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Abstrakt

Uvod: Na aktualni celosvétovy problém zvany obezita je tieba pohlizet jako na komplexni
multifaktoridlni chorobu, kterd je kromé naseho genotypu siln€ ovlivnéna prostiedim a Zivotnim stylem.
Mezi ptedni kandidaty patfi mimo jiné i gen pro P2-adrenergni receptor (ADRB2), ktery normalné
funguje jako hlavni lipolyticky faktor v lidskych tukovych buinikach. Tato prace se zamétuje na vztah mezi
polymorfizmem GIn27GIn genu pro ADRB2 a obezitou, protoze u této varianty byl jiz v nékterych
populacich zaznamenan vztah s vysSimi hodnotami BMI a dal§imi charakteristickymi znaky obezity.
Rovnéz nds zajimal polymorfizmus rs1889018 SREBF1c genu. U tohoto transkripniho faktoru, jehoz
produkt je hlavnim regulatorem metabolizmu uhlovodiki a lipidii, byla provedena zatim pouze jedina
studie analyzujici vztah nékterych polymorfizmi s obezitou. Nami zvoleny polymorfizmus vSak zadna
populacni studie do vztahu s obezitou nedavala.

Metodika: Provedli jsme asocia¢ni studii ¢ eské pupulace obéznich (BMI hranice >27kg/m?)
1 neobéznichz en (n=120) a muzi (n=81). Pouzili jsme k tomu méfeni antropometrickd a méfeni
bioelektrického odporu (BIA) zjistujiciho slozeni téla. Pomoci PCR-RFLP analyzy jsme detekovali
polymorfizmus na 27. kodonu ADRB2 genu a také polymorfizmus rs1889018 pobliz 5° konce SREBF-1
genu . Data jsme vyhodnotili v softwaru CSS Statistica analyzou rozptylu. Vysledky jsme porovnavali
s publikovanymi udaji.

Vysledky: Nenalezli jsme asociaci mezi polymorfizmem ADRB2 genu s BMI, hmotnosti, obvodem
pasu ani dalSimi méfenymi znaky (P>0.05). V ptipad¢ analyzy polymorfizmu SREBP-1c
genu jsme zjistili vztah mezi polymorfizmem rs1889018 a hmotnosti (95% CI, p=0.004, 83.3 vs. 69.9),
BMI (p=0.002, 95% CI, 27.1 vs. 23.4) a obvodem pasu (p=0.012, 95% CI, 91.9 vs. 82.1). Mutantni alela
se vyskytovala ¢astéji u obéznich jedincti (OR 0.84) nez normalni alela (OR=0.48).

Zavér: Polymorfizmus Glu27Gln ADRB2 genu se u ¢eské populace nepodili na vzniku a rozvoji
obezity. Toto zjisténi potvrzuje vysledek meta-analyzy publikovanych studii. Vztah s obezitou byl misto
toho zjistén u rs1889018 polymorfizmu genu pro SREBF1. Je zapotiebi provést fadu dalSich populacnich
studii, které by potvrdily tento nalezeny vztah.



Seznam pouzitych zkratek

5‘konec / Konec DNA vlékna zakonceny 5’ nebo 3 ‘uhlikem pétiuhlikatého cukru.
3’konec
5q31-q32 5. chromozom, delsi raménko, poloha 31, na antipararelnim fetézci 32
A majoritni alela polymorfizmu rs1889018
ADRB2 Beta-2-adrenergic receptor, hlavni lipolyticky faktor v lidskych tukovych bunkach
ANOVA analyza rozptylu - zkouma zavislost kvantitativni proménnéy na tiidicim klasifikacnim faktoru (kategorialni proménna anebo
kvantitativni s malym poc¢tem obmén)
Argl6Gly Polymorfizmus na 16.kodonu ADRB2 genu, zaména argininu za glycin
BIA Bioelectric Impedance Analysis je metoda méfeni télesného tuku tim, Ze se méfi odpor pomoci elektrickych proudd prochazejicich

télem.Elektina télem proudi skrze té€lesnou vodu, ktera ma vysoké vodivé vlastnosti a odpor méfeného téla se tak méni

v zavislosti na mnozstvitélesné vody. Analyzator télesného slozeni za pomoci metody BIA méfi té€lesnou vodu na zakladé
predpokladu, Ze télo je valec.

BMI Boddy mass index je metoda zjistovani obezity; vypocita se jako podil jedincovy vahy (kg) a vysky (m) na druhou.

C majoritni alela polymorfizmu rs1042713

CI confidence interval, interval spolehlivosti, Ze u daného genotypu se vyskytuje dana hodnota

CNS centrdlni nervovy systém tzn. mozek, micha.

CSF1 colony-stimulating factor 1, 0¢inkuje pii imunologické obrang, kostnim metabolizmu, odstranéni lipoproteini, fertilité
a téhotenstvi

DNA deoxyribonucleic acid, kyselina deoxyribonukleova.

FAT hmotnost télesného tuku (v kg)

FAT% procento tuku v télez celkové hmotnosti organismu.

G mutantni alela polymorfizmu rs1042713 ADRB2 genu

Glu27GIn Polymorfizmus na 27. kodonu ADRB2 genu, zdména glutaminu za glutamickou kyselinu

HDL High-density lipoproteins, lipoprotein umoznujici lipidim (cholesterol, triglyceridy) jejich transport v krevnim proudu.
U zdravych jedinct je asi 30% krevniho cholesterolu neseno pomoci HDL.

HDL-C high-density lipoprotein cholesterol

HLA antigeny The human leukocyte antigen system

J Jjoule - jednotka energie, 1joule= 0.2388459 kalorii

L2/Z Pokud chceme zméfit télesnou vodu metodou BIA, musime zjistit impedanci (odpor) a vysku (délku). To je oznaCovano jako

impedan¢ni index (L2/Z). S pomoci vypocitaného mnozstvi télesné vody lze zjistit mnozstvi bez tukové hmoty.
LDK leva dolni koncetina

LDL Low-density lipoprotein, lipoprotein podilejici se na transportu cholesterolu a triglyceridt z jater do perifernich tkani
LDLR The low density lipoprotein receptor je receptor na povrchu buiiky, podili se na homeostazi cholesterolu

n pocet subjekti

OR odds of ratio, podil jedincti postizenych chorobou / zdravych /

PCR Polymerase chain reaction - metoda umoziujici zvysit mnohokrat mnozstvi zvoleného tiseku DNA bez nutnosti klonovat DNA, ani

oddélovat sekvenci od zbytku fetézce

PCR-RFLP A restriction fragment length polymorphism je variace v DNA sekvenci genomu, kterd mize byt detekovana rozstépenim
na kousky s pouZzitim restrikénich enzymi a analyzou délky vyslednych fragmenti pomoci gelové elektroforézy

PDK pravd dolni koncetina

11042713 Glu27GIn polymorfizmus ADRB2 genu

rs1889018 polymorfizmus 5‘7796T>C SREBF1c genu

SF8 8 koZnich Fasna lidském téle, slouzi ke zjisténi, zda mame v téle nadbytek tuku; méfi se kaliperem.

SNP single nucleotide polymorphism, jednonukleotidovy polymorfizmus, ktery vznika zaménou jednoho nukleotidu urcitého genu
SREBF1 Sterol regulatory element-binding protein-1, hlavni regulator metabolizmu uhlovodiki a lipida

Taq polymeraza slouzi pti PCR, spousti syntézu nové DNA od 3’ konce primeru, funguje pii vysokych teplotach

G mutantni alelars1889018 polymorfizmu SREBF1c genu

VNTR Variable number of tandem repeats - kratké opakujici se sekvence, jako CACACA..., které se nachazeji v odlisnych pozicich

(lokusech) lidského genomu. Pocet repetic na kazdém jednotlivém vldkn€ se mtize velmi liSit v rdmci, v rozsahu od 4 do 40 riznych
individui. Opakujici se nukleotidy tohoto typu jsou oznacovany - Hypervariabilni mikrosatelity neboli VNTR (variable number of

tandem repeat) sekvence.
Vs versus - porovnani s né¢im
WHO Svétova zdravotnickd organizace
WHR waist to hip ratio, pomér obvodu pasu a bokd, slouZici ke zjisténi androidniho typu obezity typu obezity; hranici je u miizii pomér nad

1,0 auzen nad 0,8 nebo 0,85
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1 Uvod

1.1. Cile prace

Nase prace zjistuje, zda existuje vztah mezi Glu27Gln polymorfizmem genu kodujiciho ADRB2
a obezitou u ¢eskych muza a Zen. Ziskané vysledky potom porovnavame s jiz publikovanymi studiemi
stejného zaméfeni (viz. Literatura). Hledame tak s C echy srovnatelnou populaci, co se tyée vlivu
polymorfizmu a frekvence Glu27 alely. Zésadni je v soucasné dobé publikovand meta-analyza autori
Jalba a kol. (2008), ktera shrnuje a vyhodnocuje 28 publikovanych asociacnich studii analyzujicich
obézni jedince a kontrolni osoby.

Do analyzy jsme zafadili také rs1889018 polymorfizmus SREBF-1 genu, jez byl asociovan
prozatim pouze s diabetem 2. typu, coZ samo o sob¢ napovida, Ze miize existovat i vztah s obezitou.

Vysledek této prace mize v budoucnosti poslouzit jako pomocny diagnosticky marker problému
spojenych s obezitou, coz v praxi vypada tak, ze pacientim, ktefi podstoupi genetické vysetieni, navrhne
I1ékat po obdrzeni genotypu dalsi postup 1€cby nebo prevence.

Studium vlivu téchto polymorfizmi na patogenezi obezity nebylo v ¢eské populaci jesté provedeno
a relevantni vysledky pro C eskou republiku stile chybi. Z tohoto hlediska se studie jevi jako velice
zajimava, protoze Ceska republika, co se ty¢e vyskytu obezity, patii bohuzel mezi piedni staty Evropy.

1.2. Obezita

Obezita je onemocnéni zpusobené dlouhodobou pozitivni energetickou bilanci vedouci
k nadmérnému nahromadéni triglyceridu v téle na vybranych lokalitach (androidni, gynoidni atd.).
Vyjimeéneé se jednd o endokrinni poruchy z14z s vnitini sekreci, nadledvin, § titné z lazy, podvésku
mozkového. Interaguje vzdy citlivy genotyp, ktery urcuje nasi fyziologii a metabolizmus; s prostfedim,
ktery je dan jidelni¢kem, vydejem, soc. postavenim a kulturou.

Soucasna celosvétova epidemie obezity se mohla vyvinout jednak v disledku zmény genotypu,
jednak v dasledku zmény zivotniho stylu. Sou€asna strava je charakterizovana vysokou energetickou
hodnotou, na niz se podili obrovska spotfeba tucnych jidel, slazenych napoji, dzusu, alkoholu; mala
spotieba zeleniny, ovoce a nizkotu¢nych mlécnych vyrobki. Zanedbavané jsou rovnéz tzv. “skryté tuky”
v mlécnych, masnych vyrobcich a alkoholu.

Pozn. Podle tdaji svétové zdravotnické organizace (WHO) prumérny denni pfijem na hlavu stoupl z 9660 kJ v roce
1963, na 10 250kJ v roce 1971 ana 11 420kJ v roce 1992. V roce 2010 ma podle odhadli dosahnout primérny denni pfijem na
hlavu 12 200kJ.

(Hainer a kol., 2004)

Pfi¢inou malého energetického vydeje neni jen pokles ¢ asu vénované¢ho cviceni, nybrz také
automatizace mechanickych praci, navyklé pohybové aktivity, vyuzivani dopravnich prostedkt, zptsob
komunikace, pracovni aktivity, sedavy zpisob Zivota. Na rozvoji obezity se rovnéz podili stresové
faktory, pracovni a rodinné problémy, infekce (naptf. adenoviry), malo spanku, zvySena teplota
v pribytcich v zimnim obdobi, klimatizace v teplych klimatickych podminkach, koufeni a v neposledni
fad¢ 1 cileny vybér obéznich partneri k manzelskému snatku (obézni sezeni a vdavaji s obéznimi).
(Perusicova, 2007; MCPhee a kol., 2005)

Pokud jsou oba rodice obézni, je pravdépodobnost vyskytu obezity u jejich potomka vyssi. Aktivni
télesnd hmotnost roste do tieti dekady Zivota, pak u muzl s pfibyvajicim vékem ¢ im dal tim rychleji
klesa. U Zen je pokles do veéku 50-55 nizsi, pak se zrychluje. K vyraznému nartistu hmotnosti dochazi
u nich v téhotenstvi, po porodu a dale v obdobi ptechodu. S postupujicim vékem klesa také velikost
bazalniho metabolizmu, a je proto zapotiebi omezit piijem potravy. Vyska klidového metabolizmu se
podili od 55-70% na celkové energetické bilanci za den. Stale Castéji se vSak vyskytuje obezita u déti,
dospivajicich a adolescentii, coz je velky problém, protoze vyvazenost a kvalita stravy hraje v tomto
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obdobi velkou roli, pfi ukladani tuku v téle a formovani dospélé postavy . Dullezita je pro né¢ zména
stravovacich ndvykd, a to trvale (Gananong, 2002; Svacina, 2008).

Studiemi na jednovaje¢nych a dvojvajecnych dvojcatech bylo zjiSténo, ze geneticka predispozice se
na vzniku obezity miZe podilet ze 40-70%, u cukrovky 2. typu, s niZ je obezita siln€ spjata, je tento vliv
jeste veétsi. Je znamo pies 30 genil, které ovliviuji:

regulaci pfijmu potravy, pocit hladu a sytosti

jidelni chovani a preference potravin

vstfebavani a zpracovani zZivin v gastrointestinalnim traktu

spalovani zivin

energeticky vydej (klidovy, postprandialni) a tiroven spontanni pohybové aktivity

hormony regulujici energetickou rovnovahu (leptin, adiponektin, inzulin, neuropeptid Y, melanokortin)
ukladani zivin do energetickych zasob

rizika spojena s obezitou

monogenni podming€nost obezity - mutace jednoho genu pro leptin, leptinovy receptor, proopiomelanokortin
¢i melanokortinovy receptor 4

® leptin na hypotalamické urovi tlumi energeticky piijem interakci s orexigennimi latkami

Je potfeba zminit, Z e jsme nositeli tzv. “Setrnych gent”. Jako potomci populaci, které ptezily
hladomory ve sttedovéku, jsme schopni vyrovnat se s nedostatky energie potfebnych k pfeziti v riznych
fazich vyvoje. Nedokdzeme se vSak vyrovnat se situaci nadbytecného energetického ptijmu a nedostatku
pohybu. Energie bohuzel nezmizi, ale ulozi se do zasob v podobé tukové tkané. (Perusicova, 2007,
Obezita.org)

Onemocnéni ma tak velky vyskyt, ze je nemozné piedpokladat, Ze by bylo 1éCitelné jen pomoci
1¢katti. Kdyby vsichni obézni jedinci ptisli k 1ékati a dozadovali se konzultaci o dieté a podani 1€kt proti
obezit¢, znamenalo by to kolaps zdravotniho systému. Pfitom pravé 1éCba obezity pfed vznikem dalSich
potizi je daleko levnéjsi a efektivngj$i nez napi. 1é€ba rozvinuté cukrovky 2. typu. Obezita se
v soucasnosti podili na ptimych ndkladech ve zdravotnictvi 2-6%, podle nékterych odhadit az 8%.
Soucasné propocty pifimych nakladi vSak nezohlediuji veskera zdravotni rizika spojend s obezitou, takze
skutecné ptfimé naklady budou bezpochyby vétsi. Zejména ve Spojenych statech, obvzlasté ve stiedni
¢asti, postihuje nadvaha v priméru dva ze tfi dospélych jedincii, z nichz jeden ze tii je obézni a jeden
z dvandcti trpi cukrovkou (Perusicova, 2007, Svacina, 2003, Mourek, 2005).

Vyskyt obezity je podle idajii ziskanych Svaginou (2002) ze studie Monica v CR nasledujici. U Zen
se udava nadvaha ve 37%, obezita ve 31%, celkem pak nadvéha 1 obezita u eskych zen v 68%. U muzi
ma nadvéhu 51%, obéznich je 21%, celkové v CR je 72% muzi obéznich nebo s nadvahou. Pro srovnani,
pramér pro Evropu je u Zen 34/21 (nadvaha/obezita), celkem 56%; u muzi 48/15 a dohromady 64%.

Dutlezité je pochopeni mechanismil fidicich signalizaci piijmu potravy. Pro prognézu obéznich je
nesportovec. U obéznich i mirna redukce hmotnosti o 5-10% vyznamné omezuje dalsi rizika. (Grofovad,
2007)

]21 E = I = I II -Ivl ” II

1.2.1.1. Rizeni pfijmu potravy

Lidsky tuk zaujimé u zdravého muZe pfiblizn€ 20-25% a u Zeny 25-30% télesné vahy. Udrzovani
stal¢é télesné hmotnosti u dospélych miize probihat v rozmezi mésict az let, pficemz mluvime o tzv.
regulaci dlouhodobé (vyzivové), a ta je propojena s regulaci kratkodobou (potravovou), vychazejici
z uinkl pfijmu potravy na travici trakt a z okamzitého stavu organismu - koncentrace Zivin v télnich
tekutinach.

V ptipadé, ze se pfijem energie vyrovna vydeji, udrzuje si télo svou stdlou hmotnost. Toho je
dosaZeno fizenim piijmu potravy, energetického vydeje (fyzickd ndmaha), télesné teploty a télesné vahy.
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To, co mizeme sami pocitovat, je navyk pfijimat potravu pravidelng. V ptislusny ¢as dostavame hlad
(bez vazby na aktudlni nutriéni stav organismu). Tento planovany piijem potravy zavisi na tom, kdy a jak
bohaté je dalsi jidlo, a dokonce i1 na ocekavaném vydeji energie. Regulacni systémy se méni v pribéhu
véku jedince a ve spojitosti s nékterymi onemocnénimi.

Hlad jsou vSechny pocity vedouci k poziti potravy. Sklada se v prvé fad¢ z chuti - pocity témet libé,
spojené s zadosti téla po potravé, je spojena s gasrointestinalnimi reflexy (napf. tvorba slin pfi pomysleni
na chutné jidlo), a je ovliviiovana 1 psychologicky. K jidlu nés také nuti subjektivné nepiijemné
pocitovani vjemi (hladové kontrakceZ aludku) souvisejici s dlouhodobé&jSim nedostatkem potravy
a motivace k ziskani a poziti potravy - motivace alimentacni, potravova (Trojan, 2004).

1.2.1.2. Hypotalamicka centra

Béhem dne dostdvame periodicky hlad a rychle se snazime snist tolik jidla, které viceméné vyrovna
energeticky vydej. Mozek vSechny zminéné aktivity koordinuje a centrdlni Ulohu v tom hraje
hypotalamus - seskupeni regulac¢nich center f idicich homeostdzi v nasem téle. Ventromedialni jadro
hypotalamu slouzi jako centrum sytosti a laterdlni ¢ st jako centrum hladu. Dohromady koordinuji
procesy tidici zptsob naseho pfijmu (fidi zpracovani a ulozeni kalorii zptisobem, aby udrzel télesnou
vahu a zralost) a specifick¢ého vnimani piesycenosti a jsou také zapojeny do sekrece hormont, kterd se
meéni v zavislosti na metabolickych pozadavcich; obzvlasté ze Stitné zlazy, nadledvinovych 714z a z bunék
ostruvki pankreatu.

Léze ve ventromedialnim jadie u experimentalnich zvifat vede ke smrtelné obezité¢ jako vysledku
ni¢im neomezeného piejidani (hyperfagie - bulimie). To zahrnuje vzestup inzulinu v plazmé a inhibici
anorexii) - zvySuje se tonus sympatikum, tlumi sekrece inzulinu.

Laterdlni hypotalamus dostava signaly z ¢ ichového, chutového a zrakového systému a vnima
zmény v koncentraci glukézy. Destruktivni 1éze v lateralni ¢asti vedou k hypofagii, dokonce i v ptipadé
vyhladovéni; elektrické stimulace zde spousti stravovani, 1 kdyz je organismus jiz nasycen. (Trojan, 2004,
Lippincott, 2003)

Uvedena hypotalamicka centra jsou informovéna z periferie:

» hladové kontrakce z aludku - povazuji se za nejdulezitéjsi informaci aktivizujici centrum pro piijem
potravy, naopak distence zaludku vede k pocitu sytosti;

» chladové podnéty rovnéz podporuji pfijem potravy a ve velkych vedrech naopak lidé ztraceji chut
k jidlu;

» putsobeni teploty krve protékajici mozkem: zvySeni teploty snizuje snahu po pfijmu potravy a naopak. Za
tradicn¢ znamé impulzy potravového chovani se pokladaji hladiny glykemie, ptfipadné i aminoacidemie
krve protékajici hypotalamem. Pokles systémové glykemie stimuluje pfijem potravy;

» inhibicni ¢i aktiva¢ni impulzy z vys$Sich oddili CNS, piedevsim z mozkové ktry. Ty vyrazné¢ modifikuji
naSe potravové chovani, ndvyky, ¢asovy rozvrh pfijmu potravy, “chut” apod.; mozkovy kmen fidici
tvorbu slin, zvy kani, tvorbu sousta a polykani. Limbicky systém se uplatiiuje v motiva¢né-emocnich
d¢&jich souvisejicich s potravou;

» hormony gastrointestinalniho traktu (cholecystokinin, bombesin) nebo dalsi regulacni molekuly vyrazné
modifikuji naSe potravové chovani, pocit sytosti ¢i hladu. Polypeptid leptin informuje o stavu tukovych
zasob a neuropeptid Y naopak ptijem potravy vyrazné stimuluje.

Kli¢ovym dlouhodobym regulatorem télesné vahy je hormon /leptin, ktery je uvoliiovan bilymi
tukovymi bunkami - adipocyty. V ptipadé, Ze mnozstvi tuku v téle vzroste, zvysi se i hladina plazmového
leptinu a naopak. Leptin spolu s izulinem potlacuji ve vysokych koncentracich sekreci NPY (Obr. 1).
Tim vyvoléavaji nechutenstvi a aktivaci sympatikum, ¢imz se zvySuje spotieba energie. Receptory pro
leptin se vyskytuji na povrchu nervovych bunék hypotalamu a patii do rodiny receptor pro cytokiny.
Bunky v obloukovém jadfe hypotalamu funguji jako senzory urovné leptinu. Nasledna fyziologicka
odpovéd’ na malé mnozstvi leptinu (hlad) iniciuje pfes hypotalamus potiebu jist, sniZzuje spotiebu energie,



omezuje reprodukcni schopnosti, klesa télesna teplota a roste parysempaticka aktivita. V opaéném ptipadé
(ptesycenost) dojde k potlaceni hladu, zvysi se spotieba energie a s ni i sympaticka aktivita.
Hypotalamické cesty zahrnujici neuropetid Y a melanokortin maji vyznam v regulaci pocitu hladu.
Mutace receptoru pro melanokortin, tj. genu pro proopiomelanokortin, zplsobuje vyraznou nadvéhu.
Sama tukova tkan vylu€uje kromé leptinu také neesterifikované mastné kyseliny a cytokin nazyvany
TNF-alfa “tumor necrosis factor alpha”. TNF-alfa je cytokin, ktery produkuji také bilé krvinky, a ktery

vyvolava hubnuti u nddorovych onemocnéni. VSechny tii proteiny jsou diskutovany jako moZzna pti€ina
necitlivosti na inzulin. (Trojan, 2004, Svacina, 2003)

Obr. 1: ULOHA LEPTINU v regulaci energetické rovnovahy. Ob-ob gen kodujici tvorbu leptinu v adipocytu, ob-R
leptinovy receptor, MCH melanin koncentrujici hormon, NPY5-R druh receptoru pro neuropeptid Y, SNS
sympaticky nervovy systém, POMC proopiomelanokortin, a-MSH a-melanocyty stimulujici hormon (plsobi
prostfednictvim MCR 4 a ma opa¢ny uc¢inek nez NPY), MCR-4 receptor melanokortinu typu 4, CART cocaine
amphetamin receptor transcript.

PERIFERNI

...............

UCINKY

0b-R
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Ob ’
adceyt l chut k u.d_l._u_ T.E.n_e__r. geticky

Pozn. U dvou mysi kment s extrémni obezitou a diabetes melitus 2. typu bylo objeveno po jednom defektnim genu. Je-li
defektni gen Ob(ezita), ktery je exprimovan jen v bilé tukové tkani, potom v plazmé chybi protein leptin, kédovany praveé
genem ob. Injekce leptinu mysi s homozygotni mutaci genu ob normalizuje symptony genového defektu. Naproti tomu mutace
v genu db, tzn. je defektni leptinovy receptor v hypotalamu. V plazmé sice cirkuluji vysoké koncentrace leptinu, ale

hypotalamus na né& nereaguje. U vétsiny lidi je ¢ast&jsi zvysena koncentrace leptinu v plazmé. (Podle Hainer a kol., 2004,

Silbernagl, 20006)

Tabulka €.1: Latky sekretované tukovou tkani a jejich ucinek

latka ucinky
leptin potlacovani hladu, ovliviiovani reprodukce, energetického vydeje a hematopoézy
lipoproteinova lipaza lipolyza
interleukin-6 aterogeneze, imunita, zanét
adipsin chut k jidlu
rezistence inzulinorezistence
angiotenzinogen hypertenze
TNF-a inzulinorezistence
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inhibitor t-PA 1 fibrinolyza

adiponektin rezistence a endotelova dysfunkce

visfatin inzulinovy efekt

estrogeny karcinogeneze a protekce proti osteoporoze

volné mastné kyseliny organova steatosis, inzulin sekrece impairment
PAI-1 impairment of fibrolyzy

ADRB regulace lipolyzy a termogeneze pies katecholaminy

(Svacina, 2008)

Na zakladé rtiznych druhti chemickych signali pfichazejicich do CNS bylo vypracovano nékolik
teorii aktivace a inhibice pfijmu potravy:

o glukostaticka - pokles hladiny glukézy v plazmé, zdroje energie nejen pro nervové bunky, vede
k okamzitému piijmu potravy. Jeji vzestup zpiisobi zvyseni elektrické aktivity bunck v centru sytosti
a poklesu aktivity v centru hladu. Podobné, av§ak méné intenzivné, ptsobi hladina aminokyselin.

o lipostatickd - zalozend na reakci neuronii na hladinu volnych mastnych kyselin v télesnych
tekutindch. Jejich primérna hladina je pfimo umérna mnozstvi tukové tkané. Nejedna se o akutni
signal k pfijmu potravy.

O termostatickd - Cast energie potravy se pfeméni v teplo, které tlumi hlad (podobné jako zvySeni
okolni teploty). Naopak snizeni teploty hlad zvysuje - dlouhodobé ukladani zasobniho tuku.

(Svacina, 2003, Folsch a kol., 2003)
1.2.2. Detekce obezity
1.2.2.1. BMI

Body Mass Index (BMI) je ¢islo vypocitané z jedincovy vahy a vysky (Tabulka ¢. 2). Jednd se
o jednu z nejlepSich a nejrychlejSich metod. Neni to vSak diagnosticky nastroj. Osoba miize mit napiiklad
vysoké BMI, avSak pro zjisténi, zda nariist vdhy znamenda zdravotni riziko, je zapotiebi zhodnotit dalsi
udaje o pacientovi (viz. nize).

Tabulka €. 2: Vypocet BMI a vyhodnoceni

Vypocet:
vaha (kg) / [vy§ka (m)]? nebo vaha (Ib) / [vy$ka (inch)]? x 703
Vyhodnoceni:
BMI (kg/m?) Kategorie Zdravotni rizika
méne nez 18.5 podvaha vysoka
18.5 - 24.9 norma minimalni
25.0 - 29.9 nadvaha nizka az lehce vyssi
30.0 - 34.9 obezita 1. stupné zvysena
35.0 - 39.9 obezita 2. stupné (zavazna) vysoka
40.0 avice |obezita 3. stupné (tézka, morbidni) velmi vysoka

Pozn. Plati pro dospélé muze azeny ve veéku od dvaceti let. Vyjimku tvofi trénovani atleti s vy$sim BMI (25 a vice), ktefi
nemaji nadvahu, jelikoz nemaji v téle prebytek tuku, nybrz vétsi podil svalstva. Pro déti a nezletilé je vysledek modulovan
pohlavim a vékem.

ey oee

27kg/m?. Morbidni obezita je pak zavazné onemocnéni a osoby s takovou nadvahou nepiezivaji vétSinou
60 let véku. Optimalni progndza byva u BMI 20-22kg/m?2. Zeny vykazuji vétsi mnozstvi télniho tuku nez
muzi a star$i lidé zase vétsi obvod pasu, nez mladsi dospélaci. (Sucharda, 2004; Center for disease
control and prevention, 2008; Holecek, 2006)
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1.2.2.2. Obvod pasu

O zdravotnim riziku dobfe informuje obvod téla uprostfed mezi dolnimi Zebry a horni okrajem
panve u stojiciho pacienta ve vydechu. Pievaha tukové tkan€ na trupu a uvnitt bficha je daleko

vewr

Tabulka €. 3: Hodnoceni obvodu pasu

pohlavi zvySené riziko vysokeé riziko
muzi vice nez 94 cm vice nez 102 cm
zeny vice nez 80 cm vice nez 88 cm

1.2.2.3. BIA

Me¢teni bioelektrického odporu (Bioelectric Impedance Analysis) je rovnéZ relativné nenakladny
prostfedek na méfeni télesného tuku. Mé&fi se odpor pomoci elektrickych proudi prochazejicich télem.
Elekttina télem proudi skrze télesnou vodu, kterd ma vysoké vodivé vlastnosti a odpor méteného téla se
tak méni v zavislosti na mnoZstvi té€lesné vody. Analyzator télesného sloZeni za pomoci metody BIA méfi
télesnou vodu na zakladé pfedpokladu, ze télo je valec. T¢lesnou vodu ve valci lze vypocitat pomoci
rovnic:

,odpor / délka“ a ,,objem = povrch x délka*

Pokud tedy chceme zméfit télesnou vodu metodou BIA, musime zjistit impedanci (odpor) a vysku
(délku). To je oznacovano jako impedanc¢ni index (L2/Z). S pomoci vypocitaného mnozstvi télesné vody
lze zjistit mnozstvi bez tukové hmoty a pokud od hmotnosti téla (celkova hmotnost télesného sloZeni)
odecteme tukovou hmotu, dostaneme aktivni hmotu (kosti a svaly).

Rozvrzeni télesné hmoty a metabolické charakteristiky jsou vSak v pazich, nohach a trupu razné
a pokud k témto rozdilnostem neni pfihlizeno, stoupa moznost, ze muze dojit k chybé. Pied vyvinutim
tzv. InBody (8 elektrod) méfily analyzatory télesného slozeni jedinou impedanci pomoci piiloZeni
elektrod na ruce a nohy (,,Méfenim impedance téla jako celku®). Pfi analyze télesného slozeni s pouzitim
impedance téla jako celku nejsou ve vysledku brany v potaz rozdilnosti v metabolickych charakteristikach
trupu a udu.

Pti analyze télesného slozeni BIA je pouzivana standardni frekvence 50 kHz. Frekvence 50 kHz
vSak neni schopna prostupovat bunéénou membranou, §ifi se pouze mimobunéénou tekutinou, proto neni
mozné presné meétit vnitrobunécnou tekutinu. BIA je méné uziteCna jako prostiedek na méteni ubytku
tuku. (HYPERLINK "http://www.healthshop.cz" http.//www.healthshop.cz)

1.2.2.4. DalSi metody

antropometrie

meéieni koznich fas klestémi (tzv. kaliper) nad tricemsem nebo pod lopatkou

vazeni pod vodou, kdy zjistime ptesnou specifickou hmotnost téla

plethysmograf - stanoveni objemu téla v hermeticky uzavieném prostoru vyplnéném vzduchem
pocitacova tomografie

ultrazvuk

dudlni rentgenova absorciometrie - vychazi z odlisné absorpce zafeni o dvou riznych energiich
riznymi tkanémi a stanovuje mnozstvi tukové tkané v oblasti trupu ve srovnani s mnozstvim tuku na
koncetinach

nuklearni magnetickd rezonance

izotopické metody - zalozeny na stanoveni celkového mnozstvi drasliku, coz koreluje s buné¢énou
masou (Péruss a kol., 2005, Bel a kol., 2005, Hainer a kol., 2004).

A

bl
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1.2.3. Typy obezity a jejich nasledky

Konstituéné je organismus staveén tak, aby pfedev§im cirkulacni aparat a opérny systém (kosti
a klouby) byly zatéZovany adekvatni télesnou hmotnosti. Nadvdha namahd piedevSim opérny aparat,
znamenajici predCasné opotiebeni kloubnich chrupavek dolnich koncetin. A zatizena je 1 jaterni
a ledvinové tkan, snizuje odolnost a adaptivnost organismu, zvySuje nemocnost a je hned po koufeni
nejCastejsi pti¢inou umrti, kterému lze predchazet. Vysoké kardiometabolické riziko znamena hromadéni
tuku v oblasti bficha, hlavné kolem utrob a na pobfiSnici. Obezita s sebou nese 1 znacn¢ omezeni bézné¢ho
pohybu a také psychické nasledky, tzn. pocit ménécennosti, nizsi spolecenské uplatnéni, ekonomické
nevyhody tykajici se nemoznosti vykonavat urcitd povolani, vysokého utraceni za potraviny
a v neposledni fad € také omezena volba odévili. Vznikd tak deprese i schizofremie. Vyrazna obezita
vyznacujici se nepiekonatelnou chuti k jidlu vznikd pti poruSe 15. chromozomu - Praderiv-Williho
syndrom (kromé obezity pfitomna i hyperfagie, mentalni a riistova retardace a hypotonie). (Mourek,
2005)

1.2.3.1. Typ jablko - neboli muzsky typ obezity

Dochazi k hromadéni tuku v oblasti hrudniku a bficha, pficemz se jedna predevs§im o tuk visceralni.
Uplatiluje se jak zvySeny tok volnych mastnych kyselin do portalniho fecisté, tak zvySena produkce
zanétlivych cytokini v abdomindlni tukové tkani. Ke zjiSténi kardiometabolickych rizik mizZe poslouZit
zméteni obvodu pasu, které by u Zen nemélo presdhnou 80cm a u muza 94cm.

Tabulka ¢&. 4: Rizika androidniho typu obezity

Metabolicky syndrom X | « Inzulinorezistence
(Reaveniiv/syndrom | « Hypertenze - vysoky krevni tlak
inzulorezistence | « diabetes mellitus 2. typu - porucha gluk6ézové tolerance - neboli na

inzulinu nezavisla. Asi 80 — 90 % pacienti s cukrovkou 2. typu
trpi nadvahou ¢i obezitou

« souvisejici onemocnéni: hypertriglyceridemie hyperinzulinismus, (hlavné
svaly), hyperlipoproteinemie (malé denzni LDL), snizeni hladiny HDL
cholesterolu, hyperglykemie, mikrovaskularni angina, poruchy koagulace
a fibrinolyzy; aterogenni dyslipidemie, androidni obezita

syndrom polycystickych ovarii a | typicka inzulinorezistence, hyperandrogenismus a chronicka anovulace;
infertilita | Casto i hirsutismus alopecie a akné

Pickwicktiw syndrom (sydrom | ¢ spankova apnoe - nejéastéji projev kratkodobé zastavy dechu ve spanku
obezita-hypoventilace) pfi chrapani poklesem mékkého patra
* hyperkapnie, polycytemie, hypertrofie pravé komory, cyandézou a denni
nespavost
+ dychaci problémy - vmetek do plicnich cév

nékteré nadory | délohy, prsu, prostaty, kolorektalni, zluénikovy

zaZivaci obtiZe | gastroezofagealni reflex (paleni zahy), kyly, Zlu¢ové kameny, zanéty zlucniku
¢i jaterni steatdza (tucnéni jater)

pohlavni potize | ¢

muzska impotence

® hirsutismus - nadmérné ochlupeni

® poruchy menstruace - necyklicky nadbytek estrogenti produkovanych
tukovou tkani (enzym aromataza méni androgeny na estrogeny)

neplodnost

¢ defekty plodu u obéznich matek

(Perusicova, 2007; Necas a kol., 2006, Hainer a kol., 2004)
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kardiovaskularni onemocnéni | ® arterialni hypertenze

¢ chronicka ischemicka choroba srdce
¢ ateroskler6za mozkovych cév

® varixy dolnich konéetin

¢ tromboembolické onemocnéni

ortopedické poruchy | degenerativni postizeni nosnych kloubti a patete

koZni problémy | plisiové onemocnéni, zaparka v mistech tukovych zahybt, strie, celulitida,
otoky, hors$i hojeni ran, intertrigo- zanét ktize pod pfevislymi misty

1.2.3.2. Typ hruska - neboli zensky typ obezity

U téchto z en dochédzi ke zmnozZeni podkozniho tuku na hyzdich a stehnech. Tento typ obezity
nebyva provazen tak Casty m vyskytem zdravotnich komplikaci, ale o to hiife se ndm s nadmérnymi
partiemi bojuje. Samoziejmé v piipade, Ze ma nékdo hodnotu BMI kolem 35 a vyse, je v kazdém piipadé
obrovské riziko vzniku cukrovky v pozd&jsim Zivoté . Zensky, odborné gyneidni typ obezity, je dan
predevsim genetickou dispozici. Zapfi¢inuje ji zvySena citlivosti tkani v oblasti stehen a hyzdi na
hormonalni vlivy, které vysilaji signal tkanim, at’ si tuk do téchto partii ve zvySené mite ukladaji.

Pro jednoduchou klasifikaci androidniho typu byl adu let pouzivdn pomér obvodu pasu a boki
(waist to hip ratio - WHR), kde hranici je u mizid pomér nad 1.0 a uZen nad 0.85. Je-li WHR nizsi,
mluvime naopak o gynoidnim typu obezity. Dnes se Casté ji uziva presné meéfeni rizikového tuku
ulozeného v bfiSe, mezi organy a na btiSe v podkozi (napf. poc¢itaovou tomografii). Nekdy se uvadi i tzv.
difizni samototyp obezity, a ten ma tukovou vrstvu rozlozenou po celém téle (Marieb, 2006, Svacina,
2003; Rybka, 2007).

1.3. Asociacni studie
1.3.1. Polymorfizmus

Polymorfizmus je geneticka varianta vyskytujici se minimalné u 1% populace. Tzn. nejedna se
o spontanni mutace, které¢ se vyskytly a rozsifily ptes potomky v rdmci jedné rodiny. JestliZe je frekvence
alely mensi, hovoiime o vzacné alele.

DNA-polymorfizmem nazyvame stav, kdy se dv¢ alely lisi ve své nukleotidové sekvenci.
Polymorfni lokusy se v populaci vyskytuji nejméné ve dvou alelach. Nékteré maji fenotypové projevy, ale
vSechny jsou variace na irovni DNA, v genotypu.

Polymorfizmy umoziuji: typizaci tkani, a tak najit co nejlepsi shodu mezi darcem organt
a prijemcem; hledani genl zpusobujicich riiznd onemocnéni, kdy vazba mlze byt vyuzita v DNA
diagnostice nebo v populac¢nich studiich.

Dilezity je ptitom proteinovy produkt alel, ktery mize byt identifikovan:

serologii - vyuzivajici protilatky pro detekci riiznych forem proteinu
elektroforézou - jestlize se zméni aminokyseliny v proteinu, méni se zaroven jejich
elektricky naboj, naez migruji vice nebo mén¢ v elektrickém poli.

Varianty enzymu se 1i§i nepatrné€ sekvenci aminokyselin, takze odlisn€ migruji pod elektroforézou.
S pouzitim oSetiujiciho gelu obsahujiciho substrat pro enzym mize byt jeho pfitomnost vizualizovana.

Dal$i moznosti je sledovani polymorfizmi DNA. K analyze DNA slouzi tzv. fetézova
polymerazova reakce s naslednou analyzou bud’ na agar6zovém a polyakrylamidovém gelu, nebo pomoci
dalsich metod (RealTime PCR, ¢ipové technologie atd.).

Muzeme sledovat celout adu rtiznych polymorfizmi, jako: monogenné¢ podminéné fenotypové
znaky, krevni skupiny, sérové proteiny, HLA antigeny, tandemové repetice - (minisatelity, mikrosatelity),
jednonukleotidové polymorfizmy atd.

V této studii se zabyvame tzv. SNP (jednonukleotidovy polymorfizmus - single nucleotide
polymorphism). To znamend polymorfizmus pouze v jednom nukleotidu, jenz miize byt nahrazen
jakymkoliv jinym nukleotidem, coZz mize zplsobit zménu struktury proteinu, zménou v pfislusném
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kodonu (kodujici struktura je sestavena ze tfi nukleotidd, které mohou kodovat pouze jednu
aminokyselinu). VétSina SNP lezi mimo kodujici sekvence. Ty, které lezi uvnitt exontl, jsou pfevazné bez
vlivu na aminokyseliny, diky degeneraci genetické¢ho kodu.

Nevyhoda SNP je omezené mnozstvi alel v populaci. Je tedy tfeba vice SNP k ziskdni t¢ samé
informace jako poskytuje jeden mikrosatelit, ale paralelni zpracovani SNP je daleko snazsi. Cast
variability miiZze byt funkéni - SNP v kddujicich sekvencich, které vedou ke zméné aminokyseliny, a SNP
v regulac¢nich sekvencich (RCN, 2007, Sykes, 1999).

1.3.2. PCR

PCR (Polymerase chain reaction) je metoda umoznujici zvysit mnohokrat mnozstvi zvolen¢ho
useku DNA bez nutnosti klonovat DNA v Zivych organizmech.

DNA vlakna jsou denaturovana zahfatim na teplotu ptiblizné¢ 94°C, nacez ptidame ur¢ité mnozstvi
kratkych oligonukleotidovych primerd. Ochlazenim se primery komplementarné navazi na volné fetézce
DNA, v mistech ohranicujicich zvolenou sekvenci. Maji tak stejny vyznam jako RNA primery pfi
normalni replikaci. V moment€, kdy se navazi, opét zvysime teplotu, abychom optimalizovali aktivitu tzv.
Taq polymerazy (DNA polymeraza), ktera funguje pii vysokych teplotach a spousti syntézu nové DNA od
3’ konce primeru. Dvé nova vldkna rostou ve sméru 5°-> 3. Syntézou konci prvni kolo zdvojeni
zkoumaného segmentu DNA, na jehoz konci ziskavame dvé zdvojené molekuly DNA. Celou proceduru
opakujeme stale stejnym zptisobem, ¢im z ziskavame pokazdé dvojnasobek vychoziho poctu molekul.
Neni zapotiebi ptridavat dalsi molekuly primera, jelikoz na pocatku bylo pouzito velké mnozstvi. Primery
maji délku obvykle zhruba 18 az 30 bazi.

Pocet repetic na kazdém jednotlivém vlakné se miize velmi liSit v ramci, v rozsahu od 4 do 40
opakovani (Obr. 2). Opakujici se nukleotidy tohoto typu jsou oznacovany — jako hypervariabilni
mikrosatelity neboli VNTR (variable number of tandem repeat) sekvence. Od kazdého rodice se vétSinou
dédi alela s odlisnym poctem VNTR. S pouzitim PCR amplifikace, je mozno pfesné stanovit pfisluSny
genotyp a lze pak pozorovat, jak se jeho vliv odrazi na odlisnych fenotypech u riznych pacientt.
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Obr. 2: Uziti PCR k detekci polymorfizmti
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Figure 8-47b Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

(Bruce Alberts, 2008, Cambell, 20006)

1.3.3. Asociaéni studi

Nejjednodussi zpiisob, jak zjistit potencialni vliv polymorfizmu né&jakého genu na komplexni polygenni
formy obezity, je asocia¢ni analyza. Ta studuje znamé geny, ¢i geny s piedvidatelnou biologickou funkci,
vytypované vazebnou analyzou a pozi¢nim klonovanim nebo na zidkladé¢ vysledka studii zvifecich
modeltl, u nichz se predpoklada, ze by se mohly podilet na patogenezi onemocnéni. Pro lidskou obezitu je
navrzeno vice nez 250 takovych kandidétnich genti, z nichz fada byla peclivé studovéna.

Takovy "funkéni" kandidat je pak podroben detailni genetické a molekuldrné biologické analyze a jsou
testovany hypotézy o asociaci specifickych polymorfizmi daného genu se zkoumanym znakem nebo
n¢kterym z tzv. ptechodnych fenotypti.

Nésleduje design studie. Zde si volime diagnostickd kritéria a vybereme si polymorfizmy genil
vybranych ke genotypizaci (nejlépe funkénich polymorfizmi, které ovliviluji napf. expresi genu).
Dilezitou slozkou ze statistického hlediska je pocet osob ve studii. Plati pravidlo, Ze ¢ im vétsi pocet
polymorfizmii zkoumame, tim vetsi musi byt pocet zkoumanych osob. Chybou studii polygennich
onemocnéni je, ze byvad zkoumén vztah pouze jednoho polymorfizmu k dané nemoci. VétSinou maji
asociacni studie charakter "case-control" (pfipad-kontrola), kdy je porovnavano relativni zastoupeni
ur¢itého polymorfizmu mezi skupinami, z nichz jedna dané onemocnéni vykazuje, zatimco druha nikoli.

Zachovavame zasady spravného vybéru dvou nebo vice skupin osob, které jsou po diagnostické
strance shodné. Provedeme genotypizace jednotlivych zkoumanych osob. Pro kaZzdou zkoumanou
skupinu osob jsou zvlast’ vypocitany genotypové a alelické frekvence, které se pak statisticky srovnavaji,
pficemz se odfiltruji faleSné pozitivni vysledky. Testuje se nulova hypotéza, Ze srovnavané soubory se
nelisi. Pokud statistickd vyznamnost (p) je mensi nez 0.05, mluvime o signifikantnim rozdilu.

Nalezeme-li tak asociaci mezi zkoumanou genetickou variantou a onemocnénim, lze vyslovit
predpoklad, Ze tato alela n¢jakym zpiisobem s onemocnénim souvisi, nebo je ve vazebné nerovnovaze se
skute¢nou kauzalni alelou, tzn., Ze lezi velmi blizko (je jejim markerem).
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Do oblasti asociacni analyzy pronikaji stdle nové metody - napf. pouziti Cip i umozZiujicich
soucasné testovani desitek az stovek tisic jednonukleotidovycch polymorfizmi (SNP), diky cemuz se
stava realizovatelnou dokonce celogenomovéa asociaéni analyza, 1 kdyZ s mnoZstvim testovanych
polymorfizmii prudce nartistd riziko faleSné pozitivnich pozorovani, a je tfeba davat velky pozor pfi
interpretaci vysledki téchto studii.

Nova generace kandidatnich genli bude jisté vytipovana na zdkladé vysledki expresnich studii
(expresni profil napt. tukové tkané€ ¢i hypotalamu ¢1 funkéni expresni profil regulovany pifijmem potravy,
fyzickou aktiviotu, farmaky). Také vazebné studie, vychazejici vylu¢né z identifikace oblasti genomu
(lokusu), ktery vyznamné ovliviiuje variabilitu zkoumaného znaku spolu s pozi¢nim klonovanim a studii
vazebné nerovnovahy, lokalizuji “horka mista”, kterda budou moci byt diky osekvenovani lidského
genomu desifrovana, a tak bude indentifikovana fada doposud neznamych kandidatnich genti (Sery, 2002;
Hainer a kol., 2004).

1.4. BETA-2-ADRENERGNI RECEPTOR

Kobilka a kol, (1987) lokalizoval gen v 5q31-q32. To je stejna pozice jako pro gen kodujici platelet-
derived growth factor receptor a je pfiléhajici k mistu FMS onkogenu, receptoru pro CSF1. Pomoci in situ
hybridizace, Yang-Feng a kol. (1990) lokalizoval ptitazeni k 5q32-q34.

Regulaci energetického vydeje hraji katecholaminy (hormony, derivaty katecholu; adrenalin,
noradrenalin a dopamin, vznikajici v nadledvinach i v CNS, kde pisobi jako pfenaseci nervového
vzruchu) dulezitou roli v metabolizmu lipidi za pomoci ¢tyt skupin adrenergnich receptort (a2, B1, B2,
and P 3). Katecholaminy aktivované  -Adrenergni receptory stimuluji, zatimco a 2-adrenergni receptor
inhibuje lipolyzu v tukové tkéani (podle Lafontan a kol., 2000). Geny kédujici tyto receptory by mohly
predstavovat zajimavé kandidaty k vysvétleni € asti jejich genetické predispozice k lidské obezite. p2-
adrenergni receptor (ADRB2) je zapojen v lipidové mobilizaci jako hlavni lipolyticky receptor
v lidskych tukovych bunkéach, a proto genetické variace v tomto receptorovém genu by teoreticky mohly
snizit lipolyzu a nachylnost k obezité.

Z celkovych deviti detekovanych bodovych mutaci v tomto genu u normalnich jedinct a astmatikt
(Podle Reihsasaus a kol., 1993) jsou pouze Ctyfi zapficinujici zmény v kodovanych aminokyselindch na
zbytcich 16, 27, 34 a 164). Nejfrekventovanéjsi jednonukleotidové polymorfizmy se vyskytuji na kodonu
16 (rs1042713; B16) a kodonu 27 (rs1042714; B27) jejichz variace idajné¢ méni ADRB2 funkci tim, ze
modifikuje aminokyselinovou sekvenci na extracelularnim N-konci ADRB2. Glu27 alela ma udajné
limitovat regulaci ADRB2, a tim padem ménit BMI. Byly jiZ nalezeno nékolik souvislosti tohoto
polymorfizmu s fadou onemocnéni jako diabetes, astma, ¢asteCna hypertenze ¢i obezita.

Jiz existuje fada studii testujici asociaci mezi Argl6Gly a GIn27Glu polymorfizmy a obezitou. Ze
23 studovanych populaci v 15ti z nich byl Glu27GIn polymorfizmus oznacen jako rizikovy faktor, ovSem
jen u Japonct (Ishiyama-Shigemoto a kol., 1999) a Svédt (Large a kol., 1997) §lo o signifikantni faktor.
Nejvyssi hodnota OR byla 3.4 u Mori a kol., 2001. V 8 studiich mél polymorfizmus ochranny efekt, ale
ten byl signifikantni jen u Francouzi (Meirhaeghe a kol., 2000) s OR=0.566 a CI=95%, 0.381-0839.
Celkova frekvence Glu27 alely je globalné odhadovand na 30.3%, ale procento se hodné lisi od jedné
populace ke druhé populaci (Tabulka €. 5). U belochti od 44.74% /Polaci/ po 78.29% /Nizozemci/ -
pramér 40.7%; u zbyvajicich ras od 39.16% po 63.89%, a liSila se od 6.71% u Ayamara americkych
indiant po 20.51% u Korejcl s primérem 7% pro skupiny Asiatli, Pacifickych vnitrozemct a americkych
indiant.

Utelem meta-analyzy Jalba, M.S. a kol., 2008 je nalezeni asociace mezi Glu27GIn a Argl6Gly
polymorfizmy beta2-adrenergni receptor (ADRB2) genu a obezitou. Byli zafazeni obézni 1 neobézni
jedinci. Pocatecni selekce obsahovala 14 444 subjekti B27 a 6 825 B16. Po testovani kazdé kontrolni
skupiny pro Hardy-Weinbergovu rovnici vysledna selekce obsahovala 10 404 a 4 328 jedinci. Studie
byly publikovany pted 18. srpnem 2006. Frekvence Glu27 alelovych nositelii, homozygotnich
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1 heterozygotnich, méla rozsah od 6.71% u Aymara Americans az po 78.29% u Nizozemské populace.
Frekvence Argl6 alelovych nositelt sahd od 51.4 po 64.6% v Evropské populaci od 71.1 po 85.6% ve
vychodni Asii. Celkové OR z celé analyzy neukazuje z &dnou asociaci mezi bud’ rs1042714 nebo
rs1042713 a obezitou. V rasovych skupindch s nizkou Glu27 frekvenci (Asiatli, Pacifickych ostrovant
a americkych Indidnli), OR=1.566 odhalilo signifikantni riziko vzniku obezity v ptipadé rs1042714.
Vysledky nebyly nalezeny ve vychodni Asii pro rs1042713. Pfitomnost Glu27 alely v ADRB2 genu se
jevi jako zasadni rizikovy faktor pro obezitu u Asiati, Pacifickych ostrovanti a americkych Indiani, ale ne
u Evropant. Obezita zfejmé neni spojena s Argl6 alelou. Nasledujici odstavce obsahuji stru¢né vysledky
vybranych publikovanych ¢lankd.

Tabulka €. 5: Frekvence glu27 alely v prostudovanych populacich (Podle Jalba, MS a kol. 2008)

Total Percentage of
number of Gender patients carrying the
Study’s first author patients (males/females) Ethnicity BMI cutpoint  variant Glu27 allele?
Ishiyama-Shigemoto et al. (4) 508 344/164 Japanese 27 15.94
Hayakawa et al. (5) 210 210/0 Japanese 30 10.48
Large et al. (6) 140 0/140 Swedish 27 57.86
Linetal. (7) 211 Gender not identified  Anglo-Celtic Australian white 25 63.03
Ehrenborg et al. (8) 180 180/0 Swedish 30 61.67
Echwald et al. (9) 205 205/0 Danish 27 64.88
Oberkofler et al. (10) 399 0/399 Austrian German 30 59.15
Morietal. (11) 278 278/0 Japanese 26.4 10.43
Hellstrom et al. (12) 247 138/109 Swedish 27 63.97
Langeetal. (13) 1093 473/620 US African Americans and 30 39.16
Hispanics
Gonzalez Sanchez et al. (14) 666 319/347 Spanish 30 61.06
Meirhaeghe et al. (16) 836 419/417 French 30 66.87
Tafel et al. (18) 430 Gender not identified  German Extreme vs. 62.56
underweight
Kortner et al. (19) 442 184/258 German Extreme 65.84
Martinez et al. (20) 313 61/252 Spanish 30 61.98
Malczewska-Malec et al. (21) 38 38/0 Polish 30 44.74
Garenc et al. (32) 774 332/442 United States and Canada, both 30 56.85
whites and African Americans
Kimet al. (29) 195 101/94 Korean 27 20.51
Carlsson et al. (22) 1487 715/772 Swedish 30 67.85
lwamoto et al. (26) 251 251/0 Japanese 25 19.52
Kato et al. (27) 1450 788/662 Japanese 26 12.69
Gallettiet al. (23) 993 993/0 Italian 30 49.55
Santos et al. (31) 149 56/93 Aymara American Indians 30 6.71
van Tilourg et al. (24) 502 231/271 Dutch 30 78.29
Bengtsson et al. (25) 678 292/386 Swedish 30 69.91
Duarte et al. (30) 1020 432/588 Tongans 30 9.71
Phares et al. (33) 72 30/42 United States, mixed races 30 63.89
Chang et al. (28) 683 Gender not identified  Chinese 30 15.96

ancludes both homozygous and heterozygous patients.
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L4.1. Studi itivni o

Ishiyama-Shigemoto S a kol. (1999) analyzoval Argl6Gly, GIn27Glu, a Thrl64lle polymorfizmy
a jejich vliv u japonskych neobéznich jedinci (BMI< 27 kg/m?) a 108 obéznich jedinct. GIn27Glu
zdmeéna byla dvakrat tak ¢astd u obéznich nez u neobéznich (0.14 vs 0.07, p = 0.001, odds ratio 2.14, 95%
CI 1.35£3.41). Frekvence Glu27 alely byla také vys§i u pacientii s 2. typem (non-insulin-dependent)
diabetes melitus nez u zdravych nediabetikil (0.14 vs 0.07, p = 0.001, odds ratio 2.13, 95% CI 1.34£3.41).
Obézni nositelé elelické varianty méli vySsi koncentraci serum triglyceridu nez obézni homozygoti pro
standartni alelu. Naopak frekvence Glyl6 homozygoti byla niz§i v obéznich Z enach v porovnani
s neobéznimi (11% vs 28%, p = 0.01, odds ratio 0.30, 95% CI 0.12+0.75), ovSem asociace nebyla zjisténa
u muzi. Thr164lle zdména nebyla detekovana u zadného jedince této studie. Tento vyzkum predpoklada,
7e amino-terminal polymorfizmus b2-adrenergniho receptorového genu, by mohl ovliviiovat molekularni
patogenezi obezity, hypertriglyceridemie, a proto rozvoj diabetes melitus 2.typu.

Seren M. Echwald a kol. (1998) Z4dnou asociaci mezi danskymi muZi homozygotnimi v Glu27
a obezitou, at’ uz porovnanim obéznich s kontrolnimi jedinci (P > 0.91) nebo srovndnim obéznich
s nejStihlejS§imi kontrolnimi jedinci (P > 0.95).

Mori Y a kol. (1999) zjistili, ze GIn27Glu ADRB2 varianta mé zésadni vliv na obezitu a distribuci
tuku u japonskych muzi a pfisli na 249 standartnich GIn27 homozygoti a 28 GIn27/Glu27
heterozygoti, a jednoho mutantniho Glu 27 homozygota. Frekvence mutantni Glu 27 alely byla znacné
vys$8i u obéznich jedincli nez u neobéznich nebo stiednich jedinca (0.11 vs 0.04, P= 0.004). Zjistilo se, ze
u japonkych muzi je GIn27Glu B2AR varianta asociovana s obezitou diky podkozni tukové akumulaci.

B Kortner a kol. (1999) studoval némecké pacienty s chorobnou obezitou (BMI 51.6 a vice) a 199
zdravych darcii krve. Stejnd frekvence 0.42 glu alely byla pfitomna v obou skupinach. Ani incidence
u obéznich zen (0.41, n=197) ve srovnani s kontrolnimi z enami (0.43, n=61), ani ta u obéznich muzi
(0.44, n=46) v porovnani s kontrolnimi muzi (0.41, n=138) nebyla vyrazné odlisna. OdliSnost ve
frekvenci mezi obéznimi muzi aZ enami, 0.44 vs 0.41 nebyla signifikantni (P=0.68). Genotypova
informace z rodin 18 obéznich pacientl neukdzala Zadnou asociaci mezi glu27 alelou a BMI, tim padem
zadny vliv na rozvoj chorobné obezity.

Martinez JA a kol. (2003) vykonal ve Spanélsku case-control studii, aby zjistil ptipadny efekt
GIn27Glu polymorfizmu v ADRB2 genu na riziko vzniku obezity zavisejici na potravovém piijmu u lidi
s BMI > 30 kg/m? a kontrol BMI < 25 kg/m?. Alelicka frekvence pro Glu27 polymorfizmus ziskana ptes
PCR-RFLP metodologii, byla 0.40 v pfipad€ obéznich a 0.37 u kontrol, coz je podobné jako u bélosské
populace. Potravovy pfijem byl ustanoven pouzitim dfive validovanych food frequency questionnaire.
Incidence obezity nebyla pifimo ovlivnéna polymorfizmem (OR = 1.40; P = 0.246). AvSak signifikantni
interakce mezi pfijmem uhlovodiku a pfitomnosti Glu27 varianty pro pravdépodobnost obezity byla
ziejma. Zeny s polymorfizmem a vy$§im uhlovodikovym piijmem (>49% energy) vykazovaly vyssi
riziko pro vznik obezity (OR = 2.56, P = 0.051). Navic vysoky ptijem CHO (E > 49%) byl asociovan
s vys8i urovni inzulinu mezi nositelkami GIn27Glu polymorfizmu (P < 0.01). Tato gen-nutrientni
interakce zdiraziluje dulezitost poznavani vysledku nékterych leptogennich mutaci v zavislosti na
zivotnim stylu a mize vysvétlit heterogenitu vysledka ptfedchozich studii.

Gonzalez Sanchez a kol. (2003) se zabyval 666 dospélymi nepiibuznymi Spanély. ADRB2
GIn27Glu genotypy byly ur¢eny PCR—RFLP. Glu27 homozygotni obézni muzi méli znacné vyssi BMI
a znacné¢ dels$i pfedozadovy primér nez heterozygoti a GIn27 homozygoti. U Z en Zadn ¥ rozdil
v antropometrickych a biochemickych méfenich zjistén nebyl. Analyza ukdzala, ze Glu27 homozygoti po
adjustaci predozadniho priiméru téla na bfichu jsou spojeni s diabetes melitus 2. typu. Z toho vyplyva, Ze
Glu27GIn polymorfizmus ADRB2 genu miiZze byt rizikovym faktorem obezity pouze u muzli pro
akumulaci visceralniho tuku a pro rozvoje diabetu 2. typu.
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Lin RCY a kol. (2001) vykonal asociac¢ni studii ve skupin¢ s normalnim a vysokym krevnim
tlakem. Anglo-keltSti australsSti bélosi, jejichZ rodi¢e méli stejny krevni tlak. Glu27 frekvence byla 0.41
u osob s vysokym krevnim tlakem a 0.42 u zbytku (P = .82). Ve skupince s vy$§im krevnim tlakem byla
Glu27 alela ptitomna v 61 jedincich s nadvahou (BMI>/=25 kg/m?) v porovnani 41 hubenymi (0.49 vs
0.31, P=.012). Dokonce, Glu27 byl spojen s vy$§im BMI u téchto jedinci: 24 +/- 4 kg/m?, 27 +/- 5 kg/
m?, a 28 +/- 5 kg/m? pro Gln/Gln, GIn/Glu, a Glu/Glu, (P = .0058). Jak vidno, polymorfizmus GIn27Glu
ADRB?2 genu chybi u lidi s vysokym krevnim tlakem, ale miZe ovliviiovat télesnou hmotnost.

Lange a kol. (2005) rekrutoval rodiny africkych a hispanskych Ameri¢ani. Zjistoval distribuci
adipdzni tkan€ pomoci pocitacové tomografie. Z 992 jedincl genotypizovanych pro tyto polymorfizmy:
57% byly Zeny a 15% bylo diagnostikovano pro diabetes 2. typu. Glu27 alela GIn27Glu polymorfizmu
byla pozitivné asociovdna s BMI (p=0.025), visceralni adipdzni tkani (p<0.0001) a pomérem visceralni/
podkozni (p=0.009), ale ne s podkozni tukovou tkani (p=0.952). Argl 6Gly polymorfizmus se nevztahoval
k Zadny m meéfenim tlouStky. Genetické variace v ADRB2 genu proto muze ovliviiovat uklddani
(visceralniho) tuku a velikost téla u obou etnik.

E Ehrenborg_a kol. (2000) sesbiral vzorky od 180 zdravych Svédskych muzd. Jedinci s E27 alelou
a/nebo G16 alelou méli signifikantné vyssi BMI a jesté€ k tomu jedinci s E27 alelou méli signifikantné
vys$i koncentraci cholesterolu v plazmé, triglyceridi atd., nez homozygoti pro Q alelu. E27 alela ADRB2
genu proto pozitivné ovliviiuje mirn€ zvySené BMI a dyslipoproteinemii u §védskych muzu.

l Iz sl I- v 7 I w = Vg

Large a kol. (1997) zkoumali vztah s obezitou u Svédek. Objevili, ze variace gIn27 na glu je
opravdu prokazatelné asociovana s obezitou s relativnim rizikem obezity pfiblizné u 7 jedincti z 10.
Hymozygoti pro glu27 méli v priméru 20 kg nadbytek tuku a asi o 50% vétsi tukové buniky nez kontroly.
Avsak nebyla prokdzana 7z 4adna asociace se zménami ve funkci ADRB2. Polymorfizmus arglégly na
druhou stranu byl spojen s pozménénou funkci ADRB2. Gly16 nebyl s obezitou asociovan. Pfedpokladaji
tak, ze genetické variace v ADRB2 genu by mohly mit z4sadni vliv na obezitu, energeticky vydej
a lipolytickou funkci ADRB2 v adipdznich tkénich, pfinejmensim u zen.

Garenc C a kol. (2003) zjistovali asociaci obou polymorfizmt s télesnym tukem, distribuci tuku
meétenou pied a v odpoveédi na 20-tydenni vytrvalostni tréninkovy program u obéznich Ameri¢and,
Kanad’anii bilych a ¢ernych ucastnikli rodinné studie dédicnosti (USA, Kanada). Interakce gen-obezita
byla nalezena u bilych pro n¢kolik adipdéznich fenotypu pfed cviCenim . Analyzy provedené zvlast
u obéznich a neobéznich odhalily, Ze nositelé G/u27 alely maji niz8§i akumulaci tuku (BMI, FAT, a %FAT)
nez nenositelé. Mezi bilymi obéznimi z enami, Gly16Gly homozygoti m¢li nizs§i akumulaci tuku (BMI,
FAT, a SF8) nez Argl6Gly a Argl6Arg. V odpovédi na cviceni biléZ eny s Argl6Arg genotypem
vykazovaly vyss§i redukci BMI, FAT a %FAT. Vysledky ziskané u cerny ch byly vesmés negativni.
Polymorfizmy zde ovliviiuji mnozstvi télesného tuku u bilych obéznich muzi (GIn27Glu) aZen
(Argl6Gly), stejné tak zmény v adipozité v odpovédi na vytrvalostni cviceni u bilych zen (Argl6Gly).

Phares DA a kol. (2004) chtéli zjistit podil polymorfizmti ADRB2 genu a jejich Gen-gen interakci
na variabilit¢ tréninkem indukované odpovédi télesného tuku u Ameri¢ani (vSechny rasy). Pouzity
soubor byl tvofen 70 zdravymi - sedavymi muzi(n=29) a Zenami po ptechodu ve véku od 50 do 75 let,
s BMI </= 37 kg/m?, z Washingtonu, DC, metropolitni oblasti. Absolvovali 6i tydenni stabilizaci potravy
(American Heart Association diet) pied 24 tydny aerobického tréninku pod dohledem. Potrava byla
udrzovana pres intervention. Byla méfena zména v procentu celkového télesného tuku, procentu hlavniho
tuku a tukové mnozstvi pfes DXA v ADR genotypovych skupinich (Glul2/Glu9 alpha2b-ADR,
Trp64Arg ADRB2, a GIn27Glu ADRB2) na zacatku a po 24 tydnech aerobiku. Byla zde tendence
odpovédi tukového mnozstvi (p = 0.03). Kombinované genetické vlivy vysvétlily 17.5% celkové
variability modelu pro procento cekového télesného tuku, 22% pro procento hlavniho tuku a 10% pro
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mnozstvi tuku. Odpovéd’ télesného tuku na cviceni u starSich dospélédkl je asociovano s kombinovanym
efektem Glul2/Glu9 alpha2b-, Trp64Arg beta3-, a GIn27Glu beta2-ADR genové varianty a jejich gen-
gen interakci.

Bengtsson K a kol. (2001) si zvolili za cil zjistit, zdali existuje souvislost mezi Argl9Cys,
Argl6Gly, GIn27Glu polymorfizmy ADRB2 genu s hypertenzi. Asociacni studie zahrnovala 291 pacientii
s hypertenzi bez diabetu 2.typu, 124 s hypertenzi a diabetem a 265 zdravych kontrol ze Svédska. Navic
byli zahrnuti sourozenci s normalnim tlakem, kteti byli v rozporu v Argl6Gly (72 part) a GIn27Glu (40
parti) polymorfizmu a pochézeli z rodin s diabetem 2. typu z Finska. Genotypizace probéhla pifes PCR—
RFLP analyzu. Homozygotni nositelé Argl6 alely méli signifikantn€ vys$si OR pro hypertenzi
v pacientech s diabetem 2. typu (OR 2.14; 95% confidence interval [CI], 1.05-4.33), obzvlasté mezi
hubenymi (BMI<27 kg/m?) pacienty (OR 3.47; 95% CI, 1.06-11.33). GIn27 alela ukazala slabsi vztah
s hypertenzi (OR 1.55; 95% CI, 1.00-2.41) a byla téZ ve vazebné nerovnovaze s Cysl9 alelou 5'LC-
Argl19Cys polymorfizmu. Sourozenci s pfinejmensim jednou kopii Argl6 alely méli vyssi systolicky tlak
krve (P=0.049), a pfibuzni nediabetici méli vys$si BMI (P=0.026) neZ piibuzni homozygotni pro Glyl6
alelu. Tym potvrdil, ze Argl6 alela ADRB2 genu zvySuje riziko hypertenze u jedinct s diabetem 2. typu
aje spojenais vysSim tlakem krve a BMI u sourozenct, které nejsou ve shodé pro tento polymorfizmus.

Carlsson a kol. (2001) zkoumali Svédy s riiznym stupném glukézové tolerance. ADRB2 GIn27
alela se vyskytovala Castéji u 219 jedincti s diabetem 2. typu, nez u 237 zdravych jedincti (59.8 % vs 52.3
%; OR = 1.72, p = 0.02), pti¢emz neexistuje Zadna vyznamna odliSnost ve frekvenci ADRB3 Arg64 alely.
Jedinci homozygotni pro alely Glu27 a Trp64 méli ovSem niz8i pievahu vyskytu diabetu, nez s jinou
genotypovou kombinaci (OR = 0.58, p = 0.03). Hlavni varianty v ADRB2 a ADRB3 genech jsou spojeny
se zvySenim hladiny “postniho inzulinu” a NEFA koncentracemi a mohou zvySovat citlivost na diabetes
2. typu.

Noriyuki Iwamoto a kol. (2001) se zaméfili na roli polymorfizml na kodonech 16 a 27 ADRB2
genu v rozvoji tuénych jater. Jeho soubor byl tvoien z 251 neptibuznych zdravych japonskych muzi
nezavislych na drogach ani alkoholu. Alelickd frekvence ADRB2 genové mutace se neliSila mezi
obéznimi (BMI>25.0 kg/m?) a neobéznimi (BMI<25.0 kg/m?, n=100). Glyl6 homozygoti m&li nizsi
(HDL-C) nez Argl6 homozygoti (1.50+0.4 vs. 1.32+0.3 mmol/l, p=0.014). OvSem nebyl zadn y vztah
mezi tuénymi jatry a frekvenci Gly16 alely. GIn27Glu27 heterozygoti méli vyssi koncentrace sérovych
triglyceridd, nez GIn27GIn27 homozygoti (1.62+0.93 vs. 2.21+1.67 mmol/l, p=0.013). Analyza znaci, Ze
heterozygoti GIn27Glu méli silné vyssi vyskyt tucnych jater nez ti bez mutace (Glu27 alelicka frekvence
0.07 vs. 0.12, p=0.047; OR=1.92; CI=95%, 1.01-3.68). Kone¢né vysledky napovidaji, Ze v genu ADRB2
je Glu27GIn polymorfizmus spojen s hypertryglyceridemii a nezéavislosti na obezité, proto muze byt
zapojen v molekularni patogenezi tuénych jater.

Tien-Jyun Chang a kol. (2002) prostudovali 130 ¢inskych pacientli s diebates melitus 2. typu a 130
kontrol odpovidajicich v pohlavi v€ku a BMI, s normalni gluk6zovou toleranci. Argl6Gly a GIn27Glu
polymorfizmy ADRB2 genu byly ur€eny ptes PCR-RFLP. OdliSnost v genotypovych frekvencich
Argl6Gly polymorfizmu byla zaznamenana mezi skupinami v pohlavi, véku a BMI mezi odpovidajici mi
case—control pary (P = 0.039). Argl6Gly polymorfizmus byl jediny nezavisly faktor pro rozvoj diabetu
2. typu (P = 0.021). Argl6Gly polymorfizmus byl nezédvisle asociovan s vékem pocatku diabetu 2. typu
(P = 0.017). Nebyl Zddny rozdil v GIn27Glu polymorfizmu mezi diabetiky a kontrolnimi skupinami.
V Thaiwanské populaci homozygoti Argl6 ADRB2 genu projevovali vyssi frekvenci (OR 1.87, 95% CI
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2. typu. Pfitom Glu27GlIn polymorfizmus nemé¢l Zadny vliv na a’t uzZ BMI nebo diabetes 2. typu.
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1.4.3. Studi ivni .

Hellstrom L a kol. (1999) studovali celkové neptibuzné Svédské muze a Zeny BMI v rozsahu
19.4-53.4 kg/m?. Obezita byla definovana BMI nad hodnotu 27. Alelicka frekvence GIn27 a Glu27 se
nelis$i mezi muzi a Zenami v piipadé, kdy byli obézni a neobézni zkoumani spolecné. AvsSak u obéznich
muzi byla frekvence Glu27 alely znaéné mensi (P= 0.034), zatimco frekvence této alely vzrostla
u obéznich z en (P=0.013). Zadn y vliv androgenového stavu na distribuci GIn27Glu nemohl byt
u obéznich zen demonstrovan. Ve vysledku vidime pozitivni asociaci mezi obezitou a Glu27 genetickou
variantou ADRB2 u zen, u muZzl je asociace negativni.

Oberkofler H a kol. (2000) analyzovali Zeny v Rakousku a Némecku. Frekvence GIn27 a Glyl6
alel, stejn¢ jako ADRB2 haplotypy, byly stejné u obéznich astihly ch jedinct. Mezi GIn27Glu nebo
Glyl6Arg polymorfizmy a plazmovym leptinem nebo expresi UCP-1 genu adip6zni tkdné nebyla
nalezena Zadn4 asociace ani u jedné skupiny. Proto se u této populace nejedna o hlavni faktor podminujici
obezitu.

Meirhaeghe A a kol. (2000) sledovali vliv polymorfizmti Argl6Gly a GIn27Glu na velky vzorek
francouzské populace (n=836, 419 muzl, 417 zen). GIn27GIn subjekty méli zvySené riziko vzniku
obezity (OR=1.77, 95% CI 1.19 + 2.62, P=0.005). Tento efekt byl hlavn& objeven u muzti (OR=2.40, 95%
CI 1.34 £ 4.27, P=0.003). Muzi s GIn27GIn genotypem vazili vice, m¢li vy$si BMI, télesnou vahu
a WHR neZ Zeny. KdyzZ jesté k tomu byli nositeli Argl6 alely, narist téchto hodnot byl je$té markantné;si.

van Tilburgova JH a kol. (2003) studie zahrnovala neptfibuzné Nizozemce s diabetem 2. typu.
Subjekty rozdélili do tii genotypovych podskupin: 109 s GIn27GlIn, 225 s Glu27GIn a 168 s Glu27Glu
polymorfizmem. ANOVA véku v diagnoze 2. typu diabetu (61 = 10, 60 =9, a 61 +9 roki pro GIn27Gln,
Glu27Gln, a Glu27Glu genotypové skupiny), BMI (27.2 +3.8,27.9 + 4.4, a28.2 + 4.0 kg/m?), HbA . (7.2
+14,74+13,a7.2+1.2%; normélni hodnoty <6.1%), plazmovy cholesterol (5.3 +1.2,53+1.0,a5.3
+ 1.0 mmol/l), plazmovy HDL cholesterol (1.2 £ 0.3, 1.1 £0.3, a 1.2 £ 0.3 mmol/l), a plazmové
triglyceridy (1.8 £ 1.1, 1.9 + 0.9, a 1.9 £ 0.1 mmol/l) neukazuji Z4adnou statisticky vyznamnou odliSnost
(vSechny P > 0.26). Po vylouceni inzulin-oSetfenych subjektd nebyly rovnéZz odliSnosti statisticky
signifikantni (zddna odliSnost u Zen ani u muzii zvlast’). Tim padem alespon v jejich skupiné s diabetem
2.typu, Glu27GlIn polymorfizmus ADRB2 nema zadny zasadni efekt na BMI, vék v diagnéze diabetu,
metabolickou kontrolu nebo koncentraci plazmovych lipidi.

Santos JL a kol. (2002) sledovali vztah mezi GIn27Glu a Trp64Arg polymorfizmy ADRB2
a ADRB3 v mezimistni studii dospélych Aymara jedinct zijicich v Andeanské oblasti severni Chile
a obezitou. Alelicka frekvence Glu27 alely ADRB2 genu byla 0.04 a alelicka frekvence Arg64 varianty
genu pro ADRB3 0.13. Nebyla nalezena 7z 4dna asociace mezi Trp64Arg polymorfizmem ADRB3 genu
a BMI nebo dal§imi kardiovaskuldrnimi faktory. Malé mnozstvi jedinci s alelou kodujici Gllu27
v ADRB2 genu vazné limitovalo analyzu vztahu mezi genotypem a fenotypem s pouzitim tohoto
polymorfizmu, pfesto Zadny jasny vztah nebyl zjistén.

Tafel J a kol. (2004) studovali frekvence variant nasledujicich polymorfizmi u némeckych
extrémné obéznich déti a zdravych kontrol s podvahou: Gly/Ser v kodonu 49 a Arg/Gly v kodonu 389
ADRBI, Arg/Gly v kodonu 16 a GIn/Glu v kodonu 27 ADRB2, Trp/Arg v kodonu 64 ADRB3. Ser49
alela v ADRBI1 genu frekvence byla 0.131 u obéznich a 0.136 u hubenych (p = 0.835), zatimco Gly389
alela v ADRBI1 méla frekvenci 0.319 u obéznich a 0.328 u hubenych (p = 0.802). Glyl6 v ADRB2
s frekvenci 0.590 u obéznich a 0.611 u hubenych (p = 0.591) a Glu27 alela v ADRB2 méla frekvenci
0.380 u obéznich a 0.420 u hubenych (p = 0.298). Nezjistili tak signifikantni rozdil pro alelu a nositele
frekvenci individudlnich polymorfizmi. Spole¢né s dfive ziskanymi daty genotypové distribuce ADRB3
varianty ve stejné studované skuping, zadny vyznamny rozdil mezi obéznimi a hubenymi nebyl zjiStén
pro distribuci v zadném ADR. Jejich data neukazuji, Ze by tyto polymorfizmy ovliviiovaly ¢asné pocatky
obezity.
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Sung-Hoon Kim a kol. (2002) zjistovali, zda polymorfizmy ADRB2 genu jsou spojeny s obezitou
a diabetem u Korejcii. Podle WHO kritéria pro Ustni testovani glukézové tolerance 57 jedinci mélo
normalni toleranci, 32 mélo oslabenou a 106 trpélo na diabetes melitus. Nediabeticka skupina se skladala
z 46 obéznich (BMI>27 kg/m?) a 43 neobéznich. Jedinci s diabetem byli v 64 piipadech obézni a 44
neobézni. Nebyl vSak zadn y podstatny rozdil mezi neobéznimi a obéznimi v alelické¢ frekvenci
polymorfizmu na kodonu 16 a 27ADRB2 genu. Vyzna¢ny rozdil nebyl ani v ptipadé¢ BMI, FAT%, WHR,
systolického a diastolického krevniho tlaku a dalSich typickych znaka diabetu a obezity. Frekvence Glu27
homozygotl byla 1.1%. Tato zjiSténi ukazuji, Ze variablita v ADRB2 genu neni hlavnim determinantem
rozvoje obezity a diabetu u Korejcu.

Tetsuo Hayakawa a kol. (2000) zkoumali, zda se polymorfizmus Argl6Gly a Glu27GlIn podili na
rozvoji obezity u 210 japonskych muzi. Frekvence GIn27Glu a Argl6Gly polymorfizmt byly 0.05
a 0.48, a vztah s obezitou nalezen nebyl. Ukéazala se silnd vazebna nerovnovaha mezi GIn27Glu
a Argl6Gly polymorfizmy, avSak Zadny zfejmy efekt na klinické nebo metabolicke charakteristiky. Jejich
vysledky proto nenalézaji vztah mez GIn27Glu a Argl6Gly polymorfizmy ADRB2 genu a obezitou
u japonskych muzu.

Duarte NA a kol. (2003) vytvofili ndhodny soubor 1022 jedincti z Tonga a ty genotypizovali pro
Glu27GIn polymorfizmus v ADRB2 genu. 84% tonganskych muzii a 93% Z en mélo nadvédhu nebo
obezitu (BMI >/= 25 kg/m?) a 15.1% mélo diabetes 2.typu. Genotypové frekvence byly nasledujici: Gln/
Gln 90.3%, GIn/Glu 9.6% a pouze jeden Glu/Glu homozygot. Primérné BMI muzi nebylo signifikantné
odli$né od téch, co byli homozygotni (30.2+/-5.4 kg/m?) nebo heterozygotni (30.1+/-5.5 kg/m?) pro Gln
alelu; stejné tak u homozygotnich zen (33.7+/-6.2 kg/m?) a 34.0+/-5.6 kg/m? u heterozygotnich. Glu alela
nebyla asociovana s dal§imi méfenymi znaky obezity nebo abnormdlnim glukézovym metabolizmem
v této pfevadzné¢ obézni populaci. Zjistili tak unikdtni frekvenci GIn/Glu ADRB2 polymorfizmu
v populaci, avSak zddny vztah.

Norihiro Kato a kol. (2001) se zabyvali 842 Japonci s vysokym krevnim tlakem a 633
s normalnim. Ackoliv nebyla objevena Zadna signifikantni asociace pro Argl6Gly a T-47C, dvé statistické
metody indikovaly kritickou asociaci (P=0.01- 0.04) mezi Glu27 variantou a niz§im krevnim tlakem.
U stanovené tendence k nizkému tlaku krve OR pro Glu27 vs GIn27 alelické frekvence byl roven 0.74
(95% CI, 0.55 t0 0.99), coz odrazi nizkou frekvenci Glu27 alely (6%-8%) u Japonct. Neobjevil se Zadny
zjevny matouci vliv na obezitu a diabetes na stanoveném vztahu. Pfedpoklada tak, ze testované ADRB2
polymorfizmy se pravdépodobné nepodili nijak podstatné na hypertenzi v japonské populaci.

Malczewska-Malec M a kol. (2003) si vzali za cil zanalyzovat 122 osob z 40 obéznich rodin.
Zjistili 39% Glu27 a 8% Arg64 alelické frekvence. Vysledkem je, Ze v ADRB2 je Glu27 a v ADRB3
Arg64 alely mély protektivni efekt viici metabolickym poruchdm v obéznich rodinach severniho Polska.

Galletti F a kol. (2004) analyzovali 993 italskych muzi stfedniho véku pro Argl6Gly a GIn27Glu
polymorfizmy ADRB2 genu. Frekvence pro kodon 27 byly: GInGIn = 50%; GInGlu = 39%; GluGlu =
11%. Oba polymorfizmy byly ve vazebné nerovnovaze. Rozdil v BMI ani krevnim tlaku v zavislosti na
genotypu nebyl nalezen. Stejné tak nebyla Zadna asociace mezi ani jednim z polymorfizmi a nadvahou,
obezitou nebo hypertenzi. OR (95% CI) pro nadvéhu, obezitu a hypertenzi se nijak nelisil u ptisluSnych
genotypl. V této velké ndhodné skupiné dospélych muzii nejsou obmeény v ADRB2 genu nijak vdzany na
krevni tlak, obezitu ani tukovou distribuci.

1.5. STEROL REGULATORY ELEMENT-BINDING TRANSCRIPTION
FACTOR 1

Sterol regulatory element-binding protein-1 (SREBP1) a SREBP2 jsou strukturné podobné proteiny
fidici homeostdzi cholesterolu tim, Ze stimuluji transkripci sterol-regulovanych genti. SREBP1 existuje ve
dvou variantdch (a nebo c) a je syntetizovan jako 125kDa prekurzor, ktery je pifipojen k jaderné
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membrané a endoplazmatickému retikulu. SREBF1 gen lemuje LDLR gen, aktivuje jeho transkripci
v bunikdch ochuzenych o sterol a je tlumen sterolem.

Hua, X. a kol. (1995) analyzou lidskych a hlodav¢ich hybrida télesnych bunék a fluorescencni in
situ hybridizaci zmapovali SREBF1 gen v poloze 17p11.2.

SREBFIlc, je transkripcni faktor regulujici lipidovou homestdzi aktivaci genli zapojenych
v metabolizmu lipida a glukézy. To je diivod, pro¢ se domnivame, Ze je velmi stejn€ jako ADRB2 horkym
kandidatem na gen ovliviiujici obezitu. Doposud byla publikovana pouze jedna prace zabyvajici se
vztahem polymorfizm SREBF1c genu a obezitou zamétena na francouzskou populaci. Na rozdil od nich
jsme se my zabyvali polymorfizmem v poloze 5°7796T>C oznaCenym rs1889018.

Eberle a kol. (2008) wucinili SREBF-1 molekularni zobrazovéni 40 neptibuznych pacientd ptes
PCR/single-strand conformation polymorphism a to odhalilo celkem 19 SNP. Sest jich bylo
zgenotypizovano za u€elem asociacni studie velkého francouzského obézniho i neobézniho souboru.
Vysledky tohoto tymu poukazuji na roli SREBF-1 genu v genetické predispozici metabolickych
onemocnéni, jako je obezita, diabetes 2. typu nebo dyslipidemie.

Grarup a kol. (2008) genotypizovali ¢tyf i1 varianty SREBF1 genu danské popula¢ni studie (n =
6,070) zahrnujici jak osoby s diabetem 2. typu, tak lidi s gluk6zovou toleranci. MenSinové alely
1s2297508, rs11868035 a rs1889018 byly spojeny s mirné zvySenym rizikem diabetu 2. typu (rs2297508:
OR 1.17 [95% CI 1.05-1.30], P = 0.003), coZ bylo potvrzeno i meta-analyzou vSech publikovanych studii
(rs2297508 G-alela: 1.08 [1.03-1.14] na alelu, P = 0.001). Alela rs1889018 je navic spojena se zastupujici
mirou inzulinové senzitivity (P = 0.03). V této populaci jsou s diabetem vztazené alely diskrétné
asociovany s hyperglykémii pravdépodobné kvili snizovani inzulinové senzitivity.

Harding a kol. (2006) vykonali genotypizaci § esti SREBF1lc SNP pro vztah s diabetes melitus
2. typu a koncentraci plazmové glukézy v Anglii. V této case-control studii nositelé minoritni alely
rs11868035 méli signifikantné zvysené riziko vzniku diabetu (OR=1.20 [95% CI 1.04-1.38], p=0.015).
Rovnéz 1 tfi dalSi SNP (rs2236513, rs6502618 and rs1889018), umisténé v 5' regionu, byly signifikantné
spojeny s rizikem diabetu (OR > or =1.21, p< or =0.006). K tomu dva SNP (rs2236513 and rs1889018)
v 5' oblasti byly slabé (p<0.09) spojeny s koncentracemi plazmové glukodzy. Vzacni homozygoti méli
vyssi (p</=0.05) glukézovou koncentraci 120 min po ndmaze ve srovnani s nositeli standartni alely.
Nasli diikkaz pro vztah polymorfizmii na 5' region SREBF1c genu s rizikem diabetu 2. typu a koncentraci
plazmové glukozy.

2 Metodika
2.1. Design studie

Jako cilovy polymorfizmus byl zvolen polymorfizmus Glu27GIn (rs1042714; B27) beta2-
vysledky jsou vzdjemné v rozporu. Druhym zvolenym polymorfizmem byl rs1889018 polymorfizmus
SREBF-1 genu, ktery se vyskytuje v poloze 5°7796T>C. Ziskali jsme data a vzorky genomické DNA
(stéry z bukalni sliznice) od ¢eskych zen (n=120) a muza (n=81). Ze 120 vzorkli obéznich Zen bylo 65
ziskano z prazské ordinace zabyvajici se 1écbou obezity - Prevence 2000. Kritériem bylo, aby zeny byly
ve ve€ku mezi 18 a 57 lety, hrani¢éni Body Mass Index¢ inil 27kg/m2. Nesmély rovnéz prodélat
onkologické (maligni nadory) ani jiné vazné onemocnéni. Zbytek Z en byly kontrolni osoby ceské
narodnosti. Soubor muzi tvofilo 49 muzi — kontrolnich osob a 32 muzi trpicich erektilni dysfunkei.
Osoby zucastnéné ve studii podepsaly informovany souhlas se zafazenim do této studie. Projekt byl
schvalen etickou komisi Urazové nemocnice v Brng.
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Tabulka €. 6: Popisna statistika celého souboru

pocet osob pramér min. max. smérodatna odchylka
vék 97 44 22 69 12.26338
vySka 200 173 156 198 8.79967
hmotnost 201 87 16 182 20.29134
obvod pasu 185 93 65 148 14.39661
BMI 200 29 18 64 6.86247

2.2. Biologicka méreni

Provedli jsme antropometrickd méfeni, pti nichZ nas zajimaly tyto fenotypové znaky: vyska, véha,
BMI, obvod pasu a hyzdi, obvody LDK a PDK tfisla, nad kolenem, lytka; WHR (pas/boky). Celé znéni
dotazniku je uvedeno v Ptilohach. PouZita byla také BIA s vyuzitim dvou elektrod ptilozenych k ruce a
noze. Jednalo se o ptistroj BODYSTAT (vyvojafi a distributofi Britain's leading bioimpedance systems,
BODYSTAT(R)). Pfenosny BODYSTAT 1500 - jednotka monitorujici télesné slozeni métici velikost
impedance téla pouze v dané frekvenci 50 KHz. Zadava se vek, pohlavi, vyska vaha, pohyb. aktivita.
Mérené parametry se skladaly z: tuk%, tuk (kg), aktivni hmotnost %, aktivni hmotnost(kg), celkova
télesna vaha, voda%, voda(l), BMI, bazalni metabolizmus, odhadovana potieba energie, impedance. Je to
impedometr, ktery si sdm zméti impedanci a na zdklad€ toho vypocita slozeni téla. Je-li télo vlhéi, je tim
padem vodivéjsi, impedance nizsi, vyjde proto vice svaloviny, méné tuku a naopak. Nejpiesnéjsi vypocty
jsou pti impedanci kolem 500 Q.

2.3. Geneticka analyza
231, Izo| ické DNA ze stéru z bukdlni slizni

Izolaéni kit UltraClean™ Blood Spin DNA

1. Do ptipravenych mikrozkumavek jsme napipetovali 400 pl roztoku TD1 (B1) a 30 pl proteinazy K.
Stérovku jsme vlozili do oznacené mikrozkumavky a sterilnimi nizkami odstfihli Stétecek.

3. Mikrozkumavky jsme vlozili do termotifepacky (Biosan) vytemperované na 56°C. Nastavili jsme tfepani na
600 rpm a inkubovali 20 min. Poté jsme mikrozkumavky kratce stoCily na centrifuze.

4. Sterilni pinzetou jsme vyjmuli $téte¢ek a vyhodili. Ke kazdému lyzatu jsme pridali 400 ul roztoku B2.
Jemné¢ jsme zvortexovali a zcentrifugovali.

5. Prenesli jsme veskery obsah mikrozkumavky do kolonky.

6. Centrifugovali jsme 1 min pii 13 000 x g.

7. Pfendali jsme kolonku do nové mikrozkumavky.

8. Do kolonky jsme pridali 500 ul roztoku B3.

9. Centrifugovali jsme 30 sekund pti 13 000 x g.

10. Vyjmuli jsme kolonku z mikrozkumavky, obsah mikrozkumavky vylili do odpadu a vratili do ni kolonku.

11. Do kolonky jsme piidali 500 pl roztoku B4.

12. Centrifugovali jsme 30 sekund pii 13 000 x g .

13. Vyjmuli jsme kolonku z mikrozkumavky, obsah mikrozkumavky vylili do odpadu a vratili do ni kolonku.

14. Znovu jsme centrifugovali 30 sekund pti 13 000 x g.

15. Opatrné jsme vyjmuli kolonku a pienesli ji do nové mikrozkumavky, aniZ bychom se dotkli roztoku
B4 na dné piivodni mikrozkumavky.

16. Roztok B5 jsme inkubovali asi 5 minut ve vodni lazni (termotiepacce) pii 65°C. Do sti‘edu kolonky
jsme napipetovali 100 pl roztoku B5 piedehitatého na 65°C.

17. Centrifugovali jsme 1 min pti 13 000 x g.
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18. Odstranili jsme kolonku a zavieli vicko mikrozkumavky. Genomicka DNA byla takto pfipravena pro riizné
aplikace.

239 Detel I i 1042714, zAména C/G idovém Fetézci
genu pro ADRB2

Pro PCR reakci polymorfizmu rs1042714_genu pro ADRB2 byly pouzity primery:
5-CGC CGGACCACGACGTCACGCCG-73,
5-TGC AGA CGC ACG AACTTG GCAATG G -3’
Reaké¢ni smés o celkovém objemu 47,5 pl obsahovala:
50 mM KCI; 10 mM Tris-HCI (pH 8,4); 5 mM MgCly; 1 uM kazdého z primerti; 0,5 mM dNTP; 2,5 ul
genomové DNA; 1 U Tag-Purple DNA polymeréazy (Top-Bio, CR).

Amplifikaéni reakce byla provadéna v termalnim cykléru Techne Touchgene Gradient. Po pocatecni
denaturaci trvajici 2,5 minuty pii 96°C, byla DNA amplifikovana v tiikrokovych cyklech:
denaturace 30 s pfi 96°C; annealing 20 s pti 55°C; extenze 20 s pii 72°C. Po 32 cyklech byla pouzita finalni
extenze 5 minut pii 72°C. Celkova délka amplifikovaného fragmentu byla 139 bp.

Nasledovala restrikéni analyza:
10 pl PCR amplifikatu bylo smichano s 1 pl pufru TANGO (Fermentas: 33 mM Tris pH 7,9 pii 37°C; 10
mM (CH3COO0)2Mg.4H20, 66 mM CH3COOK, 0,1 mg/ml BSA) a dale s 1 ul (10 U) restrikéniho enzymu
Mspl, ktery st€épi DNA v nasledujici sekvenci:

5-CCGG-3%
3-GGC C-¥%
Poté nasledovala inkubace na vodni lazni pti 37°C po dobu 4 hodin.
Z amplifikovaného PCR fragmentu o délce 139 bp odstépi restrikéni enzym standardné Gsek o délce 22 bp,
¢imz vznikne produkt o délce 117 bp.
Gelova elektroforéza restrikénich fragmentt byla provedena na 2,5 % agar6zovém gelu (EliPhore) barveném
ethidium bromidem pii 80 V po dobu jedné hodiny dvaceti minut. Vysledny gel byl prosvicen transiluminatorem
a vyfotografovan digitdlnim fotoaparatem Olympus (CAMEDIA C-3030).

Byly detekovany nasledujici fragmenty:
nestépeny fragment o délce 117 bp, ktery znacil genotyp GG; fragment o délce 139 bp charakterizoval
genotyp CC; fragmenty o délce 139 bp a 117 bp identifikovaly genotyp GC.

lvmorfizm

Pro PCR reakci polymorfizmu rs1042714_genu pro ADRB2 byly pouZity primery:
5-AGA GGC TGC TTC CCA GAAA-3",
5’- CCT GGA CCCAGC AAACAG-3

Reak¢ni smés o celkovém objemu 47,5 pl obsahovala:
50 mM KCI; 10 mM Tris-HCI (pH 8,4); 5 mM MgCl; 1 uM kazdého z primerd; 0,5 mM dNTP; 2,5 ul
genomové DNA; 1 U Tag-Purple DNA polymerazy (Top-Bio, CR).

Amplifikaéni reakce byla provadéna v termalnim cykléru Techne Touchgene Gradient. Po pocatecni
denaturaci trvajici 2,5 minuty pfi 96°C, byla DNA amplifikovana v tfikrokovych cyklech:
denaturace 30 s pii 96°C; annealing 20 s pii 60°C; extenze 20 s pii 72°C. Po 32 cyklech byla pouzita finalni
extenze 5 minut pii 72°C. Celkova délka amplifikovaného fragmentu byla 156 bp.
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Nasledovala restrik¢ni analyza:

10 pl PCR amplifikatu bylo smichéno s 1 pul Mae III pufru (Roche: 40 mM Tris-HCI, 550 mM NacCl, 12 mM
MgClI2, 14 mM 2-Mercaptoethanol, pH 8.2 pii 55°C) a dale s 1 pul (10 U) restrikéniho enzymu Mae 111, ktery
Stépi DNA v nasledujici sekvenci (N znaci libovolnou bazi):

5-GTNAC-3
3- CANTG-¥%5

Poté nasledovala inkubace na vodni lazni pti 55°C po dobu 1 hodiny.

Z amplifikovaného PCR fragmentu o délce 156 bp odsteépi restrikéni enzym standardné usek o délce 31 bp,
¢imz vznikne produkt o délce 125 bp.

Gelova elektroforéza restrikénich fragmentt byla provedena na 2,5 % agar6zovém gelu (EliPhore) barveném
ethidium bromidem p#i 80 V po dobu jedné hodiny dvaceti minut. Vysledny gel byl prosvicen transiluminatorem.

Byly detekovany nasledujici fragmenty:
nestépeny fragment o délce 125 bp, ktery znacil genotyp GG; fragment o délce 156 bp charakterizoval
genotyp AA; fragmenty o délce 156 bp a 125 bp identifikovaly genotyp AG.

2.4. Statisticka analyza
2.4.1. Analyza rozptylu (ANOVA)

Ke zjisténi, zda existuje asociace mezi naméfenymi hodnotami a zkoumanym polymorfizmem, jsme
pouzili software Statistica a v ni tzv. analyzu rozptylu (ANOVA).

Dovedeme tak zkoumat zavislost kvantitativni proménné y na tfidicim klasifikacnim faktoru
(kategorialni proménnd anebo kvantitativni s malym po¢tem obmén). Ziskany statisticky soubor obsahuje
n statistickych jednotek rozdélenych do k& dil¢ich podsoubort (skupin) podle obmén faktoru.

yij, i=1,K ,k, j=19K an,'

Cilem je porovnani urovné (sttednich hodnot) v n€kolika skupinéach.

2 4.2. Korelace - korelaéni koeficient

Korela¢ni analyza se zabyva mirou zavislosti ndhodnych dat. Korela¢ni koeficienty slouzi jako
miry vyjadieni “tésnosti linearni vazby”. Korela¢ni analyza popisuje linearni vztahy mezi veliCinami.

PAROVY (P) KOEFICIENT (R/Rxy):
(xi_-\T)'(.“i_.‘—‘) X.—-X)-(yv.—v
R — Z R= Z(rl x;) (.}: .1') ‘,
(n-Ds, s, X6 209

Korelacni koeficient R miize nabyvat hodnot od —1 do +1. Parové korelacni koeficienty se
pouzivaji pro vyjadfeni korelace mezi x a y.

2.4.3. Povrchové 3D gr

Tento graf nam umoznuje studovat zavislost dvou zvolenych faktorti na tietim. V tom je rozdil od
obycejného 2D histogramu.
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3 Vysledky
3.1.rs1042714

Pii analyze polymorfizmu rs1042714 jsme pouzili PCR-RFLP metodu, k niZ jsme si zvolili tzv.
mismatch primer (Obr. 2.1.). Pomoci elektroforézy jsme detekovali ptislusné genotypy (Obr. 2.2.).

Po analyze vztahu genotypli k naméfenym hodnotam bylo zji§téno, Ze polymorfizmus nekoreluje
s naméfenymi hodnotami (tabulka 2.1.). Kladné nebo zaporné korelace mezi naméfenymi znaky
navzajem jsou znazornény pomoci 3D povrchovych grafii (viz. ptilohy).

Obr. ¢. 2.1.: Analyza pro zvoleni nejvhodnéjsi annealingové teploty pro detekci Glu27Gin
polymorfizmu genu pro ADRB2

Obr. ¢. 2.2.: PCR-RFLP analyza polymorfizmu Glu27GIn genu pro ADRB2

Glu27GIn GIn27
heterozygot homozygot
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Tabulka ¢. 2.1.: Korelace méfenych hodnot - ¢erven¢ vyznacené korelace jsou vyznamné na hladiné

pravdépodobnosti p < 0.01000; znaménko +/- ukazuje smér korelace

vyska
hmotnost
obvod pasu
rs1042714
BMI

L4-L5

boky

hyzdé

WHR

PDK trislo
PDK nad kolenem
PDK lytko
LDK trislo

LDK nad kolenem

LDK lytko
tuk%

tuk (kg)

akt. hmotnost%
akt. hmotnost (kg)

voda%
voda (I)

bazal. metab. (kJ/d)

impedance
CEV kJ/d

vyska
hmotnost
obvod pasu
rs1042714
BMI

L4-L5

boky

hyzdé

WHR

PDK trislo

PDK nad kolenem

PDK lytko
LDK trislo

LDK nad kolenem

LDK Iytko
tuk%

tuk (kg)

akt. hmotnost%
akt. hmotnost (kg)

voda%
voda (I)

bazal. metab. (kJ/d)

impedance
CEV kJ/d

vyska
1,000000
0,395382
0,191172
-0,083536
-0,080972
0,292835
0,107289
-0,064331
-0,081346
0,114661
0,161313
0,141221
0.068417
0,150919
0,255248
-0,201637
0,114557
0,191063
0,693754
-0,018370
0,536260
0,629769
-0,056457
0,641350

hyzdé

hmotnost
0,395382
1,000000
0,764632
0,101850
0,876653
0,842110
0,422911
0,500359
-0,194760
0,667562
0,583084
0,524548
0,528986
0,754475
0,723662
0,637893
0,908121
-0,642118
0,777296
-0,669404
0,833885
0,630542
-0,581672
0,713636

WHR

obvod pasu rs1042714

0,191172
0,764632
1,000000
0,087426
0,736776
0,900105
0,474388
0,335529
0,237338
0,354094
0,165205
0,127824
0,111268
0,355560
0,336093
0,650111
0,783879
-0,645475
0,456218
-0,603374
0,555575
0,342916
-0,421721
0,382755

PDK trislo

-0,083536
0,101850
0,087426
1,000000
0,146680
0,057311

-0,039751
0,104589
0,094732

-0,133646
0,225388
0,156609

-0,047309
0,242458
0,144996
0,085337
0,106932

-0,050397
0,077551
0,013638
0,144233
0,008557

-0,213414
0,093774

-0,080972
0,876653
0,736776
0,146680
1,000000
0,760429
0,415000
0,587048

-0,189261
0,656583
0,535305
0,480358
0,537869
0,741421
0,642546
0,796633
0,923948

-0,796997
0,480292

-0,717487
0,624356
0,348408

-0,605821
0,430758

PDK nad kolenem PDK |9tk°

L4-L5
0,292835
0,842110
0,900105
0,057311
0,760429
1,000000
0,491644
0,345408
0,047328
0,406428
0,240551
0,280558
0,207591
0,474696
0,484830
0,676120
0,826472

-0,689140
0,545966
-0,663781
0,621230
0,450487
-0,408649
0,495468

boky
0,107289
0,422911
0,474388
-0,039751
0,415000
0,491644
1,000000
0,208660
-0,024122
0,176881
0,140600
0,078959
0,144319
0,302617
0,142444
0,386924
0,450885
-0,397625
0,221820
-0,339951
0,291392
0,152461
-0,208616
0,155739

LDK trislo

-0,064331
0,500359
0,335529
0,104589
0,587048
0,345408
0,208660
1,000000

-0.314713
0,494788
0,307064
0,226909
0,339991
0,462601
0,334287
0,419711
0,521707

-0,422866
0,285607

-0,368833
0,373563

-0,151739

-0,373899

0,279354

-0,081346
-0,194760

0,237338

0,094732
-0,189261

0,047328
-0,024122
-0,314713

1,000000
-0,308102
-0,372112
-0,206657
-0,411105
-0,337161
-0,288338

0,005670
-0,135406
-0,002588
-0,227264

0,011034
-0,228403
-0,209722

0,210936
-0,252267

0,114661
0,667562
0,354094
-0,133646
0,656583
0,406428
0,176881
0,494788
-0,308102
1,000000
0,377150
0,268896
0,694001
0,589938
0,487524
0,425131
0,608970
-0,440070
0,503085
-0,518809
0,501197
0,403773
-0,341741
0,498506

0,161313
0,583084
0,165205
0,225388
0,535305
0,240551
0,140600
0,307064
-0,372112
0,377150
1,000000
0,700950
0,495882
0,730083
0,633453
0,330363
0,508569
-0,338270
0,478188
-0,325527
0,529468
0,401143
-0,425274
0,455979

0,141221
0,524548
0,127824
0,156609
0,480358
0,280558
0,078959
0,226909
-0,206657
0,268896
0,700950
1,000000
0,420947
0,695583
0,824622
0,216390
0,382388
-0,275154
0,520471
-0,243033
0,538099
0,493527
-0,503172
0,557628

0,068417
0,528986
0,111268
-0,047309
0,537869
0,207591
0,144319
0,339991
-0,411105
0,694001
0,495882
0,420947
1,000000
0,591885
0,488388
0,310642
0,464818
-0,322392
0,428023
-0,429634
0,401063
0,361636
-0,323351
0,419399



vyska
hmotnost
obvod pasu
rs1042714
BMI

L4-L5

boky

hyzdé

WHR

PDK trislo

PDK nad kolenem

PDK lytko
LDK trislo

LDK nad kolenem

LDK Iytko
tuk%

tuk (kg)

akt. hmotnost%
akt. hmotnost (kg)

voda%
voda (l)

bazal. metab. (kJ/d)

impedance
CEV kJ/d

vyska
hmotnost
obvod pasu
rs1042714
BMI

L4-L5

boky

hyzdé

WHR

PDK trislo
PDK nad kolenem
PDK lytko
LDK trislo

LDK nad kolenem

LDK lytko
tuk%

tuk (kg)

akt. hmotnost%
akt. hmotnost (kg)

voda%
voda (I)

bazal. metab. (kJ/d)

impedance
CEV kJ/d

0,150919
0,754475
0,355560
0,242458
0,741421
0,474696
0,302617
0,462601
-0,337161
0,589938
0,730083
0,695583
0,591885
1,000000
0,788171
0,462062
0,666692
-0,470196
0,606846
-0,458405
0,668959
0,501140
-0,562167
0,575258

LDK nad kolenem LDK IYtko

0,255248
0,723662
0,336093
0,144996
0,642546
0,484830
0,142444
0,334287
-0,288338
0,487524
0,633453
0,824622
0,488388
0,788171
1,000000
0,353483
0,612831
-0,329461
0,663197
-0,366976
0,699092
0,598150
-0,594120
0,663356

tuk%

-0,201637
0,637893
0,650111
0,085337
0,796633
0,676120
0,386924
0,419711
0,005670
0,425131
0,330363
0,216390
0,310642
0,462062
0,353483
1,000000
0,885888

-0,974169
0,021684

-0,922849
0,157982

-0,015641

-0,070322

-0,040181

tuk (kg)

0,114557
0,908121
0,783879
0,106932
0,923948
0,826472
0,450885
0,521707
-0,135406
0,608970
0,508569
0,382388
0,464818
0,666692
0,612831
0,885888
1,000000
-0,852946
0,452897
-0,850732
0,565938
0,338334
-0,385645
0,376773

akt. hmotn.%

0,191063
-0,642118
-0,645475
-0,050397
-0,796997
-0,689140
-0,397625
-0,422866
-0,002588
-0,440070
-0,338270
-0,275154
-0,322392
-0,470196
-0,329461
-0,974169
-0,852946

1,000000
-0,043527

0,919654
-0,165240
-0,017157

0,078962

0,002666

akt. hmotn. (kg)
0,693754
0,777296
0,456218
0,077551
0,480292
0,545966
0,221820
0,285607
-0,227264
0,503085
0,478188
0,520471
0,428023
0,606846
0,663197
0,021684

voda%

-0,018370
-0,669404
-0,603374

0,013638
-0,717487
-0,663781
-0,339951
-0,368833

0,011034
-0,518809
-0,325527
-0,243033
-0,429634
-0,458405

-0.366976
-0,922849

0,452897 -0,850732

-0,043527
1,000000
-0,129387
0,957651
0,842302
-0,687283
0,965698

0,919654
-0,129387

1,000000
-0,158924
-0,123072
-0,075193
-0,091346

voda (1)
0,536260
0,833885
0,555575
0,144233
0,624356
0,621230
0,291392
0,373563

-0,228403
0,501197
0,529468
0,538099
0,401063
0,668959
0,699092
0,157982
0,565938

-0,165240
0,957651

-0,158924
1,000000
0,769553

-0,819938
0,900263

bazl. metab. (kJ/d) jmpedance

0,629769
0,630542
0,342916
0,008557
0,348408
0,450487
0,152461
-0,151739
-0,209722
0,403773
0,401143
0,493527
0,361636
0,501140
0,598150
-0.015641
0,338334
-0,017157
0,842302
-0,123072
0,769553
1,000000
-0,485147
0,844910

-0,056457
-0,581672
-0,421721
-0,213414
-0,605821
-0,408649
-0,208616
-0,373899

0,210936
-0,341741
-0,425274
-0,503172
-0,323351
-0,562167
-0,594120
-0,070322
-0,385645

0,078962
-0,687283
-0,075193
-0,819938
-0,485147

1,000000
-0,638159

CEV kJ/d
0,641350
0,713636
0,382755
0,093774
0,430758
0,495468
0,155739
0,279354

-0,252267
0,498506
0,455979
0,557628
0,419399
0,575258
0,663356

-0,040181
0,376773
0,002666
0,965698

-0,091346
0,900263
0,844910

-0,638159
1,000000
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Jak jiz bylo fe€¢ eno diive, jednim z cili bylo zjiSténi frekvence tohoto polymorfizmu v Ceské
populaci, kterou shrnuje tabulka €. 2.3., zvlast’ pro ob& pohlavi a nasledné u celého souboru. Hladiny
pravdépodobnosti pro vztahy rtiznych genotyplti s BMI, hmotnosti a obvodem pasu byly vzdy vyssi nez
0.05 (0.53; 0.99; 0.73 popotad¢). Graficky zaznam analyzy rozptylu je zahrnut v ptilohach.

Odds of ratio (OR) nés informuje o podilu obéznich a neobéznich nositelli dané alely (tabulka
2.2.). Z toho vidime, jestli se u obéznich vyskytuji €asté ji genotypy s mutantni alelou nebo naopak
standardni forma.

Tabulka €. 2.2.: Vyskyt genotypt rs1042714 polymorfizmu ADRB2 genu u obéznich a neobéznich

Genotyp Obézni Neobézni OR
CC 7 10 0.7
CG 15 29 0.52
GG 11 32 0.34

C 22 39 0.56
G 26 61 0.43

Tabulka ¢&. 2.3.: Genotypové a alelické frekvence polymorfizmu rs1042714

pohlavi n cC CG GG C G
muzi 49 9 (0.18) 18 (0.37) 22 (0.45) 0.37 0.63
Feny 120 31 (0.26) 54 (0.45) 35(0.29) 0.48 0.52

smiSené 169 40 (0.24) 72 (0.42) 57 (0.34) 0.45 0.55

3.2.rs1889018

Tabulka ¢&. 2.4.: Vyskyt genotypil rs1889018 polymorfizmu SREBF-1 genu u obéznich a neobéznich

Genotyp Obézni Neobézni OR
AA 6 34 0.18
AG 21 25 0.84
GG 6 7 0.86

A 27 59 0.46
G 27 32 0.84

Tabulka €. 2.5.: Genotypov¢ a alelické frekvence polymorfizmu rs1889018

Pohlavi n AA AG GG A G
muzi 48 17 (0.35) 24 (0.5) 7 (0.15) 0.60 0.40
Zeny 55 24 (0.44) 24 (0.44) 7 (0.12) 0.65 0.35

smiSené 103 41 (0.40) 48 (0.47) 14 (0.13) 0.63 0.37

Tabulka ¢ 2.5. zaznamenava analyzu rozptylu - vztah polymorfizmu genu pro SREBFlc
s hmotnosti, BMI a obvodem pasu. Napravo je potom uvedena hladina pravdépodobnosti, ktera musi byt,
aby $lo o signifikantni vztah niz$i nez 0.05. Graficky zdznam je soucasti Ptiloh.

Tabulka €. 2.3: Asociacni analyza vztahu rs1889018 polymorfizmu s obezitou

znak AA AG GG P
hmotnost (kg) 69.9 (64.0-75.8) 83.3 (77.8-88.7) 82.2 (71.8-92.5) 0.00386
BMI (kg/m?) 23.4 (21.8-24.9) 27.1 (25.7-28.6) 27.1 (24.4-29.8) 0.00156
obvod pasu (cm) 82.1(77.2-86.9) 91.9 (87.3-96.5) 91.2 (83.0-99.5) 0.01186
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4 Diskuse

V prvéfadé je tfeba poznamenat, Ze nebyl nalezen Zadny vztah mezi polymorfizmem Glu27 Gln
genu pro ADRB2 a obezitou. Z toho vyplyva, ze se potvrdil vysledek meta-analyzy a tedy, Ze u evropské
populace se nejedna o hlavni faktor zvySujici riziko obezity. Vysledky analyzy rozptylu jsou uvedeny
v ptilohach. Soucasti naseho souboru byli také muzi s erektivni dysfunkci, jejichz genotypy a fenotypy
nam ovSem posunovaly vysledky smérem k pozitivni asociaci polymorfizmu s obezitou, coz je
pravdépodobné zplsobeno jejich dispozicemi ke kardiovaskuldrnim chorobam. Vysledky proto nejsou
v praci uvedeny. Nase domnénka je takova, Z e stejné jak je uvedeno v meta-analyze, malé soubory
jedincti mohou byt v nékterych studovanych populacich pticinou klamného pozitivniho vztahu. Z pomért
poctu obéznich a neobéznich nevychdzi, ze by se GC a CC genotyp vyskytoval ¢astéji u obéznich, je
tomu praveé naopak. Mutantni alela ma na nasi populaci protektivni efekt.

Porovname-li nasi frekvenci Glu27Gln s rozborem 120 jedincli evropské populace, vidime, Ze
mame témet poloviéni vyskyt standardniho genotypu a tim padem o néco vyss$i frekvenci genotypu CG
a GG. Alelické frekvence se u Cechti nepatrné ptiklani ke Glu27 alele (0.55). Miizeme ¥ici, Ze neni zadny
vyrazny rozdil ve frekvenci Glu27 alely mezi muzi a Zenami.

Tabulka ¢ . 3.1.: Frekvence polymorfizmu rs1042714 genu pro ADRB2 a obou alel u Evropana
(HapMap-CEU)

n CC CG GG C G

120 0.383 0.300 0.317 0.533 0.467

V ramci meta-analyzy se blizime frekvenci Glu27 alely nejvice Spojenym statliim, Kanad¢€ (Garenc
a kol., 2003), svédskym zenam (Large a kol., 1997) a rakouskym zenam (Oberkofler a kol., 2003).
Pii pozorovani TC varianty polymorfizmu genu pro SREBP-1 jsme zjistili pfi porovnani
s homozygotem AA pozitivni vztah s hmotnosti (95% CI, p=0.004, 83.3 vs. 69.9), BMI (p=0.002, 95%
CI, 27.1 vs.23.4) a obvodem pasu (p=0.012, 95% CI, 91.9 vs. 82.1). Obdobny vliv na hmotnost, BMI
a obvod pasu ma i homozygotni GG genotyp (primérné BMI - 27.1, hmotnost - 82.2, obvod pasu - 91.2).
Vypocitané frekvence jsme opét srovnavali s daty pro Evropany z projektu HapMap-CEU. Je vidét,
ze v nasi populaci mame pouze nepatrn¢ vice nositeli mutantni alely. NaSe frekvence nejsou nijak nadstandartni.
Cesti muzi a zeny maji vzajemné podstaté shodnou frekvenci obou alel.rs

Tabulka ¢ . 3.2: Frekvence polymorfizmu rs1889018 genu pro SREBF-1 a obou alel u Evropant
(HapMap-CEU)

n GG AG AA G A

118 0.102 0.356 0.542 0.280 0.720

OR hodnoty ukazuji na ptiblizn¢ dvakrat vyssi vyskyt mutantni alely u obéznich oproti standardni
alele. Standardni genotyp (AA homozygot) je pfitomen jen v 18% obéznich jedinct.

Porovnavanim zeny vs. muzi u celého souboru jsme zjistili, Ze ¢ eské Zeny maji v priméru vyssi
BMI nez muzi, jsou niz§i postavy, ale muzi maji vétsi obvod pasu. Z toho vyplyva, Ze Zeny maji lepsi
rozlozeni tuku v téle.

Interpretaci vysledkt 3D povrchovych grafi mizeme pojmout nésledovné:

1. Obsah télesného tuku pii snizovani od cca 50% doli a stoupajicim BMI roste obsah télesné vody %.

2. S klesajicim obvodem PDK lytka pod 55c¢m a rostoucim obvodem od 80cm PDK tfisla klesa prudce
WHR (gynoidni obezita).

3. Na pokles WHR se véaze i1 vzrist hmotnosti od 120kg a rast vysky od 175cm. WHR naopak stoupa pii
vzrustajici hmotnosti od 100cm a vzrastu vySky nad 170cm.
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4. Celkovy obsah vody prudce stoupa pii poklesu aktivniho hmotnosti pod 50% a poklesu celkového
mnozstvi tuku od 50%.

5 Zaver

Vystupem této prace bude odborna publikace, kterd bude informovat o ziskanych vysledcich, tedy
o skuteCnosti, Ze u € eské populace rovnéz polymorfizmus Glu27GIln ADRB2 receptoru neovliviiuje
dispozice k obezité. Na druhou stranu, ale zjiSt€énim vztahu polymorfizmu rs1889018 genu pro SREBF1
s obezitou u Cech i mozna upozornime na vliv tohoto polymorfizmu na véhu jedince. Ugastnice této
populaéni studie samoziejmé informujeme o jejich vysledku (budou jim zaslany vysledky méfeni, které
piedaji svému obezitologovi). Rovnéz data, kterd jsme ziskali studiem korelace métenych hodnot budou
pfedana 1ékartim, ktefi o n€ maji veliky zajem a chtéji je vyuzit pfi ur€ovani diagnézy.

Ve své praci jsem podrobnéji rozebral studie zabyvajici se vztahem zkoumanych polymortizmi
s obezitou (event. diabetem). Tento rozbor mé své opodstatnéni.

Pevné vétim, ze novy geneticky marker rizika vzniku obezity v budoucnosti mize pomoci l1€kaiim
k rozhodnuti o dalSim postupu 1écby a predevsim pak vaZzné nemocnym pacientim ke zlepSeni kvality
jejich zivota.
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7 Prilohy

7.1. Dotaznik

Jméno, pfijmeni
| g o 5
Rodné &islo .
Datum )
Vyska | 4G/ em ;
bty -1 | 197, kg
(A _ | %42 kg/m?
i obvody Jpy & uprostfed mezi dolnimi Zebry a horni okrajem panve
N j 4s2, 0 Ve Vysce obratle L4-5, vétsinou vyska pupku
Besy % ;“ ¢ Predni horni try lopatky panevni
hy2dé %'g' 2 vrchol hyzdi pfi stoji spatném
[qu 0 8'7 nejuzsi misto na trupu (od pupku nahoru) pas nebo L4-L5 / nejSirsi
OKTRE '# (od pupku dolt) hyzdé nebo boky
éﬂ/ | I

il ot J2.4 PDK - prava dolni kon&etina
PDK Iytko 4’ % LDK - leva dolni koncetina
Lt normapro| 44,9 nejSirsi obvod stehna
LDK nad kolenem pacienta ‘% y nejSirsi obvod nad kolenem (zaCatek quariceps femoris)
LDK Ijtko | L f nejSirSi obvod lytka (vétSinou horni 1/3, ev. /2
Bodystat Cislo Y ;
tuk % M-27 LCR
[ukks AW U5
akthmot. % 7319 g7 l?- svaly + kosti
akt hmot. Kg Q'}_g% r)-s
TE L0 | UoR
voda | g /\,g/\ LMIH |
bazéini met. kild EEYIS energie nezbytna pro zékladni zivotni funkce organismu
o 2 | | |
CEV kj/d AD2G(  celkovy energet. vydej - bazélni metabolismus + pohybova aktivita 4. Grovn
impedance

b | | |

|
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7.2. ANOVA

7.2.1. ADRB2
Analyza rozptylu
Soucgasny efekt: F(2, 193)=,00853, p=,99150
Vztah mezi polymorfizmem 1042714 genu pro ADRB2 a hmotnosti
94 : : -
92 =
90
88
86 b 9 —0
-84 |
3
S
382t ol
gl'_ 1
@80 - -
78 : : :
CC GC GG
Genotypy polymorfizmu rs1042714 genu pro ADRB2
Analyza rozptylu
Soucasny efekt: F(2, 192)=,63290, p=,53215
Vztah mezi polymorfizmem 1042714 genu pro ADRB2 a BMI
33 T T T
32t =
31+

CC CG GG
Genotyp polymorfizmu rs1042714 genu pro ADRB2
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(wo) nsed poagQ

100
99
98
97
96
95
94
93
92
91
90
89
88

Analyza rozptylu
Soucasny efekt: F(2, 177)=,31454, p=,73053

Vztah mezi polymorfizmem 1042714 genu pro ADRB2 a obvodem pasu

CC CG GG
Genotypy polymorfizmu rs1042714 genu pro ADRB2

7.2.2. SREBF-1

(63) 1s0ujoWIH

Analyza rozptylu
Souc¢asny efekt: F(2, 97)=5,8881, p=,00386

Vztah mezi polymorfizmem rs1889018 genu pro SREBF1 a hmotnosti

100

95

90 ¢

85 t

80 r

75 ¢

70

65 |

60

AA AG GG
Genotyp polymorfizmu rs1889018 genu pro SREBF1
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Analyza rozptylu
Soucasny efekt: F(2, 96)=6,9169, p=,00156
Vztah mez polymorfizmem rs1889018 genu pro SREBF1 a BMI

31

30 ¢

29 ¢

28 1

27 ¢

26 1

w25

24 |

23 ¢

22 ¢

21 ¢

O

20

AA AG GG
Genotyp polymorfizmu rs1889018 genu pro SREBF1

105

100 |

95 r

©
o

0]
4)]

(w9) nsed poaqQ

~
o

Analyza rozptylu
Soucasny efekt: F(2, 89)=4,6629, p=,01186

Vztah mezi polymorfizmem rs1889018 genu pro SREBF1 a obvodem pasu

(o]
o

~
)]

- )

AA AG GG
Genotyp polymorfizmu rs1889018 genu pro SREBF1
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7.3. 3D povrchové grafy

3D Povrchovy graf z Prom24 proti Prom9 a Prom20
Obezita A10032009.sta 47v*218¢c

Vzajemny vztah mezi BMI, celkovym obsahem vody a tuku v téle

ol I ARG D

Bl =120
B <120
B <100
[ ]<80
[ ]<60
B <40

41



3D Povrchovy graf z Prom13 proti Prom16 a Prom14
Obezita A10032009.sta 47v*218c

Vzijemny vztah mezi PDK tiislo, WHR a PDK lytko

>
B <1
Bl <09
[ 1<08
[1<07
[ <06
Bl <05

42



3D Povrchovy graf z Prom13 proti Promd a Prom6
Obezita A10032009.sta 47v*218c

Vztah mezi vySkou, hmotnosti a WHR (pomér pas/boky)
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3D Povrchovy graf z Prom24 proti Prom20 a Prom22
Obezita A10032009.sta 47v*218c

Vz4jemny vztah mezi mnozstvim tuku v téle (%), vody (%) a
aktivni hmotnosti (%)

-

= R

Il > 70
Bl <70
@l <60
] <50
[]<40
] <30
B <20
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7.4. Srovnavani hodnot muzi vs. zeny

106
104
102

100

98 |
96 |
94 |

92
90

88

(wo) nsed poaqO

84

"Prom3"; Praméry MNC
Soucasny efekt: F(1, 1569)=12,305, p=,00059
Srovnani obvodu pasu mezi muzi a Zenami
Vertikalni sloupce oznaduji 0,95 intervaly spolehlivosti

86

muzi Zeny
Pohlavi

"Prom3"; Priméry MNC
Soucasny efekt: F(1, 166)=139,79, p<0,00001
Srovnani vys§ky muzd a zen
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti

muzi Zeny

Pohlavi
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"Prom3"; Priméry MNC
Soucasny efekt: F(1, 166)=3,8330, p=,05193
Srovnani BMI mezi muzi a Zenami
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti

33

32

31t

30

29 r -

INg

28

27

26 |

25

muzi Zzeny
Pohlavi

7.5. Izolaéni kit UltraClean™ Blood Spin DNA

Izolace 250ml vzork(i DNA

Component Amount Description

Proteinase K 6.25mg Proteinase K

Solution B1 11 ml Guanidine HCI/Tween solution
SolutionB2 11 ml 100% Ethanol

Solution B3 27.5ml Ethanol/Guanidine HCI solution
Solution B4 30 ml Ethanol, Tris, NaCl.

Solution B5 11 ml 10 mM Tris-HCI.
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