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PODEKOVANI

Studiu energetického metabolismu a ptedevdim jeho genetického a hormondlniho
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Laborantkam Helené Vratné, Hané Opltové a Alené ToSnarové dékuji za provedeni stovek
klinicko-biochemickych stanoveni a izolaci DNA geneticky testovanych jedinct.

Pfi svém dékovani nechci zapomenout na dal$i laboranty a odborné pracovniky
Endokrinologického tustavu, jejichz rukama testované vzorky prosly.

V neposledni fadé moc dékuji véem dobrovolnikiim, ktefi si v dnesni uspéchané dobé
udélali cas a zucastnili se diabetologickych a obezitologickych studii. Pispéli tak
k védeckému poznavani sloZitého a zavazného tématu, jakym regulace energetického
metabolismu je, zejména v souvislosti stak rozSifenymi onemocnénimi, jakymi jsou

metabolicky syndrom, diabetes mellitus 2. typu a obezita.
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SEZNAM ZKRATEK

A-3826G substituce adeninu za guanin v promotorové oblasti, v pozici -3826
ADP adenozindifosfat

AgRP agouti related protein

AMP adenozinmonofosfat

AMPK AMP-aktivovana proteinova kinaza

AntiGAD protilatky proti dekarboxylaze kyseliny glutamové

AntilA2 protilatky proti tyrozin fosfataze

ATP adenozintrifosfat

AUC area under curve, plocha pod kfivkou grafu

BMI body mass index, podil télesné hmotnosti (kg) a druhé mocniny vysky (m?)
CNS centralni nervova soustava

CYP17 Cytochrome P450 17alpha-hydroxylase/17, 20-lyase

DHEA dehydroepiandrosteron

DHEA-S dehydroepiandrosteronsulfat

DI dispozi¢ni index

DM diabetes mellitus

DM2 diabetes mellitus 2. typu

DNA deoxyribonukleova kyselina

dNTP deoxyribonukleotidtrifosfat

E23K substituce aminokyseliny glutaminu za lysin na 23. pozici

EDTA ethylene diamine tetraacetic acid, kyselina ethylendiamintetraacetoctova
EKG elektrokardiografické vySetieni

ESHRE European Society of Human Reproduction and Embryology

FGIR fasting glucose to insulin ratio, pomér glukézy ku inzulinu nala¢no

FIRI fasting insulin resistance index, index inzulinové rezistence ziskany z la¢nych hodnot

HDL high density lipoprotein, lipoprotein s vysokou hustotou



HOMA-F homeostaticky model funkce beta-bunék pankreatu

HOMA-R homeostaticky model inzulinové rezistence

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

IGF insulin-like growth factor, ristovy faktor podobny inzulinu

IRS-PI3K inzulinovy receptorovy substrat—fosfatidylinositol 3'OH kinaza

ITT inzulinovy toleranéni test

KCNJ Potassium channel inwardly rectifying, rodina gent kédujicich draselné kanaly
Kir Potassium channel inwardly rectifying, protein kddovany genem KCNIJ

LDL low density lipoprotein, lipoprotein s nizkou hustotou

MIDD maternally-inherited diabetes and deafness, maternalné dédény diabetes a hluchota
mRNA mediatorova ribonukleova kyselina

NIDDM non-inzulin dependentni diabetes mellitus, synonymum pro DM2

NPY neuropeptid Y

OGTT orélni glukézovy toleranéni test

PCOS polycystic ovary syndrom, syndrom polycystickych ovarii

PCR polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce

POMC proopiomelanokortin

PPARSs peroxisome proliferator-activated receptors, rodina genii kodujicich nuklearni

receptory
Pro12Ala substituce aminokyseliny prolinu za alanin ve 12. kodonu
Pro113Gln substituce aminokyseliny prolinu za glutamin ve 113. kodénu

RFLP restriction fragment length polymorphism, polymorfismus délky restrikénich
fragmentt

RIA radioimmunoassay, radioimunoanalyza

SHBG sex hormon binding globulin, globulin vazajici pohlavni hormony
SNP single nucleotide polymorphism, jednonukleotidovy polymorfismus
SSCP single strand conformational polymorphism, metoda DNA analyzy
SUR sulfonylureovy receptor

T3 trijodtyronin



T4 tyroxin

TE pufr Tris-HCI 10 mmol*I"', EDTA 1 mmol*!”

TSH tyreotropni hormon

UCPs uncoupling proteins, rodina rozpiahovacich proteind
VMK volné mastné kyseliny

WHR waist to hip ratio, pomér obvodu pasu a boku



1. UVOD DO PROBLEMATIKY

Energeticky metabolismus piedstavuje nesmimé slozitou a dynamickou soustavu
enzymy katalyzovanych biochemickych procesu, které se fidi materidlovymi a energetickymi
potiebami organismu. Béhem téchto procesi se v zZivinach pfijatd energie podle
momentalnich potfeb organismu z¢asti spotiebuje, z¢asti je v anabolickych reakcich vyuZita
na vystavbu bunéénych struktur, ¢ast je v podobé tepelné energie uvolnéna. Energetické
prebytky se ve formé tuku ¢i glykogenu ukladaji v zasobnich tkanich. Metabolické drahy jsou
vzajemné propojeny, takZze kone¢ny produkt jedné reakce je substratem dalsi, navic mnohé
drahy navazuji 1 na meziprodukty jinych metabolickych drah. Regulace téchto dé&jt je
podminéna neurohumoralné za ucasti mnoha hormoni a medidtord. Cely systém
metabolickych drah je ve své komplexnosti obsazen v genetickém kodu a jeho

prostfednictvim je pfeddvan z generace na generaci.

Poruchy energetického metabolismu stoji v pozadi zavaznych civilizacnich chorob —
obezity, diabetes mellitus 2. typu (DM2) a tzv. metabolického syndromu, jejichZ prevalence
v poslednich letech rapidné vzrista. Jsou spojeny se zvySenou morbiditou a mortalitou

a pfedstavuji zdvazny zdravotnicky a socioekonomicky problém.

Publikace, které jsem zafadila do své dizertaéni prace, jsou zaméfené jednak na
vytipované, tzv. kandidatni geny, o nichz se ptedpoklada, Zze se jejich produkty na fizeni
energetického metabolismu vyznamné podileji, a jednak pojednavaji o hormonech zapojenych
do glykoregulace a ovliviiyjicich hospodafreni s energii.

Dva ze studovanych kandidatnich genti, o nichz pojednavaji zafazené genetické studie
(gen PPARgamma2? a KCNJII), se podileji na sekreci ¢ uéinku jednoho z hlavnich
anabolickych hormoni-inzulinu. Bezprostfedné tak souviseji sonemocnénim diabetes
mellitus a v souvislosti s nim jsou také nejcast&ji zkoumany. Vzhledem ke komplexnimu
plsobeni inzulinu v organismu jsou tyto geny studovany téZ v souvislosti s obezitou
a metabolickym syndromem. Pfimy vztah k obezité ma treti kandidatni gen (UCPI), jemuz je
vénovana jedna publikovana geneticka studie. V dalsich publikacich se soustfedim na vybrané
hormony produkované piedevdim tukovou tkani, konkrétné jde o leptin, rezistin
a adiponektin. Zminén je téZz Zaludecni hormon ghrelin. Tyto hormony jsou studované
pfedevsim ve vztahu k obezité, nebot’ se uplatiiuji pti regulaci chuti k jidlu. V predkladané
praci jsou uvedeny také v souvislosti se syndromem polycystickych ovarii, coz je

onemocnéni, u n¢jz hraje obezita a zejména distribuce podkozniho tuku vyznamnou roli.
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Kandidatni geny a hormony tukové tkané€ jsou v piiloZenych publikacich studovéany
vzdy ve vztahu ke konkrétnim metabolickym porucham, jimiz jsou diabetes mellitus 2. typu,
obezita, metabolicky syndrom a syndrom polycystickych ovarii. Uvodni kapitoly jsou proto

vénovany zakladni charakteristice kazdé z téchto klinickych jednotek.
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1.1. Centralni regulace energetického metabolismu

Jiz v poloviné 19. stoleti poukazoval uznavany fyziolog Claude Bernard na duleZitou
roli mozku v gluk6zovém metabolismu. Po objevu inzulinu v roce 1923 vSak byla otazka
tlohy centralniho nervového systému (CNS) v regulaci glukézové homeostazy na dlouhou
dobu opomijena. Nedavné dikazy ovSem potvrzuji, Ze mozek hraje kli¢ovou roli jak
v regulaci metabolismu glukdzy, tak v regulaci metabolismu tukti. Nervovy systém ziskava
informaci o energetickych zasobiach a o momentalni dostupnosti energie prostiednictvim
hormonalnich signald (leptin, inzulin a dal$i) a prostfednictvim signald nutri¢nich (zejména
koncentrace glukozy a volnych mastnych kyselin v krvi). Na zakladé téchto informaci pak
reguluje energeticky piijem, vydej i endogenni produkci glukdzy a u zdravych jedinci tak

udrzuje hladinu glykémie v normalnim rozmezi (Seeley, Woods 2003).

Mozkova tkan je pokladana za tkan nezavislou na pusobeni inzulinu a dlouhou dobu
byla proto povaZovana i za tkan na pasobeni inzulinu necitlivou. Vychézelo se z poznatku, Ze
inzulin neni v mozku hlavnim regulatorem vyuziti glukozy a také z ptedpokladu, Ze molekula
inzulinu pro svou velikost nemiZe volné prochazet ptes hematoencefalickou bariéru. Novéjsi
pozorovani v8ak prokazala, Zze mozek, i kdyZ je pfi vyuzivani glukézy na inzulinu nezavisly,
neni vic¢i tomuto hormonu necitlivy. Prvni dikazy o ptisobeni inzulinu v mozku jsou staré
vice nez 25 let, kdy bylo zji§téno u primati, Ze jejich piijem potravy se snizil, pokud jim byly
kontinualni intracerebroventrikularni infuzi podavany nizké davky inzulinu (Woods et al.
1979). Postupné ptibyly dikazy o tom, Ze hladiny cirkulujiciho inzulinu odrazeji mnoZstvi
tukové tkane€, dale Ze cirkulujici inzulin je transportovan do mozku a mozkova tkan ze
obsahuje pro tento hormon receptory koncentrované v oblastech podilejicich se na
autonomnich funkcich a také na kontrole piijmu potravy, zejména v nucleus arcuatus
(Schwartz et al. 1992). Inzulin se tak stal kandidatnim signalem tzv. adipocytarni negativni
zpétné vazby v centrdlni kontrole energetické homeostazy. Pozdé&ji se prokazalo, Ze
intracerebroventrikularni infize inzulinu vede i ke sniZeni jaterni produkce glukézy zvysenim
senzitivity hepatocytl vii¢i inzulinu (Obici et al. 2002) a inzulin tak zacal byt povaZzovan za
centralni regulator nejen energetické rovnovahy, ale i gluk6zové homeostazy. Tyto zavéry
Jsou potvrzovany zvitecimi modely (Okamoto et al. 2004). Stejné jako v perifernich tkanich,
i v mozku je pfenos inzulinového signélu realizovan pres inzulinovy receptorovy substrat—
fosfatidylinositol 3'OH kinazu (IRS-PI3K). Porucha na této centralni drovni miZe byt

pficinou nékterych typl obezity a inzulinové rezistence (Lin et al. 2004).
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1.2. AMP aktivovana proteinova kinaza — energetickyv senzor buiiky

Funkci tzv. metabolického senzoru eukaryotické buiiky mé& AMP-aktivovana
proteinova kindza (AMPK). Jeji aktivita je zavisla na poméru ATP/AMP v cytoplazmé.
V ptipadé poklesu koncentrace ATP se AMPK aktivuje a rozbiha kinazovou kaskadu
orientujici bunécny metabolismus z anabolického rezimu na katabolicky, coz vede k obnové
hladiny ATP. U c¢lovéka a savci obecné je AMPK zapojena do regulacnich mechanismu
fidicich transport glukozy, glukoneogenezi, lipogenezi, oxidaci mastnych kyselin a lipolyzu,

viz obr. 1. AMPK tak hraje vyznamnou roli pii kontrole pfijmu potravy (Andersson et al.
2004).

hila tukova tkai: jatra:
1 oxidace mastnych kyselin 1 oxidace mastnych kyselin
| lipogeneze | lipogeneze
]} lipolyza | syntéza cholesterolu
| pfijem glukdzy

sval: Beta buiikky pankreatu:

| oxidace mastnych kyselin modulace sekrece inzulinu
T pfijem a utilizace glukézy

Obr. 1 Role AMPK v regulaci tkaitového metabolismu (upraveno podle Kopecky,
Flachs, 2004)
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1.3. Teorie usporného genotypu a fenotypu

Teorie usporného genotypu se snazi v souladu s evoluénimi zakonitostmi vysvétlit,
pro¢ v soucasné spole¢nosti dochazi ve stale vétsi mife k rozvoji obezity a nemoci s ni
spojenych. Teorie pfedpoklada, Zze v davnych dobach, kdy byl piijem potravy znacné kolisavy
a populace byly ¢asto suzovany hladomory, byl hospodarny metabolismus s maximalni
schopnosti ukladani energie evoluéné zvyhodnén a potomci rodi¢l stimto typem
metabolismu méli vétsi Sance na pieziti a splozeni podobné spé$nych potomkil. Existence
téchto uspornych gent, tzv. ,thrifty genes*, byla poprvé piedpovézena Neelem (1992), jehoz
zajem byl zaméfen na vyuziti glukdzy jakozto biologického paliva. Piedpokladal existenci
evolu¢niho tlaku, ktery by v dobé hladovéni uchranil glukozu pied spotfebovanim
v perifernich tkanich pro potieby mozku. Tento tlak by ve svém disledku ved] k selek¢ni
vyhodé posunujici populaci smérem k inzulinové rezistenci v perifernich tkanich. V nasi
soucasné civilizaci s minimalnimi naroky na fyzickou aktivitu a s nadbytkem vysoce
kalorické potravy pfedstavuji tyto usporné geny pro své nositele riziko predisponujici
k patologické kombinaci obezita - DM2. Je pravdépodobné, Ze fada uspornych genid
a dédi¢nost genetickych polymorfismi vedoucich k malym zménam v expresich mohou ¢init
populaci vice ¢i méné nachylnou k rozvoji obezity a diabetu (Diamond 2003). Rizné usporné
geny jsou studovany a je o nich referovano v piehledovych ¢lancich (Damcott et al. 2003).
Principialn€ 1ze rozlisit dva typy Gspornych geni: geny vedouci ke zvy$enému ukladani tuku
a geny stojici v pozadi inzulinové rezistence. Funkéné jsou vSak v uzkém sepéti, nebot
vzestup anabolicky ptisobiciho inzulinu podporuje ukladani tuku v tukové tkani, a tim rozvoj
obezity, a podobné periferni tkan (napf. svalova) obéznich jedincli se casto stava

viéi pisobeni inzulinu rezistentni a potencuje tak jeho vy$si koncentrace (Unger 2003).

Teorii usporného genotypu dopliiuje hypotéza tzv. usporného fenotypu. Jde o teorii
poprvé nastinénou Halesem a Barkerem (Hales, Barker 1992), ktera vychazi z jejich
klinického pozorovani, Ze malnutrice v prenatalnim, popf. v rané postnatilnim obdobi, je
asociovana s obezitou a diabetem v dospélosti. Hypotéza predpoklada, Ze fetalni malnutrice
zplsobi alteraci metabolismu, ktera vede k adaptaci na nedostatek, spoéivajici v maximalnim
vyuZiti nutrientd v déloze. V pozdg&j$im Zivoté pak tato alterace miize vést ke vzniku obezity
a diabetu i za relativné pfiméfeného kalorického piijmu. Adaptace metabolismu v prenatalnim
obdobi spociva v epigenetickych regulacich genové exprese, jako je methylace DNA a dale
chemicka modifikace chromatinu enzymy (napf. sirtuiny), jejichz aktivita je spojovéana

s mnoZzstvim bunéénych energetickych zésob a u nizsich organismi interferuje s inzulinovou
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signalizaci (Blandr, Guarente 2004). DuleZitou ulohu v metabolickych regulacich maji
i vitaminy skupiny B, zejména kyselina listovd. Mechanismy a regulace, které adaptace
metabolismu umoziuji, se mohou ziejmé uplatnit vyluéné v prenatalnim ¢i rané postnatalnim
obdobi a jsou navic tkanové specifické. Studium epigenetickych zmén je velmi perspektivni

oblasti sou¢asného vyzkumu.

1.4. Diabetes mellitus 2. typu

Diabetes mellitus dnes patii k nejrozsitenéj$im civilizaénim chorobdm. Jedna se
o heterogenni skupinu onemocnéni, kdy dochazi k poruse gluk6zového metabolismu, vedouci
k hyperglykemii. Nejvétsi skupinu diabetikli pfedstavuji pacienti s diabetem 2. typu,
oznacovanym téz jako non-inzulin dependentni diabetes mellitus (NIDDM). DM2 postihuje
v zépadnich statech okolo 3-5% populace a pfedpoklada se, Ze do roku 2010 svétova
prevalence DM2 vzroste na vice nez 215 miliéond nemocnych (Barrosso 2005). Vyskyt tohoto

onemocnéni rapidné stoupa s vékem a se vzrlstajicim poctem obéznich lidi.

V Ceské republice bylo k31. 12. 2004 registrovano 712 000 diabetikii (dle
www.diab.cz), z toho pfiblizn€ 92% tvofi diabetici 2. typu a pocet nemocnych stale vzrista.
Komplexni 1écba diabetu a s nim spojenych vaznych chronickych mikrovaskularnich
a makrovaskularnich komplikaci (napt. nefropatie, retinopatie, aterosklerdza, diabeticka noha)
s sebou pfinasi obrovskou zat€Z nejen zdravotni a spolecenskou, ale i ekonomickou. Je proto
velice Zadouci odhalit jedince s predispozici k tomuto onemocnéni a mit tak mozZnost

predchazet jeho demonstraci a rozvoji (napf. Upravou zivotospravy, dietou).

DM2 je onemocnéni geneticky siln€¢ podminéno, svéd¢i pro to jeho Casty familiarni
vyskyt ¢i studie monozygotnich dvojcat (Groop et al. 1996, Groop, Tuomi 1997). Individualni
riziko rozvoje DM2 je dano, jak se zda alespori ve vétsiné populaci, interakci genetickych
faktord a vlivu prostfedi. Genetické studie DM2 se v soucasné dobé zaméfuji na identifikaci
specifickych genetickych determinant, které ovliviiuji predispozici jednotlivce ke glukézové
intoleranci. I pres znacné usili, které je této problematice vénovano, zlstavaji genetické

pfiCiny nejbéZnéjsich forem diabetu nejasné (McCarthy et al. 1994).
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Genetické studie DM2 narazeji na fadu ptekazek (McCarthy et al. 1994, Groop et al.
1996, Groop, Tuomi 1997, Elbein 1997, Bastian 2002, Elbain 2002, McCarthy, Froguel 2002,
Gloyn 2003). Nejvétsi z nich spoéiva v tom, ze DM2 neni jednoduché homogenni
onemocnéni. Problematicka je uz samotna diagndza diabetu a DM2 zejména. Heterogenita je
patrna prakticky ve vSech aspektech DM2 a je pravdépodobné vysledkem jak genetické
heterogenity, tak diverzity prostiedi. Geneticka diverzita muze byt alelicka (vyskyt riznych
alel ve stejném lokusu) ¢i nealelicka (soucasné puisobeni fady riznych lokust, stav glukdézové
tolerance je pak dan interakci vice gent (Wright et al. 2003)). Navic u riznych jedinc mohou
byt dilezité rozdilné geny ¢i jejich kombinace a situace se jesté komplikuje etnickymi rozdily.

Dalsi komplikace genetického vyzkumu DM2 souviseji s neznalosti "primarni"
poruchy. Ke glukézové intoleranci, jejimz nasledkem je hyperglykémie, mohou vést rizné
patofyziologické cesty. Neni jasné, zda mistem primarniho defektu jsou piimo beta-buiiky
pankreatu, ¢i zda je primarni porucha v pisobeni inzulinu (Turner et al. 1989, DeFronzo et al.
1992, LeRoith 2002). Hyperglykémie mize byt tedy zpusobena jak poruchou inzulinové
sekrece, tak zvySenou produkci glukézy v jatrech, & inzulinovou rezistenci. Rada studii
dokazuje, Ze pro vétSinu pacientl je pfizna¢na inzulinova rezistence. Studiu bunéénych
mechanismi, které vedou k inzulinové rezistenci, je vénovdna mimofadna pozornost.
Inzulinova rezistence v8ak sama neni pfi¢inou diabetu, s vyjimkou vzacné se vyskytujicich
mutaci inzulinového receptorového genu (Taylor et al. 1991). Dokud totiZ beta-buriky staci
niz8i citlivost periferie k inzulinu kompenzovat jeho zvy$enou sekreci, zlstava glykémie
normalni. Inzulinova rezistence i zvySeny vydej glukdzy jatry mohou byt zpusobeny
vysokymi hladinami cirkulujicich volnych mastnych kyselin, takZe i poruchy v metabolismu
lipidh stoji v pozadi DM2 (Perseghin et al. 1997). V posledni dobé piibyva dikazi, Ze
v patogenezi DM2 hraji roli i zanétlivé faktory (Greenberg, McDaniel 2002, Duncan, Schmidt
2003).

Dédi¢nost DM2 je, jak jiz bylo zminéno, multifaktorialni. Nejlépe ji vyjadiuje model
pocitajici s n€kolika geny stfedniho dopadu, které plisobi na polygennim pozadi za interakce
s vn€j8imi faktory. U jedinch, kteti jsou nositeli predpokladanych diabetogent, vsak nemusi
nemoc vibec propuknout (diisledek netplné penetrance) a naopak u pacienti s DM?2
nemusime dany diabetogen prokazat (dusledek fenokopie ¢&i genetické heterogenity).
Geneticky model DM2 téz ovliviuji pozorovéani zvyseného podilu ptenosu DM2 z matky na
dit€ (Thomas et al. 1994, Groop, Tuomi 1997) a Ize tak predpokladat dalsi mechanismy, napt.
parentalni imprinting ¢i vliv mitochondridlnich mutaci. JiZ je zném typ diabetu zplsobeny

prokazateln€ mutaci mitochondrialni DNA, jde o maternalné dédény diabetes mellitus spojeny
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s hluchotou (maternally-inherited diabetes and deafness, MIDD). Jsou publikovany vysledky
celogenomovych screeningl, které byly provedeny u mnoha riznych populaci. Byla
identifikovana fada oblasti genomu segregujicich s diabetem ¢i s nékterym z jeho piiznaki,
ale hlavnim zavérem téchto studii je, Ze zfejmé neexistuje pro nejrozsitenejsi formy DM?2
majoritni lokus (Elbain 2002). VétSina genetickych studii DM2 je zaloZzena na vyhledavani
kandidatnich gent. Tyto geny lze obvykle pfedpovédét na zakladé znamé biochemické funkce
(napf. inzulin, inzulinovy receptor, glukézové transportéry), nebo jsou odvozené z lidskych
a zvifecich modell. Nicmén¢ vybér téchto potencialnich kandidati je a bude, diky pokrokim
v analyze piecteného lidského genomu a pokroku v expresni (Bernal-Misrachi et al. 2003)
a komparativni genomice, velmi Siroky. Jakmile je vybrdn kandidatni gen, je screenovan
a jsou hledany jeho genetické varianty, ¢asto jednonukleotidové polymorfismy (SNPs). Tyto
varianty jsou poté genotypovany na souborech pacientu s diabetem a u normoglykemickych
kontrol a zjistuje se, zda se n€ktera varianta vyskytuje Castéji u pacientli ¢i naopak (asociacni
studie). I kdyz bylo studovano vice nez 200 kandidatnich genu, vysledky nejsou zatim pfilis
povzbudivé. Opakované byly potvrzeny asociace DM2 pouze s polymorfismy v genech
PPARgamma2 a KCNJI1 (Gloyn 2003). Obéma geniim a asociacim jejich polymorfismi
s diabetem je vénovana piilozena publikace — viz PUBLIKACE 1: Vejraikova et al. Dva
nadéjné kandidatni geny v etiopatogenezi DM2 - PPARy2 a KCNJ11. Cas Lék Cesk.
2005;144(11):721-725.

Rada pozitivnich vysledki nebyla v jinych populacich reprodukovana. Diivodem mtze
byt populacni stratifikace ¢i mnohdy nedostateénd a nejednotna fenotypizace. Je stale
zfejméjsi, Ze pro identifikaci skuteénych genetickych asociaci jsou nezbytné co nejpocetné;jsi
soubory. Nedavné publikace doporucuji, jak navrhnout asociaéni studie, aby jejich vysledky
vedly k definitivnim vysledkim a bylo mozZné vystopovat interakce gen-gen, gen-prostiedi
(Cardon, Bell 2001, McCarthy, Froguel 2002). Vysledky mnoha ptedchozich asociaénich
studif musi byt proto revidovany na velkych populaénich vzorcich spolu s extenzivni

genetickou a funkéni analyzou dané oblasti (Elbain 2002).
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1.5. Metabolicky syndrom, obezita a adipokiny

DM2 je ¢&asto doprovazen obezitou. Obezita sama je multifaktoridlni onemocnéni,
které je silné geneticky determinovéano. Bylo publikovano mnoho studii zjistujicich asociaci
gen ¢ chromozomalnich oblasti s ukazateli obezity, shmotnostnimi zménami,
s energetickym vydejem & respiracnim kvocientem. Podobné jako v pifipadé DM2,
i v souvislosti s obezitou jiz bylo diskutovano vice nez 250 nadéjnych genetickych markerq.
Ve nasvédéuje tomu, Ze obezita a DM2 mohou byt projevem z velké ¢asti spolecného
genetického zdkladu. Navic se zda, ze DM2 je pouze soucasti jesté komplexné€jsiho tzv.
metabolického syndromu (Reaven 1988, Perseghin et al. 1997, Koyama et al. 1997, Colagiuri
et al. 1997) — obr. 2.

Abdomindlni
obezita

I Hype rinzulinémie [

Kardiovaskulam1i
onemocheni

Metabolicky syndrom

Hypertenze

Dyslipidém ie

Mikroalbuminurie

obr. 2 Nejdilezitéjsi slozky metabolického syndromu

Metabolicky syndrom, oznacovany také jako Reavenuv metabolicky syndrom ¢i
syndrom X, zahrnuje celou fadu metabolickych poruch, zasadni je vSak piitomnost
glykoregulacéni poruchy ve smyslu inzulinové rezistence. Inzulinorezistence a nasledna
hyperinzulinémie = vedou k porucham metabolismu lipidd, coZ se projevuje
hypercholesterolémii,  poklesem HDL  cholesterolu a  hypertriacylglycerolémii.
Dyslipoproteinémie zvysuje riziko aterosklerozy. Mezi daldi hlavni slozky patii esenciélni
hypertenze, obezita androidniho typu, koagula¢ni poruchy, nékdy jsou tyto zmény provazeny
teZ hyperurikémii a pfidruzeny mohou byt téZ psychické poruchy.

Metabolicky syndrom je vnadi populaci velmi rozsifen, nékterd zjeho slozek
postihuje behem Zivota az pfes 50 % jedinci (Svacina 2004). Opét se pi jeho rozvoji

uplatiiuje geneticka dispozice a dilezitou roli hraje prostiedi a Zivotosprava. Tukova tkan je
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vyznamny sekreéni organ vylucujici mnoho hormond a dalSich plsobkd, které ovliviiuji
vyjadieni jednotlivych slozek metabolického syndromu. ZmnoZena tukova tkan u obéznich
osob a zejména visceralni tuk maji vyrazny podil na patogenezi metabolického syndromu
ajeho komplikaci. V soudasné dobé je stdle Castéji pfijimana teorie, Ze centralni poruchou
metabolického syndromu je visceralni obezita a inzulinova rezistence je sekundarnim jevem.
Napiiklad je dobfe znam diabetogenni vliv vys$ich hladin volnych mastnych kyselin, kdy
dochazi k interferenci glukdzového a lipidového metabolismu. Mastné kyseliny uvolnéné
z visceralniho tuku mohou prostfednictvim portalniho obéhu pitimo ovliviiovat metabolicke
procesy v jatrech (Bergman 2000). Popsan je i piimy lipotoxicky vliv na beta-buriky
pankreatu. Hormon angiotenzinogen produkovany tukovou tkani je jednim z mechanismi,

ktery mize vysvétlovat vztah obezity k esencidlni hypertenzi.

Nedlouho zniamym fenoménem je sekrece tzv. adipokint, tedy cytokind
produkovanych adipocyty. Nejvyznamnéj$im objevem byla identifikace leptinu v roce 1994,
nebot’ tento proteohormon je vyznamnym regulatorem energetické rovnovahy (Friedman
2002). Je tvofen 167 aminokyselinami a je produkovan pievazné tukovou tkani. Za
normalnich okolnosti pozitivné koreluje vySe hladiny leptinu s mnozstvim tukové tkané
v organismu. Z vétsi ¢asti je v krvi cirkulujici leptin vazan na proteiny, volny leptin ma
schopnost piisobit na hypotalamicka centra regulujici piijem potravy. U zdravych lidi je
mechanismus takovy, Ze zmnozeni tukové tkané se odrazi ve vzestupu koncentrace leptinu,
coz vede ke snizeni chuti kjidlu a ke zvySeni energetického vydeje. Naopak dojde-li
k redukci tukové tkané v téle, koncentrace leptinu poklesne a disledkem je stimulace piijmu
potravy a sniZeni energetického vydeje. Jde vak pouze o modelovy popis Ucinku leptinu,
nebot 1 u osob téZe télesné konstituce, véku a pohlavi existuje znacnd heterogenita
v koncentraci leptinu. Do zna¢né miry je zpisobena tim, Ze koncentrace leptinu je kromé
mnozZstvi podkozniho tuku zavisla téZ na aktualni energetické bilanci organismu (Levine,
Billington 1998). Problematice koncentrace proteohormonu leptinu u obéznich déti a zménam
v jeho koncentraci po absolvovani redukéniho pobytu v détské 1é¢ebné je vénovana piiloZena
publikace — viz PUBLIKACE 2: Sramkova et al. Korelace leptinu s antropometrickymi
parametry béhem redukéni 1é¢by obéznich déti. Sborn 1€k 2002;103(4):487-494.

Objev leptinu vyvolal velky zajem o dalsi mozné hormony produkované tukovou
tkani. V soucasné dobé je znamo jiz nékolik desitek téchto pisobki. Jak se viak ukazalo,
mnoho znich je primamé secernovano i jinymi tkanémi neZ je tkan tukovd, zejména

imunokompetentnimi burikami-makrofagy, takZe vyznam jejich produkce adipocyty je stale
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pfedmétem vyzkumu. Mezi nejsledovanéjsi a nejdiskutovanéjsi hormony z této fady patii

adiponektin a rezistin.

Adiponektin je homon, jehoZ koncentrace v krvi patii k nejvy$sim, pohybuje se
fadové v pg/ml a tvofi tak témeéf 0.01% vsech plazmaticych proteind. Jedna se o protein
sestavajici z 244 aminokyselin, jejiz struktura je vysoce homologni s kolagenem VIII, X
a s komplementem Clq (Maeda et al. 2001). Hladiny adiponektinu jsou na rozdil od leptinu
u obéznich osob sniZeny a niz8i jsou také u osob trpicich aterosklerozou a diabetem 2. typu
(Rajala, Scherer 2003, Goldstein, Scalia 2004, Weyer et al. 2001, Arita et al. 1999, Yokota et
al. 2000, Ouchi et al. 1999, Hotta et al. 2001). Adiponektinova signalizace zahrnuje adenozin
monofosfatem aktivovanou proteinovou kinazu (AMPK), bunéény energeticky senzor,
aktivovany v odpovéd na pokles intracelularniho ATP. AMPK, jak jiZ bylo zminéno, hraje
klicovou roli v nejriznéjSich metabolickych procesech, vcetné¢ suprese jaterni
glukoneogeneze, podpory vychytavani glukozy v kosternim svalu, oxidace mastnych kyselin,
inhibice lipolyzy a dalSich. Jeji pfiznivé ptisobeni na metabolismus je soucdasti 1éc¢ivého efektu
metforminu (Goldstein, Scalia 2004, Zou et al. 2004). Adiponektin moduluje fadu
biologickych funkci. Studie ukazuji, Ze v endotelidlnich bunikach a v makrofazich ma
adiponektinu pokusnym zvitatim vede ke zvySené oxidaci tuki a zlepsuje citlivost k inzulinu
(Yamanuchi et al. 2001). I u lidi bylo pozorovano, Ze hladiny adiponektinu jsou do velké miry
prediktorem inzulinové senzitivity, a to nezavisle na mnoZzstvi a distribuci télesného tuku
(Tschritter et al. 2003). Pfimé spojeni adiponektinu s mnoZstvim télesného tuku spociva
v tom, Ze sniZeni télesné hmotnosti zvy$uje plazmatickou koncentraci adiponektinu. Tento
fakt pfi soucasném poznavani ptiznivého G¢inku adiponektinu na metabolismus glukézy a na
cévni sténu piispiva k biologickému vysvétleni ptinosného vlivu sniZzeni nadvahy obéznich
osob, zejména pokud jde o zmensSeni rizika DM2 a kardiovaskularnich chorob. Adiponektin
se tak zd4a byt nadéjnym hormonem s moznym uplatnénim pii 1é¢bé diabetu a obezity.
Klinicke studie zabyvajici se tématikou adiponektinu jsou tedy velice aktualni a ptispévkem
k nim je zafazena publikace — viz PUBLIKACE 3: Vrbikova et al. Determinants of

circulating adiponektin in women with polycystic ovary syndrome. Gynecol Obstet
Invest 2005;60(3):155-161.

Dalsim nedlouho znamym hormonem, jehoZ koncentrace je podobné jako u leptinu
VySsi u obéznich osob a ktery po injekénim podani pokusnym zvifatim sniZuje citlivost

kinzulinu, je rezistin. Pojmenovan byl pravé podle své schopnosti indukovat rezistenci
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k inzulinu. Tento hormon pfedstavuje zajimavé piimé pojitko mezi obezitou a DM2.
Nejnovéjsi poznatky o rezistinu jsou shrmuty v pehledovém ¢lanku — viz PUBLIKACE 4:
Sramkova et al. Rezistin-kli¢ k inzulinové rezistenci? DMEV 2002;5(4):225-228, ktery je
soucasti dizertacni préce.

Mezi hormony zapojené do regulace pifjmu potravy patii ghrelin. Jde o kratky peptid
sloZeny z 28 aminokyselin produkovany ptevazné bunkami Zaludku. Ghrelin vykazuje
orexigenni aktivitu nepfimym uGc¢inkem na hypotalamicka jadra (nucleus arcuatus). Kromé
zvySovani chuti k jidlu ma ghrelin téZ schopnost snizovat vydej energie (Wren et al. 2000).
Studium ghrelinu a jeho funkci je tedy velice zajimavé z hlediska mozného uplatnéni pii 1€€be
obezity. Tento hormon je spolu s adiponektinem sledovan v pfiloZzené publikaci — viz
PUBLIKACE 3: Vrbikova et al. Determinants of circulating adiponektin in women with
polycystic ovary syndrome. Gynecol Obstet Invest 2005;60(3):155-161.

1.6. Neurocentrickv model

Inzulinova rezistence, ktera vznikla v disledku nadbytku tukové tkané, byla dosud
povaZzovdna za pojitko mezi obezitou a DM2. Ztohoto piedpokladu vychazi i tzv.

neurocentricky model. Je zaloZen na ¢étyfech hlavnich poznatcich:

1. Mozek neni necitlivy vii¢i plisobeni inzulinu (viz kapitola 1. 1.), naopak reaguje na

inzulinovou, leptinovou a nutriéni signalizaci a reguluje tak mnozZstvi télesného

tuku a jaterni inzulinovou senzitivitu.

2. NaruSeni této nervové signalizace se muiZe projevit hyperfagii, naslednym

hmotnostnim pfirtstkem a jaterni inzulinovou rezistenci.
3. Obezita je siln€ asociovana s rezistenci na inzulin a leptin.

4. Defekt inzulinové sekrece, ktery vede k nedostatku tohoto piisobku v periferii

1 mozku, je zdkladnim predpokladem k rozvoji DM2.

Neurocentricky model tedy popisuje situaci, kdy snizena neuronélni inzulinova a

leptinova signalizace vede ke zvySenému mnoZstvi tuku a tento stav propojuje s poruchou

metabolismu gluko6zy, viz obr. 3.
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Obr. 3. Neurocentricky model popisujici plisobeni adipokint a nutri¢nich signali pres

hypotalamus (upraveno podle Schwartz, Porte 2005).

1.7. Syndrom polycystickvch ovarii

Syndrom polycystickych ovarii, PCOS, byl poprvé popsan vroce 1935 Steinem
a Leventhalem, dnes je vSak pod oznaénim PCOS rozumén $ir§i soubor zmén nez ptvodné
vymezoval tzv. Steindv-Leventhaliv syndrom (Cibula et al. 2004). Diagnosticka kritéria
PCOS prosla dlouhym vyvojem (Dunaif 1997, Revised 2003 consensus on diagnostic criteria
and long-term health risks related to polycystic ovary syndrome), nebot’ tento syndrom kromé
gynekologickych komplikaci zahruje fadu dalsich metabolickych a endokrinnich abnormalit,
vCetn€ Cast€jsiho vyskytu diabetu. V soucasné dobé se pouzivaji zejména diagnosticka kritéria
definovana tzv. rotterdamskym konsensem skupinou ESHRE (European Society of Human
Reproduction and Embryology) (Rotterdam ESHRE/ASRM-Sponsored PCOS consensus
workshop group 2004. Revised 2003 consensus on diagnostic criteria and long-term health
risks related to polycystic ovary syndrome).

Jde o velice rozsifené onemocnéni, jehoz diagnosticka kritéria spliuje 5-10% Zen
reprodukéniho véku (Waterworth 1997). Diagnézu lze stanovit pouze na podklad¢é kombinace

klinickych a laboratornich ptiznakd, pfi hraniéné vyjadtenych hlavnich kritériich je tieba
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ptihlédnout ke kritériim vedlejsim. Mezi hlavni kritéria se fadi anovulacni cykly,
oligomenorea ¢i amenorea, zvysena hladina celkovych i volnych androgeni (testosteron,
androstendion, dehydroepiandrosteron, dehydroepiandrosteronsulfat) a pomér luteinizacniho
ku folikulostimulaénimu hormonu zvy3eny nad 1,5. Disledkem zvy3ené hladiny androgenti
muiZe byt i periferni inzulinova rezistence, nebot’ androgeny mohou zvySovat lipolytickou
aktivitu v adipocytech, zvySovat tak pfisun mastnych kyselin do jater, sniZovat clearence
inzulinu a ve svém dusledku tedy zvySovat hladinu inzulinémie. U Zen s PCOS byla
prokéazana i zvySena Casna faze sekrece inzulinu pankreatem.

K vedlejsim kritériim patfi typicka morfologie ovarii na ultrazvukovém vySetieni, kdy
je nalézano zvétSené ovarium s perifernim uspofadanim vétsiho mnozstvi folikuld
nepiesahujicich v priméru lem. Tyto zmény se mohou nachazet pouze na jednom z ovarii
anejde o zasadni diagnostickié kritérium PCOS, jakkoliv by tomu pojmenovani syndromu
nasvéd¢ovalo, nebot’ obraz polycystickych ovarii se vyskytuje u 15-20% Zen fertilniho véku.
Dalsim vedlej$im kritériem PCOS je typicky histologicky obraz z biopsie ovarii, pfedevSim
zmnoZené atretické folikuly a zesilena tunica albuginea. Toto vySeteni v§ak neni v soucasnosti
k diagnéze onemocnéni nutné, ackoliv v minulosti bylo jednim z rozhodujicich kritérii pro
diagnozu PCOS. Vedlejsimi kritérii jsou dale sniZzend hladina hormonu SHBG (sex-hormon
binding globulin) a koZni androgenni pfiznaky, jimiZ jsou hirsutismus a akné nereagujici na
topickou lécbu a pfetrvavajici i po dvacatém roce ve€ku. KoZnim projevem
hyperandrogenémie muze byt i acanthosis nigricans, tedy ztluSt€lé a hyperpigmentované
okrsky kuze s nej¢astéj$im vyskytem na zadni strané krku, v axilach a v okoli vulvy.

Vysoka hladina androgend ovliviiuje neptiznivé i metabolismus lipida. Zeny s PCOS
maji ¢asto vysokou hodnotu aterogenniho indexu (pomér LDL ku HDL cholesterolu) a vyssi
hladinu triacylglycerolli. ZvyS$ené je i zastoupeni Zen s visceralni obezitou. Hyperinzulinémie
spolu se zvySenym objemem visceralniho tuku a s vy$si hladinou triacylglycerolii plisobi
nepfiznivé na koagulacni parametry, takze pfedevsim obézni pacientky s PCOS maji vyrazné
snizenou fibrinolytickou kapacitu. Je zfejmé, Zze nékteré z vedlejsich diagnostickych kritérii
PCOS se shoduji sjiz vy$e popsanymi slozkami metabolického syndromu. Pravé timto
tématem se zabyva zafazena publikace — viz PUBLIKACE 5: Vrbikova et al. Metabolic
syndrome in young Czech women with polycystic ovary syndrome. Hum Reprod 2005
Dec; 20(12):3328-3332.

V souvislosti s PCOS byly popsdny rizné typy dédi¢nosti. Jde o onemocnéni
s familidrnim vyskytem, dosud vsak neni ziejmé, zda se v pienosu uplatiiuje spise monogenni

dédicnost s variabilni expresivitou modifikovana faktory prostiedi a Sirokym genetickym
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pozadim, ¢i jde spiSe o polygenni dédi¢nost s vyznamnym vlivem prosttedi. Vzhledem
k vyrazné fenotypické variabilité onemocnéni je vSak model monogenni dédi¢nosti
nepravdépodobny. V souvislosti s PCOS, konkrétné se zvySenou hladinou testosteronu, je
zkoumana variabilita v genu CYPI7, coz je gen kdédujici enzym zodpovédny za Stépeni
postrannich fetézcl molekul hormoni v priibéhu steroidogeneze. Probihaji vyzkumy patrajici
po genu zodpovédném za zvySenou sekreci inzulinu a po dal$ich genech, které by pomohly

osvétlit dédiéné faktory predisponujici k rozvoji onemocnéni (Bendlova 2004).

1.8. Studované kandidatni geny

V nasledujicich odstavcich jsou struéné predstaveny vybrané kandidatni geny a jejich
studované polymorfismy. VzZdy jsou uvedeny konkrétni vazby genu na energeticky
metabolismus. Pfipojen je odkaz na publikace zafazené do dizertacni prace, které gen a jeho

funkce popisuji velice podrobné, popt. dokladaji zavéry naseho vyzkumu.

1.8.1. Gen PPARgamma?

PPARgamma2 ptedstavuje zkratku pro peroxisome proliferator-activated receptor
gamma2. Tak zvané peroxisomové proliferatory, PPARs, byly objeveny vroce 1990
(Issemann et al. 1990). Jde o nuklearni receptory (Vamecq et al. 1999). Gen kodujici typ
PPARgamma2 ma 9 exonu a délkou piesahuje 100 kb (Fajas et al. 1997). Lokalizovan byl do
oblasti 3p25 (Vigouroux et al. 1998). Bylo prokazano, ze PPARgamma je hlavnim
regulatorem adipogeneze (Spiegelman 1998). Jako transkripéni faktor reguluje stéZejni

mechanismy v diferenciaci adipocytd.

Polymorfismy v tomto genu jsou asociovany s obezitou a sloZenim té€la (Valve et al.
1999, Ristow et al. 1998, Auwerx 1999, Memisoglu et al. 2003, Kim et al. 2004) a téz
s inzulinovou senzitivitou a DM2 (Altshuler et al. 2000, Lohmueller et al. 2003, Buzzetti et al.
2004). V ramci postgradualniho studia byly teoretické poznatky o genu a jeho funkci
zpracovany v publikaci — viz PUBLIKACE 6: Sramkova et al. Gen PPARYy ve stiedu
zajmu obezitologli a diabetologii. DMEV 2001;4(4):278-286. Na zakladé téchto znalosti
byla dale cilené¢ sledovana dvé mista polymorfismu: bé&Zna substituce Prol2Ala a velmi

vzacna Prol13Gln, uvadéna dtive v literatute pod oznagenim Prol15GIn.

Polymorfismus Pro12Ala

Substituce aminokyseliny prolinu za alanin ve 12. kodénu exonu B genu se vyskytuje

ve stfedni Evropé pfiblizné u 12% populace. Tato zaména aminokyseliny vede ke snizené
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vazebné afinit¢ k DNA. To ma za nasledek niz8i schopnost transaktivovat odpovidajici
promotory cilovych gent. V duisledku toho miZe tento polymorfismus pfispivat k variabilité
v mnoZstvi tukové tkané a ve schopnosti reagovat na inzulin (Buzzetti et al. 2004, Kim et al.
2004, Lohmueller et al. 2003, Memisoglu et al. 2003, Frederiksen et al. 2002, Altshuler et al.
2000, Valve et al. 1999, Deeb et al. 1998). Zavéry mnohych vyzkumu v8ak nejsou zdaleka
jednoznacné. Nasvédcuji spiSe recesivnimu typu projevu minoritni varianty ve fenotypickych
znacich syndromu inzulinové rezistence (Kolehmainen et al. 2003, Frederiksen et al. 2002,
Hasstedt et al. 2001, Oh et al. 2000). Zavéry na$i studie asociaci polymorfismu Prol2Ala
s obezitou a DM2 jsou zpracované v pfiloZené publikaci — viz PUBLIKACE 7: Sramkova et
al. Is a Pro12Ala polymorphism of the PPARgamma2 gene related to obesity and type 2
diabetes mellitus in the Czech population? Ann N Y Acad Sci 2002 Jun;967:265-273.

Mutace Pro113GlIn

Vzhledem k extrémné vzacnému vyskytu substituce aminokyseliny prolinu za
glutamin ve 113. koddénu v 6. exonu genu neni pfesné pouzivat terminu polymorfismus, proto
bude pojednavano o mutaci. Je znam jeji mechanismus Géinku: zafazeni aminokyseliny
glutaminu vede k trvale aktivni formé PPARgamma2, nebot’ je tak znemozZnéna fosforylace
serinu v kodénu 112. Tato fosforylace za normalnich okolnosti ptisobi na aktivitu proteinu
inhibi¢né. ZvySena aktivita PPARgamma2 se promitne v tzv. up-regulaci proteini nutnych
pro lipogenezi. Vysledkem je akcelerace diferenciace adipocytil a rozvoj té€zké obezity. Proto

byla mutace Prol13Gln sledovana pouze u obéznich jedinca.

1.8.2. Gen UCPI1

Rozptahovaci protein 1 (uncoupling protein 1, UCP1) patfi do rodiny protonofort
umisténych ve vnitini membrané mitochondrii (Cinti et al. 1989). Funkci je rozpiazeni
elektronového toku, spojeného pii procesu aerobni respirace s translokaci vodikovych iontt
do mezimembranového prostoru, od oxidativni fosforylace. Plsobenim rozpfahovacich
proteinli neni energie oxidovanych substratd uskladfiovana ve formé ATP, ale je uvolfiovana
ve formé tepla (Klingenberg et al. 1990). Gen pro UCP1 je lokalizovan na 4. chromozomu
(4931) a exprimovan je v hnédé tukové tkani. Vyskyt hnédého tuku u dospélého &lovéka je
omezeny na adipocyty disperzné rozptylené v bilé tukové tkani, zejména v oblastech okolo
velkych cév, v perirenalni a axilarni oblasti (Garruti et al. 1992, Hany et al. 2002, Minotti et
al. 2004, van Marken Lichtenbelt et al. 2003, Yang et al. 2003). Exprese gent typickych pro

hnédou tukovou tkari viak neni ani u dospélych zanedbatelna. Proto by indukce UCP1 mohla
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mit vyznam z hlediska hospodaieni s energii a studium polymorfismi v genu by mohlo

pfinést zajimavé poznatky ve vztahu k obezit¢ a DM2.

Polymorfismus A-3826G

Uzka souvislost byla nalezena mezi mnoZstvim mRNA UCPI genu ve visceralnim
tuku a polymorfismem A-3826G v promotorové oblasti (Esterbauer et al. 1998). Alelicka
frekvence v evropské populaci se pohybuje okolo 75% pro alelu A a 25% pro alelu G.
V literatuie byla popsana vyssi frekvence alely G u pacientek trpicich DM2 a také asociace
této alely s hladinou laéné glykémie u téchto diabeticek, nezavisle na BMI (Heilbronn et al.
2000). Nalezena byla téZ snizena schopnost postprandialni termogeneze u homozygotnich
nositell alely G (Nagai et al. 2003). Vzhledem k tomu, jak dulezitou roli hraje visceralni tuk
v etiopatogenezi diabetu a jak uzce je schopnost postprandialni termogeneze spjata s obezitou,
rozhodli jsme se studovat tento polymorfismus a zhodnotit jeho pfipadnou asociaci
s biochemickymi a antropometrickymi parametry. Studie — viz PUBLIKACE 8: Sramkova et
al. The UCP1 Gene Polymorphism A-3826G in Relation to DM2 and Body Composition
in Czech Population byla piijata k publikaci ve druhém ¢isle ¢asopisu ECED (Experimental

and Clinical Endocrinology and Diabetes) roku 2007.

1.8.3. Gen KCNJ11

Gen KCNJ11 (zkratka je odvozena od rodiny genil zvané Potassium channel inwardly
rectifying, podrodiny J, ¢len 11) kdéduje tak zvany Kir6.2 (inwardly rectifying potassium
channel) protein. Kir6.2 tvoii podjednotku ATP dependentniho K+ kanalu, ktery se podili na
regulaci inzulinové sekrece pankreatickych beta-bunék (Koster et al. 2000). Tento kanal je
proteinovy komplex tvofeny dvéma podjednotkami: sulfonylureovym receptorem (SURT1)
a podjednotkou formujici vlastni pér kanalu (Kir6.2). Fluorescenéni hybridizaci in situ byl
gen KCNJ11 mapovan do oblasti 11p15.1 (Thomas et al. 1995, Inagaki et al. 1995). Dalsi
pfehled o funkci genu a o jeho vyznamu v regulaci energetického metabolismu pfinasi
zafazeny ptehledovy ¢lanek — viz PUBLIKACE 9: Sramkova et al. Alterované draselné

kanaly beta bunék a jejich role v patogenezi diabetes mellitus 2. typu. DMEV
2005;8(1):18-22.

Polymorfismus E23K

Mutace a polymorfismy, které snizuji aktivitu ATP dependentniho K+ kanalu, mohou

vest k vyssi citlivosti beta-bunék viici ATP a potencovat tak sekreci inzulinu. Polymorfismus
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E23K (zaména obvyklé aminokyseliny glutaminu za lysin ve 23. kodonu genu) genu KCNJI1
naopak citlivost beta-bunék vaci ATP snizuji, coZ vede ke zvyseni prahové koncentrace ATP
potiebné pro sekreci inzulinu. Tento polymorfismus proto hraje vyznamnou ulohu
v gluk6zovém metabolismu. Byla popsana asociace homozygotniho K23K i heterozygotniho
E23K genotypu s DM2 (Gloyn et al. 2003, Hani et al. 1998). Z elektrofyziologickych studii
lidskych izoforem genu kdédujiciho Kir6.2 vneseného do COS-1 buné€k vyplyva, ze schopnost
varianty 23K snizovat citlivost kandlu na ATP vykazuje efekt davky a je proto vyraznéjsi
v homozygotni konstelaci (Schwanstecher et al. 2002). Ve vztahu k DM2 byl popsan téz
synergicky efekt polymorfismu E23K genu KCNJI! a vySe uvedeného polymorfismu
Pro12Ala genu PPARgamma?2 (Hansen et al. 2005).
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2. CiL. A KONCEPCE

Hlavnim cilem pfedkladané dizerta¢ni prace je na zékladé studia tematicky zvolenych
genetickych polymorfismid a hormont pfispét k poznani faktord, které se podileji na regulaci
energetického metabolismu. Zvlastni pozornost je vénovana metabolismu zakladniho zdroje
energie, glukézy. Zvolené geny, PPARgamma2, UCP1 a KCNJ11, jsou tzv. kandidatnimi
geny ve vztahu k obezité, DM2 a jeho komplikacim, resp. k metabolickému syndromu
u ceské populace. Hormony tukové tkané jsou, jak se v poslednich letech ukazuje,
rozhodujicim faktorem v regulaci pfijmu potravy. Dizertacni prace pfina$i nové znalosti

o ¢tyfech z nich: leptinu, rezistinu, adiponektinu a gastrointestinalnim hormonu ghrelinu.

Prace je koncipovana jako soubor deviti publikaci, jimz pfedchazi podrobny tivod do
problematiky a dale klinicka a metodicka ¢ast. Pét ze zafazenych publikaci jsou ptivodni
studie, z nichZ ¢tyii jsou publikované v zahrani¢nich impaktovanych odbornych ¢asopisech
a jeden v odborném ¢&asopise eském. Ctyti publikace se tadi k tzv. prehledovym &lankéim,
které shrnuji nejnové€jsi poznatky v dané problematice. Soubor pfiloZzenych publikaci je

opatfen kratkym dopliikem a dizertacni praci ukoncuje zavérecny souhrn.

Splnéni cild pfedpokladalo:
1) Kompletizaci studovanych souborii diabetiki 2. typu, potomki diabetikt 2. typu,
obéznich jedinct, pacientek s PCOS a kontrolnich jedinci, véetné
a. prubézné tvorby DNA banky a
b. podrobnou antropometrickou a klinicko-biochemickou charakterizaci jedinca.
2) Tvorbu elektronické databaze.
3) Zavedeni a optimalizaci molekularné genetickych metod DNA analyzy, konkrétné
a. metody PCR (polymerase chain reaction),
b. metody RFLP (restriction fragment length polymorphism) a
c. metody SSCP (single strand conformational polymorphism).
4) Genotypizaci vybranych polymorfismi v kandidatnich genech.
5) Studium asociaci genetickych polymorfismu ¢i koncentraci sledovanych hormont
s fenotypickymi projevy u studovanych soubord.

6) Statistickou analyzu dat.
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3. KLINICKA A METODICKA CAST

3.1. Studované soubory

Piedmétem studia bylo nékolik dobfe vymezenych souboru. Jednak §lo o soubor
pacienti s jasnou diagndézou diabetes mellitus 2. typu podle kritérii World Health
Organisation (World Health Organization 1999). Diabetes u pacientl musi byt diagnostikovan
mezi jejich 30.-60. rokem. Pacienti s diabetem, ktefi jsou léCeni inzulinem, mohou byt
zafazeni do studie pouze tehdy, jestliZe jejich 1é¢ba inzulinem nebyla indikovéana diive nez po
roce od diagnézy DM2. Pacienti sDM2 byli rekrutovani jednak =z pacienti
Endokrinologického ustavu, jednak diky pomoci mnoha oslovenych diabetologl (zejména
Prof. MUDr. Terezii Pelikanové, DrSc., z Diabetologického centra IKEM). Vedle tohoto
souboru byl vyzkum zaméfen na piimé potomky diabetiku, tj. na jedince, jejichZ jeden nebo
oba rodice trpi DM2. Dalsi soubor tvofili obézni jedinci s BMI>30 (spoluprace s Doc. MUDr.
Vojtéchem Hainerem, CSc., a Doc. MUDr. Marii Kunesovou, CSc., z EU) a dale pacientky
spliiujicich  diagnosticka kritéria syndromu polycystickych ovarii definovana tzv.
rotterdamskym konsensem (The Rotterdam ESHRE/ASRM-Sponsored PCOS consensus
workshop group 2004). Dulezita byla téz charakterizace rozsahlého kontrolniho souboru,
tvorené¢ho neobéznimi jedinci bez zdravotnich potizi a s negativni rodinnou anamnézou pro
DM2. Obecnym kritériem pro zatazeni do studie bylo stati vice nez 20 let a ¢eska narodnost.
Kompletizace téchto souborti byla organizaéné velmi narocnd a vyzadovala Sirokou
informacni a inzeréni kampan. V letech 1999-2006 bylo v Endokrinologickém ustavu

podrobné vysetieno pies 1000 osob.

3.2. Charakterizace souboru

Velky diraz byl kladen na detailni charakterizaci probandd. Soubory musi byt co
nejrozsahlejsi a musi byt k dispozici Siroka $kala fenotypickych parametrii. Protokol studie
byl schvalen Etickou komisi Endokrinologického ustavu a byl optimalizovan tak, aby se pfi
danych poZadavcich minimalizovalo mnoZstvi odebirané krve. Potomci diabetikQ a zdravé
kontroly se kromé& podrobného antropometrického vysetfeni a stanoveni zakladnich
a specialnich laboratornich parametrii (Tab. 1 a Tab. 2) podrobili i dvéma funkénim testim —

tithodinovému oralnimu gluk6zovému toleranénimu testu a 15-ti minutovému inzulinovému

toleran¢nimu testu.
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Pacientky se syndromem PCOS a vybrané vhodné kontrolni dobrovolnice podstoupily

vySetieni inzulinové senzitivity euglykemickym hyperinzulinemickym clampem.

Informovany souhlas — Kazdy pacient ¢ kontrolni jedinec byl po ptichodu do
ordinace podrobné informovan o studii, o prabéhu vysetfeni, byl sezndmen s obsahem
dotazniku, s pribéhem antropometrického méfeni a odbérem krve ke genetickému vySetfeni.
Pacient byl poucen, Ze jeho osobni i anamnesticka data neposkytneme dal$i osobé, ze data
budou statisticky vyhodnocovana a publikovana v odborném tisku bez uvedeni osobnich
udaji a budou pouzita pouze k vyzkumnym ucelim. Déle byl pacient informovan o moZnosti
zeptat se na detaily studie 1ékafe a na moznost kdykoliv ze studie vystoupit bez udani divodu.

Swviyj souhlas s ucasti ve studii stvrzuje kazdy ucastnik podpisem.

3.2.1. VySetrovaci metody

Zéakladni klinické vySetieni a funkéni testy probihaly v Laboratofi funkénich testd
vedené Doc. MUDr. Karlem Vondrou, DrSc.. Pacient byl pted kazdym testem vySetfen
l1ékafem. Lékar proveéfil osobni anamnézu i aktualni zdravotni stav a poté rozhodl o provedeni
testu. Pfed zahajenim vySetfeni byl pacientovi zméfen krevni tlak a zjisténa lacna glykémie.
Pted provedenim inzulinového toleran¢niho testu bylo navic provedeno EKG. Z funk¢nich
testl byly vylouc¢eny osoby, které maji diagnézu DM2, srde¢ni choroby, cévni choroby, maji
la¢nou glykémii vy$si nez 7 mmol/l nebo uzivaji 1éky ovliviiujici sledované biochemicke
parametry.

Oralni glukoézovy tolerancni test (OGTT) slouzi k odkryti manifestniho diabetes
mellitus a porusené glukozové tolerance (latentniho diabetes mellitus). Nala¢no je odebrano
50 ml krve pro bazalni vySetieni, poté dobrovolnik vypije 75g rozpusténé glukozy, a pak je
v pilhodinovych intervalech odebirano po 5 ml krve. Krev je odebirana z kanyly zavedené
v loketni jamce. Odbéry provadéné v 30 minutovych intervalech slouzi k biochemickym
vySetfenim (viz Tab. 3). Pfed zahdjenim i po skonceni testu je méfen krevni tlak a sledovana
aktudlni glykémie. Vysetfeni trva 3 hodiny a probiha v sedé, pod dozorem lékaie a k dispozici
je dostateny pocet zdravotnich sester. Po skonceni tohoto testu je obvykle provadéno
antropometrické vysetfeni.

Inzulinovy toleranéni test (ITT) zjistuje periferni uinnost inzulinu, tj. slouzi
k posouzeni inzulinové senzitivity. Nalac¢no je vpichnuto malé mnozstvi inzulinu do krve
(0,1U/kg telesné hmotnosti) a v minutovych intervalech je odebirano malé mnozstvi krve ke

zjisteni glykémie. Krev je odebirdna z kanyly zavedené v loketni jamce. Pied zahajenim testu
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je provedeno EKG a zmeéfen krevni tlak. Béhem testu je sledovana klesajici glykémie. Test
trvd 15 minut a po skonceni testu je sniZend hladina glukézy v krvi normalizovana snidani,
kterou si kazdy piinese sam. Snidan€ musi obsahovat sladky napoj, dale sladké pecivo nebo
¢okoladu a pecivo napt. se syrem apod. Pacient je o potfebném mnoZstvi a sloZeni snidané
pfedem informovan. VysSetieni probiha vleze, individualné, za pritomnosti 1ékate
a dostate¢ného poctu zdravotnich sester. K provedeni tohoto testu je nutné doporuceni 1ékare
na zakladé vstupnich vySetfeni a zjisténi osobni anamnézy. Celkova délka testu
1 s normalizovanim glykémie je obvykle 1,5-2 hodiny.

Euglykemicky hyperinzulinemicky clamp je povaZzovan za zlaty standard pfimého
testovani ucinku inzulinu in vivo (Venkatesan et al. 2001). Inzulinova senzitivita je
hodnocena podle mnozstvi glukézy, kterou je tfeba testovanému jedinci dodat, aby pfi
standardn€ zvolené hyperinzulinémii (zajistované konstantni infuzi inzulinu) byla udrZovana
konstantni pozadovana fyziologicka glykémie. Rychlost infuze glukdzy je regulovana podle
glykémii métfenych v desetiminutovych intervalech. Inzulinova rezistence je pak definovana
jako pokles spotieby glukozy pod 25., popf. 10. percentil hodnot ziskanych v tvz. normalni
populaci.

Antropometrické vySetieni - Byla méfena télesnd hmotnost ve spodnim préadle, 11
vySkovych mér, 12 Sifkovych mér, 14 obvodovych mér a 14 koZnich fas. Bylo zjistovano
télesné slozeni, tj. mnozstvi podkoZniho tuku, svalové hmoty a kostni hmoty. Méfeni se
provadélo diskrétne, v uzaviené mistnosti v pritomnosti méfitele (antropologa) a zapisovatele.
Vysledky méfeni byly zpracovavany pomoci programu ANTROPO (Blaha 1991).

Odbér genetického materialu
DNA byla izolovana z leukocytti odebrané nesrazlivé periferni krve (plazma je vyuZita pro

klinicko-biochemicka stanoveni). Vyizolovand DNA je uchovavana v genetické bance pod

¢iselnym kdédem.

3.2.2. Sledované klinicko-biochemické parametry
Po no¢nim laénéni byly ucastnikim studie odebrany vzorky periferni Zilni krve
(srazlivé 25ml, nesrazlivé 25ml) a byly stanovovany nasledujici klinicko-biochemické

parametry (Tab.1-3):
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Tab. 1 Sérové parametry stanovované po nocnim la¢néni

Parametr Jednotky | Metoda stanoveni Norma EU

Glykémie mmol/l | Gluk6zooxidazova metoda, 3,6-5,6
Backman Glucose Analyzer 2

C-peptid nmol/l |IRMA, Immunotech 0,3-0,9

Inzulin mlU/l |IRMA, Immunotech 5-22

Proinzulin pmol/l |ELISA, DRG Diagnostics, Germany |< 10 nala¢no

Glykovany hemoglobin %Hb |HPLC, BioRad Analyzer 2,9-5,8

Glykované proteiny mmol/l | Spektrofotometrie NBT, Merck <16
Vitalab Eclipse

Celkovy cholesterol mmol/l | Metoda CHOD-PAP, Merckotest, 3,7-5,2
Merck Vitalab Eclipse

HDL-cholesterol mmol/l |Metoda CHOD-PAP, Merck Systém |>1,2
Cholesterin, Merck Vitalab Eclipse

LDL-cholesterol mmol/l | Vypolet* <3.,8

Triacylglyceroly mmol/l |Metoda GPO-PAP, Merck Systém, |0,68-1,85
Merck Vitalab Eclipse

Alaninaminotransferaza pkat/l | IFCC metoda s pyridoxal 0,17-0,83

(ALT) fosfatem,Cobas Integra, Roche
Diagnostics

Aspartataminotransferaza | pkat/l |IFCC metoda s pyridoxal fosfatem, |0,16-0,62

(AST) Cobas Integra, Roche Diagnostics

Gamaglutamyltransferaza| pkat/l | Kineticka metoda s gama glutamyl — | M: 0,17-1,1

(GMT) 3-karboxy-4-nitroanilidem, Cobas Z: 0,08-0,65
Integra, Roche Diagnostics

Kreatinin mmol/l |Kineticka Jaffého kompenzovana M: 62-106
metoda, Cobas Integra, Roche Z: 44-80
Diagnostics

Urea mmol/l |Kinetickd metoda s ureazou a M: 2,5-8,3
gutamatdehydrogenazou, Cobas Z: 2,0-6,9
Integra, Roche Diagnostics

Kyselina mocova umol/l | Enzymaticka kolorimetrickd metoda | M: 200-420
s urikdzou, Cobas Integra, Roche Z: 140-340
Diagnostics

Amylaza (AMYS) pkat/l | Fotometrickd metoda s ethyliden G7 |0,47-1,7
PNP, Cobas Integra, Roche
Diagnostics

TSH mlU/l | Elektrochemiluminiscence, Elecsys |0,27-4,2
2010, Hitachi-Boehringer
Mannheim, Germany

Volny T3 pmol/l | Elektrochemiluminiscence, Elecsys |4,0-7,8
2010, Hitachi-Boehringer
Mannheim, Germany

Volny T4 pmol/l |Elektrochemiluminiscence, Elecsys |13,0-23,0
2010, Hitachi-Boehringer
Mannheim, Germany

Ristovy hormon (STH) mlU/l | IRMA, Immunotech 0-20

IGFI ng/ml |IRMA, Immunotech
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Parametr Jednotky | Metoda stanoveni Norma EU
Leptin ng/ml |RIA, LINCO research M: 2,0-5,6
7:3,7-11,1
Adiponektin ng/ml |ELISA, LINCO research
Ghrelin pg/ml |RIA, LINCO research
Kortizol nmol/l |RIA, vlastni metoda 135-607
Testosteron nmol/l |RIA, vlastni metoda M: 4,58-35,4
Z: 0,4-3,0
SHBG nmol/l |IRMA, Immunotech M: 23-66
Z: 432-95
DHEA-S umol/l | RIA, Immunotech M: 0,25-16,1
Z: 0,09-14,5
(s vékem
klesa)
DHEA nmol/l |RIA, Immunotech M: zav. na
véku
7: zav.na
véku
Androstendion nmol/l |RIA, vlastni metoda M: 1,75-8,6
Z: 1,5-5,4
Lutropin Ui RIA, Immunotech M: 0,5-10,0
7: zav.na
cyklu
Folitropin un RIA, Immunotech M: 2,0-10,0
Z: zav.na
cyklu
AntiGAD U/ml |RIA, Cis-BIO negat.
AntilA2 U/ml |RIA, Medipan, Germany, negat.

* LDL-cholesterol = celkovy cholesterol — (triacylglyceroly/2,2) — HDL-cholesterol

Tab. 2 Plazmatické parametry stanovované po no¢nim laénéni

Parametr Jednotky | Metoda stanoveni Norma EU
Volné mastné mmol/l | Enzymaticka kolorimetricka metoda ACS- 0,1-0,6
kyseliny- celkové ACOD, NEFA-C, 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

Tab. 3 Parametry sledované béhem OGTT

0 minut 30 minut |60 minut 90 minut | 120 minut | 150 minut | 180 minut
glykémie glykémie |glykémie glykémie | glykémie |glykémie |glykémie
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
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Pro genetické studie bylo potieba co nejlépe charakterizovat inzulinovou senzitivitu
a funkci beta-bunék pankreatu. Byla proto stanovena a zhodnocena fada parametrt, zejména
odvozenych od laénych & stimulovanych hodnot glykémie a inzulinémie, popisujicich
inzulinovou senzitivitu a funkci beta-bunék (Tab. 4). Pocitany byly i dispozi¢ni indexy

(DI = index inzulinové senzitivity * index funkce beta-bunék).

Tab. 4 Pouzité indexy k hodnoceni inzulinové senzitivity a funkce beta-bunék odvozené

z laénych ¢i stimulovanych hodnot glykémie a inzulinémie (oGTT, ITT)

Index Vzorec

Funkce B-bunék

HOMA-F (mIU/mmol) 20 x Ip/(Go-3.5)

[nsulinogenic index AI/AGsy

|(mIU/mmol) (130-10)/(G30-G())

Inzulinova rezistence

HOMA-R (mIU.mmol.1*?) Tox Go/22.5

FIRI (mIU.mmol.I'%) Iox Go/25

Suma [ (mIU/1) To+Ieot1120

Inzulinova senzitivita

FGIR (mg/10™*IU) Go/ly

Matsuda index

(mmol'.mIU" 1% 10% v (mean 1 x mean G x Gg x )
AUC-G/AUC-I AUC-G/AUC-I

Dispozi¢ni index funkce B-bunék x inzulinova senzitivita

3.3. Metody DNA analyzy

Zakladnim pfedpokladem genetického vyzkumu je kvalitni DNA banka. Vyizolované
vzorky DNA byly podrobovany genetické analyze pomoci molekularné genetickych metod

DNA analyzy (PCR, RFLP, SSCP), jejichZ principy a konkrétni postupy uvadim:

3.3.1. Izolace DNA

Genomickd DNA byla izolovana z leukocytti nesrazlivé periferni krve (10 ml plné
krve s5 mmol/l K,-EDTA) fenol-chloroformovou metodou, precipitovana ethanolem
arozpusténa v TE pufru. Pozdéji byl pouzivan kit pro izolace DNA z krve (NucleoSpin Blood
kit, Macherey-Nagel, Germany). Po zméfeni koncentrace a ovéfeni &istoty (pomér absorbanci
DNA 260 nm/proteiny 280 nm) byly roztoky DNA nafedény na pracovni koncentraci 10ng/ul
a pouzity pro PCR amplifikace.
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3.3.2. PCR amplifikace (Polymerase Chain Reaction)
Genomicka DNA byla amplifikovana pomoci polymerazove fetézové reakce, PCR.
Sekvence navrzenych primera pouzitych k amplifikaci a optimalizované reakéni podminky

jsou nasledujici:

Polymorfismus Prol12Ala genu PPARgamma?

e Sekvence pouzivanych primeru:
forward primer 5'-GCCAATTCAAGCCCAGTC-3’
reverse primer 5'-CGTCCCCAATAGCCGTATC-3’

(Hamann et al. 1999)

o Amplifikaéni podminky: Segment se sledovanym polymorfismem Prol2Ala byl
amplifikovan metodou PCR v objemu 12 pl, s obsahem 20 ng genomické DNA,
0,3 uM kazdého z obou primeri, 2 mM MgCl, (Perkin Elmer), 0,2 mM dNTPs
(Fermentas), 10x PCR Buffer dodavany spolu s Taqg DNA polymerazou (AmpliTaq
Gold 5U/ul, Perkin Elmer); pouZzito bylo 0,15 U enzymu. Podminky PCR reakce byly
nasledujici: denaturace v 95°C po dobu 12 min., nasledovalo 35 cyklu denaturace po
20 s, annealingu v 62°C po 30 s, extenze v 72°C 1 min. a konecna extenze v 72°C

10 min.

Mutace Pro113GIn genu PPARgamma?2

e Sekvence pouzivanych primeri:
forward primer 5'-AATCAAAGTGGAGCCTGCATGT-3"
reverse primer 5'-ATCTCCACAGACACGACATT-3’
(Hamann et al. 1999)

e Amplifika¢ni podminky: Segment se sledovanou mutaci Pro113Gln byl amplifikovan
metodou PCR v objemu 12 pl, s obsahem 20 ng genomické DNA, 0,3 uM kazdého
z obou primert, 2,5 mM MgCl, (Perkin Elmer), 0,2 mM dNTPs (Fermentas), 10x PCR
Buffer dodavany spolu s Taq DNA polymerazou (AmpliTaq Gold 5 U/ul, Perkin
Elmer); pouzito bylo 0,15 U enzymu. Podminky PCR reakce byly nasledujici:
denaturace v 95°C po dobu 12 min., nasledovalo 35 cykli denaturace po 20 s,
annealingu v 62°C po 30 s, extenze v 72°C po 1 min. a kone¢na extenze v 72°C po

dobu 10 min. Cistota PCR produktii byla ovéfovana elektroforeticky na 1,5%
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agarozovém gelu (Tris-borat-EDTA). Gel byl obarven ethidiumbromidem

a analyzovén pod UV svétlem.

Polymorfismus A-3826G genu UCPI1

Sekvence pouzivanych primert:

forward primer 5'-CCA GTG GTG GCT AAT GAG AGAA-3’

reverse primer 5'-GCA CAA AGA AGA AGC AGA GAGG-3’

(Valve et al. 1998).

Amplifikaéni podminky: Segment se sledovanym polymorfismem A-3826G byl
amplifikovan metodou PCR v objemu 12 ul, s obsahem 20 ng genomické DNA,
0,3 uM kazdého z obou primerti, 2,5 mM MgCl, (Perkin Elmer), 0,2 mM dNTPs
(Fermentas), 10x PCR Buffer doddavany spolu s Taq DNA polymerazou (AmpliTaq
Gold 5 U/ul, Perkin Elmer); pouzito bylo 0,15 U enzymu. Podminky PCR reakce byly
nasledujici: denaturace v 95°C po dobu 12 min., nasledovalo 35 cyklt denaturace po
20 s, annealingu v 62°C po 30 s, extenze v 72°C po 1 min. a kone¢né extenze v 72°C
po dobu 10 min. Cistota PCR produkti byla ovéfovana elektroforeticky na 1,5%
agarozovém gelu (Tris-borat-EDTA). Gel byl obarven ethidiumbromidem

a analyzovén pod UV svétlem.

Polymorfismus E23K genu KCNJ11

Sekvence pouzivanych primeru:

forward primer 5'-GAC TCT GCA GTG AGG CCC TA-3’

reverse primer 5'-ACG TTG CAG TTG CCT TTC TT-3’

(Nielsen et al. 2003).

Amplifikacni podminky: Segment sesledovanym polymorfismem E23K byl
amplifikovan metodou PCR v objemu 12 pl, s obsahem 20 ng genomické DNA,
0,3 uM kazdého z obou primert, 2,5 mM MgCl, (Perkin Elmer), 0,2 mM dNTPs
(Fermentas), 10x PCR Buffer dodavany spolu s Tag DNA polymerazou (AmpliTaq
Gold 5U/ul, Perkin Elmer); pouzito bylo 0,15 U enzymu. Podminky PCR reakce byly
nasledujici: denaturace v 95°C po dobu 12 min., nasledovalo 35 cyklt denaturace po
20 s, annealingu v 62°C po 30 s, extenze v 72°C po 1 min. a koneéna extenze v 72°C
po dobu 10 min. Cistota PCR produkti byla ovéfovéna elektroforeticky na 1,5%

agarozovém gelu (Tris-borat-EDTA). Gel byl obarven ethidiumbromidem

a analyzovan pod UV svétlem.

36



3.3.3. RFLP analyza (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Tato technika je zaloZena na schopnosti vysoce specifickych enzymi - restrikénich
endonukleaz izolovanych z bakterialnich kmend - rozeznavat zcela konkrétni 4-8
nukleotidové sekvence v DNA a jejich schopnosti v pfesné ureném misté tyto sekvence
rozstépit. Detekce restrik¢énich polymorfismu a patogennich mutaci ménicich cilova mista pro
restriktazy se provadi tak, ze se amplifikovany produkt PCR §tépi specifickou restrikéni
endonukleazou. Poté se vzorek aplikuje na gel a provede se elektroforéza. Vysledek §tépeni je
odecitan po obarveni ethidiumbromidem v UV svétle. Z poctu prouzki je ziejmé, zda doslo

ke §tépeni zkoumaného PCR produktu.

Detekce polymorfismu Prol2Ala genu PPARgamma?2

Amplifikovany produkt PCR vymezeny primery zahrnuje restrikéni misto pro
endonukleazu Hgal. Restrik¢éni reakce probihala v 37°C za pouziti 3 U enzymu. V piipadé
nahrazeni prolinu alaninem vznikne pro endonukleazu Hgal restrikéni misto. Vyskyt béZného
prolinu v kodénu 12 piedstavuje pouze jeden fragment o délce 306 bp, zatimco alanin vede ke

Stépeni a vzniku dvou fragmentii o délce 220 a 86 bp.

Detekce mutace Pro113GIn genu PPARgammaZ2

Pomoci PCR byla amplifikovana oblast DNA vymezena primery, kterd zahrnuje
restrikéni misto pro endonukledzu Hincll. Restrikéni reakce probihala v 37°C za pouziti 2 U
enzymu. V piipad€ nahrazeni bézného prolinu glutaminem by doslo k vytvofeni restrikéniho
mista. Vyskyt prolinu vkodénu 113 znamena jediny 118 bp dlouhy fragment, zatimco
glutamin by ved] ke $té€peni tohoto fragmentu na dva o délce 96 a 22 bp.

Detekce polymorfismu A-3826G genu UCPI

Pti detekci polymorfismu metodou RFLP se pomoci PCR amplifikovala oblast DNA,
ktera zahrnuje restrikéni misto pro endonukledzu Bell. Restrikéni reakce probihala po dobu Sh
v 55°C za pouziti 5 U enzymu. Nahrazeni alaninu guaninem vede ke zru$eni restrikéniho
mista endonukleazy Bcll. Alela A vede ke vzniku dvou fragmentt o délce 157 a 122 bp. Alela
G zachovava pivodni délku PCR produktu, tj. 279 bp.

Detekce polymorfismu E23K genu KCNJ11
Prostfednictvim reakce PCR byla amplifikovéna primery vymezena oblast DNA, ktera

zahmuje restrikéni misto pro endonukledzu Banll. Restrikéni reakce probihala v 37°C za
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pouziti 3 U enzymu. Nahrazeni glutaminu (23E) lysinem (23K) vede ke zruseni restrikéniho
mista endonukleazy. Amplifikovany Gsek zahrnuje jedno konstantné ptitomné restrikéni misto
mimo sledovany polymorfismus. Proto nezavisle na aminokyselin¢ v kodénu 23 vzdy vznikaji
dva fragmenty o délce 178 a 32 bp. V piipadé vyskytu majoritni alely genu 23E se fragment
dlouhy 178 bp dale §tépi na dva o délce 150 a 28 bp. Je-li pfitomna minoritni alela 23K,
fragment o délce 178 bp se dale nestépi.

3.3.4. SSCP analyza (Single Strand Chain Polymorphism)

Jednovlaknovy konformaéni polymorfismus, SSCP, je jednoduchou, velice senzitivni
a efektivni technikou k detekci mutaci typu zamény jedné baze. Metoda je zaloZena na
principu rizné rychlosti migrace jednovldknovych molekul DNA, které se 1i§i svou
sekundarni strukturou (konformaci) v nedenaturaénim polyakrylamidovém gelu (5%).
Unikatni konformace jednovldknovych fragmenti DNA, které vzniknou po tepelné denaturaci
PCR produktl, je dana intramolekuldrnimi interakcemi uvnitt DNA sekvence. Tato
konformace je zavisla na teploté a iontové sile. Teplota pii elektroforéze je klicovym
parametrem, ktery ovliviiuje kvalitu rozliSeni DNA prouzku. Proto byla SSCP analyza
teplotné optimalizovana pro konkrétni zkoumany geneticky lokus, jimz byl polymorfismus
Prol2Ala genu PPARgamma?2. Metoda SSCP byla u tohoto polymorfismu pouzita v téch
ptipadech, kdy metoda RFLP neumozZnila naprostou jistotu v odeéteni vysledkd. Tato vysoce
citlivd technika zachycuje 100% mutaci v DNA fragmentech mensich nez 200 bp a 80%
mutaci v DNA fragmentech mensich nez 400 bp (Hayashi and Yandell 1993).

Pro metodu SSCP byl pouzivan piistroj ALFexpres II (Amersham Pharmacia
Biotech), chlazeni a udrZovani konstantni teploty (v daném piipadé 30°C) zajistovala piidatna
externi chladici jednotka (Amersham Biosciences). Primery byly znaceny fluorescenéni

znackou CyS5 a jejich sekvence byla nasledujici:
forward primer 5'-Cy5-GAC AAA ATA TCA GTG TGA ATT ACA GC-3°

reverse primer 5'-Cy5-CCC AAT AGC CGT ATC TGG AAG G-3’
(Valve et al 1999).
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3.4. Zpracovani dat

3.4.1. Databaze Access

Vzhledem ke znaénému mnozstvi dat bylo rozhodnuto o tvorbé pocitacové databaze
v programu Access (Microsoft Office 2000), ktera umozZiuje jednotné¢ ukladani dat,
minimalizaci chyb, snadné vybéry dat a ptevod dat do formatd vhodnych pro statistické
zpracovani. Bylo nutné dobfe promyslet strukturu a logiku této databaze a jeji provazanost,

vlastni naprogramovani provedl ing. M. Kasik.

3.4.2 Statistické metody
Jednotlivé studie zpracované v pfiloZzenych publikacich vyzadovaly specifické
statistické zpracovani, které je popsano v pfislusné ¢asti kazdé publikace. Obecné lze pouzité

statistické ptistupy shrnout do nasledujicich bodu:

* Frekvencni tabulky

Cetnosti vyskytu riznych genotypovych konfiguraci pro jednotlivé polymorfismy byly
porovnavany mezi diabetiky, potomky diabetik{i, souborem obéznich jedinct, popi. téz
souborem pacientek s PCOS, a mezi souborem kontrolnim. Srovnani je zaloZeno na pfislusné

kontingen¢ni tabulce a Chi-kvadrat testu s Yatesovou korekci.

* Neparametrické metody

Uzitim robustniho neparametrického Mann-Whitneyova testu bylo zjistovano, zda se od sebe
statisticky vyznamné 1i§i nositelé raznych genotypd jednotlivych polymorfismi
v antropometrickych nebo biochemickych parametrech v ramci danych soubort.

Kazdy hodnoceny soubor byl rozdélen do tfi skupin v zavislosti na genotypové konfiguraci

sledovaného polymorfismu. Tyto skupiny byly poté mezi sebou srovnavany. Tam, kde to

hodnoceny parametr vyzaduje, byli oddélené hodnoceni muzi a Zeny.

* Parametrické metody

V piipadech, kdy charakter hodnocenych parametrti vyzadoval adjustace dat napiiklad na vék,
pohlavi, BMI ¢i délku trvani DM2, byla distribuce dat normalizovana (logaritmicka &

mocninna transformace). Vlastni testovani bylo provedeno metodou analyzy kovariance
(ANCOVA).

Pouzivany byly programy NCSS 2001 a NCSS 2004 (Statistical Solutions, Saugus, MA,
USA), QC Expert a Statgraphics-plus (Manugistics, Rockwille, MA, USA).
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4. DODATEK K PRILOZENYM PUBLIKACIM

4.1. Mutace Prol113Gin genu PPARgamma?2

V uvodni ¢asti dizertaéni prace byla popsana vzacnd mutace ve 113. kodénu 6. exonu
genu PPARgamma?2, Prol13GIn. P#tomnost aminokyseliny glutaminu v této pozici vede
k tézké obezité a dalsim metabolickym komplikacim. Podrobné¢ji se mutaci a jejim dopadem
na metabolické procesy zabyva piehledovy ¢lanek — viz PUBLIKACE 6: Sramkova et al.

Gen PPAR gamma ve stfedu zajmu obezitologi a diabetologi. DMEYV 2001, 4(4): 278-
286.

Béhem praktického zpracovavani dizertacni prace probihala genotypizace této mutace
u jedinct, jejichz BMI piekrocilo hodnotu 30 kg/m®. Bshem Sestileté prace se viak nepodafilo

zachytit zadného nositele glutaminu ve 113. kodénu genu.

4.2. Polymorfismus E23K genu KCNJ11
V ptiloZzené publikaci — viz PUBLIKACE 1: Vejrazkova et al. Dva nadéjné
kandidatni geny v etiopatogenezi DM2 - PPARy2 a KCNJI1. Cas Lek Cesk.

2005;144(11):721-5 jsou zminény zavéry asociatni studie provedené v Endokrinologickém
ustavu zabyvajici se vztahem polymorfismu E23K genu KCNJ!I1 k inzulinové senzitivite. Jak
JiZ bylo uvedeno v tivodni ¢asti dizertaéni prace a podrobné rozvedeno v piehledové publikaci
— viz PUBLIKACE 9: Sramkova et al.: Alterované draselné kanaly beta bunék a jejich
role v patogenezi diabetes mellitus 2. typu. DMEV 2005, ro¢nik 8, ¢islo 1:18-22, gen
KCNJI11 se ptimo uplatiiuje v inzulinové sekreci. Proto byl vyzkum proveden na souborech
diabetikli, pfimych potomkt diabetikii a na kontrolnich zdravych jedincich. Studie zatim
nebyla publikovana, uvadim proto jeji hlavni zavéry:

Soubory:

Soubor diabetikl 2. typu tvofilo 293 pacientd (vék 58,67+7,10 let; BMI=30,55+5,52
kg/m?), soubor pfimych potomki diabetiki 2. typu byl tvoien 108 jedinci (vék 37,91+10,54
let; BMI=25,354+424 kg/mz) a kontrolni soubor 177 jedinci (vék 32,31+10,61 let;
BMI=23,31+3,67 kg/m?).

Vysledky:

Genotypova distribuce v kontrolni skupiné se vyznamné odliSovala od distribuce ve

skupin€ potomki diabetikii (p=0,03). Genotypové frekvence ve skupiné diabetiki se od
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kontrol vyznamné nelisily (Tab. 5). Frekvence alely 23K se vyznamné neliSila mezi

skupinami diabetiki, potomki diabetikl a kontrolni skupinou (Tab. 6).

Tab. 5 Frekvencni zastoupeni genotypi - polymorfismus E23K genu KCNJ11

Genotyp Diabetici 2. typu Potomci diabetiki Kontroly
A=293 A=108 n=177
A % A % n %
EE 107 36,5 34 31,5 71 40,1
EK 148 50,5 61 56,5 72 40,7
KK 38 13,0 13 12,0 34 19,2
Skupiny mezi sebou (%" =8,13; df 4; p=0,087)
Diabetici vs. kontroly ()(2 =5,46; df 2; p=0,065)
Potomci diabetikii vs. kontroly (y* =7,04; df 2; p=0,03)
Tab. 6 Percentualni zastoupeni alel E a K
Alela Diabetici 2. typu Potomci diabetikii Kontroly
E 61,8% 59,7% 60,5%
K 38,2% 40,3% 39,6%

Skupiny mezi sebou (x2 =0,84*10"; df 2; p=0,959)

Stanovené glykémie a koncentrace inzulinu v séru béhem OGTT ani vypoctené indexy
odrazejici funkci beta-buné€k u skupiny potomku diabetikd nesvédéi o snizené sekreci inzulinu
u nositeli EK ani KK genotypu. Nositelé genotypu KK v kontrolni skupiné méli ov§em ve
srovnani s nositeli genotypu EE vyznamné vyssi stimulované hladiny glukézy (Gsp: p=0,001;
Geo: p=0,001; Ggo: p=0,003), niz8i inzulinogenni index (I30-Io/G30-Go: p=0,012) a nizsi
dispozi¢ni indexy (I30-Io/G3o-Go*Matsuda: p=0,001; I30-1o/G30-Go/sumalRIp-jg0: p=0,013;
130-10/G30-Go/AUCrr: p=0,011). V Zadné ze skupin nebyly pozorovany rozdily mezi genotypy

pokud jde o lipidovy metabolismus, thyroidalni ¢i steroidni hormony ani ve sloZeni téla.

Zaver:

Asociace polymorfismu E23K genu KCNJI1 s DM2 nebyla sice ve studii potvrzena,
nicméné u homozygotnich nositeld alely 23K v souboru zdravych dospélych jedinci bez
rodinn¢ anamnézy DM2 bylo pozorovano vyznamné sniZeni inzulinogenniho indexu

a dispozi¢nich indexti odrazZejicich funkci beta-bunék pankreatu.
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5. SOUHRN

Stanovené cile dizerta¢ni prace byly splnény:

Byl kompletovan a podrobné biochemicky a antropometricky charakterizovan
rozsahly soubor diabetikd 2. typu, potomkid diabetikd, obéznich jedincll, pacientek se
syndromem polycystickych ovarii a soubor kontrolnich jedincu.

Pro potieby genetického vyzkumu byly zavedeny a optimalizovany metody PCR,
RFLP a SSCP.

Byly genotypovany polymorfismy vybranych kandidatnich gent a byla tak ziskana
prioritni data tykajici se frekvenci téchto polymorfismu v ceské populaci.

Geneticka, biochemicka a antropometricka data studovanych souborti byla podrobena
statistickému rozboru. Hlavni pozornost byla vénovana testovani piipadnych asociaci
zjisténych klinickych a antropometrickych dat se zvolenymi genetickymi polymorfismy, popf.
se sledovanymi adipokiny.

Ziskané vysledky byly posuzovany z hlediska mozného vlivu kandidatnich genu resp.
sledovanych hormonti na télesné sloZeni a biochemické parametry, byla posuzovéana jejich
ptfipadna souvislost s rozvojem diabetu 2. typu a jeho komplikaci a s jednotlivymi symptomy
metabolického syndromu, popf. se syndromem PCOS. Hlavni zavé€ry vyzkumu byly
publikovany v odbornych €asopisech a tyto publikace jsou stéZejni ¢asti dizertacni prace.

Béhem Sestiletého praktického zpracovavani dizertacni prace byla ucinéna zajimava
zjisténi popisuyjici vztahy vybranych adipokinii k dal§im metabolickym markeram,
u adipokinu leptinu byla sledovana téz jeho reakce na vyraznou zménu energetické bilance.
Déle byly nalezeny nékteré asociace polymorfismid v kandidatnich genech PPARgamma?Z,
UCPI a KCNJI11 s antropometrickymi a klinicko-biochemickymi parametry. Ze zavérQ studii
vyplyva, Ze studované polymorfismy maji na patogenezi DM2, obezity a metabolického
syndromu u ceské populace minoritni podil. Takové zjisténi je u multifaktorialnich chorob,
kterymi diabetes, obezita i metabolicky syndrom jsou, pfispévkem pfiblizujicim ke
kone¢nému cili ocekavaného od studia této problematiky: jak jiz bylo v ivodu predeslano,
vyzkum multifaktorialnich onemocnéni, na jejichZ rozvoji se podili jak vnéjsi prostiedi, tak
i genetické pozadi, vyzaduje dlouhodobou trpélivou praci, béhem niZ se pod pojmem
»geneticke pozadi* postupné odkryvaji desitky a stovky genl a v jejich ramci dal§i desitky
astovky genetickych polymorfismi. Efekt jednotlivych geni a genetickych variant
na sledované markery energetického metabolismu piitom miZe byt maly, statisticky prakazny

az na velmi pocetnych souborech vysetfovanych jedinci. Pfesto je mapovéni genetickych
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faktorti, podilejicich se na rozvoji onemocnéni tak rozsifenych, Ze v soucasnosti nesou
oznaceni ,civilizacni choroby*, nezbytnym ptedpokladem pro vyvoj a aplikaci co
nejefektivnéj$i a co nejpresnéji zacilené 1é¢by téchto onemocnéni (tzv. farmakogenomika).
Dikladné zmapovani predispozi¢nich genetickych markeri téZ zvySuje moZnosti ucinné
prevence, nebot vyznamné posiluje motivaci informovanych disponovanych jedinct

dodrzovat doporucena reZimova opatieni.
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