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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
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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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