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SEZNAM ZKRATEK 

5 mC   5 – methylcytosin 

BMI   Body Mass Index 

cDNA   complementary DeoxyriboNucleotide Acid 

CKD   Chronical Kidney Disease 

CRC   ColoRectal Carcinom 

CVD   CardioVascular Disease 

DM2   Diabetes Mellitus druhého typu 

DNA   DeoxyriboNucleotide Acid 

ESRD   End Stage Renal Disease 

GWA   Genome Wide Association 

IM    Infarkt Myokardu 

KVO/ KVS   Kardiovaskulární onemocnění/ syndrom 

mRNA   mediator RiboNucleotide Acid 

NCBI   National Center for Biotechonology Information 

OD    Optical Density 

OMIM   Online Medelian Inheritance in Man 

OR    Odds Ratio 

PCR   Polymerase Chain Reaction 

qPCR   quantitative Polymerase Chain Reactin 

RFLP   Restriction Fragment Length Polymorphism 

RT PCR   Real Time Polymerase Chain Reaction 

rTL    relative Telomere Length 

SCG   Single Copy Gene 

SNPs    Single Nucleotide Polymorphisms 

UCL   University College London 
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ABSTRAKT 

Obezita je rizikovým faktorem rozvoje mnoha civilizačních onemocnění. Mezi tato 

onemocnění s nejvyšší úmrtností patří kardiovaskulární onemocnění (KVO), diabetes 

mellitus 2. typu (DM2), některá nádorová onemocnění a onemocnění pohybového aparátu. 

Jedním z genetických rizikových faktorů determinujících tělesnou hmotnost je gen pro 

FTO („fat mass and obesity associated protein“).  

Úkolem této disertační práce bylo zjistit, 1) zda výskyt rizikových alel u vybraných 

polymorfismů koreluje s BMI u české populace, 2) analyzovat souvislost mezi variantou v 

1. intronu v genu pro FTO a rizikem infarktu myokardu/ akutního koronárního syndromu 

(IM/ AKS), 3) renálním selháním (ESRD) a 4) výskytem kolorektálního karcinomu (CRC). 

Polymorfismy rs17817449 (1. intron) a rs17818902 (3. intron) jsme analyzovali metodami 

PCR-RFLP či RT PCR. Potvrdili jsme souvislost varianty v prvním, ale ne ve třetím 

intronu s BMI u české kontrolní populace. Intervenční studie ukázaly souvislost se 

změnami BMI (pouze rs178117449) u dětí, ale ne u obézních ţen. U pacientů s AKS jsme 

nalezli korelaci mezi G alelou a zvýšeným rizikem tohoto onemocnění (OR 1,49). U 

pacientů s ESRD jsme detekovali souvislost mezi výskytem stejné alely a rozvojem 

onemocnění (OR 1,37). U pacientů s CRC jsme souvislost s výskytem rizikové alely u 

varianty v 1. intronu nepotvrdili. Jako kontroly byly pouţity representativně vybrané 

soubory české populace „MONICA“ a „HAPPIE“.  

V rámci analýz potencionálních mechanismů vlivu polymorfismu rs17817449 jsme 

detekovali souvislost s relativní délkou telomer (rTL) u pre- a postmenopauzálních ţen 

z Prahy (3PMFs). 

Přesný mechanizmus účinku FTO není dosud znám, nicméně FTO vykazuje DNA 

demetylázovou aktivitu. Sledovali jsme, zda existuje rozdíl mezi celkovým metylačním 

stavem DNA u jedinců kontrolní zdravé populace s odlišným genotypem pro rs17817449.  
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ABSTRACT 

Obesity is a risk factor for development of cardiovascular disease, diabetes type 2 

and some cancers. Newly detected genetic risk factor for body weight is the FTO gene 

("fat mass and obesity associated"). 

The aim of this thesis was determine 1) whether the presence of risk alleles 

correlate with BMI in Czech population and to determine 2) whether there is an association 

between variants in the FTO gene and risk of myocardial infarction/ acute coronary 

syndrome (MI/ ACS), 3) renal failure (ESRD), or 4) incidence of colorectal cancer (CRC). 

We analyzed polymorphisms rs17817449 (first intron) and rs17818902 (3rd intron) using 

by PCR-RFLP and then also RT PCR. We found an association of the first intron variant 

(but not the 3
rd

 one) and BMI in Czech control population. We have detected an 

association of 1
st
 intron SNP and BMI changes during the intervention study in obese 

children, but not in obese females. We found a correlation between the risk allele and 

increased risk of ACS (OR 1.49) in patients with MI. In patients with ESRD was detected 

association between the risk allele and the risk of disease (OR 1.37). We didn´t confirmed 

the association between rs17817449 and the development of CRC. Representative selected 

groups of the Czech populations “MONICA” and “HAPPIE” were used as controls.  

One possibility could be the potential impact of polymorphism on the relative 

telomere length (RTL). We detected in a study of pre- and postmenopausal women from 

Prague (3PMFs) that carriers of at least one risk allele have shorter rTL. 

The exact mechanism of the FTO effect on disease determination is not yet known, 

however, the FTO exhibit a DNA demethylase activity. The difference between global 

DNA methylation status of individuals with different genotypes for rs17817449 in healthy 

control population were analyzed. 
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ÚVOD 

Díky celogenomovým screeningům (GWAs – „genome wide association study“) 

bylo moţné detekovat nové, dosud neznámé asociace fenotypu s DNA variantami bez 

informací o kauzalitě. V GWAs studiích jsou zkoumány statisíce aţ miliony 

jednonukleotidových polymorfizmů („single nucleotide polymorphisms“ - SNPs), 

víceméně rovnoměrně rozloţených podle celého genomu. GWAs hledá asociace mezi 

jednou či více variantami a fenotypem. Výsledky se obvykle replikují na řadě populací a 

na řádově tisících jedincích. Často se stává, ţe kandidátní varianta je lokalizována 

v genu/oblasti s neznámou funkcí, nebo v genu, jehoţ dosud známé funkce nejsou spojeny 

s patofyzioologií sledovaného onemocnění [Hainer a kol. 2008]. 

GWAs studie odhalily potenciální vliv celé řady nových genů na determinaci BMI. 

Příkladem mohou být geny pro INSIG2 (insulin-induced gene 2), MC4R ( melanocortin-4 

receptor gene) nebo dosud nejsilnější známý genetický determinat hodnot BMI, gen pro 

FTO („fat mass and obesity associated gene“) [Marinou a kol. 2010, Bogardus a kol. 

2009]. 

Vznik nadváhy je ovlivněn celou řadou vnějších faktorů (především nadměrným 

energetickým příjmem a nedostatkem fyzické aktivity). Index tělesné hmotnosti (body 

mass index - BMI = hmotnost (kg)/ výška (m
2
), hodnoty BMI 25 - 29,9 značí nadváhu, 30 

– 34,9 obezitu I. stupně, 35 – 39,9 obezitu II. stupně a hodnoty > 40 obezitu III. stupně) je 

ovlivněn také genetickými faktory. Odhady o míře dědičnosti obezity se dle typu studie 

pohybují od 30-ti do 70-ti %. FTO varianty v prvním (a v některých populacích i ve třetím) 

intronu tohoto genu jsou spojeny s hodnotami BMI a přítomnost jedné rizikové alely je 

spojena s nárůstem tělesné hmotnosti o přibliţně 1,5 - 2 kg [Loos a kol. 2008, Dina a kol. 

2007, Frayling a kol. 2007, Scuteri a kol. 2007]. Studie sledující moţnou kauzalitu (vliv 
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jednotlivých variant na energetický příjem, bazální metabolizmus, fyzickou aktivitu) 

nepřinesly konzistentní výsledky.  

Gen pro FTO  

Experimentální studie 

FTO (dříve známý pod názvem Fatso) byl poprvé popsán [Peters a kol. 1999] u 

myší jako jeden ze šesti genů uvnitř rozsáhlé delece na chromozómu 8, odpovědných za Ft 

(fused toes – „srůstání prstů“) fenotyp. Homozygotní myši s touto delecí umíraly během 

prenatálního vývoje, vykazovaly váţné malformace hlavy, vývojové defekty centrálního 

nervového systému, pravo-levou asymetrii, polydaktylii a růstovou retardaci. 

Heterozygotní myši vykazovaly syndaktylii předních končetin a zvětšení brzlíku. Změny 

hmotnosti u těchto myší však pozorovány nebyly [Boissel a kol. 2009] a gen na řadu let 

upadl v zapomnění. 

Studie na hlodavcích prokázaly nejvyšší hladiny Fto mRNA v mozku a 

hypotalamu. Hypotalamus hraje klíčovou roli při regulaci energetické rovnováhy a genů 

odpovědných za funkci monogenní obezity. Exprese Fto je regulována stavem výţivy 

(hladovění nebo přejídání) a vykazuje tkáňově specifické odlišnosti. Není však známo, zda 

jsou tyto rozdíly příčinou nebo důsledkem obezity [Peters a kol. 1999, Loos a kol. 2008, 

Dina a kol. 2007, Frayling a kol. 2007]. U myší byly popsány dva modely Fto 

nedostatečností: Fto
-/-

 s nulovou mutací, s celkovou absencí exprese Fto proteinu, a druhý 

model s částečnou ztrátou exprese Fto proteinu, způsobenou bodovou mutací v sekvenci 

aminokyselin isoleucin → fenylalanin na pozici 367 (I365F). Tato substituce 

pravděpodobně negativně ovlivňuje funkci Fto tvorbou heterodimerů, coţ způsobuje 

změny v energetické rovnováze. U Fto
-/-

 je tělesná hmotnost regulována jiţ od počátku 

ţivota, u Fto
I367F

 aţ v dospělosti. Fto
-/-

 myši vykazovaly 30-40% redukci tělesné hmotnosti 

v porovnání s kontrolami, kdeţto Fto
I367F

 vykazovaly pouze 10% pokles. U Fto
-/-

 myší se 
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vyskytovaly růstové retardace a časná perinatální úmrtnost. Oba modely vykazovaly na 

vysokotukové dietě sníţení tělesné hmotnosti a bílé tukové tkáně v porovnání s kontrolami. 

Existuje tedy předpoklad, ţe ztráta funkce Fto můţe působit proti vzniku obezity 

indukované stravou. V porovnání s  kontrolami neexistoval rozdíl v absolutním mnoţství 

příjmu potravy, přesto byly Fto
-/-

 myši menší a lehčí, pokles tukové hmoty u Fto 

deficitních myší tedy není zprostředkován niţším energetickým příjmem. Pro oba modely 

je charakteristický také vyšší bazální metabolizmus. Vyšší energetický výdej nesouvisel 

s fyzickou aktivitou, ale byl ovlivněn zvýšenou aktivitou sympatického nervového 

systému, který můţe podporovat lipolýzu a termogenezi tukové tkáně a svalů [Fischer a 

kol. 2009, Church a kol. 2009, Fawcett a kol. 2010]. 

 

Charakteristika lidského genu pro FTO 

FTO („fat mass and obesity associated“) obsahuje 9 exonů o celkovém rozpětí více 

neţ 400 kb, je lokalizován na lidském chromozómu 16 v pozici 16q12.2. Protein kódovaný 

tímto genem se skládá z 505 aminokyselin (NCBI Reference Sequence: NP_001073901.1, 

OMIM ID 610966). Většina funkčně zajímavých polymorfizmů (cluster asi 40ti SNPs) je 

lokalizovaná na prvním intronu genu a to v oblasti s mezidruhově silně konzervovanou 

sekvencí [Loos a kol. 2008]. FTO je exprimován ve všech lidských embryonálních a 

dospělých tkáních, nejvyšší hladina exprese byla zjištěna v mozku, hypotalamu a játrech 

[Boissel a kol. 2009]. 

Funkce FTO in vivo je v detailu neznámá, nicméně bylo zjištěno ţe FTO sdílí 

sekvenční motivy s Fe
2+

 a 2 - oxoglutarát - dependentními oxygenázami [Fawcett a kol. 

2010]. Rekombinantní protein FTO katalyzuje demetylaci 3-methylthyminu ssDNA a 

s niţší účinností 3-methyluridinu v ssRNA in vitro [Gerken a kol. 2007]. Hlavním 

substrátem FTO je nukleosid N6-methyladenosine (m6A), který se hojně nachází v mRNA 
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některých virů a většiny eukaryot včetně savců. Dále bylo zjištěno, ţe FTO můţe působit i 

jako transkripční koaktivátor [Wu a kol. 2010]. 

Tyto FTO aktivity mohou regulovat expresi genů zapojených do energetického 

hospodaření, coţ můţe vést ke vzniku obezity.  

Polymorfizmy v genu pro FTO a jejich role v determinaci BMI 

Intron 1 

V roce 2007 se objevily, prakticky současně, tři práce [Dina a kol. 2007, Frayling a 

kol. 2007, Scuteri a kol. 2007], popisující asociaci variant v genu pro FTO a BMI 

v několika nezávislých bělošských populacích. Primárně byly sledovány tři varianty 

rs9939609 (T/A), rs1421085 (C/T) a rs17817449 (G/T). Alely A (rs9939609), C 

(rs1421085) a G (rs17817449) byly silně spjaty s fenotypem obezity. Jak se později 

ukázalo [Hubacek a kol. 2009], tyto varianty jsou v silné vazebné nerovnováze.  

Na evropských populacích bylo dosud provedeno několik desítek studií s různým 

designem a různým počtem sledovaných jedinců, nicméně s velice konzistentními 

výsledky. Nejdůleţitější studie jsou shrnuty v níţe uvedené tabulce. Relativně malá 

pozornost byla dosud věnována úloze FTO u různě definovaných podskupin. Existují 

studie, které naznačují, ţe by se vliv FTO mohl lišit mezi pohlavími, v několika studiích 

nebyl potvrzen vztah FTO variant k BMI u ţen – [Jacobsson a kol. 2008, Song a kol. 

2008], či by mohl do určité míry záviset na menopauzálním statusu ţen [Hubacek a kol. 

2009].  

U bělošských populací má alespoň jednu rizikovou alelu přibliţně 60 % populace, 

okolo 20 % je nositelem dvou těchto alel. Vztah FTO k tělesné hmotnosti není z klinického 

hlediska nijak ohromující, ale u bělošských populací byl nalezen velice konzistentní vztah 

– přítomnost kaţdé rizikové alely je spojena s přibliţně 1,5 - 2,0 kg tělesné hmotnosti 

navíc [Loos a kol. 2008, Dina a kol. 2007, Frayling a kol. 2007, Scuteri a kol. 2007]. 
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Nedlouho po prvních studiích na bělošských populacích byly publikovány výsledky 

získané na dalších etnických skupinách. Je nezbytné zmínit, ţe FTO vykazuje významné 

mezi-etnické rozdíly jak ve frekvencích alel, tak v míře nalezené vazebné nerovnováhy. 

[Bollepalli a kol. 2010, Lopez – Bermejo a kol. 2008, Liu G a kol. 2010, Rendo a kol. 

2009, Demerath a kol. 2011, Liu Y a kol. 2010, Cheung a kol. 2010, Adeyemo a kol. 

2010]. 
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Vybrané studie sledující vztah variant v prvním intronu genu pro FTO k hodnotám BMI/ 

parametrům obesity u bělošských populací. 

Název 

studie/populace 

Počet jedinců Varianta FTO efekt Ref. 

Primární GWA 

studie/ Evropané 

38.759 rs9939609 Spojitost s rozvojem 

obezity u dospělých i 

u dětí 

[Frayling 

2007] 

Primární GWA 

studie/ Evropané 

cca 9.000 rs9930506 

 

Souvislost s BMI v 

řadě populací 

[Scuteri 

2007] 

Primární GWA 

studie/ Evropané 

2.900 

obézních, 

5.100 kontrol 

 Spojitost s rozvojem 

obezity u dospělých a 

dětí 

[Dina 2007] 

Studie HAPIEE/ 

česká populace 

3.079 muţů 

3.602 ţen 

rs17817449 Signifikantní vliv na 

BMI u muţů i u ţen 

[Hubacek 

2011] 

/Američané 

evropského původu 

5.607 rs9939609 Souvislost s BMI [Hunt 

2008] 

/Švédové 450 obézních, 

512 kontrol 

rs9939609 Souvislost s obezitou 

u dívek, ale ne u 

chlapců 

[Jacobsson 

2008] 

/Australané 3.353 

dospělých 

muţů/dvojčat 

rs9939609 Souvislost s BMI [Cornes 

2009] 

/Luţičtí Srbové 948 dospělých rs8050136 Souvislost s BMI [Tőnjes 

2010] 

 

MONICA/ Francie 3.367 

dospělých 

rs9939609 Souvislost s BMI a s 

obvodem pasu a 

boků 

[Legry 

2009] 

 561dětí rs9939609 Spojitost s rozvojem 

obezity u dětí 

[Bollepalli 

2010] 

/Američané 

evropského původu 

658 jedinců rs9939609, 

rs17820875 

rs860713 

Vztah k BMI 

nedetekován v 

dětství, patrný aţ v 

dospělosti 

[Mei 2010] 

Studie HELENA/ 

různé evropské 

populace 

752 

adolescentů 

rs9939609 Souvislost s BMI a se 

zvýšeným obsahem 

tuku v těle 

[Ruiz 2010] 

MONICA+KORA/ 

německá populace 

12.462 

dospělých 

rs9935401 Souvislost s BMI [Holzapfel 

2010] 

Dutch children 

cohort/ Nizozemsko 

101 dětí rs9939609 Konzistentní vztah 

FTO k BMI 

krátkodobě narušen 

během pohlavního 

dospívání 

[Rutters 

2011] 

The Whitehall II 

study/ Velká Británie 

2.981 muţů a 

1.164 ţen 

rs1421085 Vztah k BMI a 

obezitě potvrzen 

během téměř 

dvacetiletého 

sledování u muţů, 

nikoli u ţen 

[Kivimäki 

2011] 

The Generation R 

Study/ Nizozemsko 

695 a 216 dětí rs9939609 Ţádný vztah FTO k 

BMI či k tělěsnému 

sloţení u 

šestiměsíčních dětí 

[Mook–

Kanamori 

2011] 

[Dlouha a kol. 2012] 
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Intron 3 

GWA analýza izolované populace Luţických Srbů detekovala varianty v 

oblasti intronu 3 jako další a na intronu 1 nezávislé prediktory hodnot BMI. Kombinace 

alel C a G u SNPs rs10521308 a rs17818902, spojená s niţším průměrným BMI, se 

vyskytuje přibliţně u 18 % populace [Tőnjes a kol. 2010]. 

 

Mutace 

FTO byl kompletně sekvenován u 1 433 extrémně obézních a u stejného počtu 

štíhlých Evropanů [Meyre a kol. 2010]. Přestoţe byly objeveny mutace deaktivující FTO, 

vyskytovaly se jak u obézních, tak u štíhlých jedinců, a je tak jasné, ţe nemají přímou 

souvislost se vznikem obezity jako takové. Jedna z mutací, inaktivujících FTO, byla 

zmíněna ve spojitosti s autozomálně recesivní determinací úmrtnosti [Boisel a kol. 2009].  

 

Asociační studie a vybraná onemocnění 

Diabetes mellitus 2. typu (DM2). 

Primárně byl gen pro FTO detekován pomocí GWAs studie zaměřené na analýzu 

genetických dispozic k DM2 [Frayling a kol. 2007]. Cluster SNPs na intronu 1 FTO 

vykazoval významnou souvislost s DM2, avšak tento vztah zmizel po adjustaci na  BMI. 

Později se ale objevilo několik studií potvrzujících vztah mezi FTO rs9939609 

polymorfizmem a rizikem vzniku DM2. Toto riziko bylo vyšší přibliţně o 48 % ve 

francouzské studii MONICA [Legry a kol. 2009], o 50 % u nositelů alely A ve finské 

studii [Scott a kol. 2007], a přibliţně o 25 % ve studii „The Wellcome Trust Case-Control 

Consortium“ [Burton a kol. 2007]. Souvislost mezi FTO a DM2 je částečně, ale ne zcela, 

vysvětlena vyššími hodnotami BMI. 
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Vztah FTO k DM2 není omezen pouze na bělošské západoevropské etnikum, ale 

byl prokázán i v rozsáhlé meta-analýze pákistánské populace [Rees a kol. 2011]. 

Také meta-analýza u skandinávské populace potvrdila souvislost FTO s DM2 

[Hertel a ko. 2011]. I v japonské populaci byla prokázána významná souvislost FTO 

s diabetem po adjustaci k BMI [Takeuchi a kol. 2011]. V další studii (vzorky vybrány ze 

studie CURES), provedené na populaci jiţní Indie, bylo analyzováno celkem 6 

polymorfizmů FTO lokalizovaných na třech intronech, přičemţ většina z nich souvisela 

s DM2 [Ramya a kol. 2011]. 

Doney a kol. 2009 ve své studii zjistili, ţe větší mnoţství tukové hmoty u nositelů 

rizikové alely A (rs9939606) nesouvisí pouze s rizikem rozvoje DM2, ale také s vyšším 

aterogenním lipidovým profilem a rizikem vzniku infarktu myokardu (IM).  

 

FTO a kardiovaskulární onemocnění (KVO). 

Další studie poukázaly na moţný vztah mezi variantami v intronu 1 FTO a KVO. 

Lappalainen a kol. [2011] zjistili, ţe polymorfizmus rs9969609 FTO můţe přispívat 

k rozvoji KVO u muţů s abnormálním metabolizmem glukózy. Americká studie zaměřená 

na frekvenci výskytu KVO u zdravých ţen bělošského původu zjistila vyšší riziko KVO u 

ţen s rizikovou alelou a současně s niţší pohybovou aktivitou [Ahmad a kol. 2010]. 

 

Nádorová onemocnění. 

Obezita je známým rizikovým faktorem rozvoje nádorových onemocnění, a proto 

se přímo nabízí otázka, zda varianty FTO spojené s hodnotami BMI ovlivní i výskyt tohoto 

onemocnění. První publikovaná studie (rs9939609) nalezla zvýšené riziko vzniku 

nádorových onemocnění v ledvinách především v mladším věku (do 50 let), a zároveň 
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poněkud překvapivě spojitost mezi přítomností alely zvyšující BMI a niţším rizikem 

plicních nádorových onemocnění [Brennan a kol. 2009].  

Dvě nezávislé studie sledovaly potenciální vliv FTO na karcinom endometria. První 

z nich [Gaudet a kol. 2010] sledovala ţeny evropského a australského původu a 

nepotvrdila souvislost mezi polymorfizmy a rizikem vzniku nádorového onemocnění. 

Další studie [Lurie a kol. 2011] zjistila zvýšené riziko vzniku rakoviny endometria u 

nositelek genotypu asociovaného s BMI. I kdyţ vztah byl po adjustaci na BMI 

nesignifikantní, výsledek naznačil, ţe onemocnění můţe být zprostředkováno genem 

způsobujícím nadváhu.  

Lewis a kol. [2010] popsal souvislost mezi FTO rs9939609 a rizikem vzniku 

nádorových onemocnění prostaty. Přítomnost rizikové alely A nesouvisela s rizikem 

vzniku onemocnění, ale jasně souvisela s vyšším stupněm karcinomu prostaty. 

Nock a kol. [2011] ve své studii sledovali celkem 5 nejznámějších SNPs FTO. U 

bělošské populace nenalezli souvislost mezi polymorfizmy a rizikem vzniku adenomů, ale 

u populace afrického původu, byla přítomnost jedné nebo dvou kopií variantních alel u 

SNPs rs17817449 a rs8050136 spojena se zvýšeným rizikem výskytu kolorektálního 

adenomu.  

 

Další onemocnění 

Některé studie se zabývaly spojitostí mezi variantami v genu pro FTO a 

syndromem polycystických ovarií (PCOS) [Asunción a kol. 2000, Legro a kol. 2000, 

Barber a kol. 2008, Attaoua a kol. 2008]. Souvislost mezi hladinou exprese FTO 

v placentě, porodní hmotností a délkou dětí popsal ve své studii Bassols a kol. [2010].  

Rozsáhlá, dlouhodobá dánská studie prokázala u muţů signifikantní vztah mezi 

FTO a úmrtností. Vliv genu na celkovou úmrtnost byl podobný jako vliv kouření 
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[Zimmermann a kol. 2009]. Švédská studie (rs9939609) oproti tomu neprokázala 

souvislost mezi genotypy FTO a celkovou úmrtností u ţen, ani u muţů. FTO genotyp můţe 

ovlivňovat souvislost mezi fyzickou aktivitou a kardiovaskulární mortalitou [Sonestedt a 

kol. 2011]. 

SNP na 2. intronu FTO byl před několika lety detekován i jako rizikový faktor 

rozvoje závislosti na tabáku u ţen, ale ne u muţů [Bierut a kol. 2007]. Studie sledující 

souvislost mezi polymorfizmem na 1. intronu a závislostí na alkoholu u polské populace 

naznačuje protektivní charakter jinak rizikových alel [Sobczyk – Kopciol a kol. 2011].  

Nedávné studie prokázaly, ţe u jedinců s rizikovou alelou běţných FTO 

polymorfismů můţe ve stáří docházet, jak k redukci objemu frontálního laloku mozku [Ho 

a kol. 2010], tak k poklesu schopnosti slovní plynulosti [Benedict a kol. 2011]. Švédská 

studie zjistila, ţe nositelé alely A u rs9939609 mají zvýšené riziko rozvinutí Alzheimerovy 

choroby [Keller a kol. 2011].  
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ANALYZOVANÉ SOUBORY  

MONICA – Multinational monitoring of trends and determinants in cardivascular 

diseases, 2559 nepříbuzných jedinců bělošské populace (1 191 muţů, 1 368 ţen ve věku 25 

– 65 let). Během let 1997-1998 byli zváni jedinci z 9 okresů České republiky a znovu 

v letech 2000 - 2001 dle WHO protokolu. Tento vzorek představuje representativní vzorek 

1 % české populace [Cífková a kol. 2010, Tunstall-Pedoe a kol. 2003]. 

Czech HAPIEE – Health, alcohol and psychosocial factors in Eastern Europe, 6 

827 náhodně vybraných jedinců z registru populace ze 7 českých měst (45 % muţů, 45 - 

69 let), vzorky sbírány v letech 2002 - 2005. Kontrolní soubor české populace [Peasey a 

kol. 2006]. 

107 ţen bez anamnézy diabetes mellitus (BMI > 27,5 kg/ m
2
, věk 49,2 ± 12,3 let). 

357 obézních nepříbuzných dětí (věk 13,7 ± 4,9 let, BMI 30,8 ± 4,6 kg/ m
2
). 

1 092 muţů s akutním koronárním onemocněním, vzorky byly kompletovány 

v letech 2006 - 2009 v rámci studie GENDEMIP (GENetic DEtemination of Myocardial 

Infarction in Prague) z celkem pěti spolupracujících koronárních jednotek na území Prahy 

[Pitha a kol. 2007]. 

1 014 hemodialyzovaných pacientů (56 % muţi, věk 66,9 ± 12,7, hypertenze 63 %, 

diabetes 39 %, BMI 26,2 ± 5,0 kg/ m
2
) z celkem 27 center v ČR. 

1 251 pacientů (95 % muţi, věk 47,2 ± 13,0), kteří podstoupili transplantaci ledvin, 

z důvodu CKD nebo renálního selhání v Institutu klinické a experimentální medicíny 

v letech 1999 - 2007 (prevalence léčených hypertoniků 82 %, diabetiků 35 %, hodnota 

BMI = 25,5 kg/ m
2
). 

1 005 dospělých pacientů s kolorektálním carinomem - 583 muţů, 422 ţen, věk 

61,2 ± 11,0 let [Jiraskova a kol. 2012]. 
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908 ţen, účastnících se 3PMFs (The Prague Pre and Post Menopausal Females 

study) - reprezentativní a náhodně vybraný vzorek (5 %) z 29 440 ţen ve věku 45 - 54 let, z 

registru zdravotních pojišťoven, ţijících na území Prahy. Ze  vzorku 1 472 ţen, 908 dalo 

souhlas s vyšetřením ke studii. [Cifkova a kol. 2008, Pitha a kol. 2008 a 2013]. 

201 pacientů s alkoholickou cirhózou jater. 

25 vzorků po jaterní resekci. 

11 dobrovolníků z řad zaměstnanců CEM. 
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POUŽITÉ METODY 

 

Izolace DNA 

Genomová DNA byla izolována z plné krve mírně modifikovanou metodou dle 

protokolu Miller a kol. 1988. 

 

FTO genotypizace 

FTO polymorfismy byl stanoveny pomocí PCR, varianta rs2302673 pomocí nested 

PCR, a následnou restrikční analýzou. Fragmenty PCR produktů byly separovány na 10 % 

polyakrylamidovém gelu a pouţitím elektroforézy [Hubacek a kol. 2008, 2009].  

Sekvence primerů pouţitých při FTO genotypizaci (Fermentas International, Inc. 

Burlington, Ontario, Canada): 

SNP Forward/ reverse primer Restrikční 

enzym 

rs17817449 5´ GGT GAA GAG GAG GAG ATT GTG TAA CTG G/ 

5´GAA GCC CTG AGA AGT TTA GAG TAA ATT GGG 

 

AlwN I 

rs17818902 5´ ATC ATT CTG AAA ACA GAT CTG ACT GG/ 

5´ ATG GGT TTA TGA ACC ATA GGA AAG AAT CGA 

G 

 

 

Bsa I 

 

rs2302673 

5´ ATG TAC TCA TGC CAA CAG GCT ACT TG/ 

5´ TTC CAA GTG TCT GAC TTA TGA TGT G 

Nested 5´ TAG AAA ACT GCT GTT GAG AGC AGC/ 

5´ TTA AAT AGA CTT TAA ACA TCG A 

 

 

 

Cla I 
 

 

Exprese FTO v jaterní tkáni 

Studované vzorky 

Pro vlastní izolaci RNA bylo odebráno maximálně 100 mg tkáně, která byla 

bezprostředně vloţena do 1 ml RNA lateru (Qiagen, Germany). Další vzorek tkáně (100 

mg) byl pouţit pro izolaci genomové DNA. 

Laboratorní analýza 

Celková RNA byla izolována pomocí RNeasy Mini Kit (Qiagen, Germany). RNA 

byla purifikována pomocí RNase-Free DNase Set (Qiagen, Germany). Integrita všech 

RNA vzorků byla zkontrolována pomocí elektroforézy (Bio Rad Power Pac 300) na 1 % 
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agarosovem gelu. Koncentrace a čistota vzorků byla změřena pomocí Nanodrop 2000 

spectrophotometer (Thermo Scientific, USA). Jednotné mnoţství RNA bylo reversní 

transkripcí přepsáno do cDNA (Thermo Scientific Verso
TM

 cDNA Synthesis Kit).  

Pomocí relativní kvantifikace a 2
-ΛΛCt

 metody byly stanoveny hodnoty mRNA FTO 

měřením na přístroji Rotor Gene (Corbett Research 3000) kvantitativní Real Time PCR 

detekční systém. Jako endogenní kontrola byl pouţit housekeeping gen GAPDH. Hladiny 

mRNAs byly kvantifikovány pomocí primerů a duálně značených prob navrţených firmou 

Sigma Aldrich.  

Forward/ reverse FTO primer FTO proba 

5′ CAA GGC AAA GAT CTG CTC/ 5′ GTG TGT 

TTT ATA TTA GAC CCT TTC 

5′ [6FAM] CGG TAT CTC GCA TCC TCA TTG 

G [BHQ1] 

 

Mix pro kvantitativní PCR (25 µl) obsahoval 2 µl cDNA (50 ng), 12,5 µl 

JumpStart
TM

Taq Ready Mix for Quantitative PCR (Sigma-Aldrich), 4 µl MgCl2 (6 mM), 1 

µl probe (250 nM), 1 µl forward primer, 1 µl reverse primer (oba 900 nM), 3,5 µl H2O. 

Vzorky byly měřeny v triplikátech [Livak a kol. 2001, Pfaffl a kol. 2001]. 

 

Teplotní profil qPCR: 

Krok Teplota Čas Cykly 

Denaturace 94 °C  2 min HOLD 

Amplifikace 94 °C 15 sec 40 cyklů 

55 °C 60 sec 

 

Analýza délky telomer 

Analýza určení relativní délky telomer (rTL) byla převzata a zavedena s nepatrnými 

úpravami od kolegů z UCL. Relativní délka telomer byla stanovena pomocí kvantitativní 

polymerázové reakce (qPCR) dle Cawtona a kol. [2002]. Hodnota rTL je určena jako 

poměr repetic telomerových sekvencí k počtu kopií single - copy genu (SCG), T/S ratio. 

Jako SCG slouţí při analýze kyselý ribosomální fosfoprotein PO (36B4). Kaţdý vzorek 
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jsme měřili v triplikátu na přístroji Rotor-Gene 3000 (Corbett Research Ltd). Mnoţství 

telomerových repetic a SCG kopií jednotlivých vzorků jsme stanovili komparativní 

kvantifikační analýzou (Rotor-Gene 3000 software, Corbett Research Ltd). Pro všechna 

měření byl pouţit identický referenční vzorek DNA. Metoda umoţňuje vypočítat relativní 

mnoţství telomerových repetic a kopií SCG genu na základě hodnoty Take - Off bodu a 

amplifikace kaţdého vzorku v porovnání s referenčním vzorkem. Pomocí druhé derivace 

amplifikační křivky je určen vrchol exponenciální amplifikace a Take - Off bod reakce. 

Take - Off je první bod, který se nachází 80 % pod vrcholem amplifikační křivky.  

Sekvence primerů pouţitých pro stanovení rTL (Fermentas International, Inc. 

Burlington, Ontario, Canada) 

Telomere (135 nM) 

forward/ 

(900 nM) reverse 

5′ GGT TTT TGA GGG TGA GGG TGA GGG TGA GGG TGA GGG 

T/ 

5′ TCC CGA CTA TCC CTA TCC CTA TCC CTA TCC CTA TCC 

CTA 

SCG (300 nM) forward/ 

(500 nM) reverse 

5′ CAG CAA GTG GGA AGG TGT AAT CC/  

5′ CCC ATT CTA TCA TCA ACG GGT ACA A 

 

V kaţdém experimentu jsme měřili 22 vzorků, 1 referenční vzorek a blank. Reakční 

objem byl 25 μl (12,5 ul SensiMix SYBR No-ROX 2× (Bioline Ltd, UK), 1 ul Fwd/ Rev 

primery, 30 ng templátu (gDNA) a H2O. Specifita všech amplifikací byla determinována 

analýzou melting curve [Cawton 2002, Salpea a kol. 2008].  

Teplotní profil qPCR pro stanovení telomerových repetic:  

Krok Teplota Čas Cykly 

Denaturace 95 °C  10 min HOLD 

Amplifikace 95 °C 15 sec 22 cyklů 

58 °C 120 sec 
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Teplotní profil qPCR pro stanovení SCG kopií:  

Krok Teplota Čas Cykly 

Denaturace 95 °C  10 min HOLD 

Amplifikace 95 °C 15 sec 35 cyklů 

58 °C 60 sec 

 

Reprodukovatelnost měření rTL byla ověřena intra - a inter - assay testy. Průměrné 

hodnoty variačního koeficientu intra assaye se pohybovaly mezi 1,9 - 6,9 % a inter assaye 

mezi 3,4 - 14,8 %. 

Detailní popis metod a statistických analýz viz přílohy. 

 

Stanovení celkové DNA metylace 

Studované vzorky 

Metylaci DNA jsme analyzovali u vzorků vybraných z kontrolního souboru 

MONICA. První skupinu vzorků tvořilo 21 dvojic kuřáků bez anamnézy diabetes mellitus, 

se shodným BMI a věkem, které se vzájemně lišily genotypem. Druhou skupinu tvořilo 23 

identicky vybraných dvojic - nekuřáků. Další analyzovanou skupinou bylo 13 vzorků 

gDNA izolované z jaterní tkáně, u kterých jsme měřili expresi FTO. Poslední 

analyzovanou skupinu tvořilo 11 dobrovolníků z pracoviště CEM.  

Analýza celkové metylace DNA 

Ke stanovení metylace jsme pouţili MethylFlash
TM

 Methylated DNA 

Quantification Kit Colorimetric (Epigentek Group Inc., Farmingdale, NY, USA.). DNA se 

váţe s vysokou afinitou k povrchu specificky ošetřených jamek stripů. Metylované úseky 

DNA jsou detekovány pomocí protilátek a následně kolorimetricky kvantifikovány při 450 

nM. Mnoţství metylované DNA (5 - mC) je úměrné naměřené intenzitě OD vzorku. Jako 

kontrola správnosti měření je v experimentu pouţívána negativní kontrola ME3 

(kompletně nemetylovaný polynukleotid obsahující 50 % cytosinu) a pozitivní kontrola 
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ME4 (metylovaný polynukleotid obsahující 50 % 5 - metylcytosinu). K výpočtu mnoţství 

5 - mC je se pouţívá metoda relativní kvantifikace nebo absolutní kvantifikace.  

Pozitivní kontrola ME4 slouţí k přípravě standardní křivky pro absolutní 

kvantifikaci.  

Zkumavka č. ME4 (10ng/ μl) 1 x TE pufr (μl) ME4 (ng/ μl) 

1 1.0 19.0 0.5 

2 1.0 9.0 1.0 

3 1.0 4.0 2.0 

4 2.5 2.5 5.0 

5 4.0 0.0 10.0 

 

Vstupní mnoţství DNA se dle protokolu můţe pohybovat v rozmezí 50 ng - 200 ng 

na reakci. Kaţdý vzorek byl měřen v duplikátu. Mnoţství OD jsme měřili na 

Spektrofotometru Biotek Synergy 2 (BioTek U.S. - World Headquarters,Winooski, United 

States) 

Mnoţství a počet procent 5 - mC v celkové DNA jsme stanovovali pomocí 

absolutní kvantifikace dle následujících vzorců. 

5 - mC (ng) = Sample OD ME3 OD/ Slope x 2* 

5 - mC% = 5 - mC (ng)/ S x100% 

Slope (OD/ ng) je determinován pomocí funkce lineární regrese  

* 2 - faktor, který normalizuje mnoţství 5 - mC v pozitivní kontrole k 100% 

S - mnoţství DNA pouţité v experimentu (ng) 
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KOMENTÁŘ K VÝSLEDKŮM A DISKUZE 

I. Prvním cílem předkládané disertační práce bylo zjistit zda FTO varianty v  1. a 3. 

intronu FTO genu souvisí s hodnotami BMI u vzorku české populace „MONICA“ a zda 

korelují se změnami BMI během intervenčních studií u ţen a u dětí (přílohy 1, 2 a 7). 

 

V předkládané práci jsme se pokusili replikovat nález Tőnjes a kol., kteří pomocí 

GWA studie u izolované populace Luţický Srbů nalezl nezávislý FTO signál v oblasti 

intronů 2/3 ve vzdálenosti 40 - 60 kb od primárně potvrzených variant rs9939609, 

rs1421085 a rs17817449. Nejsilnější vliv na BMI byl zjištěn u varianty rs17818902. 

Analyzovali jsme skupinu 2 559 nepříbuzných jedinců z projektu „MONICA“ Navíc jsme 

analýze podrobili 556 studentů VŠ z Českých Budějovic a okolí. 

Ačkoliv frekvence jednotlivých genotypů byly v Hardy-Weinbergově rovnováze (P 

= 0,49) a nelišily se mezi českou a srbskou populací, nepotvrdili jsme souvislost mezi 

variantou rs17818902 a hodnotami BMI. Odlišné výsledky obou studií nedokáţeme dost 

dobře vysvětlit, jelikoţ varianty na 1. intronu souvisely s BMI jak u srbské populace 

[Tőnjes a kol. 2010], tak u české populace [Hubacek a kol. 2008 a 2009]. Je moţné, ţe 

SNP na 3. intronu představuje novou kausální variantu haplotypu existujícího u srbské 

populace nebo je vliv varianty rs17818902 na BMI výsledkem interakce s vlivy prostředí 

nebo s genetickými variantami mimo oblast genu FTO specifickými pro isolovanou 

srbskou populaci. Naše výsledky podporují důleţitost detailních analýz interakcí gen-gen 

nebo gen-prostředí, které by mohly objasnit vliv této varianty na patogenezi obezity 

různých populací. 

V druhé předkládané práci jsme se zaměřili na sledování FTO polymorfismu 

rs17817449 (1. intron) a rs17818902 (3. intron) během krátkodobé intervenční studie u ţen 

bez anamnézy diabetes mellitus. Sledovali jsme, zda varianty genu souvisí se změnou 
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BMI. Během 10ti týdnů ţeny dodrţovaly individuálně upravený energetický příjem a 

cvičební program, který zahrnoval 4krát týdně 60 min aerobního cvičení. Průměrná 

hodnota BMI před intervencí činila 32,8 ± 4,2 kg/ m
2
. Průměrný úbytek váhy byl 4,8 ± 3,5 

kg (5,3 ± 3,5 %, maximum - 15,5 kg a minimum + 2,0 kg, P < 0,01). Souvislost mezi 

sledovanými variantami a poklesem BMI jsme však nenalezli. 

Souvislost výskytu polymorfismů genu FTO (rs17817449) a MC4R (rs17782313) 

s poklesem tělesné hmotnosti jsme sledovali u obézních nepříbuzných dětí během 4týdenní 

intervenční studie. Sledovaní jedinci měli optimálně dle věku redukovaný energetický 

příjem a kaţdodenní cvičební program. Průměrný úbytek váhy činil 6,2 ± 2,1 kg (P < 

0,001). Nalezli jsme statisticky významnou souvislost mezi poklesem BMI dětí a 

sledovanými polymorfismy obou genů. Nositelé FTO varianty GG a/ nebo MC4R CC 

varianty vykazovaly vyšší úbytek váhy neţ ostatní jedinci (P < 0,0009 pro BMI, P < 0,002 

pro tělesnou hmotnost). Tyto rozdíly zůstaly významné i po adjustaci k pohlaví, věku a 

vstupním hodnotám (P = 0,004 pro BMI a P = 0,01 pro tělesnou hmotnost). Naše studie 

ukázala, ţe varianty FTO a MC4R genů ovlivňují výsledný pokles BMI u obézních dětí 

během intenzivní intervenční studie.  
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II. Druhým cílem předkládané práce bylo zjistit, zda existuje souvislost mezi FTO 

variantou rs17817449 a rizikem rozvoje vybraných civilizačních chorob v české populaci 

(přílohy 3,4,5). 

 

V naší studii jsme analyzovali variantu rs17817449 u celkem 1 092 muţů s 

akutním koronárním syndromem (AKS) ze studie „GENDEMIP“. Kontrolní vzorek 

představovalo 1 191 muţů z projektu „MONICA“. Polymorfismus jsme detekovali pomocí 

PCR a následnou restrikční analýzou. Pacienti s AKS byli starší, bylo mezi nimi více 

kuřáků, pacientů s DM a s hypertenzí neţ v kontrolní skupině. Hodnoty BMI pacientů se 

nelišily od kontrol. Hladina celkového cholesterolu byl překvapivě niţší u pacientů s AKS 

i po vyloučení pacientů léčených hypolipemickou terapií. Distribuce jednotlivých genotypů 

byla v Hardy-Weinbergově rovnováze u obou analyzovaných skupin. Frekvence genotypů 

v české populaci odpovídala frekvencím v jiných evropských populacích. Analyzovaná 

varianta významně souvisela s BMI jak u pacientů (P < 0.01), tak u kontrolní populace (P 

< 0.02). Nejvyšší hodnoty BMI vykazovali homozygoti pro G alelu a nejniţší TT 

homozygoti, a to v obou sledovaných skupinách. Frekvence genotypů GG detekované u 

pacientů s AKS se významně lišily od frekvencí nalezených u kontrolní populace (21,4 % 

vs. 15,9 %, P < 0.005). Nositelé FTO varianty GG vykazovali významně vyšší riziko 

onemocnění AKS v porovnání s TT jedinci. Riziko bylo nezávislé na věku a BMI (OR 

1,49, 95 % interval spolehlivosti 1,16 - 1,93). Zvýšené riziko AKS pro GG genotyp zůstalo 

i po vyloučení diabetiků ze studie (100 kontrol, 339 pacientů AKS) OR 1,32 (95 % CI 1,01 

- 1,72).  

Naše studie jako první potvrdila souvislost mezi FTO polymorfismem a rizikem 

AKS. Výsledky naší práce potvrdil nález Doney a kol. [2009], kteří nepodpořili hypotézu, 
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ţe by souvislost FTO s AKS/ IM byla zprostředkována DM. FTO genotyp by tedy mohl 

být důleţitým rizikovým faktorem rozvoje AKS u muţů. 

Chronické onemocnění ledvin (CKD) a selhání (ESRD) se, díky vysoké 

prevalenci, drahé léčbě a výraznému omezení kvality ţivota pacientů, stává celosvětovým 

zdravotním problémem. Většina chronických onemocnění ledvin úzce souvisí s diabetem a 

hypertenzí [Levey a kol. 2010]. Dalším rizikovým faktorem renálního selhání je KVO [El 

Nahas a kol. 2010]. Vedle vnějších faktorů ovlivňují rozvinutí CKD vrozené/ genetické 

dispozice k onemocnění. Pokusili jsme se rozšířit znalosti o moţné korelaci mezi 

polymorfismem FTO genu a onemocněním ledvin [Satko a kol. 2007]. 

Provedli jsme dvě nezávislé studie na pacientech České republiky, u kterých jsme 

sledovali variantu rs17817449. V prvním případě jsme analyzovali 1 014 

hemodialyzovaných pacientů. Jako kontrolní soubor byl pouţit soubor 2 559 jedinců z 

„post - MONICA“, bez CKD či renálního selhání. Ve druhé studii jsme analyzovali 1 251 

pacientů, kteří podstoupili transplantaci ledvin, kvůli CKD nebo renálnímu selhání. Jako 

kontrolní skupinu jsme pouţili 6 827 jedinců z české studie „HAPIEE“. FTO genotyp 

souvisel u obou kontrolních skupin s BMI. Frekvence FTO genotypů se významně lišily 

mezi pacienty a kontrolní skupinou v obou studiích. Riziko onemocnění (OR) CKD či 

selhání ledvin se zvyšovalo s výskytem alel G. V prvním případě bylo OR renálního 

selhání či CKD pro jedince s GG genotypem v porovnání s homozygotem TT 1,56 (95 % 

CI 1,27 - 1,96) a trend vzrůstajícího OR se zvyšujícím se počtem alel G byl vysoce 

významný (P = 0,00004). Výsledky druhé studie byly velice podobné, OR renálního 

selhání či CKD pro GG genotyp vs. TT genotyp bylo 1,27 (95 % CI 1,07 - 1,51, P = 

0,006). Frekvence FTO genotypů obou skupin pacientů ani kontrolních skupin se 

významně nelišily (P = 0,60, resp. P = 0,07). Kdyţ jsme provedli kříţovou analýzu, získali 

jsme konsistentní výsledky s primární analýzou. Riziko renálního selhání pro GG genotyp 
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bylo 1,42 (95 % CI 1,16 - 1,72, P = 0,00099) u hemodializovaných pacientů vs. 

„HAPIEE“, a 1,40 (95 % CI 1,15 - 1,70, P = 0,00036) u pacientů po transplantaci vs. 

kontrolní skupina „post – MONICA“. Kdyţ jsme obě studie spojili, pro CKD/ renální 

selhání bylo OR pro GG genotyp vs. TT genotyp 1,37 (1,20 – 1,56, P = 0,000011). Po 

adjustaci k věku a pohlaví se tyto hodnoty téměř nezměnily: OR 1,34 (1,16 – 1,54) resp. 

OR 1,13 (1,00 – 1,47). Zjistili jsme také, ţe počátek onemocnění souvisí s genotypem 

FTO. U hemodialyzovaných pacientů s GG genotypem nastupuje onemocnění přibliţně o 3 

roky dříve. U transplantovaných pacientů docházelo k renálnímu selhání u jedinců s GG 

genotypem o 2,5 roku dříve neţ u pacientů s TT genotypem. Tyto dvě nezávislé studie 

potvrdily silnou souvislost mezi FTO rs17817449 a renálním selháním. Výsledky naší 

studie ukazují, ţe mezi onemocnění, které mohou být ovlivněny genem FTO patří i 

chronické onemocnění ledvin. 

 

Rakovina tlustého střeva, kolorektální karcinom (CRC), je celosvětově třetí 

nejvyšší příčinou úmrtí na onemocnění rakovinou. Riziko onemocnění je ovlivněno jak 

různými faktory prostředí (výţiva, nízká fyzická aktivita, alkohol, obezita a kouření), tak 

genetickými faktory. Dědičnost CRC je přibliţně 35 %, s pouze malými efekty 

jednotlivých genů. Většina kauzálních variant zůstává neznámá [Lichtenstein a kol. 2000]. 

Některé studie potvrdili vztah mezi variantami genu FTO a určitými typy rakoviny. FTO 

gen je lokalizován na chromozomu 16, nedaleko lokusu detekovaného vyuţitím GWA 

studie v souvislosti s CRC [Houlston a kol. 2008]. Nedávná analýza naznačila, ţe varianty 

FTO genu korelují s rozdílným stupněm metylace DNA [Almen a kol. 2012]. Je známo, ţe 

hypermetylace regulačních oblastí tumor supresorových genů je společným rysem všech 

typů rakovin. 
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Rozhodli jsme se zjistit, zda výše sledovaná varianta rs17817449 genu FTO 

koreluje s výskytem CRC v české populaci. Je známo, ţe Česká republika se vyznačuje 

celosvětově nejvyšším výskytem CRC. Analyzovali jsme rozsáhlou skupinu dospělých 1 

005 pacientů. Jako kontrolní populaci jsme pouţili 6 827 jedinců ze studie „HAPIEE“. 

Frekvence genotypů mezi pacienty s CRC a zdravými kontrolami se významně nelišily pro 

dominantní (P = 0,31), kodominantní (P = 0,78) ani recesivní (P = 0,85) model. Naše 

studie, která je zatím nejrozsáhlejší na skupině pacientů s kolorektálním onemocněním, 

nenalezla souvislost mezi variantou rs17817449 a rizikem CRC onemocnění. Tyto 

výsledky posléze podpořily další studie [Tarabra a kol. 2012, Nock a kol. 2011, Li a kol. 

2012]. Přestoţe varianta rs17817449 na prvním intronu genu FTO souvisí minimálně 

s jedním rizikovým faktorem CRC a potencionálně také se stavem metylace DNA, 

nepotvrdili jsme hypotézu, ţe tato varianta koreluje s kolorektálním karcinomem.  
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III. Třetí část této práce jsme zaměřili na sledování souvislosti mezi FTO polymorfismem 

rs17817449 a relativní délkou telomer měřenou v leukocytech periferní krve (Příloha 6).  

 

Epidemiologické a jiné studie jasně ukazují, ţe délka telomer měřená v leukocytech 

periferní krve je ukazatelem biologického stárnutí a mohla by být i ukazatelem 

kardiovaskulárního stárnutí [De Meyer a kol. 2011, Brouilette a kol. 2008].  

Rozhodli jsme se analyzovat potencionální souvislost mezi FTO polymorfismem, u 

kterého jsme nalezli souvislost s rizikem AKS, a délkou telomer u skupiny 908 ţen 

středního věku (3PMFs). Délku telomer jsme analyzovali pomocí qPCR metody. Relativní 

délka telomer byla určena jako podíl telomerových repetic a kopií single copy genu (T/S). 

Statistická analýza byla provedena analýzou ANOVA a ANCOVA. Frekvence genotypů 

byly v Hardy-Weinbergově rovnováze (P = 0,95) a nelišily se od frekvencí bělošské 

populace. Zjistili jsme ale, ţe nositelky alespoň jedné rizikové alely G mají významně 

kratší relativní délku telomer v porovnání s TT homozygoty (0,85 ± 0,39 vs. 0,93 ± 0,48; P 

= 0,016) a to i po adjustaci na BMI, podkoţním tuku, obvodu pasu a věku (P = 0,009).  

Přesný mechanismus působení FTO není doposud znám. Předpokládá se, ţe patří 

mezi regulační proteiny, protoţe vykazuje nízkou DNA demetylázovou aktivitu a 

pravděpodobně působí jako transkripční kofaktor. Nicméně právě buněčné/ biologické 

stárnutí organismu by mohlo být jedním z mechanismů jak varianty FTO ovlivňují výskyt 

a průběh zdánlivě nesouvisejících onemocnění.  
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IV. Čtvrtým úkolem disertační práce bylo zjistit, zda odlišný genotyp varianty rs17817449 

FTO genu souvisí s hladinou mRNA FTO v jaterní tkáni a analyzovat celkový stav 

metylace DNA u vybraných skupin jedinců s odlišným genotypem této varianty. 

 

Na základě doposud známých vlastností o FTO genu, jsme se rozhodli analyzovat 

expresi tohoto genu v lidské jaterní tkáni. Vzorky pro analýzu byly odborně odebrány 

z oblasti nezasaţené tumorem během jaterní resekce u pacientů bez předešlé chemoterapie. 

RNA a DNA jsme izolovali celkem z 25 vzorků. Restrikční analýzou bylo 

detekováno 13 homozygotních jedinců pro alelu TT a 3 pro alelu GG. Distribuce genotypů 

odpovídala Hardy-Weinbergově rovnováze a byla testována chí-kvadrát testem (P = 0,23). 

Z 13 TT nositelů byla RNA pouţitelná pouze u 10. V experimentu jsme porovnávali 

expresi mRNA mezi homozygotními nositeli alely G a homozygoty pro alelu T. U 

homozygotních jedinců s rizikovou alelou G byla hladina mRNA přibliţně 2,6x niţší neţ u 

homozygotů TT (Obr. 1 a Tab. 1). Pomocí Mann-Whitney testu jsme zjistili, ţe rozdíl 

v expresi FTO mezi uvedenými genotypy je statisticky významný P = 0,043. Tento 

výsledek je však nutné potvrdit na větším počtu jedinců. 
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Obr. 1: Porovnání hladin mRNA FTO genu v jaterní tkáni u GG a TT homozygotů. 

 

 

 

 

 

 

 

Tab. 1: Porovnání hladin mRNA FTO genu v jaterní tkáni u GG a TT homozygotů. 

 

 

 

 

Hladiny mRNA jsou vyjádřeny jako aritmetické průměry ± směrodatná odchylka. 

 

 

N = 13 rs17817449   

 GG 

(n = 3) 

TT 

(n = 10) 

 

FTO mRNA
* 

0,17 ± 0,08 0,44 ± 0,29 P = 0,043 
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Metylace DNA je jedním z klíčových mechanizmů epigenetických procesů u 

savců. Hraje důleţitou roli při genomovém imprintingu, při globálních změnách metylomu 

v embryogenezi a působí protektivně před neţádoucí aktivitou transponovatelných 

elementů. Studie srovnávající stupeň metylace DNA a acetylace histonů H3 a H4 u 

jednovaječných dvojčat ukázaly, ţe se vzrůstajícím věkem stoupá rozdílnost 

epigenetických modifikací mezi dvojčaty. Obecně platí, ţe s věkem nastává globální 

pokles DNA metylací a soudí se, ţe procesy (de)metylace vedou ke stárnutí. Celkovou 

metylaci jsme stanovovali kolorimetricky pouţitím MethylFlash kitu. Analýzou 11 vzorků 

gDNA izolované z leukocytů dobrovolníků z řad zaměstnanců CEM, jsme u 9 jedinců 

detekovali pokles celkové metylace DNA průměrně o 1,81 % 5 - mC za 20 let. Rozdíl 

metylace byl dle Wilcoxnova testu statisticky významný P = 0,014. Zároveň jsme u všech 

11 jedinců detekovali pokles relativní délky telomer, P = 0,004 (Obr. 2, 3 a Tab. 2, 3).  
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Obr. 2: Rozdíl v celkové metylaci DNA sledovaný ve vzorcích odebraných v letech 1990 

a 2010 u totoţných jedinců. 

 

 

 

 

 

 

Tab. 2: Rozdíl v celkové metylaci DNA sledovaný ve vzorcích odebraných v letech 1990 

a 2010 u totoţných jedinců. 

 

 

 

 

V tabulce jsou hodnoty vyjádřeny jako aritmetické průměry ± směrodatná odchylka. 

 

Rok 1990 

 

2010 

 

N = 13 

5 – mC% 5,07 ± 2,66 

 

6,88 ± 2,41 P =0,014 
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Obr. 3: Sledování poklesu rTL s věkem jedinců. 

 

 

 

 

 

 

 

Tab. 3: Sledování poklesu rTL s věkem jedinců. 

 

 

 

 

V tabulce jsou hodnoty vyjádřeny jako aritmetické průměry ± směrodatná odchylka. 

 

Rok 1990 

 

2010 

 

N = 9 

rTL 1,01 ± 0,09 

 

0,83 ± 0,14 P = 0,004 
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FTO vykazuje mírnou DNA demetylázovou aktivitu. Zajímalo nás, zda exprese 

FTO genu v jaterní tkáni bude korelovat se stavem celkové metylace DNA. K této analýze 

jsme pouţili gDNA jedinců, u kterých byla sledována exprese FTO. Hladiny celkové 

metylace DNA ve skupině jedinců s GG genotypem byly niţší neţ u homozygotů TT. 

Mann-Whitney testem jsme však zjistili, ţe tento rozdíl je statisticky nevýznamný P = 

0,128 (Obr. 4, Tab. 4). Tento výsledek je nutné ověřit na větším počtu jedinců. 
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Obr. 4: Rozdíl v mnoţství 5 – mC% mezi homozygoty GG a TT. 

 

 

 

 

 

 

 

Tab. 4: Rozdíl v mnoţství 5 – mC% mezi homozygoty GG a TT. 

 

 

 

 

V tabulce jsou hodnoty vyjádřeny jako aritmetické průměry ± směrodatná odchylka. 

 

 

 

 rs17817449   

 GG 

(n = 3) 

TT 

(n = 10) 

 

 

5 mC % 6,86 ± 0,82 10,68 ± 5,78 P = 0,128 
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Enviromentální faktory mohou významně ovlivňovat celkový stav DNA. Sledovali 

jsme globální metylaci DNA ve skupině kuřáků a nekuřáků vybraných z kontrolní 

populace „MONICA“. U skupiny nekuřáků, s věkovým průměrem 43,7 let, jsme 

detekovali niţší metylaci u homozygotů GG. Rozdíl v mnoţství 5 – mC% byl mezi GG a 

TT genotypem v této skupině statisticky nevýznamný P = 0,942 (Obr. 5, Tab. 5). U kuřáků, 

věkový průměr 38,5 let, byla globální metylace DNA také niţší u jedinců s GG 

genotypem, P = 0,869 (Obr. 6, Tab. 6). Globální metylace DNA u jedinců s genotypem GG 

resp. TT byla ve skupině kuřáků nevýznamně vyšší neţ ve skupině nekuřáků, P = 0,122 

resp. P = 0,229. Kdyţ jsme však porovnali obě skupiny vůči sobě navzájem, bez ohledu na 

FTO genotyp, nalezli jsme významně vyšší hladinu globální metylace DNA u kuřáků, P = 

0,049, po adjustaci k věku, byl rodíl mezi oběma analyzovanými skupinami ještě 

významnější, P = 0,016 (Obr. 7, Tab. 7).  

V našem pilotním experimentu jsme nepotvrdili souvislost mezi hladinou globální 

metylace DNA a rozdílným FTO genotypem. Hladina 5 – mC% nesouvisela ani s věkem 

testovaných jedinců. Nalezli jsme však signifikantní korelaci mezi hladinou celkové 

metylace DNA a statusem kuřáctví. 
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Obr. 5: Porovnání hladin globální metylace DNA ve skupině nekuřáků. 

 

 

 

 

 

 

 

Tab 5: Porovnání hladin globální metylace DNA ve skupině nekuřáků. 

 

 

 

 

V tabulce jsou hodnoty vyjádřeny jako aritmetické průměry ± směrodatná odchylka. 

 

 

 rs17817449    

 GG 

(n = 23) 

TT 

(n = 23) 

 

5 mC % 4,45 ± 1,71 4,67 ± 2,53 P = 0,942 
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Obr. 6: Porovnání hladin globální metylace DNA ve skupině kuřáků. 

 

 

 

 

 

 

 

Tab 6: Porovnání hladin globální metylace DNA ve skupině kuřáků. 

 

 

 

 

V tabulce jsou hodnoty vyjádřeny jako aritmetické průměry ± směrodatná odchylka. 

 rs17817449    

 GG 

(n = 21) 

TT 

(n = 21) 

 

5 mC % 6,33 ± 4,75 6,44 ± 4,51 P = 0,869 
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Obr. 7: Rozdíl hladin globální metylace DNA mezi kuřáky a nekuřáky. 

 

 

 

 

 

 

 

Tab. 7: Rozdíl hladin globální metylace DNA mezi kuřáky a nekuřáky. 

 

 

 

 

V tabulce jsou hodnoty vyjádřeny jako aritmetické průměry ± směrodatná odchylka. 

 Kuřáci 

(n = 42) 

Nekuřáci 

(n = 46) 

 

5 mC % 6,39 ± 4,62 4,56 ± 2,14 P = 0,049 

Věk 38,57 ± 6,99 43,70 ± 11,28 P = 0,016 
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V. Poslední část disertační práce je věnována konfirmační studii vybraných 

polymorfismů FTO (rs17817449, rs2302673, rs17818902) s rizikem vzniku závislosti na 

tabáku či alkoholu u české populace. Souvislost mezi variantou rs1558902 a počtem 

krevních destiček jsme analyzovali u ţen z 3PMFs studie (přílohy 8-10). 

 

SNP na intronu 2 FTO byl před několika lety detekován i jako rizikový faktor 

rozvoje závislosti na tabáku [Bierut a kol. 2007]. Asociace mezi FTO polymorfizmem a 

kuřáckým statutem byla prokázána u ţen, ale ne u muţů. Nebyl nalezen vztah k počtu 

vykouřených cigaret. Genotyp na intronu 1, predisponující k vyšším hodnotám BMI, je 

spojen i s mírně zvýšeným počtem vykouřených cigaret u kuřáků v době jejich 

nejintenzivnějšího kouření s niţším věkem počátku kouření, ale zdá se být protektivní proti 

vzniku závislosti na alkoholu v polské populaci [Sobczyk-Kopciol a kol. 2011].  

V české studii „post-MONICA“ (1 191 muţů, z toho 32,1% kuřáků, 1 368 ţen, 

z toho 22,5% kuřaček) nebyl nalezen vztah mezi kuřáckým statutem či počtem 

vykouřených cigaret pro FTO varianty v intronech 1, 2 a 3. 

Varianty rs17817449 resp. rs9939609 jsme sledovali u třech nezávislých 

kontrolních skupin (2 559 jedinců české „post-MONICA“, 6681 jedinců „HAPIEE“, 

izolovaná skupina 948 Luţických Srbů) a také 201 pacientů s alkoholickou cirhózou jater. 

Souvislost mezi variantou na 1. intronu FTO a rizikem alkoholismu jsme v naší rozsáhlé 

studii nepotvrdili. 

Nedávno byla nalezena souvislost mezi FTO polymorfizmem na 1. intronu 

rs1558902 a počtem krevních destiček u japonské populace (Kotani a spol. 2012). Tato 

studie naznačuje, ţe počet krevních destiček by mohl ovlivňovat hemokoagulační stav, 

jako moţný faktor přispívající k rozvoji KVO. V naší studii jsme analýze podrobili 669 

ţen ze studie „3PMFs“. Frekvence genotypů FTO byly podobné a počet krevních destiček 

nekoreloval s variantou rs1558902. 
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ZÁVĚR 

V předkládané dizertační práci jsou shrnuty výsledky studií provedených 

v Laboratoři pro výzkum aterosklerózy, která je součástí  Centra experimentální medicíny 

Institutu klinické a experimentální medicíny v Praze. Cílem všech studií bylo objasnit, do 

jaké míry můţe genotyp FTO a jeho varianty slouţit jako ukazatel rizika daného 

onemocnění. Podařilo se nám prokázat ţe: 

1. Varianta rs17817449 v 1. intronu koreluje s BMI, naproti tomu varianta rs17818902 

na 3. intronu FTO nesouvisí s hodnotami BMI u české populace. Oba sledované 

polymorfizmy nesouvisí s poklesem BMI během krátkodobé intervenční studie u ţen. 

Varianta na 1. intronu však ovlivnila pokles BMI u obézních dětí během intenzivní 

intervenční studie. 

2. Zjistili jsme souvislost mezi FTO polymorfismem a zvýšeným rizikem akutního 

koronárního syndromu u muţů. Riziko onemocnění bylo nezávislé na věku a BMI a 

zůstalo zvýšené i po vyloučení diabetiků. 

Varianta rs17817449 souvisí významně jak s rizikem renálního selhání u pacientů 

s ESRD a CKD, tak s nástupem tohoto onemocnění. Hemodialyzovaní pacienti s rizikovou 

alelou onemocněli v průměru o 3 roky a transplantovaní o 2,5 roku dříve. 

U skupiny pacientů s CRC jsme souvislost s variantou v 1. intronu FTO genu 

neprokázali. 

3. Kratší relativní délku telomer jsme detekovali u nositelek alespoň jedné rizikové alely 

FTO rs17817449 genotypu a to i po adjustaci k věku, BMI, obvodu pasu a podkoţnímu 

tuku. 

4. Hladina mRNA FTO v jaterní tkáni je rozdílná mezi homozygoty GG a TT. Celková 

metylace DNA nesouvisí s rozdílným FTO genotypem. Globální metylace DNA koreluje 

se statusem kuřáctví.   
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5. Nepotvrdili jsme souvislost mezi variantami v 1., 2. ani 3. intronu FTO a rizikem 

vzniku závislosti na tabáku či alkoholu u české populace ani mezi variantou rs1558902 a 

počtem krevních destiček u ţen. 

 

Závěrem lze konstatovat, ţe tato studie přispívá k identifikaci nového genetického 

determinantu nejen některých civilizačních onemocnění, ale pravděpodobně i biologického 

stárnutí organismu. 
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