzulinovou senzitivitu
po intraven6znim podani inzulinu, pric¢inou hyperglykemie tudiz neni
inzulinova rezistence (Herman et al. 1994), ale nedostatecna inzulinova
sekrece.

Pacienti byvaji léceni inzulinem, u lehcich forem mohou byt dostatecné
dobre kompenzovani peroralnimi antidiabetiky (PAD). Nebyla zjisténa
ketoaciddza. Riziko vzniku mikro- i makrovaskularnich diabetickych

komplikaci je vysoké (Hattersley 1998).

17



3. GLUKOKINAZA

3. GLUKOKINAZA

3.1 HISTORIE

Glukokinaza (GCK) je Kklicovym enzymem v regulaci glukdzového
metabolismu, proto byla pro MODY jasnym kandidatnim genem. Roku 1992
byl u postizenych rodin vymezen jeji genovy lokus na kratkém raménku
7. chromozomu (7p13) (Froguel et al. 1992) a roku 1993 byly popsany prvni
mutace v genu pro GCK zodpovédné za vznik MODY 2 (Froguel et al. 1993;
Gidh-Jain et al. 1993). Tento podtyp tvori 15 % (Velka Britanie) az 60 %
(Francie) vsech pripadi MODY (Velho et al.1997).

3.2 BIOCHEMICKY MECHANISMUS

Glukokinaza patri do rodiny hexokinaz.

GCK katalyzuje prvni krok glykolyzy — ATP-dependentni fosforylaci
glukozy na glukdzo-6-fosfat (G-6-P) (obr. 4) (Matschinsky et al. 1993;
Matschinsky 1996) a hraje klicovou roli v regulaci glukdézového metabolismu
(obr. 5).

GCK pUsobi jako monomer, obsahuje vazebna mista pro glukozu a ATP
a misto pro nasedani alosterického glukokinazového aktivatoru GKA
(Matschinsky et al. 2006).

Obr. 4: Katalytické pasobeni glukokindzy
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B CHOPO 4

ECH,0H
: 2 ATP ADP
H
&
QH
H OH
plukdza glukdzo-6-fosfat
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3. GLUKOKINAZA

GCK je exprimovana nejen v pankreatickych B-bunkach a hepatocytech,
ale i vradé neuronalnich, neuroendokrinnich a enteroendokrinnich bunék
(obr. 5), jako jsou napr. pankreatické o-bunky, strfevni L- a K-enterocyty,
nebo nékteré neurony centralniho nervového systému (CNS), zejména

v hypothalamu a hypofyze (Schuit et al. 2001).

Obr. 5: Metabolismus glukozy: glukézova homeostdza je udrZovdna

zpétnovazebnym plsobenim GCK senzitivnich bunék
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—— pusobeni glukagonu
pusobeni inzulinu

— neuro-hormonalni signalizace

(Matschinsky et al. 2006; upraveno)

Glukokinaza plni funkci senzoru pro glukozu. To je umoznéno nékterymi
jedinecnymi vlastnostmi GCK (Matschinsky et al. 2006):

1) GCK vykazuje nizsi afinitu k substratu — glukdéze — neZ ostatni
hexokinazy. Méni svou konformaci a/nebo funkci soubézné se stoupajici
koncentraci glukozy ve fyziologickém rozmezi 4—10 mmol/l. Hladinu

polovicni saturace glukozou So.5 (koncentrace, pri které je enzym saturovan
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3. GLUKOKINAZA

substratem a aktivni z50 %) dosahuje GCK pri koncentraci glukozy
~ 8 mmol/l. Inflexniho bodu, kdy je aktivita GCK necitlivéjsi k vykyvim
v glukdzové koncentraci, dosahuje pri koncentraci glukozy ~ 3,5—4 mmol/L.
2) GCK ma pouze jedno vazebné misto pro glukozu, presto jako
jediny monomerni enzym vykazuje kinetickou kooperativitu. Principem jeji
substratové kooperativity je prechod z oteviené formy bez pritomnosti
ligandu do uzavrené, vazané formy, ktera ma zlUzené vazebné misto pro
substrat a otevrenéjsi misto pro nasednuti glukokinazového aktivatoru GKA.
GKA zvysuje afinitu ke glukdze, snizuje Sos a zvysuje Kca, maximalni
specifickou aktivitu enzymu. Prechod z uzavrené do otevrené formy je

doprovazen zna¢nymi konformacnimi zménami enzymu (obr. 6).

Obr. 6: Otevrena (A) uzavrena (B) forma GCK

A B

Vo2
Tas

D58
Y214
V455
AdS6

Struktury GCK jsou vyznaCeny ndsledovné: «-Sroubovice svétle modre,
p-struktury tmavé modre a vazebné misto pro GKA cCerné; NH2-koncovad cdst
Cervené a COOH-koncova cast zluté. Uzavreni vazebného mista pro substrdt je
doprovdzeno znacnym posunem malého levého laloku, zatimco velky pravy lalok
svou pozici priliS$ neméni. Na obrdzku jsou uvedeny aminokyseliny, které vytvdri
misto pro naseddni alosterického aktivdtoru GKA.

(Matschinsky et al. 2006; upraveno)

3) Vazba GCK s druhym substratem — MgATP? — vykazuje klasickou
kinetickou krivku, Kw ~ 0,3—0,4 mmol/l (konstanta Michaelis—Mentenové;
koncentrace substratu, pri které rychlost reakce dosahuje 50 % svého

maxima). Obvykla intracelularni koncentrace ATP je nékolikanasobné vyssi
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(~2,5mmol/l), a tudiz nebude mit témér Zzadny vliv na regulaci GCK
aktivity.

4) Na rozdil od jinych hexokinaz neni GCK zpétnovazebné inhibovana
G-6-P. Jeji aktivita je tedy rizena dostupnosti glukozy, nikoliv akumulaci

konecnych metabolickych produktd.

V hepatocytech je enzymaticka aktivita GCK ovliviovana dvéma
riznymi mechanismy (obr. 7):

1) Vazba GKA zvysuje jeji aktivitu (viz vyse) a také podnécuje jeji
disociaci od regulacniho proteinu GKRP (glukokinazovy regulacni protein)
a translokaci z jadra do cytoplazmy.

2) Naopak GKRP snizuje afinitu GCK ke glukéoze a ovliviuje
vnitrobunécnou lokalizaci enzymu. GKRP se nachazi v bunécném jadre
hepatocytt, kde zadrzuje navazanou GCK, a tim znemoznuje jeji rychlé

premisténi do cytoplazmy (Brocklehurst et al. 2004).

Obr.7: Vliv GKA a GKRP na aktivitu glukokinazy
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(Matschinsky et al. 2006; upraveno)
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Heterozygotni inaktivacni mutace v genu pro GCK jsou pri¢inou MODY2,
vedou ke vzniku enzymu se snizenou enzymovou aktivitou a/nebo s nizsi
afinitou k substratu — ke glukéze. GCK podléha fenoménu haploinsuficience,
coz je stav, kdy exprese pouze jedné plné funkcni kopie genu nestaci zajistit
dostatecnou funkci proteinu. Zhorseni enzymové aktivity mutantni GCK ma
za nasledek snizeni glykolytickych pochodl v B-burikach pankreatu. Tento
defekt (tzv. defekt citlivosti B-bunék ke glukdze) vede ke zvyseni prahu
krevni glukozy, ktery funguje jako spoustéci mechanismus sekrece inzulinu.
Dochazi tedy ke zvyseni koncentrace glukdzy, jez je potrebné k vyvolani
inzulinové sekrece (obr. 1, 2). U pacienti s MODY2 byl pozorovan pokles

inzulinové sekrece v priméru o 60 % (Byrne et al. 1994).

Postprandialné bylo pozorovano, zZe mutantni GCK v hepatocytech
zpusobuje snizeni akumulace jaterniho glykogenu o 30—60% a zvyseni
jaterni glukoneogeneze. Tyto popsané charakteristiky mutantniho enzymu
jsou pricinou chronické hyperglykemie (Tappy et al. 1997, Miller et al.
1999).

Zhorseni enzymatické aktivity mutantni GCK ma vétsinou mensi
fenotypovy dopad, nez by se dalo predpokladat. To vypovida o existenci
néjakého kompenzacniho mechanismu, ktery zvysuje inzulinovou sekreci.
Na mysich modelech byla pozorovana glukézou stimulovana zvysena exprese
wild-type (nemutantni) GCK alely (Sreenan et al. 1998). U pacientl s MODY2
také dochazi ke snizeni primé (GCK-dependentni) glykogeneze a ke zvyseni
neprimé (glukoneogenni, GCK-independentni) syntézy glykogenu. Zvyseni
postprandialni GCK-independentni glykogeneze je tedy zrejmé dilezitym

faktorem ke zmirnéni hyperglykemie po poziti jidla (Velho et al. 1996).
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3.3 GENETIKA

Prestoze GCK exprimovana v pankreatu, v jatrech i v mozku se
vyznacuje stejnou kinetickou aktivitou a je kodovana jedinym genem
lokalizovanym na kratkém raménku 7. chromozomu (7p15.3—p15.1), jeji
primarni struktura na NHz-konci se lisi v disledku alternativniho sestrihu
transkriptu mRNA. Enzym se sklada z 465 aminokyselin, jeho molekulova
hmotnost je 50 kD.

Gen pro GCK je tvoren 10 exony. Exon 1a prilehlé promotorové oblasti
se li§i vriznych tkanich. Tzv. ,upstream* promotor, lezici bliz 5" konci
genu, ovliviuje expresi GCK v B-bunkach pankreatu a v neuralnich a
neuroendokrinnich bunkach, proto se nazyva neuroendokrinni, nebo téz
B-promotor. Tzv. ,,downstream“ promotor lezi bliz 3" konci genu a je
specificky pro hepatocyty. Je oznacovan jako L-promotor (liver specific)
(obr. 8).

Existence alternativnich promotorl umoznuje tkanové specifickou
regulaci genové exprese. V jatrech je hlavnim regulatorem exprese GCK
inzulin, v ostatnich bunkach je exprese GCK rizena predevsim
intracelularni koncentraci glukézy (obr. 9). Inzulin reguluje expresi GCK
zejména na transkrip¢ni Urovni, glukozovy metabolismus a/nebo glukdéza na

Urovni translacni a/nebo posttranslacni (Matschinsky 2002).
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: GCK gen

Obr. 8
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3. GLUKOKINAZA

Obr. 9: Rozdilna regulace exprese GCK genu v pankreatickych f-bunkdch

(pocatek od B-promotoru) a v hepatocytech (pocatek od L-promotoru)

hepatocyty B-buriky

GKA glukéza

w5 foce)
GCK |

'ﬁ gen G-6-P

glukdza

lipidy

IR = inzulinovy receptor; GKA = glukokindzovy aktivdtor; GKRP = glukokindzovy
regulacni protein
(Matschinsky 2002; upraveno)

S ohledem na rozhodujici ulohu GCK v regulaci glukézou stimulované
inzulinové sekrece je pochopitelné, Ze mutace v GCK mohou zpUsobit jak
hyperglykemii, tak hypoglykemii. Genetické studie prokazaly, ze GCK
mutace vedou ke vzniku tfi ruznych poruch v regulaci glukdzové

homeostaze.

3.3.1 MODY2

Nejcastéjsi jsou heterozygotni inaktivacni mutace. Vétsinou se jedna
o bodové missense mutace, které vedou k zaméné aminokyseliny. Do dnesni
doby bylo v souvislosti s MODY2 popsano pres 200 mutaci GCK (obr. 8)
(Matschinsky et al. 1998; Massa et al. 2001; Pruhova et al. 2003; Toaima et
al. 2005; Johansen et al. 2005; Codner et al. 2006; Sagen et al. 2006).

Tyto mutace byly také nalezeny u 5—6 % Zen diagnostikovanych jako
gestacni diabeticky. Téhotenstvi mize byt spoustécim mechanismem pro
vyraznéjsi penetranci dosud nediagnostikované hyperglykemie (Ellard at al.
2000).
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3. GLUKOKINAZA

3.3.2 PHHI

Heterozygotni  aktivacni mutace GCK genu vedou naopak
k hypoglykemii, nositelé téchto mutaci trpi od narozeni persistentni
hyperinzulinemickou hypoglykemii (PHHI = persistent hyperinsulinemic
hypoglycaemia of infancy).

Zmény v kinetickych vlastnostech mutantniho enzymu (viz vyse) jsou
u riznych mutaci velmi rozdilné, proto i mira zvyseni inzulinové sekrece
v dusledku snizeni mezni koncentrace glukozy potrebné ke spusténi sekrece
a nasledna hladina hypoglykemie zavisi na typu mutace. Nicméné, tyto
mutace postihuji vazebné misto pro GCK alostericky aktivator (obr. 6).
Dosud byly popsany tyto mutace: V62M, T651, W99R, D158A, Y214A, Y214C,
V455M a A456V (Glaser et al. 1998; Glaser et al. 2000; Christensen et al.
2002; Gloyn et al. 2003; Gloyn 2003; Cuesta-Munoz et al. 2004).

PHHI je heterogenni onemocnéni, také mutace v dalsich genech vedou
ke vzniku této choroby. Nejcastéjsi jsou inaktivacni mutace
sulfonylureového receptoru SUR1, méné casté inaktivacni mutace v genu
Kir6.2 (KCNJ11), nebo aktivacni mutace v genu pro mitochondrialni enzym
glutamat dehydrogenazu GLUD1 (Darendeliler et al. 2002; Gloyn et al. 2003;
Gloyn 2003).

3.3.3 PNDM

V dusledku homozygotni inaktivaéni mutace GCK vznika nefunkéni
enzym. Takto postizeni jedinci trpi uz od narozeni permanentnim
neonatalnim diabetem mellitem (PNDM) (Njalstad et al. 2001; Njalstad et al.
2003; Gloyn 2003). Maji narusenou regulaci funkce ATP-dependentniho
draselného kanalu a inzulinovou sekreci (viz kap. 1.3). Homozygotni absence
GCK je spojena svyrazné nizSi porodni vahou a vysSim rizikem
intrauterinniho nebo neonatalniho amrti (Gloyn 2003).

Dosud identifikované mutace T228M, M210K, A378V a R397L postihuji
substratové vazebné misto, nebo aktivni misto enzymu (Njalstad et al. 2003;
Porter et al. 2005).
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3. GLUKOKINAZA

V souvislosti s PNDM byly také identifikovany aktivacni mutace genu
Kir6.2 (Massa et al. 2005) ¢i kompletni deficience transkripcniho faktoru
IPF-1 (Stoffers P et al. 1997).

Fenotypové se PNMD projevuje tézkym postizenim, byly pozorovany
dalsi pridruzené projevy, jako napr. opozdény vyvoj, svalova nedostatecnost
Ci epilepsie (Proks et al. 2004; Hattersley and Ashcroft 2005). Takto
postizeni jedinci musi byt léCeni inzulinem od prvnich mésicl zivota. Studie
v poslednich letech prokazaly, Ze nékteri nositelé aktivacni mutace genu
Kir6.2 dobre reaguji na peroralni sulfonylureovou lécbu (Sagen et al. 2004;
Zung et al. 2004).

3.3.4 POLYMORFISMUS -30G>A V B-PROMOTORU GCK GENU

Polymorfismus -30G>A (zaména adeninu za guanin) v B-promotoru GCK
genu (rs1799884) byl popsan nejen v evropské (Zaidi et al. 1997, Rissanen et
al. 1998, Marz et al. 2004, Rose et al. 2005, Weedon 2 et al. 2005, Shaat
et al. 2006), ale i v asijské populaci (Chiu et al. 1994, Stone et al. 1996,
Yamada et al. 1997).

Vyssi frekvence minoritni alely A byla pozorovana u zen s gestacnim
diabetem ve francouzské (Zouali et al. 1993), skandinavské (Shaat et al.
2006) a britské (Zaidi et al1997) populaci, ale také u osob s metabolickym
syndromem a u osob s porusenou glukozovou toleranci (PGT) (Rose et
al. 2005). Nositelé alely A méli zvysenou hladinu lacné i postprandialni
glykemie a snizenou glukézou stimulovanou inzulinovou sekreci. Tento
polymorfismus je také spojovan se zvysenym rizikem postizeni véncitych
tepen (coronary artery disease = CAD) a vyssi prevalenci diabetu 2. typu
(Marz et al. 2004), nebo s vyssi porodni hmotnosti déti, jejichz matky jsou
nositelkami alely A (Weedon 2 et al. 2005).

Ve vétsiné pripadu byl pozorovan efekt davky, kdy nositelé genotypu AA
vykazovali vyssi fenotypovy dopad nez heterozygoti GA a homozygoti GG
(Zaidi et al. 1997, Marz et al. 2004).

27



3. GLUKOKINAZA

3.4 FENOTYP A LECBA MODY?2

Osoby s MODY2 maji pravdépodobné zvysenou glykemii uz od narozeni.
K diagnostice metabolické poruchy vsak dochazi vétsinou nahodné, protoze
dosazené hodnoty hyperglykemie nebyvaji vyrazné a pacienti jsou zpravidla
asymptomaticti. Mira hyperglykemie se svékem priliS neméni, progrese
k diabetu je vzacna. Pacienti maji normalni hladinu lipidl, nebyvaji
obézni, nemivaji zvysené riziko diabetickych makro- ani mikrovaskularnich
komplikaci (Miller et al. 1999, Ellard et al. 2000).

Mutace lze rozdélit do tFi skupin s rGznym fenotypovym projevem:

1) postihujici chranéné aktivni misto enzymu, které velmi vyrazné
omezuji jeho katalytickou aktivitu;

2) zasahujici do struktury enzymu mimo aktivni misto, které maji mensi
vliv na jeho katalytickou schopnost;

3) mutace povrchovych struktur ovliviujici interakce s ostatnimi
proteiny, které mohou snizit stabilitu enzymu a omezit jeho schopnost vazat
glukozu, majici vétsinou jen mirny fenotypovy dopad.

Vsechny mutace GCK se vyznacuji vysokou penetranci, témér vsichni
nositelé mutovaného genu maji porusenou glukozovou homeostazu (Velho et
al. 1997). Diabeticti pacienti sMODY2 jsou vétSinou dostatecné

kompenzovani dietetickymi opatrenimi.
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4. HEPATOCYTARNI NUKLEARNiI FAKTOR-1¢. (MODY?3)

4.1 HISTORIE

Prevalence MODY3 se pohybuje v rGznych populacich MODY pacientd
v rozmezi od 30 % v Némecku, pres 40 % ve Francii az po 75 % ve Velké
Britanii (Yamada et al. 1999; Fajans et al. 2001). V dusledku vysokého
vyskytu MODY3 bylo mozné sestavit dostatecné pocetny vzorek postizenych
rodin a provést u nich genetické mapovani. V koncové oblasti dlouhého
raménka 12. chromozomu — 12q22-qter — byl nalezen odpovédny lokus
do velikosti 5 cM. Pri fyzikalnim mapovani byly nalezeny nové polymorfni
genetické markery v klonované sekvenci DNA a zpresnénim pozic
rekombinacnich zlomG doslo k z(zeni intervalu na 3 cM, kde pomoci
genetickych metod slouzicich k identifikaci gend (testovani znamych genu
a expresnich Stitk(, exon trapping, hledani potencialnich ctecich ramcd)
byl roku 1996 nalezen gen HNF-1a, jehoz mutace striktné kosegregovaly
s MODY fenotypem v postizenych rodinach (Yamagata @ et al. 1996; Hatina
and Sykes 1999).

4.2 BIOCHEMICKY MECHANISMUS

HNF-1o. pusobi jako transkripéni faktor, ridi expresi nékterych genu
v riznych tkanich — v jatrech, B-bunkach pankreatu, ledvinach a stfevnich
bunkach (Wang et al. 1998). Hraje vyznamnou roli v embryogenezi téchto
organu. Podléha autoregulaci a pozitivni regulaci HNF-4a..

HNF-1a. se vaze jako homodimer nebo heterodimer s HNF-13 na DNA
sekvence promotori a enhancerd cilovych genud, které koduji sérové
proteiny, s dileZitou Ulohou v glukdzovém transportu a metabolismu, ale
i na promotor HNF-4a. V B-bunkach primo aktivuje expresi inzulinového

genu a genu pro glukézovy transportér GLUT2 (Okita et al. 1999; Fajans et
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4. HEPATOCYTARNI NUKLEARNI FAKTOR-1c

al. 2001; Wang et al. 1998). HNF-1a pozitivné reguluje enhancer genu IPF-1
(Ben-Shushan et al. 2001).

HNF-1a se sklada ze ctyr domén: z promotorové oblasti, ktera zahrnuje
vazebné misto pro transkripcni faktor HNF-4o, z dimerizacni, DNA-vazebné
a transaktivacni domény (obr. 11). Podle polohy ovliviuji mutace
transkripcni aktivitu proteinu nebo jeho schopnost vazat se na DNA. Mutace
v promotorovém Useku muze vést k nadprodukci HNF-1a, jenz paradoxné
zpétnovazebné tlumi expresi HNF-4a, ktery jej reguluje. Tim dochazi
k poruse exprese dalSich genu (Godart et al. 2000, Rose et al. 2000).

Mutace v HNF-4a a HNF-1a vykazuji stejné biochemické ucinky na
glukdzovy metabolismus: zhorsuji glukézou stimulovanou inzulinovou sekreci
aniz by snizovaly inzulinovou senzitivitu. Dochazi tedy k defektu ve funkci
B-bunék, nikoliv v inzulinové aktivité.

Na rozdil od GCK mutaci, kdy ke sniZeni inzulinové sekrece dochazi
i pri nizkych koncentracich glukézy, u nositeld HNF-4a nebo HNF-1qa mutaci
je pri nizké koncentraci glukozy (napr. po nocnim lacnéni) zachovana
normalni sekrece inzulinu. Ta kontinualné stoupa s rustem koncentrace
glukozy. Ale po dosazeni hladiny glukdzy ~ 7,0—8,0 mmol/l se vzestup

inzulinové sekrece zastavi a ta naopak zacne klesat (obr. 10).

Obr. 10: Vliv mutaci v genech pro GCK, HNF-1a a HNF-4a na inzulinovou

sekreci v zavislosti na hladine glukdzy
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(Fajans et al. 2001; upraveno)
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Prediabeticti pacienti s mutaci v genu HNF-1« maji jako zdravi jedinci
a nositelé GCK mutaci zachovany stimulacni efekt glukozy na inzulinovou
sekreci. U prediabetickych pacientd s mutaci v genu HNF-4a neni tato
schopnost reagovat zvysenou inzulinovou sekreci na zvysujici se hladinu
glukozy zachovana (Fajans et al. 2001).

Pacienti s HNF-1a mutaci maji snizeny renalni prah pro reabsorpci

glukozy, byva u nich pozorovana glykosurie (Fajans et al. 2001).

4.3 GENETIKA

Gen pro HNF-1qa se sklada z deseti exonu. V souvislosti s MODY3 bylo jiz
objeveno vice nez 130 mutaci, prevazné bodovych missense a nonsense
substituci, ale byly nalezeny i delece, inzerce a inverze (obr. 11) (Kaisaki et
al. 1997, Hattersley 1998, Yamada et al. 1999, Ellard 2000, Ellard et al. 2000
b, Bjgrkhaug et al. 2003; Toaima et al. 2005).

4.3.1 POLYMORFISMY ASOCIOVANE S DM2

Obecné varianty v HNF-1a genu A98V (zaména alaninu za valin) a 127L
(zaména izoleucinu za leucin) jsou celosvétové rozsireny a byly popsany
v souvislosti se zhorSenou inzulinovou sekreci, silnéjsi asociace s DM2
byla zjisténa u 127L (Chiu et al. 2003). Nejvice zkoumanym polymorfismem
je A98V, ktery vykazuje asociaci s DM2 u celé rady populaci. Nicméné
v rozsahlych populacnich studiich na jedincich ze Severni Ameriky, Polska
(Winckler et al. 2005) a Velké Britanie (Weedon P et al. 2005) nebyla
asociace téchto polymorfismi s DM2 primo potvrzena, byl uveden pouze
pravdépodobny vliv na zvysené riziko vzniku onemocnéni.

Avsak napr. v populacni studii na 4100 jedincich ze Skandinavie byla
nalezena spojitost mezi polymorfismy A98V, 127L, ale i S487N (zaména
serinu za asparagin) a snizenou transkripcni aktivitou HNF-1a v oblasti

promotoru  glukdézového transportéru  GLUT2, snizenou glukozou
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$Sim

linovou senzitivitou a vy

, Zvysenou inzu

stimulovanou sekreci inzulinu

rizikem DM2 zejména u starSich jedincu (>60 let) s nadvahou (BMI>25 kg/m?)

(Holmkvist et al. 2006).

HNF-1a gen a MODY3 mutace

Obr. 11

MIZON
10g8L
6193
naLsl
1£18A
1¥85S

JIBPEIBES L

TLESL

HIESL

11£88

AZESH

17478

6LSd

¥<DD181616d8157

HplSH
V<DLHUESAI
01suIsjgResHasT
285
DESSY
S8
ysuIsIge sy
D1IepsIBYSIFS L

OIPsiatid
NLBYS
X88%0
ibd

OVIePSIGHYS
Ha6Ys
126¥1

ivbd
VOISPSIErrY

IR Ay ]

¥<O8ULSAI

W< 12-+6SAl
JCEVS
HELYD

QSUBIGLYOPLY

DIPSJLOVD

JISPSIEBEd

VIBpsiZeE L

WSUIEIERET
DsuIsIBLEd
LIspsigEd
12I9psi61Ed
HEéLEd
HBLEd
DIePsISIED

DIepeIgazo

asLev

Ov¥voIepsicLza
201epsiZLEY

WSUIEIGLES
aLley
Li0eY

OIePEZELD

VI2peiL6ed

JIepsiL62d

OsusjLg2d

WOI9PSJ0GED
SBLED
D<WZ-GSAl
OV LISPL-GSAI

BUSLIOP [UJBAINBSUE] _

OZity
HELzH
2ITrA.}
MLLZH
SB9Zd
X892
HLIEM
EszY
pol3:T4]
woszL
J65ZA
L2520
18528
APSET
X052D
dériS
E A7)
2D
HlyZd
Dorea
DBETd

XbLL

Loy

D65LY

MBS

NBSL

HLpH

oriD

ASpIH

3291

OMUSBEZY \psieriq

e WEELA

XbecH WELD

DIPISZZS DiEH

Spiid MiEL

o i 162id

05024 Agzil
HEOZY

HeseH NBzLl

o] 0TZLA

DRPSILZLS

MO0z TN
WVOORPSIG6 | L

ASHIY

Q619 YELLM

VOIS yeo)zon

BUILWOP BUQIZBA-YNO

(zwao) Awswowdod
(EAOOW) a2B)nW

TZild

L0117

41011
Agsy
§12PgsOeSY
XSy

¥eso

a3
OlepsigyS
Efa
JIeREli
DDI8PSIERAZFD
aieo

2l

dSe¥
VOIepsiyz
HoZo

HeL

Xio

BUGWIOP |

0<D201+
O<vEs-
olepsLL-

ols|Ww

jupezuawp PUASZBATP-JNH

uab oL-JNH

(Ellard 2000; upraveno)

32



4. HEPATOCYTARNI NUKLEARNI FAKTOR-1c

4.4 FENOTYP A LECBA

Fenotypovy projev opét zavisi na misté a typu mutace. Je zrejmé,
ze mutace, které vedou k posunu cteciho ramce nebo k predcasnému vzniku
stop-kodonu, maji za nasledek tézsi klinické projevy metabolické poruchy.
Pri plsobeni mutantniho fenotypu se uplatinuje efekt davky a dominantné
negativni mechanismus, dochazi ke snizeni sekrece inzulinu, presny
mechanismus vsak dosud neni presné objasnén (Wang et al. 1998, Yang et
al. 1999, Yoshiuchi et al. 1999, Frayling et al. 2001).

Onemocnéni MODY3 se vétsinou manifestuje az v postpubertalnim véku
(22—26 let), v détstvi byva zachovana normalni funkce B-bunék pankreatu.
Pacienti nebyvaji obézni (BMI<25 kg/m?), mivaji prostou hyperglykemii bez
znamek metabolického syndromu a ketoacidozy (Isomaa et al. 1998, Timsit
et al. 2005). Casto se pridruzuji osmotické poruchy — polyurie a polydipsie —
v dusledku snizeni renalniho prahu vnimavosti vici glukoze. Riziko vyskytu
arychlé progrese diabetickych mikrovaskularnich komplikaci, zejména
retinopatie, je vysoké. Po 16 letech trvani diabetu byla prevalence
retinopatie az 50 %, z toho tézkou formou trpélo az 20 % MODY3 pacientl
(Hattersley 1998). Presto vyskyt téchto komplikaci je srovnatelny
s prevalenci u diabetik( 1. i 2. typu (Isomaa et al. 1998). Naopak prevalence
makroangiopatickych komplikaci — napr. hypertenze a dyslipidemie — je
vyrazné nizsi oproti stejné starym diabetikim 2. typu (Isomaa et al. 1998,
Owen et al. 2002).

Metabolicka porucha s vékem vyrazné progreduje a casto musi byt
dieteticka opatreni nahrazena inzulinovou lécbou nebo PAD — derivaty
sulfonylurey (Hattersley 1998). V poslednich letech se stale Ccastéji
pristupuje k alternativé lécby derivaty sulfonylurey i u pacientt dlouhodobé
lé¢enych inzulinem (Shepherd and Hattersley 20004). Predpokladem
Uspésnosti této terapie je zachovana dobra inzulinova senzitivita pacientd.
Urcéitym rizikem dlouhodobé lécby PAD by mohla byt s vékem se snizujici
sekrece inzulinu, ale tyto obavy zatim nebyly potvrzeny (Pearson 2000,
Shepherd et al. 2003, Shepherd and Hattersley 2004).
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Penetrance choroby neni Uplna, klinicka manifestace se lisSi nejen mezi
rodinami, ale i mezi c¢leny jedné rodiny. Na fenotypu se podileji dalsi
genetické Ci environmentalni faktory — napr. inzulinova rezistence béhem

téhotenstvi ¢i z dlivodu vahového prirdstku (Lehto at al 1997, Timsit et al.

2005).
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5. INZULINOVY PROMOTOROVY FAKTOR-1 (MODY4)

5.1 HISTORIE

V roce 1997 byl nalezen u jedné rodiny s onemocnénim MODY, u které
nebyla prokazana vazba s zadnym dosud znamym lokusem MODY, novy lokus
pro tuto chorobu. U ditéte s agenezi pankreatu byla objevena homozygotni
mutace - delece v 63. kodonu (P63fsdelC—X) v genu pro IPF-1 (inzulinovy
promotorovy faktor) nachazejicim se na dlouhém raménku 13. chromozomu,
ktera vedla k posunu cteciho ramce (frame-shift). Mutace ma za nasledek
vznik inaktivniho proteinu s poruchou vazby na DNA. U osmi prislusniku této
rodiny byly nalezeny dalsi tfi missense mutace IPF-1 genu (C18R, D76N,
R197H), které zapricinuji DM2 s vyraznym familiarnim vyskytem (Stoffers et
al. 1997 b)),

5.2 BIOCHEMICKY MECHANISMUS

IPF-1, uvadény téz pod jménem pankreaticky duodenalni homeobox-1
(Pdx-1), je transkripcni faktor, ktery je hlavnim aktivatorem a regulatorem
vyvoje exokrinniho i endokrinniho pankreatu. Hraje kli¢ovou roli v prvnim
stadiu pankreatického vyvoje. Je rovnéz nezbytny pro funkci dospélého
pankreatu, kde je exprimovan v B- i 6-bunkach. Jak napovida jeho nazev,
naseda primo na promotor inzulinového genu. Kromé toho pusobi jako
transkripéni faktor na dalsi geny specifické pro Langerhansovy bunky: gen
pro GLUT2, Nkx6.1, Pax4, amyloidni polypeptid IAPP (islet amyloid
polypeptide) a pro GCK. Ovlivihuje také expresi genu pro somatostatin
v 8-bunkach pankreatu (Hara et al. 1998).
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5.3 GENETIKA

IPF-1 gen se sklada ze dvou exonu. Obsahuje tri konzervativni regulacni
oblasti: PH1, PH2 a PH3. Nejrozsirenéjsi mutaci v evropské populaci je D76N
(zaména kyseliny asparagové za asparagin) (Macfarlane et al. 1999, Hani
et al. 1999). Mezi dalsi popsané substituce patri C18R (zaména cysteinu
za arginin) a R197H (zaména argininu za histidin) ve Velké Britanii
(Macfarlane et al. 1999), Q59L (zaména lysinu za leucin) a insP243 (inzerce
prolinu na 243. pozici) ve Francii (Hani et al. 1999) a G212R (zdaména glycinu
za arginin) a P239Q (zaména prolinu za glutamin) ve Skandinavii (Weng et
al. 2001). Zminéné mutace maji za nasledek snizenou vazebnou aktivitu IPF-
1 na inzulinovy promotor a naslednou snizenou transkripci inzulinu, coz vede
k hyperglykemii. Predpoklada se, Ze vyskyt téchto mutaci mize v nékterych
populacich dosahovat >1 % (Hui et al. 2002).

V populaci americkych bélochli a Afroameri¢ani nebyla prokazana
souvislost DM2 s zadnou ztéchto mutaci (Karim et al. 2005). Avsak
u Afroameric¢anu (nikoliv u bélosskych Americant) byly nalezeny asociované
polymorfismy v oblasti B-bunécného enhanceru (-3766 bp C>T), v regulacni
oblasti PH1 (-2877 bp A>T; rs2293943) a v promotorové oblasti (-108 bp
insG), ktery vykazoval statisticky nejsilnéjsi asociaci s DM2 (Hui et al. 2002)

a byl popsan i v japonské populaci (Yamada et al. 1998).

5.4 FENOTYP A LECBA

U pacientd s MODY4 byly nalezeny klasické projevy DM2 a bylo
prokazano zvysené riziko mikrovaskularnich poruch, zejména nefropatie.
Presny mechanismus postiZzeni neni vzhledem k velmi nizké frekvenci znam.
Primérny vék pri diagnoze je 35 let (Stoffers et al. 1997 2P Yamada et al.
1998).
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6. HEPATOCYTARNiI NUKLEARNI FAKTOR-18 (MODY5)

6.1 HISTORIE

Roku 1997 byl objeven dalsi genovy lokus zodpovédny za MODY. Jedna
se o gen pro HNF-13, ktery koduje dalsi transkripcni faktor, jenz patri
do komplexu regulacni sité ovliviujici  vyvoj a funkceschopnost
pankreatickych bunék. HNF-1B vykazuje vysoky stupen strukturni homologie
s HNF-1a. Na DNA se vaze ve formé homodimeru nebo heterodimeru

s HNF-1a (Beards et al. 1998).

6.2 GENETIKA, FENOTYP A LECBA

Vyskyt MODY5 je velmi vzacny. Dosud byla popsana jedna nonsense
mutace R177X (zaména argininu za stop kodon), ktera vede ke vzniku
zkraceného proteinu s vyrazné snizenou transkripcni aktivitou. U pacienta
byla kromé hyperglykemie nalezena i diabeticka nefropatie (Horikawa et
al. 1997). Dalsi dosud znamou mutaci tohoto genu je rozsahla delece
(R137del75), ktera ma za nasledek rozvoj diabetu a polycystické postizeni
ledvin s abnormalni histologii meganefront (Nishigori et al. 1998). Je tedy
zfejmé, ze HNF-1p hraje dulezitou roli v embryogenezi nejen pankreatu, ale
i ledvin. MODY 5 bylo diagnostikovano v adolescenci (<25 let) a pro
kompenzaci metabolické poruchy glukozy je vétSinou potrebna inzulinova

lécba.
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7. NEUROGENNI DIFERENCIACNI PROTEIN-1 (MODY6)

7.1 HISTORIE

Prvni nalezené mutace v genu NeuroD1 byly popsany roku 1999
u pacientd s DM2 (viz 7.3). V souvislosti s onemocnénim MODY zminuje
mutace v NeuroD1 Fajans, ktery nazval tento genovy lokus lokusem MODY6
(Fajans et al. 2001).

7.2 BIOCHEMICKY MECHANISMUS

Protein neurogenni diferenciace (NeuroD1), znamy téz jako B-bunécny
E-box transaktivator (BETA2), patri do skupiny basic helix-loop-helix (bHLH)
proteinli (nazyvajicich se podle supersekundarnich struktur Sroubovice—
smycka—sroubovice, které zaujimaji). Proteiny bHLH jsou transkripcni
faktory, jez se ucastni bunécné diferenciace. Gen pro NeuroD1 je
exprimovan v neuronech CNS, kde se podili na jejich konecné diferenciaci.
Dale bylo zjisténo, ze NeuroD1 tvori heterodimer se vsudypritomnym bHLH
proteinem E47 a ve formé tohoto heterodimeru se vaze na dulezitou oblast
— tzv. E-box — inzulinového promotoru, c¢imz primo ovliviuje expresi
inzulinového genu (Naya et al. 1995). Kromé toho se vaze i na promotory
GCK, IAPP, Nkx2.2 a Pax4 (Moates et al. 2003).

7.3 GENETIKA

Roku 1999 byly u dvou rdznych rodin s DM2 popsany dvé heterozygotni
mutace v genu pro NeuroD1. Prvni mutace byla nalezena u Sesti prislusniku
jedné rodiny, u ctyr byl diagnostikovan DM a dva jedinci méli zhorsenou
glukozovou toleranci, primérny vék pri zjisténi DM byl 40 let. Vsichni jedinci

byli obézni a méli pomérné vysokou sérovou hladinu inzulinu. U dvou
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pacientd lécenych inzulinem byla namérena dostatecné vysoka hladina
sérového C-peptidu, tudiz u nich byla zachovana endogenni sekrece inzulinu.
Vsichni pacienti vykazovali typicky fenotyp DM2. Tato missense mutace
R111L (zaména argininu za leucin) postihuje DNA-vazebnou doménu proteinu
a narusuje jeho vazebnou aktivitu na E-box inzulinového promotoru (Malecki
et al. 1999 2),
rodiny, sedm znich bylo diagnostikovano jako diabeticti pacienti, dva
jedinci byli nediabeticti, zrejmé u nich nedoslo k penetranci onemocnéni.
Primérny vék pri diagnoze DM byl 31 let. Na rozdil od prislusnik( prvni
rodiny nebyli tito pacienti obézni a u vsech byla namérena nizka sérova
hladina inzulinu. U dvou pacient( lé¢enych inzulinem byl nedetekovatelny
C-peptid v séru, coz svédc¢i o nepritomnosti endogenni inzulinové sekrece.
Fenotypové se tito pacienti blizili MODY3 pacientim. Touto druhou mutaci
je inzerce jednoho nukleotidu (206fsinsC), ktera vede k posunu cteciho
ramce a k pred¢asnému vytvoreni stop-kodonu. Mutovany protein je zkracen
o COOH-koncovou transaktivacni doménu, coz je oblast proteinu, ktera
asociuje s bunécnymi koaktivatory CBP a p300. Klinicky dopad metabolické
poruchy je vétsi u pacientl s mutaci 206fsinsC nez u pacientll s mutaci
R111L (Malecki et al. 1999 ),

U obou rodin, u nichz byla nalezena mutace v genu NeuroD1, byl zjistén
znacny familiarni vyskyt DM. U Zadného z téchto pacientl nebylo zjisténo
onemocnéni CNS nebo gastrointestinalniho traktu — dalSich dvou tkani,

ve kterych je gen pro NeuroD1 exprimovan (Malecki et al. 1999 2).

7.3.1 POLYMORFISMUS A45T

Dosud byl popsan jediny obecny polymorfismus A45T (zaména alaninu
za threonin) v genu pro NeuroD1 (Malecki et al. 1999 ?), ktery je spojovan
se zhorsenou sekreci C-peptidu. Nékdy je uvadén v souvislosti s DM2 (Malecki
et al. 1999 ?), ale Castéji s DM1 (Malecki et al. 2003).
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8. MODYX

Pres znacny vyskyt mutaci v genech pro GCK (MODY2) a HNF1a (MODY3)
v MODY rodinach, zGstava dosud neobjasnéno 15—20 % ze vSech pripadd
MODY. Ani v dalSich popsanych MODY genech nebyla nalezena pric¢inna
mutace u téchto pacient(. S nejvétsi pravdépodobnosti tedy existuji jesté
jiné genové lokusy, které jsou zodpovédné za vznik MODY (Chévre et
al. 1998).

Vétsina MODY genl funguje jako transkripéni faktory. Jsou to vlastné
vsechny dosud popsané MODY geny, kromé MODY2 genu pro GCK. Tyto
transkripéni faktory jsou nezbytné pro embryogenezi a diferenciaci
pankreatu a pro spravné dodrzovani genetického programu, a tim spravné
funkénosti u dospélych diferencovanych pankreatickych bunék (Servitja et
al. 2004).

Plvodné se predpokladalo, Ze jednotlivé transkripcni faktory jsou
specifické pro urcity fenotyp dané bunky. Ukazalo se vsak, Ze pUsobi jako
tzv. regulacni sit, kde nékteré faktory reguluji transkripci dalSich faktoru
primo vazbou na jejich promotor, pripadné vazbou na jina regulacni mista
v blizkosti jejich genu (enhancer, silencer). Kazda bunka je tedy fizena
nejen jedine¢nou kombinaci transkripnich faktord, ale i specifickou siti
pusobeni téchto faktord.

Regulacni sit' transkripénich faktorl nezbytnych pro vyvoj a funkci
pankreatu je velmi slozita. Prestoze poznatky o této siti jsou znacné a stale
nové pribyvaji, jeji komplexnost je natolik velka, ze dosud nebyly objeveny
vsechny zucastnéné transkripéni faktory a nékteré trasy nejsou kompletni
(obr. 12). Béhem casnych stadii vyvoje pankreatu jsou exprimovany
transkripéni faktory IPF-1, Ptf1a, HIxb9, Isl1, Hex, Hes1, Mist1, Lrh-1,
hepatocytarni nuklearni faktory HNF-6, HNF-33 a HNF-1a. Ve druhém
vyvojovém stadiu dochazi k rozSireni regulacni sité o dalsi transkripcni
faktory: HNF-1B, Ngn3, NeuroD1, Pax4 a Pax6, Nkx6.1 a Nkx2.2, MafA
a MafB. V dospélych pankreatickych B-bunkach byla kromé aktivity vyse

uvedenych transkripcnich faktor( zjisténa exprese dalSich hepatocytarnich
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transkripCnich faktori HNF-3y, HNF-4y a HNF-4o (Servitja et al. 2004,
Habener at al. 2005) (obr. 12).

Obr. 12: Schematické znazornéni exprese transkripcnich faktori béhem
jednotlivych stadii vyvoje pankreatu
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Funkce transkripcnich faktord — MODY genu je uvedena vyse. Podrobny
popis vsech dalSich faktord ucastnicich se embryogeneze pankreatu
presahuje ramec této prace. Nicméné, chtéla bych zminit alespon ty
transkrip¢ni faktory, které hraji klicovou roli ve vyvoji a funkci endokrinniho

pankreatu, a tudiz i v patogenezi DM.

8.1 ISLET (Isl-1)

Isl-1  patfi do rodiny transkripénich  faktorl s motivem
LIM/homeodomény, vaze se na oblast enhanceru inzulinového genu
a ovliviuje jeho expresi (Tanizawa et al. 1994). Je nezbytny pro vyvoj
endokrinniho pankreatu, ale i pro vyvoj centralniho nervového systému.
Cileny knockout Isl-1 vede k embryonalni letalité. Ve zralém pankreatu je
exprimovan ve vSech bunkach Langerhansovych ostrivkd produkujicich
hormony (Habener et al. 2005).

Vroce 2000 byla u jedné japonské rodiny s vysokym familiarnim
vyskytem DM2 popsana nonsense mutace v genu pro transkripéni faktor Isl-1.
Nonsense mutace Q310X (zaména glutaminu za stop kodon) byla nalezena
u 49letého muze, u néhoz vsak diabetes mellitus byl diagnostikovan uz ve
32 letech. Pacient byl lécen PAD a nebyl obézni. Zminéna mutace byla
nalezena i u pacientovy matky s diagnostikovanym DM a jeho 14leté dcery,
uniz byla zjisténa normalni glukézova tolerance, ale sniZzena inzulinova
odpovéd’. Mutace postihuje transaktivacni doménu faktoru a ma za nasledek
vznik proteinu zkraceného na COOH-konci o 40 aminokyselin. Bylo zjisténo
50% snizeni aktivity mutovaného transkripcniho faktoru v porovnani

s nemutovanym (Shimomura et al. 2000).
Je zrfejmé, ze mutace v transkripénim faktoru Isl-1 mohou mit vliv
na patogenezi DM, nicméné tento gen zatim neni bézné prijiman jako MODY7

genovy lokus (Fajans et al. 2001).
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8.2 NEUROGENIN3 (Ngn3)

Ngn3 patfi do rodiny bHLH transkrip¢nich faktori. Mimo to, Ze ovliviuje
determinaci neuronalnich prekurzorovych bunék neuroektodermu, je
klicovym transkripénim faktorem v organogenezi pankreatu. Béhem druhého
vyvojového stadia ridi diferenciaci vSsech bunécnych linii endokrinniho
pankreatu, indukuje expresi endokrinnich transkripénich faktord NeuroD1,
Nkx2.2, Pax4 a Pax6 (Gradwohl et al. 2000) (obr. 12). Bunky exprimujici
neurogenin3 (Ngn3* bunky) jsou casto vmezereny mezi embryonalni
epitelové bunky kanalkll exprimujici HNF-1B (HNF-1B*) a predpoklada se,
ze tyto HNF-1B* bunky jsou v daném vyvojovém stadiu primymi prekurzory
Ngn3* bunék (Maestro et al. 2003). Exprese Ngn3 je aktivovana vazbou
HNF-6, HNF-1o a HNF-3p na distalni oblasti promotoru. Naopak Hes-1 (Hairy
and Enhancer of Split), bHLH transkripcni represor, je hlavnim negativnim
regulatorem exprese Ngn3 (obr. 12). Predpoklada se, Ze je soucasti
zpétnovazebné smycky. Pokud v urcité bunce dosahne aktivita Ngn3 prahové
hodnoty, sepne se inhibi¢ni kaskada vazbou Hes-1 na silencery v blizkosti

Ve zralém pankreatu je exprese Ngn3 témér nedekovatelna, presto byly
popsany polymorfismy asociované s DM fenotypem. Celosvétové rozsirenym
polymorfismem je S199F (zaména serinu za fenylalanin). V danské studii byla
u nositeld minoritni alely zjisténa vyssi hladina lacné glykemie, sérového
C-peptidu a lac¢ného inzulinu (Jensen et al. 2001). Také dalsi nalezeny
polymorfismus G167R (zaména glycinu za arginin) zasahuje do konzervativni
sekvencni oblasti genu (stejné jako S199F) a minoritni alela s sebou nese
zvysené riziko vzniku DM2 (Gragnoli et al. 2006).

Mutace v Ngn3 byly studovany i v souvislosti s MODY u americké (Kim et
al. 2001) a japonské (del Bosque-Plata et al. 2001) populace, zadna

souvislost ale nebyla prokazana.
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8.3 Pax4, Paxé

Pax4 (paired-box) je homeoprotein, k jehoz expresi dochazi vylucné
v centralnim nervovém systému a v casnych vyvojovych stadiich
organogeneze pankreatu, v dobé porodu je jeho exprese omezena pouze na
pankreatické B-bunky. Podporuje diferenciaci B- a &-bunék. Lidsky Pax4
promotor obsahuje vazebna mista pro IPF-1, Ngn3, NeuroD1, HNF-1a
a HNF-4qa (Stuart et al. 2003).

V Japonské populaci byl priblizné u 2 % diabetik( 2. typu nalezen
polymorfismus R121W (zaména argininu za tryptofan) v genu Pax4, ktery
vede ke snizeni vazebné aktivity transkripcniho faktoru. Byl také pozorovan
rychlejsi rozvoj inzulinové deficience (Shimajiri et al. 2003). V populaci
zapadnich African( byly v souvislosti se zvlastnim typem DM2, jenz se
vyznacuje zvysenou nachylnosti ke ketdze (KPD = ketosis-prone diabetes),
popsany dalsi dvé mutace: heterozygotni R133W (zaména argininu za
tryptofan) a homozygotni R37W (zaména argininu za tryptofan). Nositelé
téchto mutaci méli vyrazné zhorsenou inzulinovou sekreci a progrese

k zavislosti na inzulinu byla rychlejsi (Mauvais-Jarvis et al. 2004).

Pax6 je homeoprotein nezbytny pri organogenezi oka, centralniho
nervového systému, nosu a endokrinniho pankreatu, kdy podporuje
diferenciaci a-, B-, 8- i PP bunék. V dospélych B-bunkach se vaze na
promotor genu pro inzulin, somatostatin, glukagon, IAPP, IPF-1 a GCK
(Sander et al. 1997).

Pax4 a Pax6 hraji kliCovou roli v konecné diferenciaci endokrinniho
pankreatu (obr. 12).

8.4TCF7L2

Pomérné nedavno byl objeven dalsi transkripcéni faktor Ucastnici
se pankreatické embryogeneze, TCF7L2 (transcription factor 7-like2), ktery

nalezi do rodiny T-bunécnych faktord (TCF/lymphoidenhancing factor).
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Bylo prokazano, ze TCF7L2 je exprimovan témér ve vsech bunkach (srdce,
placenta, zaludek, streva, mozek, jatra, ledviny, pankreas, adipocyty),
nikoliv vSak v bunkach kosterniho svalstva. Studie na mysich modelech
ukazaly, ze béhem embryonalniho pankreatického vyvoje exprese TCF7L2
uzce koreluje s expresi Ngn3 (Cauchi et al. 2006).

V dospélych  pankreatickych B-bunkach nebyla exprese TCF7L2
prokazana, presto rozsahlé populacni studie poukazaly na asociaci velkého
mnozstvi SNPs s DM2 u jedincu z Velké Britanie (Groves et al. 2006), Francie
(Cauchi et al. 2006), Finska (Scott et al. 2006), Islandu, Danska a USA (Grant
et al. 2006), Holandska (van Vliet-Ostaptchouk et al. 2007), ale i u indianské
populace (Chandak et al. 2007), nebo u Ind( a African( z karibské oblasti
(Humphries et al. 2006). Gen TCF7L2 byl oznacen za ,kandidatni gen DM2
roku 2006*.
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Mutace v tzv. MODY genech jsou pric¢inou jednotlivych podtypd MODY.
Lze vsak predpokladat, a nékteré vyse uvedené studie to i dokazuji, ze
polymorfismy téchto geni mohou modifikovat jejich expresi a funkci
a mohou tak prispivat k patogenezi béznych forem diabetu. Jednim z cild
prace bylo zjistit frekvenci nékterych béznych polymorfism( v MODY genech
v Ceské diabetické a nediabetické populaci.

MODY2 ma velmi mirné fenotypoveé projevy a byva casto diagnostikovan
nahodné az v dospélém véku, nebo dokonce muze dojit k chybnému
stanoveni diagnodzy jiného typu diabetu. Proto jsme se rozhodli zjistit, zda
v bézné Ceské diabetické populaci (nikoliv u MODY rodin) je zvyseny vyskyt
mutaci/polymorfismG v GCK genu v disledku nepresné diagnostiky oproti
nediabetické populaci.

U MODY rodin jsme sledovali frekvencni zastoupeni typu MODY?2.

Zakladnim predpokladem reseni této dizertacni prace byla priubézna
kompletizace studovanych soubort jedinci s neurenym typem MODY,
s diabetem mellitem 2. typu, s gestacnim diabetem, souboru zdravych
potomkl diabetiki a kontrolnich zdravych osob bez familiarni historie (FH)
diabetu mellitu. Nasledovala charakterizace vsech souborli vcetné
vytvoreni DNA banky a databaze, jez obsahuje podrobna anamnesticka,
antropometricka a klinicko-biochemicka data pacientd, a statisticka analyza

ziskanych dat.
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Konkrétni cile:

1.

Zavedeni screeningovych metod TGGE (teplotni gradientova gelova

elektroforéza) a SSCP (single strand conformation polymorphism)
Porovnani obou screeningovych metod

Screening mutaci a polymorfismi ve vSech exonech GCK genu
specifickych pro expresi v pankreatu v ceské diabetické

a nediabetické populaci
Zjisténi zastoupeni MODY2 u MODY rodin

Zjisténi frekvence polymorfismu -30G>A v B-promotoru GCK genu
(rs1799884) v Ceské diabetické a nediabetické populaci, statistické

zhodnoceni dat

Zjisténi frekvence polymorfismu A98V (rs1800574) v HNF-1a genu
v Ceské diabetické a nediabetické populaci, statistické zhodnoceni
dat

47



10. SOUBORY

10. SOUBORY

Soubor pacienttd s MODY je tvoren 12 rodinami: 12 zakladnich pacient(
s hyperglykemii, u kterych byl vyloucen diabetes mellitus 1. typu —
negativni protilatky GADA (glutamic acid decarboxylase antibodies), ICA
(islet cell antibodies) a IA2 (antibodies to protein tyrosine phosphatase) —,
s familiarnim vyskytem hyperglykemie nebo diabetu v prvnim stupni
pribuzenského vztahu a diagnézou onemocnéni pred 25. rokem Zzivota
v souladu s kritérii diagnostiky MODY (Fajans et al. 2001), a 10 rodinnych
prislusnika.

Ve spolupraci s MUDr. Katefinou Andélovou z Ustavu péle o matku
a dité (UPMD) v Praze byl vytvoren soubor 194 Zen s diagnézou gestacniho
diabetu (GD) podle WHO (World Health Organization = Svétova zdravotnicka
organizace). U pacientek byl vyloucen DM1. Biochemické vysetreni
a antropometrické méreni téchto Zen bylo provedeno v Endokrinologickém
Ustavu v Praze v rozmezi 9 mésict az 1,5 roku po skonceni téhotenstvi, pri
kterém byl GD diagnostikovan.

Vsech 339 pacientl s diagnézou DM2 podle WHO bylo pacienty
prazskych diabetologickych ordinaci. Soubory 141 zdravych jedincu
s familiarnim vyskytem DM2 alespon u jednoho z rodic (potomci diabetik()
a 261 zdravych jedinct bez rodinné anamnézy DM2 (kontrolni jedinci) byly
vytvoreny zfad dobrovolnik(. Biochemicka vySetfeni a antropometricka
méreni byla provadéna v Endokrinologickém Ustavu v Praze.

V tabulce 2 je uvedena zakladni charakterizace soubor(. Pocty jedincu
se u jednotlivych genetickych analyz liSi, protoze byly stanovovany po sobé

a postupné probihala i kompletizace souboru (tab. 2a az 2c).

Informovany souhlas: Kazdy pacient byl podrobné informovan o studii,
o prubéhu vysetreni a o odbéru krve ke genetickému vysetreni. Pacient byl
poucen, ze jeho osobni i anamnesticka data neposkytneme dalsi osobé, ze

data budou statisticky vyhodnocovana a publikovana v odborném tisku bez

48



10. SOUBORY

uvedeni osobnich Udaju a budou pouzita pouze k vyzkumnym ucelim. Dale
byl pacient informovan o moznosti kdykoliv ze studie vystoupit bez udani
divodu. Pacient svij souhlas sUcasti ve studii stvrdil podpisem
informovaného souhlasu. Protokol studie byl schvalen Etickou komisi

Endokrinologického Ustavu.

Tab. 2a): Prehled a zdkladni charakteristiky soubort, u kterych byl

proveden screening sekvencnich variant GCK genu

diabetici 2. typu Zeny (F) muzi (M) celkem
(DM2) (n=191) (n=122) (n =313)
vék (roky) 58,5+7,82 59,5+7,94 58,9+7,88
BMI (kg/m?) 31,2+6,20 29,5+4,09 30,5+5,53
gestacni diabeticky Zeny (F) muzi (M) celkem
(G) (n = 141) (n=0) (n=141)
veék (roky) 33,1+6,44 33,1+6,44
BMI (kg/m?) 26,4+5,03 26,4+5,03
nedla\'betla Zeny (F) muzi (M) celkem
s rodinnou (n = 84) (n = 46) (n = 130)
anamnézou DM2 (PD)
veék (roky) 38,5+12,05 40,2+9,20 39,1+11,16
BMI (kg/m?) 25,0+4,11 26,5+4,10 25,5+4,17
ned.labcletla bez’ Zeny (F) muzi (M) celkem
rodinné anamnézy (n = 75) (n = 41) (n = 116)
DM2 (K)
vék (roky) 32,3+11,41 29,0+7,29 31,1+10,26
BMI (kg/m?) 23,2+3,63 23,1+2,87 23,2+3,38
prumér+SD
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Tab. 2b): Prehled a zdkladni charakteristiky soubord, u kterych byl

stanoven polymorfismus -30G>A v B-promotoru GCK genu

diabetici 2. typu zeny (F) muzi (M) celkem
(DM2) (n =213) (n = 126) (n = 339)
veék (roky) 59,5+8,58 60,9+8,00 60,0+8,38
BMI (kg/mz) 31,8+5,47 29,7+4,44 31,0+5,20
gestacni diabeticky zeny (F) muzi (M) celkem
(G) (n = 165) (n=0) (n=165)
vék (roky) 32,9+5,75 32,9+5,75
BMI (kg/mz) 25,4+4,99 25,4+4,99
nedla.bet1c1 zeny (F) muzi (M) celkem
s rodinnou (n = 89) (n = 52) (n = 141)
anamnézou DM2 (PD)

vék (roky) 37,9+12,59 40,5+9,62 38,8+11,61
BMI (kg/m?) 24,8+4,02 26,6+4,29 25,5+4,19
?jg‘:ﬁ:tals;ne:ézy zeny (F) muzi (M) celkem
DM2 (K) (n = 180) (n = 81) (n =261)
vék (roky) 30,2+11,32 29,0+8,03 29,9+£10,41
BMI (kg/m?) 23,0+4,09 23,8+2,82 23,3+3,76

pramér+SD

Tab. 2c): Prehled a zakladni charakteristiky soubori, u kterych byl

stanoven polymorfismus A98V v HNF-1a genu

diabetici 2. typu zeny (F) muzi (M) celkem
(DM2) (n =139) (n =96) (n = 235)
vék (roky) 58,4+6,56 59,8+7,31 59,0+7,88
BMI (kg/m?) 31,4+5,41 29,4+3,95 30,6+4,97
gestacvz-ni diabeticky zeny (F) muzi (M) celkem
(G) (n =194) (n=0) (n=194)
veék (roky) 32,5+4,63 32,5+4,63
BMI (kg/m?) 24,3+4 .91 24,3+4 .91
?g{;‘:ﬁgt;f]]a:f:ézy Zeny (F) muzi (M) celkem
DM2 (K) (n =67) (n=37) (n = 104)
veék (roky) 31,6+10,88 28,8+7,68 30,6+9,91
BMI (kg/m?) 23,0+3,56 22,9+3,08 23,0+3,38
prumeér+SD
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11. METODY

11.1 KLINICKO-BIOCHEMICKE METODY

Byl kladen dlraz na detailni charakterizaci studovanych souborti, nebot
jsou a i nadale budou vyuzivany pro Sirsi studium genetického pozadi
diabetu. U diabetiki 2. typu bylo provedeno zakladni antropometrické
méreni a komplexni biochemické vysetreni (tab. 3). Gestacni diabeticky,
potomci diabetiki a zdravé kontroly se kromé podrobného
antropometrického a biochemického vysetreni podrobili i dvéma funkcnim
testim — trihodinovému oralnimu gluk6zovému toleranénimu testu (OGTT)
a 15minutovému inzulinovému tolerancnimu testu (ITT).

Zakladni  klinické  vysetreni a  funkéni  testy  probihaly
v Endokrinologickém Gstavu v Laboratofi funkénich test( vedené Doc. MUDr.
Karlem Vondrou, DrSc. Pacient byl pred kazdym testem vysetren lékarem.
Lékar provéril osobni anamnézu i aktualni zdravotni stav a poté rozhodl
o provedeni testu. Pred zahajenim vysetreni byl pacientovi zméren krevni
tlak a zjisténa lacna glykemie. Pred provedenim inzulinového tolerancniho
testu bylo navic provedeno EKG. Z funkcnich test( jsou vylouceny osoby,
které maji diagnozu diabetu mellitu, srdecni choroby, cévni choroby, maji
lacnou glykemii vyssi nez 7 mmol/l nebo uzivaji léky ovlivhujici sledované

biochemické parametry.

11.1.1 BIOCHEMICKE PARAMETRY

Po no¢nim lacnéni byly Gcastnikim studie odebrany vzorky periferni

Zilni krve a byly stanovovany nasledujici biochemické parametry (tab. 3).
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Tab. 3: Biochemické parametry stanovované po nochim lacnéni

Parametr

Jednotky

Metoda stanoveni

Norma EU

sérové parametry

Glykemie

mmol/l

Glukdzooxidazova metoda,
Backman Glucose Analyzer 2

3,6-5,6

C-peptid

nmol/l

IRMA, Immunotech

0,3-0,9

Inzulin

miU/l

IRMA, Immunotech

5-22

Proinzulin

pmol/l

ELISA, DRG Diagnostics,
Germany

<10 nalacno

Glykovany hemoglobin

%Hb

HPLC, BioRad Analyzer

2,9-5,8

Glykované proteiny

mmol/l

Spektrofotometrie NBT,
Merck Vitalab Eclipse

<1,6

Celkovy cholesterol

mmol/l

Metoda CHOD-PAP,
Merckotest, Merck Vitalab
Eclipse

3,7-5,2

HDL-cholesterol

mmol/l

Metoda CHOD-PAP, Merck
Systém Cholesterin, Merck
Vitalab Eclipse

>1,2

LDL-cholesterol

mmol/l

Vypocet*

<3,8

Triacylglyceroly

mmol/l

Metoda GPO-PAP, Merck
Systém, Merck Vitalab
Eclipse

0,68-1,85

Alaninaminotransferaza
(ALT)

ukat/L

IFCC metoda s pyridoxal
fosfatem,Cobas Integra,
Roche Diagnostics

0,17-0,83

Aspartataminotransferaza
(AST)

ukat/L

IFCC metoda s pyridoxal
fosfatem, Cobas Integra,
Roche Diagnostics

0,16-0,62

Gamaglutamyltransferaza
(GMT)

ukat/l

Kineticka metoda s gama
glutamyl -3-karboxy-4-
nitroanilidem, Cobas
Integra, Roche Diagnostics

M: 0,17-1,1
F: 0,08-0,65

Kreatinin

mmol/l

Kineticka Jaffého
kompenzovana metoda,
Cobas Integra, Roche
Diagnostics

M: 62-106
F: 44-80

Urea

mmol/l

Kineticka metoda s ureazou
a gutamatdehydrogenazou,
Cobas Integra, Roche
Diagnostics

Kyselina mocova

umol/l

Enzymaticka kolorimetricka
metoda s urikazou, Cobas
Integra, Roche Diagnostics

Amylaza (AMS)

ukat/l

Fotometricka metoda
s ethyliden G7 PNP, Cobas
Integra, Roche Diagnostics

TSH

miU/l

Elektrochemiluminiscence,
Elecsys 2010, Hitachi-
Boehringer Mannheim,
Germany

Volny T3

pmol/l

Elektrochemiluminiscence,
Elecsys 2010, Hitachi-
Boehringer Mannheim,
Germany
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Parametr Jednotky Metoda stanoveni Norma EU
Elektrochemiluminiscence,
, Elecsys 2010, Hitachi-
Volny T4 pmol/L Boehringer Mannheim, 13,0-23,0
Germany
Ristovy hormon (STH) mlU/l  IRMA, Immunotech 0-20
IGFI ng/ml  IRMA, Immunotech
. M: 2,0-5,
Leptin ng/ml  RIA, LINCO research F:3,7-11.1
Adiponektin ng/ml  ELISA, LINCO research
Ghrelin pg/ml  RIA, LINCO research
Kortizol nmol/l  RIA, vlastni metoda 135-607
, M: 4,58-35,4
Testosteron nmol/l  RIA, vlastni metoda F: 0,4-3.0
M: 23-66
SHBG nmol/l  IRMA, Immunotech F: 43.2-95
M: 0,25-16,1
DHEA-S umol/l  RIA, Immunotech F: 0,09-14,5
(s vékem klesa)
DHEA nmol/l  RIA, Immunotech zav. na véku
Androstendion nmol/l  RIA, vlastni metoda M: 1,75-8,6
’ F: 1,5-5,4
Lutropin u/lL RIA, Immunotech M 0,5-10,0
F: zav. na cyklu
Folitropin u/l RIA, Immunotech M 2,0-10,0
F: zav. na cyklu
AntiGAD U/ml  RIA, Cis-BIO negat.
AntilA2 U/ml  RIA, Medipan, Germany, negat.
plazmatické parametry:
: : —— Enzymaticka kolorimetricka
Volne mastne kyseliny mmol/L - etoda ACS-ACOD, NEFA-C, 0,1-0,6
celkove WAKO, Vitalab Eclipse
Adrenalin nmol/l  HPLC 0,1-0,8
Noradrenalin nmol/l  HPLC 1,2-3,4
Glukagon pmol/l  RIA, IBL <60

*LDL-cholesterol = celkovy cholesterol-(triacylglyceroly/2,2)-HDL-cholesterol
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11.1.2 ORALNiI GLUKOZOVY TOLERANCNI TEST

OGTT slouzi k odkryti manifestniho diabetu mellitu a porusené
glukozové tolerance (latentni diabetes mellitus). Nalacno je odebrano
~50 ml krve pro bazalni vysetreni, poté dobrovolnik vypije 75 g rozpusténé
glukdzy a v pllhodinovych intervalech pak je odebirano po 3 ml krve.
Krev je odebirana z kanyly zavedené v loketni jamce, ktera je osetrena
heparinovou zatkou. Odbéry provadéné v 30minutovych intervalech slouzi
k biochemickym vysetrenim (viz tab. 4). Pred zahajenim i po skonceni testu
je méren krevni tlak a sledovana aktualni glykemie. Vysetreni trva 3 hodiny,
uskutecnuje se vleze pod dozorem lékare a k dispozici je dostatecny pocet
zdravotnich sester. Po skonceni tohoto testu je provadéno podrobné

antropometrické vysetreni.

Tab. 4: Parametry stanovované behem OGTT

0 min 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min

glykemie glykemie Glykemie glykemie glykemie glykemie glykemie

C-peptid C-peptid C-peptid C-peptid C-peptid C-peptid C-peptid

inzulin inzulin Inzulin inzulin inzulin inzulin inzulin
proinzulin proinzulin proinzulin
glukagon Glukagon glukagon
STH STH STH

11.1.3 INZULINOVY TOLERANCNI TEST

ITT zjistuje periferni Gcinnost inzulinu, tj. slouzi k posouzeni inzulinové
senzitivity. Nalacno je vpichnuto malé mnozstvi inzulinu do krve (0,1 U/kg
hmotnosti) a v minutovych intervalech je odebirano malé mnozstvi krve
ke zjisténi glykemie. Krev je odebirana z kanyly zavedené v loketni jamce,
ktera je osetrena heparinovou zatkou. Pred zahajenim testu je provedeno
EKG a zméren krevni tlak. Béhem testu je sledovana klesajici glykemie.

Test trva 15 minut a po jeho skonceni je sniZzena hladina glukdzy v krvi
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normalizovana prijmem potravy. Vysetreni probiha vleze, individualné,
za pritomnosti lékare a zdravotnich sester. K provedeni tohoto testu je
nutné doporuceni lékare na zakladé vstupnich vysetreni a zjisténi osobni
anamnézy. Celkova délka testu i s normalizovanim glykemie je obvykle
1,5—2 hodiny.

11.1.4 INDEXY

Pro co nejlepsi charakterizaci inzulinové senzitivity a funkce B-bunék
pankreatu byla stanovena a zhodnocena rada parametrl, zejména
odvozenych od lacnych ¢i stimulovanych hodnot glykemie a inzulinémie,

popisujicich inzulinovou senzitivitu a funkci B-bunék (tab. 5).

Tab. 5: Indexy k hodnoceni inzulinové senzitivity a funkce S-bunéek

Index Vzorec
Funkce B-bunék
HOMA-F (mIU/mmol) 20 x lo/(Go-3,5)
Inzulinogenni index
(mIU/mmol) (130-10)/ (G30-Go)
Inzulinova rezistence

HOMA-R (mIU mmol 1'2)  lox Go/22.5

FIRI (mIU mmol %) lox Go/25
Suma | (mlU/1) lo+leo+1120
Inzulinova senzitivita
FGIR (mg/10-41U) Go/lo
Matsuda index
(mmol' mIU" 2) 104/ v (mean | x mean G x Go x o)
Cederholm index [75000+(Go-G120) x 1,15 x 180 x 0,19 x m] /
(kg mIU-" L) [120X Gmean X 10g(Imean)]
AUC-G/AUC-I| AUC-G/AUC-|
Dispozicni index
DI funkce B-bunék x inzulinova senzitivita
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11.1.5 ANTROPOMETRICKE MERENI

Bylo zjistovano télesné slozeni, tj. mnozstvi podkozniho tuku, svalové
hmoty a kostni hmoty na zakladé méreni télesné hmotnosti, 11 vyskovych
mér, 12 sirkovych mér, 14 obvodovych mér a 14 koznich ras. Jedinec byl
méren ve spodnim pradle. Méreni se provadélo diskrétné, v uzavrené
mistnosti v pritomnosti meéritele (antropologa) a zapisovatele. Vysledky
méreni byly zpracovavany s laskavym svolenim doc. RNDr. Pavla Blahy, CSc.,
na katedre Antropologie a genetiky clovéka PrF UK pomoci programu
ANTROPO (Blaha 1991).

11.2 MOLEKULARNE-GENETICKE METODY

11.2.1 1ZOLACE DNA

Genomicka DNA byla izolovana z leukocytl nesrazlivé periferni krve
(10 ml plné krve s5 mmol/l Kz;-EDTA) fenol-chloroformovou metodou,
precipitovana etanolem a rozpusténa v TE pufru. Pozdéji byl pouzivan
kit pro izolace DNA zkrve (NucleoSpin Blood kit, Macherey-Nagel,
Germany). Pozméreni koncentrace a ovéreni Cistoty (pomér absorbanci
DNA 260 nm/proteiny 280 nm) byly roztoky DNA naredény na pracovni
koncentraci 10ng/ul a pouzity pro PCR amplifikace.

DNA je uchovavana pod kédem v DNA bance pri -20 °C.

11.2.2 PCR AMPLIFIKACE

Polymerazova retézcova reakce (PCR = Polymerase Chain Reaction)
je zakladni molekularné-biologicka metoda, ktera slouzi k namnozeni
(amplifikaci) studovaného sekvencniho Useku DNA. K vybranym uUsekim

komplementarnich vlaken zdenaturované DNA vzorku nasedaji kratké
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syntetické oligonukleotidy — tzv. primery. Jejich 3 konce sméruji proti sobé
a ohranicuji amplifikovanou oblast. In vitro syntéza daného Useku DNA
nemlze zacit de novo, ale probiha od primerl pripojovanim volnych
nukleotidd (v reakéni smési jsou pritomny ve formé 2'-deoxynukleotid-5'-
trifosfatl = dNTP's) pomoci enzymu DNA — dependentni DNA polymerazy.
Syntéza probiha ve sméru 5°-3". PCR je tvorena opakujicimi se reakcnimi
cykly, jejichz pocet se u eukaryotického genomu pohybuje mezi 20—40
opakovanimi. Kazdy cyklus se sklada ze tfi kroku, jez jsou charakterizovany
riznymi teplotnimi pozadavky:
e Tepelna denaturace dsDNA (double strand = dvouretézcova DNA) pri
94—96 °C po dobu 1—10 min.
e Vazba primeru (primer annealing) pri specifické teploté po dobu
30 s—2 min. (Teplota annealingu zavisi na slozeni primerd, byva
v rozmezi 50—72 °C.)
e Extenze primert (elongace) pri teploté 72 °C po dobu 1—3 min.

V poslednim cyklu se extenze prodluzuje na 5—15 min.

PCR reakce se provadi v cyklerech, které umoznuji automatické
opakovani jednotlivych cykll pri pozadované teploté po dany cas. Prfi této

praci byl pouzit cykler Tgradient 96 (Biometra).

Detekce vysledku PCR se provadi elektroforeticky v agarézovém gelu
(Top-Bio) v 0,5x TBE (Tris-borat-EDTA) s pridanym ethidiumbromidem pod
UV svétlem o vlnové délce 310 nm (srovnava se s kontrolnimi pozitivnimi

a negativnimi vzorky).

Konkrétni podminky PCR jsou uvedeny nize u prislusnych analyz.

11.2.3 RFLP ANALYZA

Polymorfismus délky restrikCnich fragmentd — RFLP (Restriction

Fragment Lenght Polymorfism) — je metoda identifikace a charakterizace
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DNA pomoci jejiho stépeni specialnimi enzymy, tzv. restrikénimi
endonukledzami (RE) — izolovanymi z bakterialnich kmend, s naslednou
elektroforetickou analyzou produktu stépeni.

Tato technika je zaloZena na schopnosti RE rozeznavat zcela konkrétni
4-8 nukleotidové sekvence (mohou byt i delsi) v DNA a jejich schopnosti
v presné urceném misté tyto sekvence rozstépit. Znemozni-li mutace DNA
stépeni v daném lokusu, nebo naopak vytvori-li nové restrikcni misto,
vznikne variabilita restrikcnich fragmentt v délce i v pocCtu. Kazda RE ma

specifické reakcni podminky.

11.2.4 TGGE ANALYZA

Teplotni gradientova gelova elektroforéza — TGGE (Temperature
Gradient Gel Electrophoresis) — je fyzikalni scanovaci metoda rozlisujici
mobilitu normalnich a abnormalnich heteroduplexti dsDNA, které vzniknou
tepelnou denaturaci a naslednou renaturaci PCR produktt (obr. 13). Je
zaloZzena na rozdilnych denaturacnich vlastnostech DNA, dsDNA denaturuje
(taje) v oddélenych doménach. Tani domén zavisi na nukleotidové sekvenci
obou retézcl dsDNA. Tani retézc( dsDNA zpomaluje migraci DNA fragmentu
migraci vzorku gelem nejvice). Kazda sekvence DNA ma pri elektroforetické
separaci na denatura¢nim (7M mocovina) polyakrylamidovém gelu riznou

mobilitu.

Obr. 13: Vznik heteroduplexu

normalni A
heterozygat > ; PR, J—
— A — R #
_T —_— —_
g = N = 3, — G-
- Denaturace - oo Renaturace = .
. Q vznik nahodmych kombinaci
tant €< ; — A
h;nt:rzgy;;ut : homoduplexu [1a 2] a 3. o
heteraduplesxd (3 a 4] R
—_— G —
4,
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Po optimalizaci vsech reakénich podminek lze pomoci TGGE odhalit
i jednonukleotidovou zaménu. Optimalizace spociva v navrzeni specifickych
primerd s GC clampem a ovéreni profilu tani vysledného DNA fragmentu
pomoci programu POLAND (http:://www.biophys.uni-duesseldorf.de/local/
POLAND/poland.html) (obr. 14). GC clamp slouzi jako svorka, aby nedoslo
k Uplnému rozvolnéni dsDNA pri tepelné denaturaci béhem elektroforetické

separace.

Obr. 14: Optimalni profil tani DNA fragmetu s pripojenym GC clampem —

vystup z programu POLAND
g Results POLAND for SCK exon 7 g
1h.'|: e
e ond coder
T?!*C

ITiIITTIIITTII]TIIIITII]ITIIT]IH‘
Q 50 100 150 200 B0 300

Sequence / nt
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Dale nasleduje optimalizace podminek PCR reakci a nalezeni
denaturacnich teplot elektroforetické separace prislusnych DNA fragmentu
pomoci tzv. perpendikularniho gelu. Screening vzorki se provadi na
linedrnim gelu v prislusném tepelné-denaturacnim rozmezi (obr. 15).
Vizualizace fragmentu se provadi barvenim AgNOs.

TGGE se vyznacuje dobrou reprodukovatelnosti vysledk(, protoze pro

jednotlivé mutace jsou vzdy stejné, charakteristické vzorce ,,prouzkd“.

Obr. 15: TGGE: perpendikularni a linearni gel

Perpendikularni gel
—l—

40°C . z '
VZDF;L Dby 70°C
hateraduplexy AT T,
6T,
homoduplexy
T1 Tm T2
Linearni gel vzorky DNA
. 1. 2. — 3 — 1. normalni
40°C heterozyoot

2. mutace = zamena
C/GzaT= 1T,

3. mutace = zaména
AT za G/l TT,

N C,GoAT AT—C,G

70°C
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Metodu jsme provadéli na pristroji TGGE MAXI (Biometra). Pozitivni
kontrola byla pouzita v kazdém béhu. Vzorky, které vykazovaly abnormalni
mobilitu, byly dale analyzovany sekvenacni metodou.

Pro nékteré lokusy (napr. GC bohaté oblasti) nelze nalézt vhodné
primery, které by ohranicovaly DNA fragment s vyhovujicim profilem tani.

V takovychto ojedinélych pripadech neni tato metoda vyuzitelna.

11.2.5 SSCP ANALYZA

Jednovlaknovy konformacni polymorfismus — SSCP (Single Strand
Conformation Polymorphism) — je jednoduchou, velice senzitivni a efektivni
technikou k detekci jednonukleotidovych zamén v dané sekvenci DNA.
Metoda je zalozena na principu rGzné rychlosti migrace ssDNA (single strand
= jednoretézcova DNA) v nedenaturacnim polyakrylamidovém gelu, ktera se
lisi terciarni strukturou (konformaci). Unikatni konformace jednovlaknovych
fragmentl DNA, které vzniknou po tepelné denaturaci PCR produktd, je
dana intramolekularnimi interakcemi uvnitf DNA sekvence. Tato konformace
je zavisla na teploté a iontové sile. Teplota pri elektroforéze je klicovym
parametrem, ktery ovliviuje kvalitu rozliSeni DNA fragmentu. Proto se
SSCP analyza provadi pri dvou rozdilnych teplotach — napr. 7 °C a 22 °C.
Optimalni délka analyzovanych fragment( je 150—250 bp.

Pro metodu SSCP byl pouzit pristroj ALFexpres Il (Amersham Pharmacia
Biotech), chlazeni a udrzovani konstantni teploty zajiStovala pridatna
externi chladici jednotka (Amersham Biosciences). Primery byly znaceny

fluorescencni znackou Cy5.

11.2.6 SEKVENACNi ANALYZA

Cilem sekvenovani DNA je stanoveni jeji primarni struktury.

Prvnim krokem enzymatické tzv. Sangerovy metody sekvenovani je
klasicka PCR reakce, produkt se precisti a nasleduje vlastni sekvenacni
reakce. Zde se vyuziva tzv. asymetricka PCR, kdy v reakci je pouze jeden

primer. Cilené se tak amplifikuje pouze pozadovany retézec DNA. Kromé
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standardnich 2'-deoxynukleotid-5'-trifosfat( (dNTP's) se pridavaji v presném
molarnim pomeéru také modifikované nukleotidy ve formé 2,3'-
dideoxynukleotid-5'-trifosfatd (ddNTP’s). Tyto molekuly jsou do DNA téz
inkorporovany DNA polymerazou. Syntéza se zahaji z mista pripojeni primeru
a ukonci se v misté, ve kterém se do rostouciho retézce inkorporuje misto
normalniho dNTP jeho analog ddNTP. Ten pulsobi jako inhibitor syntézy DNA,
nebot’ neobsahuje 3°OH volnou skupinu a DNA-polymeraza k nému tudiz
nemdUze pripojit dalsi nukleotid.

Pokud laserové detekcni zarizeni je schopno rozeznavat jen jednu
fluorescencni znacku, pouziva se pro sekvenacni PCR fluorescencné znaceny
primer. Reakce probiha ve ctyrech mikrozkumavkach, vzdy v pritomnosti
jednoho ze ¢tyr ddNTP (ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP). Pokud sekvenator je
schopen analyzovat vic fluorescencnich znacek, jsou ddNTP s fluorescencné
odlisSeny a PCR lze provést v jedné zkumavce. Po sekvenacni PCR vznikne
série znacCenych retézcl, jejichz délka zavisi na relativni vzdalenosti
prislusné baze od konce DNA. Tyto fragmenty jsou separovany na
denaturacnim (7M mocovina) polyakrylamidovém gelu a jsou nasledné
detekovany a z jejich poradi je odectena sekvence. K vyhodnocovani slouzi

pocitacovy software.

11.2.7 SCREENING SEKVENCNICH VARIANT GCK GENU

TGGE:

Prvnim krokem pro zavedeni TGGE analyzy bylo nalezeni primer( s GC
clampem, které by vymezovaly Usek DNA s vhodnou doménou tani. To se
podarilo u exond 1a-7 (tab. 6), pro exony 8-10 se vhodné primery nepodafrilo
navrhnout. Nékteré primery byly uz drive popsany (Stoffel et al. 1992), jiné
byly navrzeny pomoci programu OLIGO® (MedProbe).

Jednotlivé exony a prilehlé intronové oblasti byly amplifikovany
metodou PCR v objemu 12 pl: 20 ng genomické DNA, 0,1 uM kazdého z obou
primer(, 1-3 mM MgCl; (Perkin Elmer) (tab. 6), 160 uM dNTPs (Fermentas),
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1x PCR Buffer (10x PCR Buffer, Perkin Elmer) dodavany spolu s Tag DNA
polymerazou (AmpliTag Gold 5U/pul, Perkin Elmer); pouzito bylo 0,18 U
enzymu.

Podminky PCR reakce byly nasledujici: denaturace pri 95 °C 10 min,
nasledovalo 35 cykli denaturace pri 95 °C 30 s, annealing pri dané teploté
(viz tab. 6) 30 s, extenze pri 72 °C 1 min a konecna extenze pri 72 °C
10 min.

Cistota PCR produktli byla ovéfovana elektroforeticky na 1,5%
agarozovém gelu. Gel byl obarven ethidiumbromidem a analyzovan pod UV

svétlem.

Nasledovala denaturace PCR produktu pridanim 7M urey (v objemu
1:1) a zahratim na 95 °C po dobu 5 min a nasledna renaturace a tvorba

heteroduplext pomalym ochlazovanim (A1 °C/30 s) na pokojovou teplotu.

TGGE podminky: 8% polyakrylamidovy denaturacni gel (7M urea), 0,55x
TBE pufr, teplotnim gradient specificky pro dany exon (tab. 6), 300 V, 35 mA
a 20 W po dobu 4 hodin.

Gely byly barveny stfibrem na automatickém zarizeni (Hoefer
automated gel stainer — Amersham Pharmacia Biotech).

Nejdrive byly pro kazdy exon nalezeny specifické podminky tani —

teplotni gradient — (tab. 6) pomoci perpendikularniho gelu.
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Tab. 6: TGGE primery, podminky PCR amplifikace a teplotni gradient
TGEE analyzy

Teplotni Velikost
gradient PCR

() (bp)

MgClZ Ta

Exon Primer (5" -537) (mM)  (°C)

Forward: 5°-CGC CCG CCG CGC CCC GCG CcCC

GGC CCG CCG CCC CCG CCC GTC CAC TTC AGA 2
AGC CTACTG-3'*

Reverse: 5 -TCA GAT TCT GAG GCT CAA AC-3'*

1a 56 47-59 295

Forward: 5°-CGC CCG CCG CGC CCC GCG CCC
GGC CCG CCG CCC CCG CCC GTG CAG ATG CCT
GGT GAC AGC-3"*

Reverse: 5" -CAC AGC TGC TTC TGG ATG AG-3'*

1,3 64 48-63 330

Forward: 5°-ACC CAG CCC AAG GCC AGC CTG
TG-3°
3 Reverse: 5 -CGC CCG CCG CGC CCC GCG CCC 3 69 50-60 337
GGC CCG CCG CCC CCG CCC GGT GGC ACC TCC
CGT CAG GAC TAG C-3°

Forward: 5°-CGC CCG CCG CGC CCC GCG CcCC
GGC CCG CCG CCC CCG CcCcC CGG ccAGGT GTT
GCA GTG TCC-3°

Reverse: 5" -TGA AGG CAG AGT TCC TCT GG-3'*

1,5 64 46-56 341

Forward: 5°-TCC AGA TAT GTT AGC CAC GAG-3’
Reverse: 5-CGC CCG CCG CGC CCC GCG ccCC
GGC CCG CCG CCC CCG CCC GCC AAG GAG AAA
GGC AGG CAG TG-3'

1 55 52-62 252

Forward: 5" -CCA GCA CTG CAG CTT CTG TG-3'*
Reverse: 5°-CGC CCG CCG CGC CCC GCG CCC
GGC CCG CCG CCC CCG CCC CGA GCC TCG GCA
GTC TGG AAG-3'*

3 67 50-60 216

Forward: 5"-AGT GCA GCT CTC GCT GAC AG-3"*
Reverse: 5" -CGC CCG CCG CGC CCC GCG CCC 2
GGC CCG CCG CCC CCG CCC CCA TCT GCC GCT

GCA CCA GAG-3'*

65 54-64 325

* primery prevzaté od Stoffel et al. 1992; modre vyznacen 40 bp GC clamp;
Ta = teplota annealingu primeru

Vzorky pak byly pri daném teplotnim gradientu analyzovany na
linearnim gelu, v kazdém béhu byla pouzita pozitivni kontrola (tab. 7).
Pozitivni kontroly nam laskavé poskytl Prof. J. GraBler (Department of
Internal Medicine Ill, University Clinic Carl Gustav Carus of the Technical
University Dresden, Germany) a Prof. J.A. Maassen (Department of Molecular
Cell Biology LUMC, Leiden University Medical Centre, The Netherlands).
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Tab. 7: Pozitivni kontroly pouziti pri TGGE a SSCP screeningu

Exon Pozitivni kontrola

1a _ A11T (31 G>A)

2 E40fsins20
R43fsinsC

3 Y108H (322T>C)

F150S (449T>C)
4 V154fsdelTG
IVS4+2del15

5 R186X (556C>T)

Y215Y (645C>T; homozygot)
Y215Y (645C>T; heterozygot)

A259T (775G>A)
G261R (781G>A)

C382Y (1145G>A)
G299R (895G>C)

A384T (1150G>A)
R392C (1174C>T)
R403fsdelC
IVS9+8T>C

10 V455E (1364T>A)

Vzorky, které vykazovaly abnormalni mobilitu, byly obousmérné

sekvenovany.

SSCP:

Pro SSCP analyzu byly pouzity Cy5 fluorescencné znacené primery
(tab. 8), které byly pouzity i pro sekvenaci. Nékteré primery byly uz
drive popsany (Stoffel et al. 1992), jiné byly navrzeny programem OLIGO®
(MedProbe).

Jednotlivé exony a prilehlé intronové oblasti byly amplifikovany
metodou PCR v objemu 12 pl: 20 ng genomické DNA, 0,1 uM kazdého z obou
primerd, 1-2 mM MgCl, (Perkin Elmer) (tab. 8), 160 pM dNTPs (Fermentas),
1x PCR Buffer (10x PCR Buffer, Perkin Elmer) dodavany spolu s Tag DNA
polymerazou (AmpliTaq Gold 5U/pl, Perkin Elmer); pouzito bylo 0,18 U

enzymu.
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Podminky PCR reakce byly nasledujici: denaturace pri 95 °C 10 min,
nasledovalo 35 cyklu denaturace pfi 95 °C 30 s, annealing pri dané teploté
(tab. 8) 30 s, extenze pri 72 °C 1 min a konecna extenze pri 72 °C 10 min.

Cistota PCR produktli byla ovéfovana elektroforeticky na 1,5%
agarozovém gelu. Gel byl obarven ethidiumbromidem a analyzovan pod UV

svetlem.

Tab. 8: SSCP primery, podminky PCR amplifikace

Velikost
Exon Primer (5°—3") 'n'gﬂ)z (TE) PCR
(bp)
1a Forward: Cy5 5"-TCA AAA GCT GTC CCC AGG TCA-3~ 15 61 491
Reverse: Cy5 5" -ATG GAA TGT TGG GGA CAG GCA-3’ ’
2 Forward: Cy5 5"-GTG AGG CCC TCG GTG TGC AGA-3’ 15 60 362
Reverse: Cy55°-TCG GGC TGG CTG TGA GTC TGG-3’ )
3 Forward: Cy5 5" -TAA TAT CCG GCT TCA GTC ACC-3"* 2 62 295
Reverse: Cy5 5°-CTG AGA TCC TGC ATG CCT TG-3'*
4 Forward: Cy5 5°-TAG CTT GGC TTG AGG CCG TG-3"* 2 62 272
Reverse: Cy5 5"-TGA AGG CAG AGT TCC TCT GG-3"*
5 Forward: Cy5 5"-GCA GCC ACG AGG CCT ATC TC-3"* 15 61 195
Reverse: Cy5 5 -GAG AAA GGC AGG CAG TGC TG- 3'* ’
6 Forward: Cy5 5 -CAC CCA CCC CAG CAC TGC CTG-3 15 62 216
Reverse: Cy5 5 -AGG GAG CCT CGG CAG TCT GGA-3° ’
7 Forward: Cy5 5"-CGG GGC AGT GCA GCT CTC GCT-3’ 15 65 285
Reverse: Cy5 5"-CTC CCA TCT GCC GCT GCA CCA-3’ ’
8 Forward: Cy5 51'-GCC CTC CCT CGT GCC TGC TGA- 31' 1 65 278
Reverse: Cy5 5 -TCG CCC TGA GAC CAA GTC TGC- 3
9 Forward: Cy5 5"-CCG CCG CTG GAG GGG GAT GGA- 3’ 2 60 352
Reverse: Cy55°-GCG CGC TTT TTG GGC CCC ACT- 3’
10 Forward: Cy5 5"-GTC GAC TGC GTG CAG GGC GC-3"* 1,5 68 263

Reverse: Cy5 5 -TGT GGC ATC CTC CCT GCG CT-3"*

* primery prevzaté od Stoffel et al. 1992; T, = teplota annealingu primer(

Nasledovala denaturace PCR produktd pridanim 95% formamidu
(v objemu 1:2,5) a zahratim na 95 °C po dobu 4 min. Pak byly PCR produkty
rychle zchlazeny (prendanim do ledové tristé), aby zdenaturovana ssDNA
znovu nerenaturovala na dsDNA.

SSCP podminky: 6% nedenaturacni polyakrylamidovy gel, 1x TBE, kazdy
béh byl pustén pri dvou rozdilnych teplotach: 10 °C a 25 °C, 1200 V, 40 mA
a 35 W po dobu 5 hodin (ALFexpress II, Amersham Pharmacia Biotech).
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Vyhodnoceni vysledku bylo provedeno softwarové (ALFwin Software,
Amersham Pharmacia Biotech). V kazdém béhu byla pouzita pozitivni
kontrola (tab. 7).

Vzorky, které vykazovaly pritomnost abnormalnich pikd, byly

obousmérné sekvenovany.

SEKVENACE:

Pro presekvenacni PCR byly pouzity primery a podminky amplifikace
jako u SSCP (tab. 8). Cistota PCR produktl byla ovéfovana elektroforeticky
na 1,5% agaréozovém gelu (Tris-borat-EDTA). Gel byl obarven
ethidiumbromidem a analyzovan pod UV svétlem.

Pred vlastni sekvenacni reakci byly produkty presekvenacni reakce
precistény pres kolonky (GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit, GE
Healthcare).

Sekvenacni PCR byla provedena kitem (GenomelLab DTCS-Quick Start
Kit, Beckman): precistény PCR produkt byl amplifikovan PCR reakci
v amplifikacni smési o celkovém objemu 20 pl, ktera obsahovala 3,2 pmol
sekvenacniho primeru (vzdy bud’ forward, nebo reverse), 4 ul DTCS Quick
Start Master Mix, 4,4 pl PCR produktu a H20 do doplnéni objemu.

Podminky PCR reakce byly nasledujici: 30 cyklt denaturace 96 °C 20 s,

annealing 50 °C 20 s a extenze 60 °C 4 min.

Pred vlastni sekvenacni analyzou byly vzorky vysrazeny etanolem podle

postupu v kitu a rozpustény v H;0.

Sekvenace byla provedena na pristroji ALFexpres Il (Amersham
Pharmacia Biotech). Vyhodnoceni vysledki bylo provedeno softwarové

(ALFwin Software, Amersham Pharmacia Biotech).

Pro potvrzeni vysledk( sekvenovani byla vzdy provedena sekvenace

také kompelmetarniho retézce.
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11.2.8 DETEKCE POLYMORFISMU -30G>A V B-PROMOTORU GCK
GENU

RFLP:

Pro nalezeni pozitivni kontroly byla nejdrive pouzita metoda RFLP.

Segment se sledovanym polymorfismem byl amplifikovan metodou PCR
v objemu 15 pl: 20 ng genomické DNA, 0,1 uM kazdého z obou primerd,
1,5 mM MgCl; (Perkin Elmer), 160 uM dNTPs (Fermentas), 1x PCR Buffer (10x
PCR Buffer, Perkin Elmer) dodavany spolu s Tag DNA polymerazou (AmpliTaq
Gold 5U/pl, Perkin Elmer), pouzito bylo 0,225 U enzymu.

Podminky PCR reakce byly nasledujici: denaturace pri 95 °C 10 min,
nasledovalo 35 cyklli denaturace pri 95 °C 20 s, annealing pri 57 °C 30 s,
extenze pri 72 °C 1 min a konecna extenze pri 72 °C 10 min.

Cistota PCR produktli byla ovéfovana elektroforeticky na 1,5%
agarozovém gelu. Gel byl obarven ethidiumbromidem a analyzovan pod UV
svétlem.

Pouzité  primery: Forward  5-TGC ATG GCA GCT CTA ATG AC-3'
a Reverse: 5-ATT CTC CTG CCA GGG CTT AC-3' (Marz et al. 2004).

Vysledny 107 bp dlouhy fragment byl Stépen restrikéni endonukleazou
Mwol pri 65 °C 12 hod: 10 pl PCR produktu, 7,7 pl H,0, 1x Buffer B7003S
(10x Buffer B7003S, BiolLabs) dodavany spolu s Mwol (5U/pl, BiolLabs),
pouzito bylo 2,5 U enzymu.

V pripadé, ze vzorek obsahuje alelu G, dochazi ke stépeni fragmentu na
dva o velikosti 82 bp a 25 bp. Minoritni alela A rusi restrik¢ni misto,
fragment o 107 bp zlstava nerozstépen.

Produkty stépeni byly detekovany pomoci ethidiumbromidu pod UV
svétlem po horizontalni elektroforéze v 3% agarozovém gelu (MetaPhor®

Agarose, Cambrex Bio Science).

Po nalezeni vsech genotypu — GG, GA a AA— byla pro screening pouzita
metoda SSCP, ktera je levnéjsi, rychlejsi a umoznuje analyzu vétsiho

mnozstvi vzorkd najednou.
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SSCP:

Segment se sledovanym polymorfismem byl amplifikovan metodou PCR
v objemu 12 pl: 20 ng genomické DNA, 0,1 pM kazdého z obou primerd,
1 mM MgCl, (Perkin Elmer), 160 uM dNTPs (Fermentas), 1x PCR Buffer (10x
PCR Buffer, Perkin Elmer) dodavany spolu s Taq DNA polymerazou (AmpliTaq
Gold 5U/pl, Perkin Elmer); pouzito bylo 0,18 U enzymu.

Podminky PCR reakce byly nasledujici: denaturace pri 95 °C 10 min,
nasledovalo 35 cyklu denaturace pri 95 °C 20 s, annealing pri 58 °C 30 s,
extenze pri 72 °C 1 min a konecna extenze pri 72 °C po min.

Pouzité primery znacené Cy5: Forward 5'-Cy5-CAA GGC GAT TGA GTG
GTC ACC ATG-37, Reverse: 5-Cy5-GAC TGT GTC TCT CAC ATC CTA GCC-3°
(Rissanen et al. 1998).

Cistota PCR produktl o velikosti 259 bp byla ovéfovana elektroforeticky
na 1,5% agarozovém gelu. Gel byl obarven ethidiumbromidem a analyzovan
pod UV svétlem.

Nasledovala denaturace PCR produktd pridanim 95% formamidu
(v objemu 1:2,5) a zahratim na 95 °C po dobu 4 min. Pak byly PCR produkty
rychle zchlazeny (prendanim do ledové tristé), aby zdenaturovana ssDNA
znovu nerenaturovala na dsDNA.

SSCP podminky: 6% nedenaturacni polyakrylamidovy gel, 1x TBE, 22 °C,
1200 V, 40 mA a 35 W po dobu 5 hodin (ALFexpress Il, Amersham Pharmacia
Biotech).

Vyhodnoceni vysledkd bylo provedeno softwarové (ALFwin Software,
Amersham Pharmacia Biotech). V kazdém béhu byly pouzity pozitivni

kontroly v podobé vzorku se znamymi genotypy GG, GA a AA.
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11.2.9 DETEKCE POLYMORFISMU A98V (292C>T) V HNF-1a GENU

RFLP:

Segment se sledovanym polymorfismem byl amplifikovan metodou PCR
v objemu 15 pl: 20 ng genomické DNA, 0,1 pM kazdého z obou primerq,
1,5 mM MgCl; (Perkin Elmer), 160 uM dNTPs (Fermentas), 1x PCR Buffer (10x
PCR Buffer, Perkin Elmer) dodavany spolu s Tag DNA polymerazou (AmpliTaq
Gold 5U/pl, Perkin Elmer), pouzito bylo 0,225 U enzymu.

Podminky PCR reakce byly nasledujici: denaturace pri 95 °C 10 min,
nasledovalo 35 cykli denaturace pri 95 °C 20 s, annealing pri 65 °C 30 s,
extenze pri 72 °C 1 min a konec¢na extenze pri 72 °C 10 min.

Cistota PCR produktli byla ovéfovana elektroforeticky na 1,5%
agarozovém gelu. Gel byl obarven ethidiumbromidem a analyzovan pod UV
svetlem.

Pouzité primery byly navrzeny programem OLIGO® (MedProbe):
Forward 5-GGG AGG CGG CTA GCG TGG TGG AC-3' a Reverse: 5-GAA GAC
TCA ACT CAG GGG TAC T-3..

Vysledny 474 bp dlouhy fragment byl Stépen restrikéni endonukleazou
Avall pri 37 °C 12 hod: 10 pl PCR produktu, 7,7 pl H;0, 1x Buffer Y*/Tango™
(10x Buffer Y*/Tango™ with BSA, Fermentas) dodavany spolu s Avall (10U/pl,

Fermentas), pouzito bylo 2,5 U enzymu.

Zaména valinu za alanin (292C>T) vytvari nové restrikcni misto, dochazi
ke stépeni fragmentu na dva o velikosti 129 bp a 345 bp. Pokud vzorek
obsahuje na 292. koddnu cytosin (kéduje alanin), ke stépeni nedochazi.

Produkty stépeni byly detekovany pomoci ethidiumbromidu pod UV

svétlem po horizontalni elektroforéze v 1,5% agar6zovém gelu (Top-Bio).
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11.3 STATISTICKE METODY

Statisticka analyza byla provedena programem NCSS 2004 (Statistical
Solutions, Saugus, MA, USA).

11.3.1 CHARAKTERIZACE SOUBORU

Biochemické a antropometrické parametry u jednotlivych soubort byly
nejdrive popsany pomoci deskriptivni statistiky, vzdy byl uveden primér
a smérodatna odchylka daného znaku. Parametry u soubor( gestacnich
diabeti¢ek a zdravych jedincu s rodinnou anamnézou DM2 byly porovnany
s parametry zdravych jedinc( bez rodinné anamnézy DM2. Antropometrické
parametry a HDL-cholesterol maji jiné referencni rozmezi pro jednotliva
pohlavi, proto byly hodnoceny zvlast u muz( a zvlast u Zen. Byl pouzit
neparametricky Mann-Whitneyuv test. Vzhledem ke statisticky vyznamnému
rozdilu véku a BMI mezi jednotlivymi soubory a k zavislosti sledovanych
parametri na téchto zakladnich charakteristikach byla k dalSimu hodnoceni
pouzita analyza kovariance (ANCOVA) s adjustaci na vék a BMI. BMI bylo

adjustovano na vék.

11.3.2 FREKVENCNi ANALYZA

Nejdrive jsme zjistili, zda frekvencni rozlozeni jednotlivych variant
polymorfismi odpovida Hardy-Weinbergové rovnovaze (HWE). Zjisténé
genotypové frekvence v jednotlivych  souborech  byly  porovnany
s oCekavanymi frekvencemi pomoci chi-kvadrat testu (y2-test) (http://
www.genes.org.uk/software/hardy-weinberg.shtml).

Pak byla cetnost vyskytu jednotlivych genotypl polymorfismi mezi
soubory vzajemné porovnana. Srovnani bylo =zaloZzeno na prislusné

kontingencni tabulce a chi-kvadrat testu (http://math.hws.edu/javamath/
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ryan/ChiSquare.html). U soubort, kdy byl pocet minoritni varianty
polymorfismu prili§ maly (<5), byl pouzit FisherGv exaktni test

(http://home.clara.net/ sisa/fiveby2.htm).

11.3.3 HODNOCENI VLIVU POLYMORFISMU

Bylo zjistovano, zda se od sebe statisticky vyznamné liSi nositelé
jednotlivych variant polymorfismu v antropometrickych nebo biochemickych
parametrech v ramci danych soubord. Kazdy hodnoceny soubor byl rozdélen
do skupin v zavislosti na varianté sledovaného polymorfismu. Tyto skupiny
byly poté mezi sebou srovnavany pomoci kovarianc¢ni analyzy s adjustaci na
vék a BMI. Tam, kde to hodnoceny parametr vyzadoval, byli muzi a zZeny

hodnoceni oddélené.
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12. VYSLEDKY

12.1 CHARAKTERIZACE SOUBORU

Biochemické a antropometrické parametry u DM2 byly popsany deskriptivni

statistikou (tab. 9) pomoci programu NCSS 2004.

Tab. 9: Charakterizace souboru DM2

DM2
(zeny / muzi)
(n=213; n=126; X2=339)

vék (roky)

59,5+8,58 / 60,9+8,00

BMI (kg/m?)

31,8+5,47 / 29,7+4,44

obvod bricha (cm)

107,1+14,34 /

109,3+12,67

WHR (pomér pas/boky) 0,88+0,070 / 0,97+0,061
triglyceridy (mmol/l) 2,1+2,04
celkovy cholesterol (mmol/l) 6,0+1,29
HDL cholesterol (mmol/l) 1,5+0,37 / 1,2+0,36
LDL cholesterol (mmol/l) 3,8+1,16
celkové volné mastné kyseliny (mmol/l) 510,9+178,00
% SFA 38,5+4,15
% MUFA 43,5+4,90
% PUFA 18,3+4,49
bazalni glykemie (mmol/l) 8,6+3,17
bazalni C peptid (nmol/l) 0,95+0,552
bazalni inzulin (mlU/1) 15,8+12,24
glykované proteiny (mmol/l) 1,5+0,34
kyselina mocova (mmol/l) 336,6+78,04
HOMA-R (mIU mmol (?) 6,13+3,37
HOMA-F (mIU/mmol) 88,1+89,78

pramér+SD

SFA (saturated fatty acids) = nasycené mastné kyseliny
MUFA (mono unsaturated fatty acids) = mononenasycené mastné kyseliny

PUFA (poly unsaturated fatty acids) = polynenasycené mastné kyseliny

Biochemické a antropometrické parametry gestacnich diabeticek

(tab. 10) a potomk( diabetiki (tab. 11) byly porovnavany s parametry

u kontrolniho souboru Mann-Whitneyovym testem. Vzhledem ke statisticky

vyznamnému rozdilu véku a BMI u jednotlivych soubort byla k dalSimu
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hodnoceni pouzita analyza ANCOVA s adjustaci na vék a BMI. Data byla

zpracovana programem NCSS 2004.

Tab. 10: Charakterizace a porovnani soubort G a K

ANCOVA
G K .
(Zeny) (Zeny) (adeustace
(n=194) (n=180) na vel, BN
vek (roky) 32,915,75 30,2:11,32 0,000 ¥
BMI (kg/m?) 25,114,22 23,214,22 0,000 ®
% podkozniho tuku 26,4+4,91 25,3+4,92 0,135
obvod bricha (cm) 82,5+4,29 80,6+4,29 0,001
WHR 0,7610,045 0,73+0,045 0,000
triglyceridy (mmol/l) 1,0+0,60 1,0+0,61 0,757
celkovy cholesterol 4,5:0,82 4,6+0,82 0,414
(mmol/l)
HDL cholesterol (mmol/l) 1,5+0,35 1,6+0,35 0,502
LDL cholesterol (mmol/l) 2,5+0,74 2,6£0,74 0,615
celkove volne mastne 488,9+182,85 482,0+182,88 0,864
kyseliny (mmol/l)
% SFA 38,3+5,72 38,0+5,87 0,854
% MUFA 42,2+6,25 39,4+6,27 0,042
% PUFA 19,5:4,82 22,6+4,82 0,004
bazalni glykemie (mmol/l) 4,9+0,90 4,6+0,90 0,025
glykemie v 30 min OGTT 7,5£1,29 6,941,29 0,001
(mmol/l)
glykemie v 60 min OGTT 7,1£1,67 6,241,67 0,001
(mmol/l)
glykemie v 120 min OGTT 5,5:1,36 4,841,37 0,000
(mmol/l)
2glykemie pri OGTT 39,7+6,37 36,06,40 0,000
(mmol/l)
bazalni C-peptid (nmol/l) 0,68+0,241 0,64+0,240 0,253
2C-peptidu pri OGTT 14,5:4,51 14,0+4,51 0,489
(nmol/l)
bazalni inzulin (mIU/1) 8,5+6,05 7,2+6,04 0,146
Zinzulinu pri OGTT 242,9+178,03 196,7+178,03 0,110
(mlu/1)
glykované proteiny (mmol/l) 1,1+0,15 1,1+0,14 0,327
kyselina mocova (mmol/l) 239,1+54,76 239,1+54,74 0,999
HOMA-R (mIU mmol %) 2,0+1,47 1,5+1,46 0,044
HOMA-F (mIU/mmol) 131,2+11,28 146,4+111,075 0,339
Cederholm index
(kg mIU-l) 70,9+20,85 79,7+20,81 0,008
Matsuda index 177,2:88,94 188,8:89,02 0,423
(mmol 'mIU"(2)
Inzulinogenni index 25,3+29,02 19,8+29,09 0,215
(mlU/mmol)
primér+SD

tucné jsou vyznaceny statisticky vyznamné rozdily,
a) Mann-Whitney test; b) BMI adjustovdno na vek
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Tab. 11: Charakterizace a porovnani soubort PD a K

PD K ANCOVA
(Zeny / muzi) (Zeny/muZi) n(:(\jljé ukStgﬁl)
(n=89; n=52; Z=141) (n=180; n=81; £=261) p»

vék (roky)

37,9+12,59 /

30,2 +11,32 /

0,000 / 0,000

40,549,62 29,0+8,03
BMI (kg/m?) 24,2:3,75 / 25,8+3,30  23,3:3,76 / 24,3%3,30 0,113 / 0,033 D
% podkozniho tuku 25,6:5,33 / 16,424,809 25,125,327 16,7¢4,89 0,522/ 0,767
obvod bFicha (cm) 81,6:4,76  88,97:4,34  80,6:4,75 / 88,74,05 0,125/ 0,816

0,750,047 / 0,740,047 /
WHR 0,870,039 0,850,039 0,053 70,076
triglyceridy (mmol/l) 1,2+0,61 1,1+0,60 0,179
celkovy cholesterol 4,6+0,83 4,6+0,83 0,836
(mmol/l)
HDL cholesterol 15:0,34/1,260,29  1,6:0,34/1,3:0,29 0,245/ 0,329
(mmol/l)
LDL cholesterol 2,710,73 2,6+0,74 0,576
(mmol/l)
celkove volne mastne 458,6:171,51 481,9+181,77 0,365
kyseliny (mmol/l)
% SFA 38,825,67 38,025,98 0,386
% MUFA 41,045,971 39,66,27 0,113
% PUFA 20,24,37 22,424,63 0,001
bazalni glykemie 4,840,45 4,6£0,44 0,029
(mmol/l)
glykemie v 30 min
T (ol 7,7+1,28 7,2¢1,31 0,003
glykemie v 60 min
T (ol 7,041,81 6,6+1,76 0,060
glykemie v 120 min
T (oLl 5,1+1,37 4,8:1,37 0,072
2glykemie pri OGTT 38,516,26 36,96,25 0,027
(mmol/l)
bazalm C-peptid 0,65+0,229 0,620,226 0,225
(nmol/l)
2C-peptidu pri OGTT 14,5+4,51 13,8+4,51 0,182
(nmol/l)
bazaln inzutin 7,9:3,88 6,7+3,87 0,006
(mlU/1)
Zinzutinu pri OGTT 218,6+142,24 185,24142,22 0,061
(miU/L)
glykovane proteiny 1,120,12 1,120,13 0,150
(mmol/l)
kyselina mocova 272,5+76,34 270,8+76,32 0,852
(mmol/l)

pramér+SD

tucné jsou vyznaceny statisticky vyznamné rozdily,
a) Mann-Whitneyuyv test; b) BMI adjustovdno na vék
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oD " ANCOVA
(Zeny / muzi) (Zeny/muzi) ng“ﬂ%“;tgﬁ)
(n=89; n=52; Z=141)  (n=180; n=81; =261) N
HOMA R
(miU mmol 17 1,7:0,87 1,4:0,86 0,002
HOMA-F (mIU/mmol) 195,12118,27 126,9:117,31 0,122
Cederholm index
(e LT 74,021,26 78,2+21,27 0,109
Matsuda index 187,3+99,01 192,6:99,02 0,665
(mmol'mIU"1?)
Inzulinogenni index 20,5+38,05 18,438,07 0,653
(mIU/mmol)
primér+SD

tucné jsou vyznaceny statisticky vyznamné rozdily

| kdyz u Zzen, u nichz byl v téhotenstvi diagnostikovan gestacni diabetes,
doslo po porodu k Upravé glukézové tolerance, zjistili jsme u nich statisticky
vyznamné zvysenou hladinu lacné glykemie (p = 0,025) i stimulovanych
hodnot glykemie béhem OGTT (p = 0,000), presto se hodnoty glykemie
pohybovaly v normalnim fyziologickém rozmezi. Zjisténa vyssi lacna
i stimulovana sekrece inzulinu nedosahla statistické vyznamnosti
a pravdépodobné slouzi k udrzeni glykemie v normalnim rozmezi. Zjistili
jsme, ze gestaCni diabeticky mély snizenou inzulinovou senzitivitu
(Cederholm index, p = 0,008), resp. zvysenou inzulinovou rezistenci
(HOMA R, p = 0,044). Nicméné funkce B-bunék byla dosud dobre zachovana
(HOMA F, inzulinogenni index) (tab. 10).

Oproti kontrolni populaci mély gestacni diabeticky vétsi obvod bricha
a WHR. V lipidovém spektru vykazovaly nizsi procento polynenasycenych
a naopak prekvapivé vyssi procento mononenasycenych mastnych kyselin
(tab. 10).

Také u potomk( DM2 byla zjisténa statisticky vyznamné zvysena hladina
lacné glykemie (p=0,029) i stimulovanych hodnot glykemie béhem OGTT
(p = 0,027), ale také zvysena hladina lacné sekrece inzulinu (p = 0,006),
ktera pravdépodobné udrzuje hodnoty glykemie v normalnim fyziologickém
rozmezi. Sekrece inzulinu béhem OGTT byla vyrazné vyssi, ale toto zvyseni

bylo na hranici statistické vyznamnosti (p = 0,061). Potomci diabetik( méli
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zvysenou inzulinovou rezistenci (HOMA R, p = 0,002), ale dosud dobre
zachovanou funkci B-bunék (HOMA F, inzulinogenni index) (tab. 11).

V lipidovém spektru vykazovali potomci DM2 nizSi procento
polynenasycenych mastnych kyselin. V antropometrickych parametrech
nebyly shledany zadné statisticky vyznamné rozdily oproti kontrolni populaci
(tab. 11).

12.2 SCREENING SEKVENCNICH VARIANT V GENU PRO GCK

12.2.1 ZAVEDENi METODY TGGE

Pro exony 1a-7 genu pro GCK byly navrzeny primery s GC clampem,
které vymezovaly Usek DNA s vhodnou doménou tani (tab. 6). Pro exony
8—10 se nepodarilo vyhovujici primery navrhnout.

Po navrzeni vhodnych primer( byl nejdrive pomoci perpendikularniho

gelu (obr. 16) urcen profil tani pro dany DNA fragment (tab. 6).

Obr. 16: Ukazka perpendikularniho gelu TGGE — exon 1a genu pro GCK




12. VYSLEDKY

Nasledovala analyza vzorkd na linearnim gelu (obr. 17) za pouziti

specifického teplotniho gradientu (tab. 6).

Obr. 17: Ukdzka linedrniho gelu TGGE:

a) exon 6 genu pro GCK

Vzorky, které vykazovaly abnormalni mobilitu a vznik heteroduplexd pri

TGGE, byly nasledné obousmérné sekvenovany.
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12.2.2 ZAVEDENi METODY SSCP

SSCP analyza byla pouzita pro vsechny exony GCK genu. Na obr. 18 jsou

uvedeny ukazky pocitacového vyhodnoceni SSCP analyzy exonu 2 a 3.

Obr. 18: Ukazka vyhodnoceni SSCP:
a) exon 2 genu pro GCK pri T =25 °C

R43fzinsC m

Glu40Lys(118G>A) -

Glu40Lys{118GA) [,

o

Val33Ala {98T>C)

Val3Al (98T >C) )

W
200 20 28 23 240 50 20 27 200 280 %0 MWe 320 30
b) exon 3 genu pro GCK pri T =10 °C

I\"S!+9C1-TE!

Y108H (322T>€)

WS3-23C>T @m
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Vzorky, u kterych byly detekovany abnormalni piky pri SSCP, byly

nasledné obousmérné sekvenovany.

12.2.3 POROVNANI OBOU SCREENINGOVYCH METOD

Vzorky, které vykazovaly abnormalni mobilitu pri TGGE, byly shledany
jako pozitivni i pfi SSCP. Shoda v detekci pozitivnich nalezi mezi obéma

screeningovymi metodami dosahla 100 %.

12.2.4 SEKVENACE GCK GENU

Pro potvrzeni nalezenych sekvencnich variant byla provedena
sekvenace v obou smérech. Nelezené sekvencni varianty v genu pro GCK jsou

uvedeny v nasledujici tabulce (tab. 12).

Ve 12 rodinach s neur¢enym typem MODY byly nalezeny dvé mutace

a jedna zaména v intronové oblasti.

Mezi ostatnimi identifikovanymi sekvencnimi variantami GCK genu byly
dva drive popsané polymorfismy vexonu 6 (Tyr215Tyr) a vexonu 7
(Ser263Ser) a heterozygotni zamény v intronovych oblastech genu (viz
tab. 12).

Vzhledem Kk relativné nizkému zastoupeni jednotlivych sekvencnich
variant jsme nemohli statisticky porovnat nositele téchto variant s nositeli
normalniho (wild-type; WT) genu. Proto nelze hodnotit pripadny dopad

jednotlivych zamén na fenotyp.
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Prvni nalezenou mutaci byla dosud nepopsana heterozygotni missense
mutace V33A (zaména alaninu za valin) (98T>C) v exonu 2 genu pro GCK
u zakladniho pacienta s MODY (obr. 19).

Obr. 19: Nova mutace V33A v GCK genu

L L 1 [} 1 i 1 t | 1 [ | 1 I 1 L 1 L I

&G Gﬁ CCTG&&G&&GGT&"CG&TG&G&CGG AT G
| Asp | Leu | Lys | Lys |‘U’alfAla| Met| Arg |ﬁrg | Met|

iﬁuEEG,ﬂL(I: ;:';'(E.ﬁﬂGﬁlﬁGl G TG&G& CGG&TGC
| Asp | Leu| | Lys |'d'al ﬁh-’l. Arg | Arg | Met|

Jednalo se o 12letého chlapce, u néhoz byla zvysena glykemie nahodné
diagnostikovana uz ve véku 10 mésici. Tento pacient mél mirnou la¢nou
hyperglykemii a mirné zvyseny glykovany hemoglobin. Ostatni biochemické
parametry byly v normalnim fyziologickém rozmezi (tab. 13a). BEhem OGTT
byla opét namérena lacna hyperglykemie a hladina glykemie ve 120. minuté

byla na spodni hranici porusené glukozové tolerance (PGT) (tab. 13b).
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Negativni protilatky (GADA, ICA a IA2) a zachovana dostatecna inzulinova
sekrece béhem prvni faze ivGTT (intravenozni glukozovy tolerancni test)
(tab. 13c) svédci o opravnénosti vylouceni DM1, MODY1 i MODY3.

Genetickou analyzu cilenou na exon 2 GCK genu jsme provedli také
u pacientovy matky a mladsiho bratra. Jeho matka méla diagnostikovany
gestacni diabetes a po porodu nedoslo k Upravé glukdzové tolerance. Dosud
byla lécena jako diabetik 2. typu. | ona byla nositelkou heterozygotni
mutace V33A. U mladsiho bratra zakladniho pacienta nebyla dana mutace
prokazana. Chlapciv dédecek z matciny strany je léCen na DM2, genetickou

diagnostiku vsak odmitl.

Tab. 13: a) Zakladni klinicky a biochemicky profil pacienta s mutaci
V33A v genu pro GCK

vék pri bazalni bazalni bazalni

Vék o vyska vaha BMI .. - -

diagnéze 5 glykemie inzulin C-peptid
(rokY)  (masice) (€M (ke)  (ke/m*) oy (miuzty  (nmol/l)
12 10 154,1 58 24,4 6,2 4,3 0,25

celkovy HDL LDL
cholesterol cholesterol cholesterol
(mmol/l) (mmol/l) (mmol/l)

HbA1c

anti-ICA anti-GADA anti IA2 o
(%)

negativni negativni negativni 6,7 3,9 1,26 2,44

b) Prubéh OGTT u pacienta s mutaci V33A

OGTT
min 0 30 60 90 120
_glykemie (mmol/l) 7,2 15,7 7,9 7 7,5

c) Prabéh ivGTT u pacienta s mutaci V33A

ivGTT*
min 0 1 3 10 30 60
glykemie (mmol/l) 6,2 19,2 15,5 13,9 11,1 8,4
inzulin (mIU/l) 4.3 36 33,2 34,2 24,9 15,2
C-peptid (nmol/l) 0,25 0,58 1,05 1,2 1,1 0,96

*intravendzni podani roztoku glukozy — 0,5 g glc/ kg télesné hmotnosti
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Jako druha byla identifikovana mutace v exonu 2 E40K (zaména kyseliny
glutamové za lysin) (118G>A) (obr. 20) u 30letého pacienta, u néhoz byla
porusena glukézova tolerance diagnostikovana v 7 letech. Jeho matka méla
také PGT a u prarodicl z matciny strany doslo ve stari k manifestaci diabetu.
Mutace E40K byla poprvé posana v ¢eské populaci MODY pacientl (Pruhova
et al. 2003).

Obr. 20: Mutace E40K v GCK genu

e

ﬁCGG&TGCJ&GﬂﬂGEm&GﬁTGGﬁCCGCGGCI
Arg |Met | Gln |Lys |Elqu',rs| Met| ,ﬂsp| Arg | Gly

WT

M&m

ﬁCGGﬁTGCﬁGﬁﬁGG&G&TGG&CCGCGGC
| ﬁrg| Met | Gln | Lys| Glu | Met| J&sp| ﬂrg| Gly

Intronova varianta IVS4+87C>A (obr. 21) byla detekovana u 42letého
muze s PGT, jehoz otec i babicka z otcovy strany byli pro diabetes léceni

inzulinem. Stejnou intronovou variantu jsme odhalili u nejmladsiho syna
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zakladniho pacienta a u jeho nejstarSi dcery byla objevena zaména
IVS4+87C>A v homozygotni formé (obr. 21). Prostredni syn je nositelem

normalni (WT) formy GCK genu.

Obr. 21: Nova intronova varianta 1VS4+87C>A v GCK genu

VS4+87CA
heterozygot

I A,
Al | . ‘ W I.W.I/I ‘ ‘ \,

| [
I I I
ATGT AGC CCCCATACCEGMATOT GCT CAG A A GGGA

W54+ 87C»A

|
ﬂ hum:i:ygujtﬂ III
O MW W Y L

R L1
[ [ [
ATOGT AGC CC CCAT ACCATG T GQGC T CAGA AGGOGG A

I If]
/\
I I M MW el YL

|| NN I N S |

| I : I | |
ATGTAGC CCCCATACCETGTGCTCAGAAGGGA
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U jedné pacientky s gestacnim diabetem byla nalezena dosud
nepopsana intronova mutace IVS2+1G>A (obr. 22). K transici guaninu za
adenin dochazi v tésné blizkosti intron-exonového rozhrani. Mutace
IVS2+1G>A se nachazi ve vysoce konzervativni oblasti a postihuje sestrihové
donorové misto. Potvrzeni pravdépodobného vlivu této zamény na proces

sestrihu vyzaduje provedeni funk¢ni analyzy.

Obr. 22: Nova mutace IVS2+1G>A v GCK genu

W52+ 1G=A

I T T T R SO T T T T T T R T R R R T R R N

! I ]
CCA GA LA GGC T CAGGMATA C CAC A TGO T A
2

Pro Glu | Gly | Ser | \ .
TnLron
exon 2

YL A

—I_—I- - = _"E':.--rl:...__ﬁ-__' ...:£_..:..._."1ﬁ.-'l.... s
CCA G A GG O CAGGTA C CAC AT G
Pro | Glu | Gly | S

er | .
intron 2
exon 2

=

G T A
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12.2.5 ZASTOUPENI MODY2 U MODY RODIN

Ve 12 MODY rodinach jsme nalezli 2 mutace. MODY2 tvori 16,7 %
z naseho souboru MODY pacientt. Pro potvrzeni vlivu detekované zamény
v intronové oblasti na funkci enzymu by musela byt provedena funkcni
analyza. Proto jsme tuto intronovou zaménu nezapocitali do mutaci
zpusobujicich MODY2.

Chtéla bych podékovat Prof. MUDr. Iwaru Klimesovi, DrSc.,
a RNDr. Daniele Gasperikové, Ph.D., z Ustavu experimentalnej endokrinologie
Slovenské akadémie vied v Bratislavé za ochotu a pomoc pri diagnostice
MODY3 u pacient(, u kterych jsme nenalezli mutaci v GCK genu. V jejich
laboratori byl proveden screening mutaci v genu pro HNF-1« a identifikovany
tyto varianty: nové popsana mutace F177S (zaména fenylalaninu za serin)
v exonu 2 u otce a jeho dvou synl a drive popsana mutace R203H (zaména
argininu za hystidin) v exonu 3 HNF-1« genu u muze, ktery od 18 let trpél
diabetem a v jehoz rodiné byli postiZeni cukrovkou i jeji dalsi ¢lenové —
sestra, oba rodice a prarodice z matciny strany.

MODY3 tvori také 16,7 % z naseho souboru MODY pacientd.

U 66,6 % MODY rodin nebyla zjisténa mutace svédcici o nékteré ze dvou

nejcastéjsich forem MODY.
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12.3 POLYMORFISMUS -30G>A V B-PROMOTORU GCK GENU

Jednotlivé varianty polymorfismu -30G>A v B-promotoru GCK genu byly
detekovany pomoci RFLP stépenim restrik¢ni endonukleazou Mwol na 3%
agarozovém gelu (obr. 23).

Obr. 23: RFLP analyza polymorfismu -30G>A v B-promotoru GCK genu

1006
G ladder

Po ziskani vsech variant genotypl — GG, GA, AA — jakozto kontrol byla

pro screening tohoto polymorfismu pouzita metoda SSCP (obr. 24).

Obr. 24: SSCP analyza polymorfismu -30G>A v B-promotoru GCK genu
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12. VYSLEDKY

Zjisténé frekvence polymorfismu jsou uvedeny v nasledujici tabulce
(tab. 14).

Tab 14: Frekvence genotypu u jednotlivych soubori

Genotyp
GG GA AA
DM2 240 (70,8 %) 88 (26,0 %) 11 (3,2 %)
G 108 (65,5 %) 55 (33,3 %) 2 (1,2 %)
PD 91 (64,5 %) 44 (31,2 %) 6 (4,3 %)
K 194 (74,3 %) 62 (23,8 %) 5(1,9%)

Hardy-Weinbergova rovnovaha (HWE):

DM2: 2= 0,69; NS
G: y2=3,01; NS
PD: 2= 0,05; NS
K: %2 =0,00; NS

Frekvence genotypl ve vsech souborech odpovida HWE.

Zhodnoceni, zda se frekvence polymorfismu u jednotlivych soubor(
lisi od frekvence ve zdravé populaci (K), bylo provedeno y?-testem. Pro
porovnani frekvenci mezi souborem gestacnich diabeticek a kontrolnim
souborem byl vzhledem k velmi nizkému poctu minoritnich homozygotu AA

(<5) u gestacnich diabeti¢ek pouzit FisherQv exaktni test.

DM2 vs. K: y%2=1,52; p = 0,463
G vs. K: Fisher(v exaktni test = 4,81; p = 0,091
PD vs. K: y2=5,00; p = 0,075

Ze ziskanych vysledku vyplyva, ze frekvence genotypl se mezi soubory

statisticky vyznamné nelisi.
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Hodnoty antropometrickych a biochemickych parametr( u jednotlivych
souboru a jejich porovnani mezi soubory gestacnich diabeticek a nediabetiku
s rodinnou anamnézou diabetu s kontrolnim souborem nediabetikll bez

rodinné anamnézy jsou uvedeny v tabulce 9—11.

Vliv genotypu na sledované parametry u kontrolniho souboru je

dokumentovan v tabulce 15.

Pri statistické analyze vlivu alely A — po slouceni genotypl AA a GA —
nebyly u nositeld alely A ve sledovanych parametrech nalezeny Zzadné
statistické rozdily oproti nositelim genotypu GG. Vliv alely A u homozygotu
(AA) je tedy prokazatelné vétsi nez u heterozygotu (GA). Uplatiuje se tzv.
efekt davky.

Pri statistické analyze souboru diabetiki 2. typu, potomku diabetikd
a gestacnich diabeticek nebyl prokazan zadny statisticky vyznamny vliv alely
A v homozygotnim ani heterozygotnim stavu na sledované antropometrické

a biochemické parametry.
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Tab.

a biochemické parametry u nediabetiki bez rodinné anamnézy DM2

15: Vliv variant polymorfismu -30G>A na antropometrické

Nediabetici bez GG GA AA ( :‘ dNﬁsot‘;ﬁ‘e
rodinné anamnézy (Zeny / muzi)  (Zeny/muzi) (Zeny/muzi) na vJék BMI)
diabetu (K) n=194 n=62 n=5 N
BMI (kg/m?) 2;0;37;7/ 23,243,721 24,4£2,77% 0,784/ 0,232 ")
% podkozniho tuku 2;‘537154’11563/ 25,2516 / 14,3¢4,533 0,318 / 0,237
obvod bicha (cm) 7;’52;30312/ 79,0:4,01 / 85,2+4,32® 0,880 / 0,585
0,7310,044 /
) b} a)
WHR 6,832,034 0,72+0,044 / 0,820,034 0,270 / 0,351
triglyceridy (mmol/l) 1,0+0,54 1,0+0,54 1,1+0,54 0,914
celkovy cholesterol 4,5:0,83 4,6+0,83 4,6+0,83 0,633
(mmol/l) ) ) ) ) ) ) )
HDL cholesterol 1,6+0,34 / )
mmol/l) 320,29 1,540,34 / 1,4+0,30 @ 0,159 / 0,313
LDL cholesterol 2,5+0,74 2,640,74 2,940,74 0,287
(mmol/l)
celkove volne mastne o4 5 191 74 486,04192,71 472,7+192,74 0,986
kyseliny (mmol/l)
% SFA 37,96,32 39,126,32 38,316,33 0,595
% MUFA 39,5:6,39 39,5:6,33 35,2+6,39 0,434
% PUFA 22,6+4,55 21,4+4,55 26,5+4,55 0,068
bazalni glykemie 4,610,40 4,610,39 5,2+0,40 0,025
(mmol/l)
glykemie v 30 min
LT (mmol/D) 7,1+1,22 7,1+1,22 8,5¢1,23 0,045
glykemie v 60 min
LT (mmol/D) 6,4:1,68 6,3:1,67 8,3:1,67 0,034
glykemie v 120 min
OCTT (mmol/l) 4,7+1,22 4,6+1,22 5,7+1,22 0,152
2glykemie pfi OGTT 36,045,36 36,045,36  45,045,36 0,001
(mmol/l)
bazalni C-peptid 0,59+0,209 0,560,209 0,790,209 0,079
(nmol/l)
2C-peptidu pri OGTT 43 ¢ 4 14 12,5¢4,16  16,5:4,16 0,048
(nmol/l)
bazalni inzulin 6,5+3,32 6,1+3,33 9,5+3,33 0,096
(mIu/l)
(Zr‘]:‘lﬁu/l:;‘“ pri OGTT 183,65101,82  161,74101,98 255,4+101,99 0,148
glykované proteiny 1,120,13 1,120,13 1,120,13 0,873
(mmol/l)
kyselina mocova 265,0:75,96  273,6:75,96  238,6:75,96 0,530
(mmol/l)
prumér+SD

tucné jsou vyznaceny statisticky vyznamné rozdily,

a) vzhledem k malému poctu minoritnich homozygotu AA byl u parametru, které
jsou zavislé na pohlavi, hodnocen vliv minoritni alely (heterozygoti GA a
homozygoti AA vs. homozygoti GG); b) BMI adjustovadno na vék
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Nediabetici bez GG GA AA ANCOVA
. ] . < . < . < (adjustace
rodinné anamnézy (Zeny / muzi)  (Zeny/muzi) (Zeny/muzi) na vk, BMI)

diabetu (K) n=194 n=62 n=5 p,
HOMAR 1,3£0,73 1,3:0,73  2,3:0,73 0,010
(mIU mmol %)
HOMA-F (mIU/mmol) _ 138,2¢105,31c__ 118,4%105,28 110,9105,27 0,398
Cederholm index 79,9:21,60  84,4:21,61  53,1:21,61 0,020
(kg mIUl)
Matsuda index 199,6:93,44  211,2:93,44  110,2:93,42 0,121
(mmol'mIU"1?)
Inzutinogenni index 19,5:24,92  17,9+24,92  8,0824,92 0,570
(mIU/mmol)

pramér+SD

tucné jsou vyznaceny statisticky vyznamné rozdily

12.4 POLYMORFISMUS A98V (292C>T) V GENU PRO HNF-1«

Jednotlivé varianty polymorfismu A98V vgenu pro HNF-1a byly
detekovany pomoci RFLP stépenim restrik¢ni endonukleazou Avall na 1,5%

agarozovém gelu (obr. 25).

Obr. 25: RFLP analyza polymorfismu A98V (292C>T) v genu pro HNF-1¢a

1006p
CMA ladder

Zjisténé frekvence polymorfismu A98V (rs1800574) jsou uvedeny

v nasledujici tabulce (tab. 16).
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Tab 16: Frekvence genotypu u jednotlivych souboru

Genotyp
cc CcT TT
DM2 224 (95,3 %) 11 (4,7 %) 0
G 182 (93,8 %) 11 (5,7 %) 1(0,5 %)
K 99 (95,2 %) 5 (4,8 %) 0

Hardy-Weinbergova rovnovaha (HWE):

DM2: y2=0,13; NS
G: y2=3,01; NS
K: %2 =0,06; NS

Frekvence genotypl ve vSech souborech odpovida HWE.

Zhodnoceni, zda frekvence polymorfismu u jednotlivych soubor( se lisi

od frekvence ve zdravé populaci (K), bylo provedeno y2-testem.

DM2 vs. K: 42 =0,026; p = 0,959
Gvs. K: y2=0,644; p = 0,866

Ze ziskanych vysledk( vyplyva, ze frekvence genotypl se mezi soubory

statisticky vyznamné nelisi.

Hodnoty antropometrickych a biochemickych parametr( u jednotlivych
souborl a jejich porovnani mezi souborem gestacnich diabetic¢ek a kontrolnim
souborem nediabetik( bez rodinné anamnézy jsou v tabulce 9 a 10.

Vliv genotypu na sledované parametry u kontrolniho souboru je uveden
v tabulce 17. Vzhledem k malému poctu jedinci se zaménou alaninu za valin
nebylo mozné porovnavat vliv aminokyseliny valinu na parametry, které jsou

zavislé na pohlavi.
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Tab. 17: Vliv variant polymorfismu A98V (292C>T) na antropometrické

a biochemické parametry u nediabetiki bez rodinné anamnézy DM2

ANCOVA
Nediabetici bez rodinné cc CcT (adjustace
anamnézy diabetu (K) n=99 n=5 na vek, BMI)
p
triglyceridy (mmol/l) 0,9+0,40 0,9+0,40 0,957
celkovy cholesterol (mmol/l) 4,5+0,85 4,3+0,85 0,673
LDL cholesterol (mmol/l) 2,7+0,73 2,5+0,72 0,709
celkove volne mastne 438,7+193,48 618,7+193,48 0,083
kyseliny (mmol/l)
% SFA 37,3+5,65 34,5+5,64 0,338
% MUFA 40,7+5,12 45,5+5,14 0,079
% PUFA 22,0+4,31 20,0+4,31 0,400
bazalni glykemie (mmol/l) 4,7+0,46 4,5+0,46 0,352
glykemie v 120 min pri OGTT 4,6+1,18 5,6+1,18 0,151
(mmol/l)
2glykemie pri OGTT 36,5+5,29 37,745,29 0,680
(mmol/l)
bazalni C-peptid (nmol/l) 0,58+0,244 0,61+0,244 0,823
C-peptid v 120 min pri OGTT 2,2941,074 3,451,075 0,043
(nmol/l)
2C-peptidu pri OGTT 13,9+4,67 16,6+4,76 0,290
(nmol/l)
bazalni inzulin (mIU/1) 7,0+4,25 10,5+4,24 0,112
inzutin v 120 min pfi OGTT 24,2423,97 53,4£23,96 0,023
(mlu/l)
Zinzutinu pri OGTT 179,0£95,20 258,2+95,20 0,118
(mlu/l)
glykované proteiny (mmol/l) 1,1+0,13 1,1+0,13 0,498
kyselina mocova (mmol/l) 252,8+74,23 279,9+74,24 0,530
HOMA-R (mIU mmol %) 1,5+0,94 2,1+0,94 0,194
HOMA-F (mlU/mmol) 128,4+80,83 224,0+80,83 0,027
Cederholm index 80,8+21,34 75,7+20,77 0,751
(kg mIU")
Matsuda index 201,594, 41 163,6:94,41 0,605
(mmol 'mIU-1%)
Inzulinogenni index 15,149,17 23,9+9,17 0,071
(mIU/mmol)
prameér+SD

tucné jsou vyznaceny statisticky vyznamné rozdily

Pri statistické analyze souborl diabetikd 2.

typu a gestacnich

diabeticek nebyl prokazan zadny statisticky vyznamny vliv zamény

aminokyselin alaninu za valin na sledované antropometrické a biochemické

parametry. V souboru gestacnich diabeticek byla nalezena jedna pacientka

s homozygotni zaménou alaninu za valin. Ve statistické analyze byla tato

pacientka hodnocena spolu s heterozygotnimi nositelkami polymorfismu.
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13. DISKUZE

MODY je relativné vzacné onemocnéni. V posledni dobé, zrejmé diky
zlepseni diagnostiky molekularné-genetickymi technikami, nékteré studie
referuji, ze MODY neni tak neobvyklou formou diabetu, jak se puvodné
predpokladalo. Udava se, ze MODY v Evropé tvori 2—5 % z diabetik( 2. typu
(Ledermann 1995), resp. 1-2 % ze vsech diabetickych pacient( (Owen and
Hattersley 2001). Mezi nejcastéjsi formy MODY v Evropé patri MODY2
a MODY3. Prevalence obou podtypld MODY se vyrazné lisi v jednotlivych
populacich. Podle dostupnych informaci MODY2 zaujima 46—56 % ze vsech
MODY pacient( ve Francii (Froguel at al. 1993, Velho et al. 1997), 41—61 %
v Italii (Massa et al. 2001, Mantovani et al. 2003), 25—41 % ve Spanélsku
(Costa et al. 2000, Barrio et al. 2002), 31 % v Ceské republice (Pruhova et al.
2003), 11—20 % ve Velké Britanii (Zhang et al. 1995, Thomson et al. 2003),
10 % v Dansku (Johansen et al. 2005), 8 % v Némecku (Lindner at al. 1999)
a 3,5 % ve Skandinavii (Lehto et al. 1999). Z toho vyplyva, ze mutace v genu
pro GCK jsou castéjsi v populacich jizni Evropy nez Evropy severni, kde

hlavni pri¢inou MODY jsou mutace v genu pro HNF-1a.

MODY2 se na rozdil od ostatnich podtypi MODY vyznacuje pouze
mirnymi klinickymi projevy a diagnostika této nemoci byva velmi casto
nahodna (Hattersley et al. 1992, Hattersley 2005). Urceni diagnozy zalezi
na véku pacienta. Neobézni déti nezridka byvaji povazovany za diabetiky
1. typu, téhotné zeny jsou vétSinou oznaceny jako gestacni diabeticky
a starsi jedinci jako diabetici 2. typu (Hattersley 2005). Z tohoto dlivodu
jsme se rozhodli zjistit zastoupeni sekvencnich variant v genu pro GCK nejen
u MODY pacientd, ale i u béznych forem metabolické poruchy glukdzy, jako
je DM2 a gestacni diabetes, a také u zdravé populace s rodinnou anamnézou
diabetu (primi potomci DM2 nepribuzni s diabetiky z naseho souboru DM2
pacientl). Kontrolnim souborem byli zdravi jedinci bez rodinné anamnézy
DM2.
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13.1 SCREENINGOVE METODY TGGE A SSCP

Screeningu GCK genu bylo vyuzito pro porovnani dvou metod, které byly
zavedeny v nasi laboratori — SSCP a TGGE. Tyto metody jsou zalozeny na
zcela odlisnych fyzikalné-chemickych principech.

SSCP je nejjednodussi a nejcastéji pouzivanou metodou k detekci
mutaci. Tato metoda je zaloZzena na odlisné elektroforetické pohyblivosti
jednoretézcovych fragmentl, ktera je dana jejich jedine¢nou terciarni
strukturou. Zaména jediné baze vede k tomu, ze vlakno jednoretézcové
DNA (ssDNA) zaujme jinou terciarni strukturu nez vlakno ssDNA s ,wild“
typem nukleotidu. Pri optimalnich podminkach tato vysoce citliva
technika zachycuje 100 % mutaci v DNA fragmentech mensich nez 200 bp
a 80—90% mutaci v DNA fragmentech mensich nez 400 bp. Optimalni
velikost analyzovanych vzork( je 150—250 bp. Senzitivita SSCP klesa
s rostouci délkou DNA retezce (Hayashi and Yandell 1993). Dalsim
parametrem, ktery ovliviuje senzitivitu metody, je teplota. Proto se SSCP
provadi pri dvou, nékdy i pri trech rozdilnych teplotach. Teplotni rozmezi
pro elektroforézu se udava 5-30 °C, pricemz rozdil v teplotach mezi
jednotlivymi béhy by mél ¢init alespon 10 °C.

TGGE je téz rychlou a vysoce senzitivni metodou screeningu bodovych
mutaci. Metoda je zalozena na rozdilné tepelné denaturaci analyzovanych
fragmentl, jez je dana jejich primarni strukturou. Délka analyzovaného
vzorku DNA mulze byt 100—1000 bp, jako optimalni velikost se udava
~600 bp. Usek, ve kterém predpokladame moznost nukleotidové zamény, by
mél lezet uprostred fragmentu. Senzitivita detekce bodovych mutaci pomoci
TGGE se blizi ke 100 %, pokud je schopnost rozliseni gelu v souladu se
vzdalenosti posunu heteroduplext od homoduplexu (Steger 1994).

Vyhodou obou metod je moznost screeningu velkého poctu vzorkd, coz
by v pripadé pouziti sekvenace bylo casové a financné velmi naroc¢né. Pouze
vzorky s abnormalni mobilitou jsou nasledné sekvenovany.

Kromé narok( na pristrojové vybaveni maji obé metody urcité dalsi

nevyhody. U SSCP je to limitace v délce sledovanych fragment( DNA.
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Nevyhoda TGGE spociva v tom, ze je nutné nalézt optimalni podminky tani
analyzovaného Useku DNA. V nékterych pripadech (predevsim kvali
pritomnosti GC bohatych domén v dané sekvenci DNA) nelze navrhnout
primery, které by vymezily oblast DNA s konstantni teplotou tani. V nasi
praci jsme nemohli metodu TGGE pouzit ke screeningu sekvencnich variant
u exont 8—10 GCK genu. Vsechny ostatni exony byly screenovany soubézné
obéma metodami.

S ohledem na znacné mnozstvi popsanych mutaci v genu pro GCK a na
omezeny pocet pozitivnich kontrol, jez jsme méli k dispozici, nemuizeme se
100% jistotou potvrdit, Ze jsme v nasem souboru vzork( detekovali vSechny
sekvencni varianty GCK genu. Nicméné, prestoze pouzité screeningové
metody jsou zaloZeny na rozdilnych fyzikalnich vlastnostech DNA, mizeme
potvrdit jejich vysokou senzitivitu a 100% shodu v detekci abnormalnich
vzorkd, u nichz byly dané sekvencni zmény potvrzeny obousmérnym

sekvenovanim.

13.2 SEKVENCNI VARIANTY GCK GENU

V souboru dvanacti rodin s neuréenym typem MODY jsme v genu pro
GCK nalezli dvé mutace a jednu intronovou variantu (tab. 2). Zastoupeni
MODY2 cini 16,7 % z naseho souboru MODY rodin, coz je zhruba polovicni
zachyt nez v drive publikované studii screeningu ceskych MODY rodin
(Pruhova et al. 2003). Relativné nizsi frekvence MODY2 v nasem souboru
MODY rodin mlze byt zpUsobena jejich malym poctem.

Nové identifikovana mutace A33V s nejvétsi pravdépodobnosti patri
mezi mutace s mirnym fenotypovym dopadem, které postihuji povrchové
struktury ovliviujici interakce s ostatnimi proteiny. Nejblize nalezena
mutace k této nové mutaci je R36W (zaména argininu za tryptofan), poprvé
popsana ve francouzské (Hager et al. 1994) a pak také v italské populaci
(Massa et al. 2001, Mantovani et al. 2003) MODY pacientd. AK na 36. pozici

se nepodili na vytvoreni vazebného mista pro glukézu ani pro ATP, a také
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neni soucasti alosterického aktivacniho mista (Matschinsky et al. 2006). Bylo
prokazano, ze R36W nema vliv na kinetiku ani na stabilitu enzymu. AK na
36. pozici zrejmé lezi na povrchu enzymu daleko od aktivniho mista enzymu
a pravdépodobné mUze ovliviovat interakce protein-protein, které prispivaji
ke koordinaci transportu glukdzy a fosforylace (Miller et al. 1999). Obdobné
by tomu mohlo byt u 33. AK. Nicméné pro potvrzeni vlivu nové nalezené
mutace V33A by musela byt provedena funkcni analyza.

Druha nalezena MODY2 mutace E40K byla poprvé popsana také v Ceské
populaci MODY pacientl (Pruhova et al. 2003). Funkéni analyza mutace E40K
nebyla provedena, alze jen tézko predpokladat mozny fenotypovy dopad,
protoze se nachazi mezi dvéma mutacemi s popsanym fenotypem, jez se od
sebe velmi vyrazné odlisuji. Zatimco mutace R36W vykazuje pouze mirné
fenotypové projevy (viz vyse; Miller et al. 1999), u nositeld mutace G44S
byla zjisténa velmi nizka aktivita mutovaného enzymu a vyrazné zvysena
prahova koncentrace glukdzy potrebna pro stimulaci sekrece inzulinu (GSIR)
(Gloyn et al. 2004).

Nové nalezena intronova mutace IVS2+1G>A se nachazi ve vysoce
konzervativni oblasti a postihuje sestfihové donorové misto. Na rozhrani
2. exonu a intronu se nachazi 70. koddn pro kyselinu glutamovou. Byla
posana mutace E70K ve francouzské populaci (Froguel et al. 1993). Nositelé
mutace E70K méli snizenou aktivitu GCK o 35 % a pouze nepatrné zvyseny
prah pro GSIR. Fenotypové projevy této mutace jsou tedy mirné (Gloyn et
al. 2004). Potvrzeni pravdépodobného vlivu této zamény na proces sestrihu

a zjisténi jejiho fenotypového dopadu vyzaduje provedeni funkéni analyzy.

Nase prace neodhalila vyssi zastoupeni mutaci a polymorfismd
u pacientd s DM2, u gestacnich diabeticek ani u primych potomku diabetiku
v porovnani se zdravou populaci (tab. 12). Pomérné maly pocet studii
variant v GCK genu byl zaméren na tyto cilové skupiny. Ve francouzské
populaci byly identifikovany GCK varianty u ~5 % DM2 (Zouali et al. 1993).

Nicméné studie na gestacnich diabetickach jsou Castéjsi a prevalence GCK
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mutaci u téchto pacientek je 6 % ve Velké Britanii (Saker et al. 1996) a 5,6 %
ve Francii (Zouali et al. 1993).

Identifikovali jsme dva polymorfismy v kodujici oblasti: Tyr215Tyr
(645C>T) v exonu 6, u néhoz jsme v souladu s populacnimi studiemi z celé
Evropy (Zouali et al. 1993, Laakso et al. 1995, Lehto et al. 1999, Thomson
et al. 2003, Johansen et al. 2005) potvrdili zachyt ~1% v diabetické
i nediabetické populaci, a Ser263Ser (789C>T) v exonu 7, ktery jsme nalezli
u jednoho pacienta s DM2 (tab. 12). Tato ojedinéla varianta byla prekvapivé
popsana spolu s polymorfismem Tyr215Tyr u déti se syndromem nahlého
amrti (Forsyth et al. 2005).

Stejné jako v predeslych studiich (Zouali et al. 1993, Johansen et al.
2005) variantu v intronu 1 IVS2-12C>T jsme detekovali u ~1 % diabetické
i nediabetické populace (tab. 12). Drive popsany polymorfismus v intronu 8
IVS8+18G>A (Lehto et al. 1999, Johansen et al. 2005) jsme nalezli u ~1 %
diabetické populace (DM2 i G), ve zdravé populaci (potomci DM2 a kontrolni
jedinci) byl zachyt nulovy (tab. 12).

Nejbéznéjsi variantou v GCK genu je IVS9+8T>C v intronu 9. Prevalence
minoritni alely u vSech naSich sledovanych souborl ¢ini ~30 % (tab. 12).
Frekvence v ostatnich evropskych populacich byla nasledujici: ve Finsku 36 %
u DM2 a 27,5 % u jedincu s PGT (Laakso et al. 1995), 15 % u MODY pacientu
ve Velké Britanii (Thomson et al. 2003) a 14 % u diabetikd s ¢asnym
pocatkem DM2 v Italii (Gragnoli et al. 2001). V nékterych studiich nebyla
frekvence polymorfismu udana (Froguel et al. 1993, Lehto et al. 1999,
Johansen et al. 2005).

Vintronu 9 jsme nalezli dalsi polymorfismus — IVS9+49G>A — s relativné
vysokym frekvencénim zastoupenim v rozpéti od 7,3% u DM2 po 13,1 %
u zdravych osob (tab. 12). V italské populaci byla frekvence minoritni alely

vyrazné nizsi (-3 %) (Gragnoli et al. 2001).

V odborné literature jsou uvadény mutace v genu pro GCK, ale
polymorfismy jsou zmifovany zfidka. Sest intronovych variant, které jsme
identifikovali, nebylo dosud posano: IVS1+4T>A, IVS3+9C>T, IVS3-23C>T,
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IVS4+26C>A, 1VS4+87C>A a IVS7-15C>G. Jejich frekvence byla relativné
nizka (<1 %) (tab. 12). Varianty vintronu 2 1VS3-23C>T a vintronu 4
IVS4+26C>A byly zjistény jen u zdravych jedincd, ostatni polymorfismy
pouze v diabetické populaci, s vyjimkou zamény IVS1+4T>A, ktera byla
nalezena v diabetické populaci (u jednoho pacienta s DM2 a jedné gestacni
diabeticky) a také u jednoho zdravého jedince s rodinnym vyskytem DM2
(tab. 12). K transverzi tyminu za adenin (IVS1+4T>A) dochazi v blizkosti
intron-exonového sestrihového mista. Potvrzeni mozného vlivu této zamény
na proces sestrihu vyZaduje provedeni funkcni analyzy.

Na druhé strané nékteré dalsi intronové varianty, které jsme v nasem
sledovaném populac¢nim vzorku jedincu nenalezli, byly v jinych evropskych
populacich popsany. Nejcastéji zminovanymi polymorfismy jsou: 1VS2+11G>A
(Zouali et al. 1993, Lehto et al. 1999, Pruhova et al. 2003, Johansen et al.
2005) a IVS7-7T>A (Lehto et al. 1999, Johansen et al. 2005).

V nasi skupiné diabetikli jsme nenalezli zadného nositele mutace GCK
genu, v souboru gestacnich diabeticek pak pouze jednu nositelku intronové
mutace. Toto zjisténi pro nas bylo pomérné prekvapivé, nebot jsme
ocekavali podobny zachyt jako v jinych evropskych populacnich studiich

(viz vyse). Divodem muze byt presna diagnostika jednotlivych typl diabetu.

13.3 POLYMORFISMUS -30G>A V B-PROMOTORU GCK GENU

Oblast B-promotoru vykazuje vysokou sekvencni konzervativnost, proto
se predpokladalo, ze polymorfismus -30G>A (rs1799884) by mohl mit vliv na
snizeni GCK aktivity a zvyseni prahové koncentrace glukozy, nezbytné pro
spusténi inzulinové sekrece (Rissanen et al. 1998).

Frekvence minoritni alely A je v radé publikovanych studii vyssi u osob
s PGT, s DM2 (Rose et al. 2005) a s gestacnim diabetem (Zouali et al. 1993,
Zaidi et al1997, Weedon? et al. 2005, Shaat et al. 2006). Vysledky nékterych

praci nicméné nepotvrzuji vliv minoritni alely A na zvysené riziko rozvoje
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DM2, gestacniho diabetu nebo zhorsenou glukézovou toleranci (Chiu et al.
1994, Rissanen et al. 1998).

Ackoliv se zastoupeni genotypu polymorfismu -30G>A v nasi praci
neliSilo od uvedenych studii, nepotvrdili jsme vyssi zachyt minoritni alely
u rizikovych skupin v porovnani se zdravou populaci (tab. 14). Ddvodem
statisticky nesignifikantniho rozdilu v genotypové distribuci u nasich soubort
mUze byt relativné nizsi pocet sledovanych jedinc( oproti témto studiim.

Alela A byva spojovana se zvysenou hladinou la¢né i postprandialni
glykemie, snizenou glukézou stimulovanou inzulinovou sekreci a zvysenou
inzulinovou rezistenci (Zaidi et al1997; Shaat et al. 2006; Rose et al. 2005).
V diabetické populaci (DM2 a G) a v populaci zdravych osob s rodinnou
anamnézou DM2 (PD) jsme nezjistili Zadny statisticky vyznamny vliv alely A
v homozygotnim ani v heterozygotnim stavu na sledované biochemické
a antropometrické parametry. Ve zdravé populaci jsme u nositeld
homozygotniho genotypu AA nameérili vyrazné vyssi hladiny lacné glykemie
(p = 0,025) i jejich stimulovanych hodnot béhem OGTT (p = 0,001).
V rozporu s vyse uvedenymi vysledky méli homozygoti AA zvysenou bazalni
(na hranici statistické vyznamnosti) i stimulovanou (p = 0,048) sekreci
C-peptidu a zvysenou sekreci inzulinu (NS). U téchto homozygotnich jedincu
jsme potvrdili vyssi inzulinovou rezistenci (HOMA R, p = 0,010, Cederholm
index, p = 0,020). Jedinci s heterozygotnim genotypem GA se signifikantné
nelisili v zadném ze sledovanych parametrd od jedincu s homozygotnim
genotypem GG (tab. 15).

V nasi praci jsme potvrdili efekt davky minoritni alely A (recesivni
model vlivu) v populaci zdravych jedinci. Vétsi fenotypovy dopad
u homozygotnich nositeld genotypu AA oproti heterozygotim GA byl
pozorovan i v jinych studiich (Zaidi et al. 1997, Marz et al. 2004).

Ve studii zabyvajici se vlivem polymorfismu na hladinu lacné glykemie
a porodni vahu déti byl pozorovan efekt davky alely A u matek na zvysenou
porodni hmotnost jejich déti. Nebyl u nich vsak pozorovan efekt davky alely

A na hladinu lacné glykemie, tzn. model vlivu alely A byl v tomto pripadé
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dominantni, kdy nebyly pozorovany zavaznéjsi fenotypové projevy u nositelt
genotypu AA oproti GA (Weedon ? et al. 2005).

13.4 POLYMORFISMUS A98V (292C>T) V GENU PRO HNF-1«a

Nejvice zkoumanym polymorfismem v genu pro HNF-1a je A98V
(rs1800574). Neprokazali jsme vyssi vyskyt minoritni alely T (zpusobuje
zaménu alaninu za valin) v diabetické populaci (u DM2 a G) nez v populaci
kontrolni (tab. 16). Zjisténé frekvence varianty 98V (4,7-5,7 %) byly
srovnatelné s frekvencemi v jinych evropskych populacich (3—6 %)
(Urhammer et al 1997, Lauenborg et al. 2004, Weedon P et al. 2005,
Holmkyvist et al. 2006).

Alela T (98V) byla popsana Vv souvislosti se zhorsenou inzulinovou
sekreci. U zdravé evropské populace byl ve 30. minuté OGTT popsan pokles
sekrece C-peptidu o 34 % a pokles inzulinové sekrece o 57 % u jedincd
s genotypem AV oproti homozygotim AA (Urhammer et al 1997). Také u zen
s gestacnim diabetem a genotypem AV bylo ve 30. minuté OGTT pozorovano
snizeni sekrece C-peptidu 0 27 % a inzulinu o 22 %, u kontrolnich jedinc( pak
010 % resp. 0 16 % (Lauenborg et al. 2004). V nasi studii jsme u kontrolniho
souboru zdravych jedincl nepozorovali pokles sekrece C-peptidu ani
inzulinu v prvni fazi OGTT, ve druhé fazi (ve 120. minuté) jsme dokonce
namérili signifikantné vyssi hladiny C-peptidu a inzulinu u nositelt genotypu
AV (tab. 17). Zjisténa vyssi inzulinova rezistence (NS = nesignifikantni)
u heterozygotnich jedincu je v protikladu s vysledky z rozsahlé populacni
studie (Holmkvist et al. 2006). Heterozygoti také vykazovali lepsi funkci
B-bunék: signifikantné vyssi index HOMA F (p = 0,027) a vyssi inzulinogenni
index (na hranici statistické vyznamnosti) (tab. 17), ktery byl ve zminéné
studii u heterozygotnich jedincu signifikantné nizsi (Holmkvist et al. 2006).

V diabetické populaci (DM2 a G) jsme nezjistili zadné statisticky
vyznamné rozdily ve sledovanych biochemickych a antropometrickych

parametrech u heterozygotnich jedincl AV v porovnani s homozygoty AA.
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Stanovené cile dizertacni prace byly splnény:

Byl sestaven soubor 12 rodin s neurcenym typem MODY a rozsahlé
soubory diabetiki 2. typu, potomku diabetiki 2. typu nepribuznych s nasimi
DM2 pacienty, gestacnich diabeti¢ek a kontrolnich jedinc(, které byly
podrobné biochemicky a antropometricky charakterizovany. Pro potreby
vyhodnocovani a statistické analyzy byla vytvorena databaze ziskanych dat.

Byla vytvorena DNA banka, ktera slouzi ke studovani polymorfismd
a mutaci v kandidatnich genech.

Pro vsechny studované genetické lokusy byla zavedena metoda PCR.

Metoda RFLP byla zavedena pro detekci polymorfismd -30G>A
v B-promotoru GCK genu a A98V v HNF-1« genu.

Metoda SSCP byla vzhledem k mensi financni narocnosti nez RFLP
analyza nasledné pouzita pro detekci polymorfismu -30G>A v B-promotoru
GCK genu

TGGE analyza byla zavedena pro exony 1a—7 GCK genu. Pro exony 8—10
se nam nepodarilo najit vhodné primery s GC-clampem, které jsou nezbytné
pro pouziti TGGE metody.

Pro identifikaci genovych variant vsech exonu specifickych pro B-bunky
(1a—10) GCK genu byla zavedena metoda SSCP analyzy.

Vzorky, které byly béhem TGGE a/nebo SSCP analyzy GCK genu

shledany jako pozitivni, byly nasledné obousmérné sekvenovany.

Potvrdili jsme vysokou senzitivitu obou screeningovych metod — shoda

v detekci pozitivnich nalezli mezi analyzami TGGE a SSCP dosahla 100 %.

V souboru MODY rodin jsme ve dvou ruznych rodinach nalezli v exonu 2
GCK genu jednu dosud nepopsanou mutaci V33A a drive popsanou mutaci
v populaci c¢eskych MODY pacientd E40K. V dalsi MODY rodiné byla

103



14. SOUHRN A ZAVER

identifikovana dosud nedetekovana intronova varianta 1VS4+87C>A,
u jednoho clena rodiny dokonce v homozygotnim stavu. Zastoupeni MODY2
ve vzorku nasi MODY populace cinilo 16,7 %, coz je zhruba polovina zachytu

drive zverejnénych vysledkl populacniho screeningu MODY v Ceské populaci.

Prestoze jsme nalezli u jedné gestacni diabeticky novou intronovou
mutaci IVS2+1G>A, u jednoho pacienta s DM2 drive popsany polymorfismus
Ser263Ser v exonu 7, v populaci diabetikl i nediabetik( drive uvadény
polymorfismus Tyr215Tyr v exonu 6 a také radu intronovych variant v GCK
genu, neprokazali jsme zvySeny zachyt mutaci a polymorfism( v tomto genu

v Ceské diabetické populaci oproti populaci nediabetickeé.

Nezjistili jsme statisticky vyznamny rozdil v genotypovych frekvencich
polymorfismu -30G>A v B-promotoru GCK genu mezi soubory diabetickych
a nediabetickych jedincd. Nicméné, v kontrolni populaci jsem potvrdili
vliv. minoritni alely A v homozygotnim stavu na zvyseni hladin lacné
i stimulovanych hodnot glykemie a na zvyseni inzulinové rezistence. Vliv
tohoto polymorfismu vykazoval efekt davky, homozygotni jedinci GA
méli hodnoty sledovanych antropometrickych i biochemickych parametru
srovnatelné s majoritnimi homozygoty GG. U ostatnich studovanych soubort
nebyl zjistén zadny statisticky vyznamny rozdil ve sledovanych parametrech

v zavislosti na genotypu.

Frekvencni zastoupeni minoritni alely T polymorfismu A98V v genu pro
HNF-1a nebylo vyssi v Ceské diabetické populaci v porovnani s populaci
nediabetik(. Neprokazali jsme vliv tohoto polymorfismu na zhorSenou
inzulinovou sekreci, jak bylo uvadéno v odborné literature. Naopak jsme
v kontrolnim souboru zjistili zvysenou sekreci inzulinu béhem druhé faze
OGTT a lepsi funkci B-bunék u heterozygotnich jedinci oproti béznym
homozygotim. U ostatnich studovanych soubori nebyl zjistén zadny
statisticky vyznamny rozdil ve sledovanych parametrech v zavislosti na

genotypu.
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Z nasi studie vyplyva, ze mutace a polymorfismy genu pro GCK stejné
jako polymorfismus -30G>A v B-promotoru GCK genu a polymorfismus A98V
v genu pro HNF-1a se v patogenezi diabetu 2. typu a gestacniho diabetu
u Ceské populace neuplatiuji, nebo pouze okrajové v interakci s dalSimi
genetickymi a vnéjsimi faktory. Studium téchto interakci gen—gen a gen—
prostredi si zaslouzi velkou pozornost a je predmétem naseho dalsiho

vyzkumu.
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-30G>A = zaména adeninu za guanin na pozici -30 bp v B-promotoru GCK
genu

A98V = zaména alaninu za valin v genu pro HNF-1a v 98. kodonu zplsobena
zameénou cytosinu za tymin na 292. pozici = 292C>T

AD = autozomalné dominantni dédicnost

ADP = adenosidifosfat

AK = aminokyselina

ATP = adenosintrifosfat

bHLH = basic helix-loop-helix proteiny, zaujimaji sekundarni strukturu
Sroubovice—smycka—sroubovice

BMI = body mass index, podil télesné hmotnosti (kg) a druhé mocniny vysky
(m?)

bp = base pair(s), par(y) bazi

cM = centiMorgan, jednotka relativni vzdalenosti genovych lokusu, ktera
odpovida 1% pravdépodobnosti rekombinace

CNS = centralni nervovy systém

ddNTP = dideoxynukleotidtrifosfat

DM = diabetes mellitus

DM2 = diabetes mellitus 2. typu, pacient(i) s diabetem 2. typu

DNA = deoxyribonukleova kyselina

dNTP = deoxynukleotidtrifosfat

dsDNA = double strand DNA, dvouretézcova DNA

E40K = zaména kyseliny glutamové za lysin ve 40. kodonu GCK genu
zpusobena zaménou guaninu za adenin na 118. pozici = 118G>A

EDTA = ethylene diamine tetraacetic acid, kyselina
ethylendiamintetraacetoctova

EKG = elektrokardiografické vysetreni

G = gestacni diabeticky

G-6-P = gluk6zo-6-fosfat
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GADA =glutamic acid decarboxylase antibodies, protilatky proti
dekarboxylaze kyseliny glutamové

GCK = glukokinaza

GD = gestacni diabetes

GKA = glukokinazovy aktivator

GKRP = glukokinazovy regulacni protein

GLUT2 = glukdzovy transportér 2

GSIR = glucose stimulated insulin release, glukdzou stimulovana sekrece
inzulinu

HDL = high density lipoprotein, lipoprotein s vysokou hustotou

HNF = hepatocytarni transkripcni faktor

HOMA-F = homeostaticky model funkce beta-bunék pankreatu

HOMA-R = homeostaticky model inzulinové rezistence

HWE = Hardy-Weinbergova rovnovaha

IA2 = antibodies to protein tyrosine phosphatase, protilatky proti tyrozin
fosfataze

IAPP = islet amyloid polypeptide, amyloidni polypeptid

ICA = islet cell antibodies, protilatky proti bunkam Langerhansovych
ostravkd

IPF1 = inzulinovy promotorovy faktor 1

IR = inzulinovy receptor

Isl-1 = ISLET-1, transkripcni faktor s motivem LIM/homeodomény

ITT = inzulinovy tolerancni test

ivGTT = intravenozni glukdzovy tolerancni test

IVS = intervening sequence, intronova oblast

IVS2+1G>A = zaména guaninu za adenin v intronové oblasti 1 bp od konce
exonu 2

IVS4+87C>A = zaména cytosinu za adenin v intronové oblasti 87 bp od konce
exonu 4

K = kontrolni jednici, nediabetici bez rodinné anamnézy DM2

Kir6.2 = Potassium channel inwardly rectifying, protein kodovany genem
KCNJ11
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LDL = low density lipoprotein, lipoprotein s nizkou hustotou

MODY = maturity-onset diabetes of the young

MUFA = mono unsaturated fatty acids, mononenasycené mastné kyseliny
NeuroD1 = neurogenni diferenciacni protein 1

Ngn3 = neurogenin 3

NS = nesignifikantni, statisticky nevyznamné

OGTT = oralni gluk6zovy tolerancni test

PAD = peroralni antidiabetika

Pax = paired-box homeoprotein

PCR = polymerase chain reaction, polymerazova retézova reakce

PD = potomci diabetik( 2. typu, nediabetici s rodinnou anamnézou DM2
PGT = porusena glukozova tolerance

PHHI = persistentni hyperinzulinemicka hypoglykemie

PNDM = permanentni neonatalni diabetes mellitus

PUFA = poly unsaturated fatty acids, polynenasycené mastné kyseliny
RE = restrikéni endonukleaza

RFLP = restriction fragment length polymorphism, polymorfismus délky
restrikénich fragmentt, metoda DNA analyzy

SFA = saturated fatty acids, nasycené mastné kyseliny

SNP = single nucleotide polymorphism, jednonukleotidovy polymorfismus
SSCP = single strand conformational polymorphism, metoda DNA analyzy
ssDNA = single strand DNA, jednoretézcova DNA

TCF7L2 = transcription factor 7-like2

TE pufr = Tris-HCl 10 mmol ', EDTA 1 mmol |

TGGE = teplotni gradientova gelova elektroforéza, metoda DNA analyzy
V33A = zaména alaninu za valin v 33. kodonu GCK genu zpusobena zaménou
tyminu za cytosin na 98. pozici = 98T>C

VMK = volné mastné kyseliny

WHR = waist to hip ratio, pomér obvodu pasu a boku

WT = wild type, bez mutace
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