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Abstrakt

Ciel'om préce bolo sledovanie genetického polymorfizmu génu prijmu potravy, leptinu
a jeho vplyvu na nutri¢ny stav organizmu hodnoteného na zaklade nutricnych parametrov
cholesterolu, glukdzy a BMI.

Sledovanie prebichalo na ndhodne vybranej skupine muzov a Zien, ktori spolu
tvorili skupinu s celkovym poctom 24. Pre amplifikaciu Specifickych fragmentov LEP boli
pouzité oligonukleotidové primery LEP FOR: 5" ATG CGC TGT GGA CCC CTG TAT 3
a LEP REV: 5" TGG TGT CAT CCT GGA CCT TCC 3’. Na metodu PCR-RFLP sme
pouzili restrikény enzym Hhal. Pomocou tejto metddy sme potvrdili polymorfizmus génu
LEP (Hhal), pricom sme zistili 3 kombinacie genotyov: AA (242bp), AC (242, 181 a 61
bp) aCC (181 a6l bp). V dalsej casti prace sme hodnotili asociacie tychto troch
genotypov na tri parametre suvisiace s vyzivou: cholesterol, glukozu a BMI. Vplyv
jednotlivych genotypov sme vyhodnotili ukazovatelmi zakladnej Statistiky, ale taktiez aj
pomocou Statistickej metody t-testu. Na zaklade vysledkov ziskanych Statistickymi
metodami moZeme KonStatovat, ze najvysSiu tendenciu k zvySovaniu sledovanych
parametrov vykazoval homozygotny genotyp CC avSak aj u genotypu AA sa vyskytuju
AC. Teda zhladiska udrzania si normalnych hodnot pre dané parametre sa javi
najvyhodnejSie prave heterozygotny typ genotypu. Vyhodnotenie t-testu nam prinieslo
nasledovné zavery, ato, ze genotyp CC u ktorého sa potvrdila pozitivna Statisticka
preukaznost’ (-0,61) ma vyznamny vplyv na hladinu glukézy v Krvi, u ostatnych
sledovanych parametrov sa pozitivna Statisticka preukaznost nepotvrdila. Pozitivna
Statistickd preukaznost’ v zavislosti od pohlavia sa potvrdila pre parameter glukdza
v skupine muzov (0,63), v dalSich sledovanych parametroch vyznamna Statisticka
preukaznost’ v zavislosti od pohlavia potvrdend nebola. Poslednou castou analyzy bolo
preskimanie vztahov medzi nami zvolenymi parametrami pomocou korela¢nej analyzy.
Silna pozitivna korelacia sa preukéazala najma medzi parametrami gluk6za a BMI (0,5950)
taktiez pomerne vyznamna korelacia bola preukazana aj medzi parametrami cholesterol
a BMI, tzn. ze narastajuca hladina glukozy, resp. cholesterolu v krvi ma kladna stvislost’

so zvysenou hodnotou BMI.

Krucové slova: leptin, polymorfizmus, BMI, glukéza, cholesterol



Abstract

The objective of the diploma thesis is observation of food intake gene genetic
polymorphism — leptin and his influence on nutritional status in human organism. The
evaluation of this effect was based on nutritional parameters cholesterol, glucose and BMI.

The research was made on group consisting of randomly chosen men and women,
together numbered 24. To amplify specific LEP fragments were used oligonucleotid
primers LEP FOR: 5" ATG CGC TGT GGA CCC CTG TAT 3 and LEP REV: 5" TGG
TGT CAT CCT GGA CCT TCC 3". For PCR-RFLP method a restrictive enzyme Hhal
was used. Via this method we were able to verify gene LEP (Hhal) polymorphism, while
three genotype combinations were found: AA (242bp), AC (242, 181 a 61 bp) a CC (181
a 61 bp). Furthermore, we evaluated associations of these genotypes on three parameters
related to alimentation: cholesterol, glucose and BMI. The influence of individual
genotypes was evaluated by basic statistics indicator and what is more, specific statistical
method t-test was applied. Based on results gained from statistical research and
calculations it can be stated, that the highest tendency to increase analyzed parameters
showed homozygote genotype CC, but also at genotype AA were discovered high values.
On the other hand, the lowest values indicated heterozygote genotype AC. Therefore this
genotype seems to be the most useful to maintain standard values for the chosen
parameters. The t-test evaluation showed genotype CC, by which a positive statistical
cogency (-0,61) was verified, has important influence on glucose levels in blood; positive
statistical cogency in the other parameters was not verified. A positive statistical cogency
according to gender was confirmed for the parameter glucose in the men group (0,63), in
other parameters high statistical cogency connected with gender was not discovered. The
last part of the analysis was the relationships study between chosen parameters via
correlation analysis. The calculations revealed high positive correlation intensively
between parameters glucose and BMI (0,5950). Significant positive correlation was also
verified between parameters cholesterol and BMI. These two results indicate, that
increasing glucose and cholesterol levels in blood have positive coherency with rising BMI

value.

Key words: leptin, polymorphism, obesity, BMI, glucose, cholesterol
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Zoznam skratiek

DNA deoxyribonukleova kyselina

rRNA ribozomalna ribonukleova kyselina

MRNA mediatorova ribonukleova kyselina

BMI Body Mass Index

LEP leptin

GHR ghrelin

CHOL cholesterol

GLU glukoéza

ng nanogram

ml mililiter

kg kilogram

CNS centralna nervova sustava

AMK aminokyseliny

DM diabetes mellitus

WHR waist hip ratio

kJ kilo joul

PCR polymerdzova retazova reakcia (Polymerase Chain Reaction)
PCR-RFLP Polymerase Chain Reaction -Restriction Fragment Length Polymorphism
ul mikroliter

NH4Cl1 chlorid aménny

EDTA etylén-diamino-tetraoctova kyselina

NaOH hydroxid sodny

MgCl; chlorid hore¢naty

Hhal enzym izolovany z Haemophilus haemolyticus
TAE Tris-Acetate-EDTA

TBE Tris-Borate-EDTA



Uvod

Obezita predstavuje v sucasnosti celosvetovy problém, pricom jej vyskyt sa neustale
zvySuje. V dnesnej dobe trpi tymto metabolickym ochorenim viac ako 40 % populacie,
nevynimajic deti. Obezita to nie je len esteticky problém, ale aj zdvazny ekonomicky
a Vv neposlednom rade zdravotny problém. Toto ochorenie prindSa mnoho zdravotnych
komplikacii. Aj preto sa touto témou zaobera velké mnozstvo odbornikov a na vyskum
stvisiaci s jej prevenciou a lieCbou sa vynaklada Coraz viac finan¢nych prostriedkov.
Obezita patri medzi multifaktoridlne ochorenia, pri€om genetika sa podiel'a na jej vzniku
az 40 %. Preto je nesmierne dolezité skimat’ prave rozne genetické vplyvy a ich dopad na

jej rozvoj.

Medzi hlavné gény prijmu potravy patria okrem inych aj leptin a ghrelin. Oba tieto
gény prostrednictvom svojich receptor zabezpecuju kontrolu prijmu potravy a telesnej
hmotnosti. Leptin je gén o velkosti 16 kDa a je lokalizovany na chromozéme 7q31.3. Pri
poruche vnimania leptinu v mozgovych centrach dochadza k nekontrolovatelnému prijmu
potravy, ¢o ma za nasledok vznik obezity. Ghrelin je 28 aminokysleinovy peptid, ktory je
lokalizovany na chromozéme 3, na lokuse 3p25-26. Produkuje sa ako reakcia na hlad
a podporuje apetit. Porucha vnimania ghrelinu a jeho dlhodobé nizke hladiny st rizikovym
faktorom pre vznik diabetes mellitus Il. typu a hypertenzie. Spolo¢ne sa teda tieto gény
podielaji na vzniku metabolického syndromu, ktory predstavuje zavazné poSkodenie
zdravotného stavu ¢loveka. Sledovanie tychto génov a urCenie vyznamnosti ich vplyvu na
rozvoj uz spominanych ochoreni by mohlo v buducnosti prispiet’ kK zlep$eniu ich prevencie,
aj lieCby. Prave preto sa cielom nasej prace vyuzitim PCR-metddy a jej modifikacii stalo
hodnotenie vplyvu jedného z tychto génov, a to leptinu, na nutriéné parametre cholesterol,

gluk6zu a BMI, ktoré vyznamne suvisia s viacerymi metabolickymi ochoreniami.
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1 Sucasny stav rieSenej problematiky

1.1 Nutri¢ny stav organizmu ¢loveka

Nutri¢ny stav je komplexny morfologicky a fyziologicky stav konkrétneho jedinca,
ktory je podmieneny jeho genetickou vybavou, mnozstvom a kvalitou prijatej potravy
a fyziologickou aktivitou (Kaput, 2006). Organizmus ¢loveka potrebuje na vykonavanie
kazdodennych uloh dostato¢ny prijem zakladnych zivin, ako su bielkoviny, tuky,
sacharidy, vitaminy, mineralne latky a voda. Ak je ich prijem zabezpeceny v dostato¢nom
mnozstve naSe telo moze vykonavat' vsetky Zivotne dodlezit¢ funkcie bez naruSenia.
Problém nastava vtedy, ak sa ich prijem narusi, ¢i uz neadekvatnym znizenim alebo
naopak zvySenim. Oba extrémy mozu prinaSat’ mnoho zdravotnych komplikécii a viest’ az
K uplnej destrukcii organizmu. Preto je nesmierne dolezité sledovat’ nutricny stav
organizmu ¢loveka a skiimat’ vSetky vplyvy, ktoré by mohli prispiet’ k jeho naruseniu.

Na posudenie nutriéného stavu podl'a Zazulu (2009) sa v klinickej praxi vyuZzivaja

klinické vySetrenia:

1. Klinické vySetrenie a anamnéza— V klinickom zhodnoteni je nasim cielom
definovat’ aktualny nutri¢ny a metabolicky stav ¢loveka.

2. Antropometrické vySetrenie- antropometrické metoédy sa pouZzivaji na meranie
dlhodobého nutricného stavu. NajCastejSie pouzivanymi ukazovatelmi su
hmotnost, BMI, hrubka koznej riasy, meranic obvodu svalstva paze
a bioimpedancia.

3. Biochemické vySetrenie — laboratorne vySetrenia krvi; podavaji informaciu
0 celkovom metabolizme, funk¢nosti pecene, obli¢iek, mnozstve cukrov, tukov
a bielkovin vo vzorkach.

4. Hematologické vySetrenie — medzi zdkladné hematologické ukazovatele patri
pokles absolutneho poctu bielych krviniek a anémia spdsobend nedostatkom
vitaminu B12 a kyseliny listovej.

5. Imunologické vySetrenie - pokles imunity je pri malnutricii ¢astym javom. Kym
protilatkovy deficit imunity sa pozoruje az pri tazkych formach malnutricie,
deficit bunkovej imunity je Uplne beznym nalezom pri chronickej protein-
energetickej podvyzive.

6. Meranie energetického vydaja - pokojovy energeticky vydaj sa meria po 30

minutach pokoja, poc€as dia, v teplotne neutralnom prostredi.
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1.2 Dudsky genom
Geném je spoloény ndzov pre vsSetky molekuly DNA nachadzajice sa

V jednotlivych druhoch. Cudsky gendm sa skladd z 22 parov autozémov a 2 pohlavnych

chromozomov X a Y (Scherer, 2008).
!1( ’2 ( ‘ 3{ghrell’n'4 ‘ )4(

1B RIRIBIRIR

leptin

I O P Y O Y

T T Y "
19 20 21 22 X Y

Obrazok ¢. 1 Karyotyp ¢loveka
Zdroj: URL1

Mitochondrialny genom

Okrem jadra sa DNA nachadza aj v mitochondriach. Svojou organizaciou predstavuje
DNA prokaryotického typu, co suvisi s evoluciou tychto bunkovych organel.
Mitochondrialna DNA ¢loveka je dvojvlaknova, kruhova, Spiralizovana bez asociacie so
StruktGrnymi proteinmi a je pritomna vo viacerych kopiach. Mitochondrialny gendém
¢loveka je vel'mi kratky a ma znaky prokaryotického chromozému. Jeho vonkajsi ret'azec
je dlhsi (fazky) a vnltorny je kratsi (I'ahky).

Vynimo¢ny je tym, ze obsahuje tsek, v ktorom su 3 retazce DNA (tzv. D-loop). Tvori ho
iba 37 génov: 2 gény pre rRNA, 22 pre tRNA a 13 Struktarnych génov kodujicich
proteiny. VSetky mitochondrie humannych buniek st maternidlneho pévodu (z vajicka), a
teda aj znaky a ochorenia podmienené mitochomdridlnymi génmi maji tzv. maternalny typ

dedi¢nosti (Kaput et al., 2006).
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1.3 Leptin
1.3.1 Struktiira leptinu

V roku 1994 bola dokazana schopnost’ ob génu u mysi kddovat’ sekréciu proteinu
0 velkosti 16 kDa. Protein bol nazvany leptin. U ob/ob mysi tento gén obsahuje mutacie,
¢o sa odraza v nedostatku leptinu a zjavnej obezite (Ruiz-Cortez et al., 2000). Ob/ob mysi
okrem obezity preukazovali aj priznaky spojené s hyperinzulinémiou, inzulinovou
rezistenciou, intoleranciou na chlad a neplodnost’ (Ahren et al., 1997a).

Leptin bol izolovany v roku 1994 skupinou vedcov. Je to bielkovinovy hormon, ktory
je zloZeny zo 167 aminokyselin, u¢inkuje ako cytokininy a ma molekulov(i hmotnost’ 16
kDa (Delavaud et al., 2000). Lokalizovany je na chromozome 7q31.3. (Malik et al., 1996).
Ludsky leptin je tvoreny troma exo6nmi a 2 intronmi, leptinova DNA je kddovand viac nez

15 000 parmi baz (Masuzaki et al., 1997).

1.3.2 Utinok leptinu

Leptin "tuk rozpustajici" hormoén je proteinovy hormoén s ddlezitymi funkciami
Vv regulacii telesnej hmotnosti, prijme potravy a metabolizme. (Duggal et al., 2000). Okrem
regulacie telesnej hmotnosti leptin taktiez ovplyvituje krvotvorbu, reprodukciu,
angiogenézu a imunitné procesy (Malik et al., 1996).

Leptin podava signal o metabolickom statuse tukovych buniek do mozgu. Strata
tuku ma za nasledok znizenie hladiny leptinu, zatial' co vzostup hmotnosti signifikantne
zvysuje koncentraciu leptinu (Fehman et al., 1997)

Leptin uvolneny z adipocytov vstupuje do krvného rieCiska, kde mé tlohu
v kontrole telesnej hmotnosti, potlaca chut' do jedla. Zohrava ulohu v termoregulacii,
reprodukcii, homeostaze, osteogenéze a imunite. Nedostatok leptinu méze mat’ za nasledok
obezitu, cukrovku, znizenie reprodukcie u l'udi (Zhang et al., 2005).

Leptin ma nezanedbatel'ny tc¢inok na vznik obezity, tomuto u¢inku sa budem venovat
Vv Casti 1.2.5.

Kedze leptin zohrava tlohu pri vzniku obezity, ovplyviluje aj priebeh
kardiovaskularnych ochoreni. NovSie pozorovania naznacujl, Ze srdcovo-cievne ucinky
leptinu mozu vysvetlit’ stivislost’ medzi nadmernym mnozstvom tuku a kKardiovaskularnymi
chorobami (Rahmouni et al., 2004).

Taktiez bolo zistené, ze nedostatok leptinu je bezprostrednou pricinou

imunodeficiencie, ktora vznikd ako jeden z dosledkov hladovania. Dochéadza
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Kk negativnemu ovplyviovaniu T lymfocytov pri ich odpovedi na antigénny podnet (Lord et

al, 1998).

1.3.3 Produkcia a transport leptinu

Expresia leptinového génu je tkanivovo Specificka: jej hlavnym miestom je biele tukové
tkanivo. Dal§im miestom s preukdzanou expresiou leptinu je placenta (Masuzaki et al.,
1997). Zaladok patri taktiez medzi miesta, z ktorych moZeme ziskavat’ leptinovi mRNA
(Bado et al., 1998).

Tabulka €. 1 Faktory ovplyviiujace hladinu cirkulujuceho leptinu (spracované podla Klok
et al., 2006)

Faktory Efekt na cirkulujtci leptin

Energetické zasoby 1 s narastajucim BMI a percentom telesného
tuku

Prijem potravy 1

Pohlavie Vyssie u zien v porovnani s muzmi

Vek | S narastajicim vekom

Cvicenie l

Vychytavanie glukézy 1

Vysvetlivky: 1 zvysenie

| znizenie

Sekrécia leptinu u l'udi prebieha pulzujicim sposobom. Koncentracia leptinu je
vysSia medzi polnocou a skorym rdnom a nizSia medzi poludnim a odpoludnim. Tento
denny rytmus zavisi aj od ¢asu prijmu potravy (Pan et al., 2001).

K vedl'ajsim faktorom ovplyvilujucich tento denny rytmus sekrécie leptinu patri
obezita, diéta a endokrinné faktory (Marie et al., 2001).

Koncentracia cirkulujiceho leptinu je Uzko spitd so zasobami telesného tuku
(Considine et al., 1996a), narast tu¢noty sposobuje narast produkcie leptinu, a tak inhibuje
prijem potravy a naopak (Farooqi et al., 2007). Obsah leptinu sa u obéznych jedincov
zvySuje az Stvornasobne, ¢im sa potvrdzuju vysledky réznych vyskumov, Ze hypertrofia
adipocytov vedie Kk zvySenej produkcii leptinu jednotlivymi bunkami, priblizne

dvojnasobne (Lonnqvist et al., 1995).
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Sekrécia zalidoéného leptinu je stimulovana inzulinom, horménom uvolnovanym
do krvného rieciska kratko po jedle (Sobhani et al., 2002). Je vSak mozné, ze zaludo¢ny
leptin posobi skor ako lokdlny stimul, napriklad tym, Ze zohrdva ulohu pri traveni potravy
a absorpcii v ¢revach (Pico et al., 2003).

Viacerymi Studiami bolo potvrdené, ze sérova koncentracia leptinu je u zien az
nieckol’kondsobne vyssSia oproti muzom odpovedajucim veku a BMI. Jednym z moznych
faktorov je rozdielna distribucia tukového tkaniva v organizme u zien, s vys$sim podielom
metabolicky aktivnejsieho (ateda leptin viac produkujuceho) podkozného tuku. Dal§im
dovodom je jednoznacne preukdzany inhibi¢ny uc¢inok androgénov a naopak stimulacny
ucinok estrogénov na expresiu leptinovej mRNA (Hainer et al., 1997).

Linearny vztah medzi koncentraciou plazmatického leptinu (ng/ml) a tukovou hmotou (kg,
meranou hydrodenzitometriou) u muzov (vek 19-41 rokov) a predmenopauzalnych Zzien

(vek 19-45 rokov) a postmenopauzalnych zien (vek 49 — 87 rokov) zobrazuje obrazok ¢. 2.
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Obrazok €. 2 Linearny vztah medzi koncentraciou plazmatického leptinu a tukovou

hmotou (spracované podl’a Rosenbaum et al., 1996)

Transport leptinu do mozgu

Aby mohol leptin posobit’ na CNS musi sa najprv transportovat’ do mozgovej dutiny.
Transport sa obycajne uskutociiuje prostrednictvom Specifickych mechanizmov. Izoforma
Ob-Ra receptora je vo velkom mnozstve pritomna vo vlaknach krvno-mozgovej bariéry,

a tak by mohla sluzit’ na transport leptinu do mozgovej dutiny. Vysoka afinita prenaSacov
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leptinu do hypotalamu hréa kI'aicova ulohu v regulacii privodu leptinu do CNS. Této vysoka
afinita transportnych systémov sprostredkuje vstup leptinu do hypotalamu cez mozgovu

bariéru v inych oblastiach CNS (Zlokovic et al., 2000).

1.3.4 Receptory leptinu
Identifikacia leptinovych receptrov sa datuje do roku 1995, kedy ho pomocou PCR
metody identifikovali Tartaglia et al. (1995). Leptinové receptory boli vyklonované
a identifikované v choredalnom plexe a hypotalame v oblasti spojenej s regulaciou chuti,
prijmu potravy a telesnej hmotnosti (Schwartz et al., 1996). Receptor je lokalizovany na
chromozéme 1 (1p31) a pozostava z 18 exénov a 17 intronov (Meier et al., 2004).
Leptinovy receptor je samostatny membranovy protein, pri ktorom pozorujeme
podobnost’ s 1 triedou cytokininovych receptorov (Lee et al., 1996).
Vsetky doteraz popisané izoformy receptorov pre leptin maju zhodnu extracelularnu Cast’
tvorenu 816-timi AMK. Delenie izoforiem leptinovych receptorov:
e lzoforma s dlhou intracelularnou doménou (OB-R;), tzv. dlha izoforma
e lzoformy s kratkou intracelularnou doménou (OB-Rs), tzv. kratke izoformy
e Cirkulujuci leptinovy receptor
U T'udi je najviac leptinovych receptorov zistenych v srdci, peceni, tenkom Creve, prostate,
ovariach a taktiez v hypotalame. Hypotalamus je jediny organ v ktorom prevladaju dlhé
izoformy nad kratkymi (Hainer et al., 1997).
Pdsobenie leptinu je v organizme regulované prostrednictvom dlhej formy receptoru OB-
Rb. Kratka forma receptoru OB-Ra, napomadha transportu leptinu cez krvnu bariéru
Vv mozgu (Zhang et al., 1994).
Po tom, ¢o je leptin vypudeny tukovym tkanivom do krvného obehu, prechadza krvno-
mozgovou bariérou a viaze sa na jeho receptory v hypotalame, ktorym podava informacie
0 stave zasob telesnej energie. Vdzbou na jeho receptory ovplyviluje aktivitu réznych
hypotalamickych neurénov a prejav orexigénnych a anorexigénnych neuropeptidov.
Orexigénne peptidy, ktorych hladiny su ovplyviiované leptinom, zahffiajii neuropeptid Y
(NPY), melanin-koncentrujiici hormoén, AgRP, galanin a orexin. Schopnost’ ghrelinu
regulovat’ hypotalamické neurény sa povazuje za jeden z najdolezitejSich mechanizmov,
ktorym moze leptin kontrolovat’ prijem potravy a telesnii hmotnost’ (Sahu et al., 2003).
Medzi anorexigénne peptidy, ktorych expresia sa zda byt ovplyviiovana leptinom
zarad'ujeme pro-opiomelanokortin (POMC), neurotenzin a kortikotropin — uvolnujici
hormén (CRH) (Klok et al., 2006).
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1.3.5 Vplyv leptinu na vznik obezity

Leptin mé& vplyv na rézne biologické mechanizmy, zahffiajic reprodukciu
(ovplyvituje zaCiatok puberty), imunitné a zapalové reakcie, hematopoézu, angiogenézu,
formovanie kosti a hojenie ran (Takeda et al., 2002).

Este pred niekolkymi rokmi bol leptin povazovany iba za latku, ktord hra ulohu
v dlhodobej regulacii energetickej rovnovahy. Nedavne udaje vSak naznacuji, Ze leptin
zohrava tlohu aj v kratkodobej regulacii prijmu potravy a telesnej hmotnosti (Klok et al.,
2006).

Vztah leptinu k obezite bol preukazany, ked’ vyskumnici zistili, ze mySi s chybnym
vnimanim leptinu v ich mozgu jedli s volnostou. Ked terapiou zlepSili senzitivitu na
leptin, u mys$i doSlo k znizeniu hmotnosti a stali sa fyzicky aktivnejSimi. Prave preto,
regulacia leptinu moze byt ddélezitou Castou lieCby epidémie obezity.

Leptin reguluje telesntt hmotnost’ prostrednictvom hypotalamovych centier tak, ze
kontroluje chovanie sa organizmu pri prijme potravy, pocit hladu a nasytenia, telesnu
teplotu a vydaj energie (Adam et al., 2000).

Leptin poméaha regulovat metabolizmus tym, Ze u zdravého jedinca vyvolava
potrebu ziskat’ viac tuku, ak je jeho hladina prili§ nizka a naopak, znizuje ju pri nadbytku
tuku. Vacsina obéznych jedincov nema vrodenu poruchu metabolizmu leptinu, ale naopak,
maju ziskanu vysoku hladinu leptinu a taktiez aj rezistencie na leptin (Dulloo et al., 2004).

Do stcasnosti bolo vykonanych mnoho §tadii zaoberajticich sa vplyvom leptinu na
vznik obezity. VSetky znich potvrdili, Zze expresia leptinovej mRNA je u obéznych
jedincov oproti Stihlym zvySend. Moznym dovodom tohto faktu je jednak preukdzana
vyssia citlivost” adipocytov obéznych jedincov ku stimulaénému vplyvu glukokortikoidov
na syntézu leptinu, jednak vel'mi pravdepodobne i znizeny sympaticky tonus.

Mutacia leptinového génu méze podla viacerych vedcov viest k tvorbe biologicky
neaktivneho leptinu alebo priamo k poruche syntézy na trovni translacie alebo
transkripcie. AvSak vplyv mutacii leptinového génu na vznik obezity je vel'mi maly
(Haluzik, 2002).

Redukcia telesnej hmotnosti spdsobena leptinom ma najmenej dva dolezité €inky:

e Znizenie hladu a spotreby potravy, €o sposobuje hlavne inhibicia syntézy
neuropeptidu Y (NPY). NPY je vel'mi dolezity stimulator pri prijme potravy.

e ZvySeny vydaj energie, ako izvySend spotreba kyslika, vysSia telesnd teplota
a ubytok tukového tkaniva.
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Mechanizmy, ktoré leptin uplatiiuje pri svojich uc¢inkoch na metabolizmus su z velkej

Casti nezndme, avsak je zndme, ze pdsobenim leptinu sa straca tukové tkanivo (Considine

et al., 1996b).
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1.3.6 Degradicia leptinu

Pre degradaciu a biologicky pol¢as leptinu je rozhodujice, ¢i sa nachadza v krvnom
obehu vo forme volnej, ¢i vo vdzbe na vizbové proteiny. Jednym z prvych potvrdeni
vol'nej a viazanej formy leptinu v cirkulacii bola praca Sinha et al. (1996). Bolo zistené, zZe
zatial’ ¢o u Stihlych subjektov je védcsina leptinu v cirkuldcii (60 az 98 %) pritomna vo

védzbe na proteiny, u obéznych je to iba 5 az 15 %.
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1.4 Ghrelin

1.4.1 Struktiira ghrelinu
Ghrelin bol ziskany z mySieho zaludka Styrmi krokmi chromatografie:

e gélova filtracia

e dva i6novo — vymenné HPLC kroky

e zaverecna reverzna faza HPLC (RP-HPLC).
Pocas druhej idnovej vymeny bol vycCisteny prave ghrelin (Hosoda et al., 2000). Nazov
ghrelin vychddza zo slova "ghre", ¢o znamend '"rast", vzhl'adom na jeho schopnost
stimulovat’ uvolfiovanie rastového horménu (Kojima, 1999).

Ghrelin je 28 aminokyselinovy peptid, ktory je prirodzenym ligandom pre rastovy
hormoén. Na zéklade jeho Struktury ho zaradujeme do rodiny motlilinovych receptorov
(Korbonits et al., 2004). Gén ghrelinu je lokalizovany na chromozéme 3, na lokuse 3p25-
26. Tento gén sa sklada o zo 4 exdénov a4 intronov (Wajnrajch, 2000). Je to jediny
periférny orexigénny faktor jasne stanoveny u l'udi (Cummings, 2002).

LCudsky a potkani ghrelin sa liSia od seba len v dvoch aminokyselinovych zvyskoch
(Kojima et al., 1999).

10000600000000000000000000000

Cths

Obrazok ¢. 4 Struktara ghrelinu
Zdroj: Cordido, 2009

1.4.2 Utinok ghrelinu

Ghrelin, Zalido¢ny hormoén, reguluje prijem potravy a energeticky metabolizmus
prostrednictvom centradlneho mechanizmu (Kojima et al., 1999). Jeho funkciou je davat
signdly mozgu o potrebe prijmu potravy. Teda urovei jeho sekrécie sa zvySuje pred jedlom
aklesa po prijme jedla. Prave touto stimuldciou chuti do jedla, a Stym suvisiacou
zvySujucou sa hmotnostou, zohrava ulohu pri vzniku obezity (Lakar et al., 2009).

Efekty ghrelinu na energeticku bilanciu st vo velkej miere sprostredkované cez
hypotalamus. Korbonits et al. (2004) predlozili tri rézne cesty, ktorymi ghrelin ovplyviiuje
chut’ do jedla:
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1. po uvolneni zo zalidka do krvného rieCiska, ghrelin prechadza cez krvno-mozgovu
bariéru a viaze sa na jeho rceptory v hypotalame,

2. ghrelin sa moze dostat’ do mozgu prostrednictvom vagovych nervov a nucleus solitarii,

3. ghrelin je produkovany lokalne v hypotalame, kde moze mat’ priamy vplyv na rézne
hypotalamické jadra.

Ghrelin nestvisi len so stimulaciou v mozgu, ktora vedie k zvySenému apetitu, ale
taktiez podporuje aj ukladanie tukov vo visceralnych tukovych tkanivach, lokalizovanych
Vv abdomindlnej Casti, ktoré si povazované za najviac skodlivé. ZvySenie tukovych zasob
prave V tejto oblasti sa dava do suvisu so zvySenym rizikom vzniku diabetes mellitus II.
typu, zvySenim krvného tlaku, zvySenou hladinou trigliceridov, hypercholesterolémiou
a teda vzniku metabolického syndromu (Oihane, 2009).

Ghrelin stimuluje sekréciu zaludocnej kyseliny a motilitu zaludka. Centralne
a periférne podanie ghrelinu zvieratam zvysuje prijem potravy a vedie K narastu telesnej
hmotnosti a zniZeniu obsahu tuku, ¢o naznacuje, Ze tento peptid ma vyznamny vplyv na

apetit a energeticka rovnovahu (Asakawa et al., 2003).

Tabul’ka ¢&. 2 Uginky ghrelinu (spracované podl'a Kojima et al., 2005)

Stimulacia sekrécie rastového horménu

Stimulacia prijmu potravy

Stimulacia zvySovania hmotnosti

Stimulacia prolaktinu a sekrécie kortikotropinu

Stimulacia gastrointestinalnej motility

Stimulacia sekrécie zalido¢nej stavy

Zvysenie vykonnosti srdca

Znizenie tlaku krvi

Regulacia inzulin-glukézovej rovnovahy

Regulacia zépalu

Regulacia bunkovej proliferacie

1.4.3 Produkcia ghrelinu

Ghrelin je produkovany predovSetkym v zazivacom ustrojenstve, ako reakcia na
hlad a hladovanie a cirkuluje v krvi (Kojima et al., 2005). Az 90 % ghrelinu sa produkuje
v zaludku a dvanastniku (Liddle, 2009).
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Sekrécia ghrelinu a expresia mRNA stipaja s poklesom telesnej hmotnosti,
obmedzenim kalorického prijmu a inzulinom indukovanej hypoglykémie (Lee et al., 2002).

U mnohych druhov, vratane l'udi, hladina ghrelinu narastd v obdobi hladovania
a klesad ako reakcia na prijem potravy (Sugino et al., 2002). Predpokladame, Ze tento
regulacny mechanizmus sekrécie ghrelinu je sprostredkovany cez cholinergné aferencie
Z gastrointestindlneho traktu (Date et al., 2000).

Nizka koncentracia ghrelinu méze byt rizikovym faktorom vzniku DM II. typu
a hypertenzie (Poykko et al., 2003).

Sekrécia ghrelinu Zalidkom do zna¢nej miery zavisi na stave vyzivy. Hladina

ghrelinu poukazuje na preprandidlne zvySenie a postprandidlne zniZenie (Tschop et al.,
2001).

TabulPka ¢. 3 Regulatory ovplyviujuce hladiny cirkulujuceho ghrelinu (spracované podla
Klok et al., 2006)

Efekt na cirkulujici ghrelin
Prijem potravy l
Vek | s narastajucim vekom
Pohlavie Vyssie u Zien v porovnani s muzmi
BMI | s narastajucim BMI
GH !
Glukoza l
Inzulin l

1.4.4 Receptory ghrelinu

Ghrelinové receptory st Siroko rozlozené uprostred oboch, centralnych aj
periférnych tkaniv, vratane hypofyzy, hypotalamu, pankreasu, zalidka a ¢riev (Date et al.,
2000).

Boli izolované dva odlisné receptory ghrelinu: GHS-R1a a GHS-R1b (Gnanapavan
et al., 2002).

GHS-R1a je jednoretazcovy receptor so siedmymi transmembranovymi doménami
o celkovej dizke 366 AMK, spojeny s G-proteinom. Je tvoreny dvoma exénmi a jednym
intronom (Klok et al, 2006). GHS-RIb pozostava z289 AMK s piatimi

transmembranovymi doménami a je pravdepodobne nefunkény. Oba tieto receptory
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sprostredkuvaji endokrinné a neendokrinné ucinky ghrelinu. Neendokrinné, ako su
napriklad kardiovaskularne ucinky, u¢inky moduldcie bunkovej proliferacie, su
sprostredkované r6znymi subtypmi GHS-R1a, ktoré su ulozené v centrdlnom i periférnom
tkanive (Howard et al., 1996).

Receptory pre ghrelin su najviac homologické k receptoru pre motilin, T'udské

formy zdiel'aju 52 % identickych aminokyselin (Smith, 2001)

1.4.5 Vplyv ghrelinu na vznik obezity

Je zname, Ze chut’ k jedlu je riadena mozgom, stravovacie navyky su regulované
zlozitymi mechanizmami v CNS, najméd v hypotalame (Druce et al., 2003). Odstranenie
lateralnej ¢asti hypotalamu spdsobuje hypofagiu (znizenie prijmu potravy), veducu k smrti
v dosledku tazkej straty hmotnosti. Na druhej strane, odstranenie ventromedidlnej Casti
hypotalamu sposobuje hyperfiagiu (zvySeny prijem potravy), o vedie k ndrastu telesnej
hmotnosti a tazkej obezite. Teda prijem potravy je regulovany rovnovaznou stimulaciou
v hypotalame (Ukkola, 2004).

Ghrelin je silny stimulant chuti do jedla. Vyskumami bolo dokazané, Ze ak sa
ghrelin vstrekne do mozgovych komdr potkanov, ich prijem potravy je silne stimulovany.
Dlhotrvajuce intracerebroventrikularne injekcie ghrelinu zvySuju prijem potravy a znizuji
energeticky vydaj, ¢o vedie k narastu hmotnosti. Takyto ufinok ma nielen priame
vstrekovanie ghrelinu do mozgovych komdr, ale aj intravenozne podkozné injekcie
(Nakazato et al., 2001).

U chudSich Tudi dochadza k vySsej produkcii ghrelinu pocas noc¢nych hodin,
pricom u l'udi s obezitou sa tento stav nevyskytuje. Cudia, ktori trpia poruchami spanku
nadmerne aktivizuji produkciu ghrelinu, ¢im sa zvySuje tuzba po jedle. Nedostatok spanku
sucasne znizuje produkciu leptinu, ktory v tele potla¢a chut’ do jedla. Z toho vyplyva, ze
pri nedostatku spanku sa hormoény v tele spravaji neobvykle a ¢lovek pocituje hlad aj
napriek tomu, Ze v skutocnosti potravu nepotrebujeme (Vercillo, 2009).

Greenman et al. (2004) zistili, ze hladina ghrelinu vyrazne klesa po prijme glukozy
alebo jedal s vysokym obsahom tuku. U bielkovin sa tento vplyv nepreukézal. Kaloricky
prijem potravin je d’alSim faktorom regulujiicim postprandidlnu hladinu ghrelinu. ZvySenie
kalorickej hodnoty potravin u jedincov s normalnou hmotnostou prinieslo postupné
znizenie hladiny ghrelinu (Patterson, 2005). Postprandidlne potlacenie hladiny ghrelinu je
menej vyrazné u obéznych jedincov, o moze prispievat’ k patogenéze obezity (Cummings,

2001).
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1.5 Obezita

Obezita je zavazny zdravotny problém a znacna cast’ obéznych l'udi umiera na
ochorenia vyvolané komplikaciami spdsobenymi nadvahou. Obezita je zakladnym
rizikovym faktorom kardiovaskuldrnych ochoreni, metabolického syndromu, niektorych
typov nadorovych ochoreni a je zhorSujicim faktorom pre rozvoj ochorenia diabetes

mellitus 2. typu (Adamkové, 2009).

1.5.1 Definicia

Patologické navySenie telesného tuku na celkovom telesnom zloZeni.(Muntau,
2009). Obezita je ulozenie nadmerného mnoZzstva tuku v organizme. Podiel tuku
V organizme je normalne u Zien do 30 % a U muzov do 20 %. (Svacina, 2008)

Obezita je definovana nadmernym uloZenim tuku v organizme. Ide 0 najcastejSie
chronické metabolické ochorenie na svete, ktoré postihuje tak deti, ako aj dospelych. Ide
0 multifaktoridlne  podmieneni  metabolicki  chorobu s individudlne  geneticky
podmienenou nachylnostou k hromadeniu tukovych zasob pri pozitivnej energetickej

bilancii (Krahulec, 2009).
1.5.2 Klasifikacia obezity
NajcastejsSie pouzivanym meradlom na posudenie obezity je hodnotenie podl'a BMI

(body mass index). BMI vyjadruje hmotnost’ v kilogramoch .

Tabulka ¢. 4 Hodnotenie podl'a BMI

BMI (kg.m™) Klasifikacia

Pod 17 Extrémna chudost’
17-19,9 Chudost’

20-249 Normalna hmotnost’
25-29,9 Nadhmotnost’
30-39,9 Obezita

40 a viac Extrémna obezita

Zdroj:Béder, 2005

Hodnota BMI je genetickymi faktormi ur¢ovand z 25 az 40 % (Hainer et al., 1997).
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Inym typom je meranie podl'a obvodu pasu. Ak je obvod vyssi ako 80 cm u zien
a 94 umuzov, je to signadlom, ze sa tuk hromadi v rizikovej oblasti. Ak ¢islo presiahne
hodnotu 88 cm u zien a 102 cm U muzov, je potrebné zacat ihned’ so zmenou Zivotného

stylu (Kunova, 2004).

1.5.3 Typy obezity

1. Typ androidny , muzsky — centralne ukladanie tuku — ramend, brucho - (typ jablko),
charakterizovany zvySenym pomerom- pas : boky. Tento typ je spdjany s vySSou hladinou
tukov v krvi - hyperlipidémiou, ¢astejSim vyskytom infarktu, mozgovej prihody, cukrovky
a vysSou umrtnost’ou.

2. Typ gynoidny, Zensky — periférne ukladanie tuku — prsia, bedra, stehna - (typ hruska),
charakterizovany nizkym pomerom — pas : boky (Béderova, 2011).

Na identifikaciu os6b s kumulaciou tzv. visceralneho tuku v oblasti brucha sluzi pomer
obvodu pasa a obvodu bokov (WHR = waist/hip ratio). Pas sa meria v najuzSej Casti, boky
V najSirSej Casti. Za vysoku sa povazuje hodnota WHR u muzov > 1, uzien > 0,85

(Krahulec, 2009).

1.5.4 Etiopatogenéza obezity

Obezita je typickym multifaktorialnym ochorenim, na jej vzniku sa podiel'a mnoho
rozlicnych faktorov vonkajSieho prostredia a taktiez aj genetickd predispozicia (Hainer et
al., 1997).
Na vzniku obezity sa mozu podielat’ viaceré Cinitele:
Vyziva — prevazni vacsinu pripadov obezity predstavuje nutricne podmienena obezita.
Sucasny sposob vyzivy charakterizuje nadmerny prijem tuku, zvySena konzumacia
sladkosti a sladenych alebo alkoholickych napojov.

Fyzickd aktivita — Vsucasnom spdsobe Zivota prevazuju sedavé cinnosti, ktoré

v kombinacii s nedostatkom pohybu alebo Sportovych aktivit vo volnom ¢ase, vedu
K znizeniu vydaju energie, ¢im sa podporuje vznik obezity.

Genetické faktory — ak je jeden zrodiov obézny, zvySuje sa riziko vyskytu obezity

U potomstva na 40 %, ak na obezitu trpia obaja rodi¢ia, pravdepodobnost’ narasta aZ na 80
% (Béder, 2005).

U velkej vicsiny pripadov I'udskej obezity sa genetické predpoklady na jej vzniku
podielaju polygénne, t.j. obezita je dana spolo¢nym posobenim rady genetickych faktorov.

Existuje vSak aj niekol’ko pripadov monogénneho typu obezity (Hainer et al., 1997)
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Psychologické faktory — stresové situdcie, frustracie, depresie, osamelost mozu

u niektorych osdb viest k zvySenému prijmu potravy. Niektoré stravovacie navyky
Vv rodine mézu tieZ podporovat’ vznik obezity.

Endokrinné faktory - poruchy funkcie Zliaz s vnitornym vylu¢ovanim moézu sposobit’

poruchu regulacie prijmu potravy, navodit’ pokles energetickej spotreby v organizme

a nadmerné ukladanie tuku (Béder, 2005).

1.5.5 Komplikacie obezity
Nadhmotnost’ a obezita ovplyviiuji telesné i1duSevné zdravie a hraji vyznamnu
ulohu vrozvoji najzavaznejSich chronickych neinfekénych chorob, medzi ktoré
zarad’ujeme:
= kardiovaskularne ochorenia — ischemickd choroba srdca, hypertenzia,
cievne mozgové prihody, varikozna choroba Zil, tromboembolickéa choroba,
= metabolické ochorenia — inzulinova rezistencia, porucha glukozove;j
tolerancie, diabetes mellitus 2. typu, dyslipidémie, hyperurikémia,
= onkologické ochorenia — rakovina hrubého ¢reva, rakovina prsnika,
maternice, vajeCnikov, rakovina zI¢nika a zl€ovych ciest, pankreasu,
pecene,
= gynekologické ochorenia — poruchy menstruaéného cyklu, neplodnost’,
komplikacie v gravidite a pri porode, gynekologické zapaly,
= choroby kibov, kostrového a svalového systému — degenerativne ochorenia
kibov a chrbtice
= Kkozné ochorenia — ekzémy, mykozy, celulitida
a vV neposlednom rade psychosocidlne poruchy — nizke sebavedomie, poruchy motivécie,

depresia, uzkost’, bulimia, anorexia (Olvecka, 2009).
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Tabulka ¢. 5 Riziko zdravotnych komplikacii stivisiacich s obezitou

Vysoké riziko Stredné riziko Mierne riziko

cukrovka Il. typu ischemicka choroba srdca Zhubné nadory (prsnik,

maternica, hrubé ¢revo)

choroby zlc¢ovych ciest vysoky krvny tlak hormonalne poruchy
zvysena hladina | choroby pohybového | poruchy plodnosti, potraty
cholesterolu v krvi ustrojenstva

dusnost’ dna bolesti brucha

nespavost’ komplikacie v gravidite

Zdroj: Béder, 2005

1.5.6 Liecba obezity
Dietoterapia

NajcastejSie pouzivanou je nutrine plnohodnotna vyvazena pestrd strava so znizenym
obsahom tuku a energie. Obsah energie je znizeny o 2500 KJ v zavislosti od prijmu

a vydaja energie. Celkovy denny prijem je rozdeleny do 4 az 5-tich jedal.

Zmena zivotného Stylu

Tento pilier lieCby obezity patri do rak psychologa. NajcastejSie sa uplatituje skupinova
kognitivne behavioralna lieCba, ktora ma za ciel' eliminovat nevhodné stravovacie
a pohybové navyky anaucit obézneho pacienta nahradit nevhodné myslienky
a sebaobvinovanie pozitivnym pristupom k novému Zivotnému §tylu. Napriek nespornym
vyhoddm skupinovej liecby rovnaké vysledky mozno dosiahnut aj individudlnym

pristupom.

Farmakoterapia

Farmakoterapia je indikovand ako sucast komplexnej lieCby u vSetkych pacientov s BMI
nad 30 aj u pacientov s nadvahou s BMI > 27 ak maju asponi dva rizikové faktory obezity.
Lieky mdézu zasahovat' do prijmu a vydaja energie ovplyviiovanim termogenézy, pocitu
sytosti alebo interferenciou so vstrebavanim tukov. V stcasnosti dostupné lieky mozno
rozdelit’ podla toho, ¢i G€inkuji prostrednictvom centrdlneho nervového systému (CNS)

alebo nie (Majeréak, 2008).
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KOMPLEXNY MAMAZMENT OBEZITY

Komplexny manazment

Obrazok ¢. 5 Komplexny manaZzment obezity

Zdroj: Kamensky, 2010
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1.6 Metody identifikacie génov prijmu potravy
1.6.1 Polymerazova ret'azova rekacia

Polymerazova retazova reakcia patri k najprogresivnejsim molekularno-biologickym
metdédam so Sirokym spektrom vyuzitia v réznych oblastiach biologického vyskumu, ktora
umoznila rozvoj takych vednych disciplin ako humanna a veterinarna medicina, genetika
¢loveka, rastlin a mikroorganizmov a pod.

Polymerazova retazova reakcia (polymerase chain reaction, PCR) je metoda na
zmnozenie (amlifikaciu) definovaného iseku DNA v podmienkach in vitro. Pomocou PCR
je mozné vytvorit miliény kopii useku DNA v priebehu niekol’kych hodin (Stefanovicova
a kol., 1998).

Analyzovana DNA moze pochadzat’ z roznych zdrojov: z jedného I'udského vlasu, kvapky
zaschnutej krvi, z mozgu mumie alebo 40 tisic starého mamuta zmrznutého v l'adovci
(Bauerova a kol., 2004).

Princip PCR spociva v cyklickom opakovani troch krokov.

1. Denaturacia — oddelenie obidvoch komplementarnych retazcov dan¢ho iseku DNA
zohriatim na 94 ° C.

2. Hybridizacia — naviazanie dvoch komplementarnych primerov po jdenom na 3’-
koniec obidvoch retazcov rozmnozované¢ho tuseku, ziskanych denaturdciou pri
teplote 50 ° C (teplota zavisi od druhu a diZky primerov).

3. Syntéza chybajiceho komplementarneho useku DNA — prebiecha pri optimalnej
teplote 72 ° C, ato vzdy v smere K protifahlému primeru, ktory je uloZeny na
druhom vlédkne. Po skonCeni syntézy je vytvorena kompletna képia povodného
dvojvlaknového tiseku DNA ohrani¢eného primermi (Srseni, 2005)

Zahriatim jednovldknovej DNA na > 90 ° C sa tato rozpletie (denaturuje) na dve
jednovldkna a umoZzni primerom naviazat sa (hybridizovat’) na komplementdrne miesta
jednovldknovej DNA. Tento krok prebieha pri teplote 45 — 70 ° C, v zdvislosti na
viacerych faktoroch. Pouzité primery definuju, ktory usek DNA sa bude amplifikovat
(Stefanovidova a kol., 1998).

Polymerazova ret'azova reakcia sa uskuto¢iiuje vtedy, ak st v reakénom prostredi pritomné
nasledovné zloZky: termostabilna DNA polymeraza, tlmivy roztok,
deoxyribonukleozidtrifosfaty (ANTP-dATP, dGTP, dCTP, dTTP), primery a templatova
DNA (Bauerova a kol., 2004).
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PCR-RFLP
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Obrazok ¢. 6 Schéma postupu pri realizacii PCR-RFLP
Zdroj: Stefanovitova, 1998

1.6.2 Vyuzitie PCR

1. Geneticky vyskum a klinicka genetika - Vv tejto oblasti sa PCR vyuziva predovsetkym
pri diagnostike geneticky podmienenych chordb. V stcasnosti existuje okolo 5000

monogénovych chordb sposobenych mutaciou v jednom géne. Staci teda zdmena
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jedného nukleotidu na vznik abnormality, ktord vyvolava vazne ochorenie
(Stefanovicova, 1998).
Patri sem: Mapovanie génov

Detekcia mutécii

Identifikacia génov

Vytvaranie novych sond

Prenatalna a postnatalna diagnostika klinickogenetickych jednotiek

Vasna predsymptomaticka diagnostika

Urcovanie pohlavia

Skrining heterozygotov Vv rodindch a v geneticky zat’aZzenych populdciach

(Srsen, 2005).

2. Klinické discipliny - PCR umoziiuje  vCasni detekciu niektorych ochoreni
sposobenych virusmi, ktoré su eSte v latentnom stave (nevytvaraji virusové Castice)
a Vv pripade spornych a nejasnych sérologickych analyz. Taktiez umoZiuje detekciu
patogénnych baktérii v pripadoch nizkej citlivosti Standardnych kultivaénych metdd,
resp. obtiaznej kultivacie (Stefanovicova, 1998).

Patri sem: Detekcia patogénnych ¢initel'ov
Sledovanie vyvoja rezistencie patogénov na lieky
Onkologia
Monitorovanie terapie malignych procesov
Detekcia vnimavosti na dedi¢né choroby a maligne procesy
Spresnovanie HLA-kompatibility pri transplantaciach
Rekombinantné liec¢iva a vakciny
Analyzy bezchybnosti krvi, plazmy a identifikacia osob( Srsen, 2005).

3. Sudne lekarstvo — kriminalistika a identifikacia os6b - analyzuje sa DNA z
biologickych stop (krv, spermie, sliny) pachatelov trestnych ¢inov, pricom sa aplikuje
metoda DNA fingerprintingu (odtlatku DNA).

4. Sporné paternita a identifikacia pribuznych

— analyza podobnosti u matky dietata a u domnelého otca je jedna z prvych
metdd pouzZivana v paternitnych expertizach. Patri sem velky pocet
antroposkopickych a antropometrickych znakov.

— analyza polymorfizmov v oblasti erytrocytovych krvnych skupin, sérovych

proteinov a izoenzymovych variantov znamenala uz urcity pokrok.
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— HLA-systém. V sucasnosti je zndmych viac ako 80 antigénov HLA-A, HLA-B
a HLA-C. Ich vySetrenie ma uz vysokt vylucovaciu vypoved pre sporného otca
(priblizne 96 %).

— Priame vySetrovanie genotypu u ucastnikov spornej paternity ma najvyssiu
vylucovaciu schopnost’ a predstavuje prakticky koneény dokazovaci stupen,
ktory bude mozné v budicnosti vylepsit’ len z metodického hl'adiska (Srsen,
2005).

5. Historicka antropologia, archeologia a vyvojova biologia - predmetom skiimania tejto
discipliny je DNA izolovand zo zvyskov tiel davnych Tludskych populdcii, ktora
poskytuje moznost’ d’alSieho Stadia genetickej diverzity a evolucie ¢loveka, skimania
pribuzenskych vztahov, ako aj  moZnosti genetickej identifikacie jedincov,
determinacie pohlavia, ¢&i detekcie chordb u vymretych populacii (Stefanovidova,

1998).

1.6.3 Bodové (génové) mutacie

Princip hodnotenia nutricného stavu a pripadne portch metabolizmu je zaloZeny na
vyjadreni mutacii génov prijmu potravy, regulacie ¢i vydaja energie. Mutdcia je zmena
poradia nukleotidov v molekule DNA. (Kuabek, 2000). Vhodnou metdédou na ich
identifikaciu bolo vyuzitie PCR metody a jej modifikacie.
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2 Ciel prace

Cielom diplomovej prace bolo:
e charakterizovat’ geneticky polymorfizmus génov leptin a ghrelin regulujucich
prijem potravy
e na Vvybranej populacii muzov a zien identifikovat’ geneticky polymorfizmus
leptinu

e analyzovat vplyv polymorfizmu génu leptin na nutri¢éné parametre vyzivy, a to

cholesterol, glukozu a BMI.
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3 Material a metodika prace

3.1 Biologicky material

Pre vykonanie analyzy génu LEP bol pouzity biologicky material ziskany z Krvi
humannych vzoriek. Krv sme odobrali skupine 24 nahodne vybranych l'udi zmieSaného
pohlavia, priCom dobrovolnikom sme neurcili ziadne obmedzenia pred samotnym

odberom. Odber huménnych vzoriek prebiehal v spolupréci s Katedrou vyzivy l'udi.

Tabulka ¢. 6 ZloZenie pozorovanej skupiny

Pohlavie Pocet Percenta
Muzi 9 37,5%
Zeny 15 62,5 %

Po odobrati bola vzorka spracovana nasledovnymi krokmi:

3.2 Izolacia DNA

Pred samotnou PCR metodou sme si museli izolovat’ P'udskt DNA z krvi. DNA bola
izolovana z periférnej krvi pomocou izolaéného setu NucleoSpin Blood. Pouzita bola tiez
klasicka vysolovacia metdda a tiez izolacia DNA z krvnych Skvin.

Izolacia gendémovej DNA z krvi prebiehala v niekol’kych krokoch.

Lyza buniek

1. Pripravili sme si potrebné mnozstvo 2 ml eppendorfieck s 1x RBC roztokom (1500
ul/vzorku).

2. Krv sme premiesali pipetou a napipetovali 300 pl celkovej krvi do 2 ml eppendortky
s 1000 ul 1x RBC roztokom. Inkubovali sme vzorku 1-3minaty pri laboratornej teplote
a premiesali 3 x obracanim hore dnom.

3. Eppendorfky sme centrifugovali pri 13 000 otackach 2 min. Odstranili sme
supernatant, ale nechali 10-20 pl roztoku na peletoch bielych krviniek.

4. Vzorky sme vortexovali 10-20 sekund. Po vortexovani by pelet bielych krviniek nemal
byt viditelny!

5. Pridali sme 600 pl lyzaéného roztoku a pipetovanim hore a dole 3-5 krat sme lyzovali
bunky.
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Percipitacia (zrazanie) proteinov

1. Vzorky sme ochladili na laboratérnu teplotu.

2. Klyzovanym vzorkam sme pridali 200 pl roztoku na percipitaciu proteinov.

3. Vortexovali sme pri najvyssej rychlosti 20 sekund, aby sa roztok na percipitaciu
proteinov dokladne premiesal s bunkovym lyzatom.

4. Vzorky sme centrifugovali pri maximalnych otackach (13 000) pri teplote 20 — 25 °C
20 minat. Percipitované proteiny vytvorili pevny tmavohnedy pelet na dne
eppendorfky.

Percipitacia DNA

1. Supernatant obsahujuci DNA sme odliali do €istej 1,5 ml eppendortky obsahujucej 600
ul 100 % izopropanolu.

2. Vzorky sme premiesali obratenim 50 —krat.

3. Centrifugovali sme ich pri 13 000 otackach 5 min. DNA bolo viditeI'né ako maly biely
pelet.

4. Dokladne sme odpipetovali supernatant. Pridali sme 600 pl 70 % etanolu a premyli
pelet DNA obratenim uzatvorenej eppendorfky niekol’kokrat hore-dole.

5. Eppendortky sme centrifugovali pri 13 00 otackach rpm 5 mintt. Potom sme vel'mi
dokladne odpipetovali etanol. Museli sme davat pozor na pelet, ktory plaval, aby sme
ho neodpipetovali.

6. Vzorky sme dali vysuSit' do termostatu pri teplote 37 °C 10-15 minut, alebo dlhSie,

podla potreby v zavislosti od velkosti peletu.

Rozpustenie DNA

1.

Na rozpustenie DNA sme pridali potrebné mnozstvo 30 ul 10 mM Tris-HCI pH 8,5,
aby sme mohli zriedit’ pre pripad potreby.

Vzorky DNA sme rozpustali inkub4ciou po dobu 30 minit az 1 hodiny pri 65 °C,
alebo cez noc pri laboratornej teplote. Vzorky sme periodicky premiesavali
pobrnkanim skiimaviek na ul'ah¢enie rozpustania DNA.

DNA sme skladovali pri teplote 4 °C. Pre dlhodobé skladovanie sa DNA uskladiiuje pri
teplote -20 alebo -80 °C.

Pouzité roztoky

Roztok na lyzu ¢ervenych krviniek — 5x RBC roztok
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Zlozenie: 250 ml

0.77M NH.CL 10,19689
0.046M KHCO 1,1514g
0.01M EDTA pH 8.0 5ml 0,5M EDTA

Sterilizované filtraciou.

Lyza¢ny roztok
ZloZenie: 100 ml
50mM Tris-HCL pH 8,0 5ml 1M Tris-HCL pH 8,0
100mM EDTA pH 8,0 20ml 0.5M EDTA pH 8,0
100mM NaCl 2ml 5M NacCl
1% SDS 10ml 10% SDS
H,O MiliQ do 100ml

Roztok na percipitaciu proteinov:
ZloZenie:

10M octan amonny

Roztok na rozpustanie DNA:
ZloZenie:

10mM Tris- HCI ph 8,5

Roztok pre elektroforézu:
ZloZenie:
50 x TAE
Pre elektroforézu sme pouzili 1 x TAE.
Alternativny roztok:

10 x TBE

3.2.1 Izolacia DNA z krvnych Skvin

Izolaciu DNA sme uskutocnili z krvnej skvrny nanesenej na FTA papier podl'a

metddy Smith et al. (2004).



Postup izoldcie:

1. Z krvavej skvrny lokalizovanej na FTA papier sme vystrihli krazok s priemerom 1-3

mm a vlozili sme ho do 1,5 ml ependorfky.

2. Do ependorfky sme pridali 500ul 10 mM NaOH a dvakrat sme to premyvali 15 mintt

3. Po premyti sme premyvali v 500ul TE: voda (1:5), ktora obsahovala 1mg/ml BSA

4. Nasledne sme odpipetovali premyvaci roztok TE a ependorfku s kriazkom papiera sme

nechali vysusit’ pre teplote 37°C po dobu 15 minit

5. Ziskany krtzok papiera s naviazanou DNA sme nasledne pouzili do PCR reakcie.

3.2.2 lzolacia DNA z periférnej krvi

Izolovanii DNA z periférnej krvi sme ziskali pomocou setu NucleoSpin Blood od

firmy Macherey-Nagel.

Priprava setu na pouZitie:

po prvom otvoreni setu sme rozpustili Proteinase K: do flasticky sme pridali 1,35
ml roztoku Proteinase Buffer. Po pouziti sme vlozili do chladni¢ky.

pridali sme 28 ml 96% etanolu ku 7 ml Bufferu B5.

preliali sme Buffer B1 ku reagentu B2 a dobre zamiesali, tym vznikol Buffer 83.

ak je precipitat v roztokoch B3 alebo B1, rozpustime ho inkubaciou pri 70°C.

Postup izolacie DNA:

pred zaciatkom izolacie sme nastavili vodny termostat na 70°C, zohriali buffer BE
na 70°C

do 1,5 ml mikrosktimavky sme pridali 200ul krvi a 25ul proteinazy K.

pridali sme 200ul lyzovacieho pufru B3 a vortexovali 10-20sek.

vzorku sme inkubovali 10-15 min. pri 70°C. Vzorka pocas inkubacie zhnedla.

ku vzorke sme pridali 210 ul 96% etanolu a zvortexovali.

vzorku sme preniesli do separa¢nej kolonky vloZzenej do 2ml - centrifugaénej
skumavky

centrifugovali sme 1 min. 11 000g, kolonku sme vybrali, centrifuga¢ni skimavku
zahodili.

koloénku sme vlozili do novej 2ml skamavky a pridali 500ul pufru BW
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e centrifugovali sme 1 min., 11 000 g, prefiltrovant tekutinu sme z centrifugacne;]
skiimavky vyliali, do kolonky sme pridali 600ul pufru B5

e centrifugovali sme 1 min., 11 000 g, obsah centrifuga¢nej skamavky sme vyliali

e prazdnu kolonku sme centrifugovali v centrifuga¢nej skimavke 1 min 11000 g.

e predhriali sme BE buffer na 70°C

e kolonku sme vlozili do 1,5ml skamavky a pridali 100ul bufferu BE (70°C). Pufor
sme naliali priamo na silikatovih membranu.

e Inkubovali sme 1 min. pri laboratornej teplote.

e Centrifugovali sme 1 min. 11000g. Kolonku sme odstranili, skimavku s roztokom
DNA sme si oznacili, a takto oznac¢ent ju mdéZzeme uschovavat’ pri teplote 4 - 8°C,

pre archivaciu pri-20 C.

3.3 Meranie koncentracie a ¢istoty DNA

Koncentraciu a Cistotu DNA sme merali pomocou spektrofotometra. Maximum absorpcie
pri DNA je pri vinovej dizke 260 nm. Pomer absorpcie pri 260 nm a 280 nm sa pouziva na
uréenie &istoty vzorky. Ak je pomer absorpcie pri tychto vinovych dizkach v rozmedzi 1,8
— 2,0, tak je nasa vzorka ¢istd. Hodnoty mensie ako 1,8 dokazuju pritomnost’ necistot alebo

bielkovin. V takomto pripade je potrebna tiprava Master mixu

3.4 Polymerazova ret’azova reakcia (PCR)

PCR reakcia prebiehala v objeme 25ul. Pouzili sme komerény PCR Master Mix
(Fermentas), 4x MgCl,.

Oligonukleotidové primery pre amplifikdciu LEP/Hhal génu boli prevzaté z prace
Stratil et al. (1997):

LEP FOR: 5" ATG CGC TGT GGA CCC CTG TAT 3

LEP REV: 5" TGG TGT CAT CCT GGA CCT TCC 3’

Optimalizacia teplotného a ¢asového profilu PCR pre jednotlivé gény:
LEP

1. 94°C — 3 minaty

2. 94°C — 45 sektind
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3. 60°C - 45 sekand
4. 72°C — 60 sekund
5. 72°C - 5 minat

30 cyklov

Tabulka ¢. 7 Zlozenie PCR zmesi na 1 vzorku (objem 25 ul)

Zlozka Mnozstvo

Supercista voda 17,1 ul

Tag buffer with KCI 2,5ul

MgCl, 1,7 ul

D NTP Mix 0,5 ul

Primer FOR 1 ul

Primer REV 1 ul

Tag polymeraza 0,2 ul

DNA 1 ul

3.5 Restrikéna analyza PCR produktov (PCR — RFLP)

Pre restrikéna analyzu sme vybrali Specifické enzymy S$tiepiace PCR produkty so

znamou sekvenciou. PCR produkty LEP génu sa Stiepia endonukleazou Hhal.

Tabulka €. 8 Priebeh Stiepenia restrikénym enzymom

Gén Nazov RE miesto Teplota Doba
Stiepenia inkubacie
LEP Hhal a d’alsie GCG|C 37°C 16 hodin

V pripade pouzitia dalSich reStrikénych endonukleaz, budi vyhladané¢ dalSie

Stiepne miesta a bude nutna optimalizacia teplotnych profilov ako aj doba inkubécie.

3.6 Elektroforéza

Identifikacia a analyza produktov po izolacii, amplifikacii a Stiepeni sa uskutociiuje
elektroforetickou separaciou. Horizontalna gélova elektroforéza prebieha v TBE tlmiacom
roztoku. Koncentracia agarézy sa voli podla ocakavanej velkosti fragmentov.
Elektroforéza prebieha pri elektrickom napéti 80-120 V po dobu 30 - 90 mintt. Gél moze
obsahovat’ interkalacné €inidlo etidium bromid. Po skonceni elektroforézy sa naStiepené

PCR produkty detekuji pod UV transiluminatorom.
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3.7 Matematicko-statisticka analyza

Na vyhodnotenie ziskanych udajov sme pouzili nasledovné matematicko-Statistické

metody:
. ., 2.AA+AC
1. Vypocet frekvenciialel - pa= BE—
_ 2.CC+AC
Qc= o

p(A)+a(C) =1

kde: pa= frekvencau alely A
gc = frekvencia alely C
AA = pocet jedincov s genotypom AA
AC = pocet jedincov s genotypom AC
CC = pocet jedincov s genotypom CC

n = pocet jedincov spolu

2. Parametre nutri¢ného stavu

hmotnost' (kg
witha?®(m?)
Glukoza a cholesterol boli vyjadrené priemernymi hodnotami, kde sa pouzili tieto

BMI =

vzorce
Aritmeticky priemer - je podiel sa¢tu hodndt a ich poctu.

Vypocita sa podl'a vzorca

Variaény koeficient - v==-.100 [100 %]

X

Statistickll vyznamnost’ rozdielov podl'a genotypov sme otestovali vyuzitim t-testu
Medzi sledovanymi parametrami boli vypocitané korelaéné koeficienty. Korelacna

analyza sa pouZziva na analyzu zavislosti (vztahov) medzi kvantitativnymi S$tatistickymi
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znakmi (opakom je meranie asociacii). Ulohou korelaénej analyzy je najst vhodnu

regresnt funkciu (funkény predpis) a zmerat’ silu (tesnost’) tejto zavislosti.

Tabulka ¢. 9 Kategorizacia korelatného koeficientu

Korelacia Negativna Pozitivna

Slaba —0.29 <=>-0.10 0.10 <=>0.29
Mierna —0.49 <=>-0.30 0.30 <=>0.49
Silna —0.70 <=>-0.50 0.50 <=>0.70
Vel'mi silnd (perfektnd) —1.00 <=>-0.70 0.70 <=>1.00

Zdroj: Kovac, 2008
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4 Vysledky

V praktickej Casti prace sme sa zamerali na hodnotenie génu leptin a jeho vplyvu na
zvolené nutri¢né parametre:

e cholesterol,

o glukézu

e BMI.
Sucastou vyskumu bolo taktiez zistenie vplyvu pohlavia na tieto parametre a rovnako aj
definovanie vzajomnych vztahov medzi tymito troma zvolenymi parametrami. Vyskum
prebiehal na vzorke 24 ndhodne vybranych l'udi zmieSané¢ho pohlavia, s poctom zien 15

a muzov 9.

4.1 Meranie koncentracie a Cistoty DNA

Po izolacii DNA sme overovali ¢istotu DNA pomocou pristroja spektrofotometer. Aj
z fotodokumentacie je zrejmé, ze vytazky DNA boli vyborné vo vzorkach 1,4,5 a 6.

Naopak vo vzorkach 2 a 3 bolo potrebné oSetrit’ Master mix.

DNA

Obrazok €. 7 Overenie pritomnosti DNA po izolacii na 1 % agar6zovom gély
V tabul’ke mozeme vidiet, Ze nie vSetky ziskané vzorky vykazuji pozadovanu distotu.

V takomto pripade je potrebna Gprava Master mixu. Farebne su zvyraznené vzorky, pri

ktorych bolo potrebné vykonat’ tto upravu.
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Tabul’ka €. 10 Koncentracia a ¢istota DNA

¢islo koncentracia | A260/A280 | A260/A230
vzorky

1 196,0 1,854 1,177
2 117,0 1,553 0,601
3 20,5 1,783 0,281
4 61,0 1,743 0,521
5 10,1 2,222 0,476
6 17,5 1,842 0,193
7 106,0 1,782 1,525
8 47,5 1,827 0,660
9 98,5 1,841 0,842
10 117,0 1,864 0,850
11 141,0 1,831 0,954
12 64,0 1,753 0,895
13 183,0 1,710 1,402
14 257,0 1,633 1,417
15 192,0 1,820 1,460
16 62,0 1,722 0,821
17 167,0 1,856 1,128
18 248,0 1,716 1,170
19 11,5 2,556 0,128
20 247,0 1,436 0,843
22 212,0 1,305 0,793
22 32,5 1,413 0,289
23 75,0 1,829 0,811
24 54,0 1,742 0,915

PCR metdda bola uskutoénena pouzitim priemerov FOR a REV v celkovom objeme 25 pl

s po¢tom cyklov 30.
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42 PCR-RFLP

PCR produkt bol Stiepeny restrikénym enzymom Hhal a vizualizovany na 2 %
agardzovom géli. Boli zistené 3 genotypy CC (182 bp+61 bp), AC (242 bp+181 bp+61 bp)
a AA (242 bp). Tuto skutocnost’ zobrazuje obr. 8.

L100 PCR CC AC AA

L50
= —
|
- - e - -1 242
[ ] g m e L-» 181
. T T JUET.. 8 L-» 61

Obrazok ¢. 8 Schématické zobrazenie Stiepnych fragmentov LEP génu 242 bp pomocou

reStrikéného enzymu Hhal

Na schematickom zobrazeni Stiepnych fragmentov LEP génu je zndzornenych 6 dréh.
V prvej drahe sa nachadza L100 ladder (markér) s dizkou 100 bp, v druhej drahe PCR
produkt o dizke 242 bp, v tretej drahe homozygot CC s dizkou 181bp+61 bp, vo Stvrte;
drahe heterozygot AC s dizkou 242bp+181bp+61bp, v piatej drahe homozygot AA
s dizkou 242 bp a v poslednej Siestej dréhe je to DNA ladder L50 s dizkou 50 bp.

4.3 Zakladna charakteristika suboru

Po genotypizacii sme zistili alelické frekvencie génu leptin v pozorovanej populécii.
Sledovana populacia je zostavend nahodnym vyberom jej ¢lenov, napriek tomu frekvencie
alel vykazuju priblizne rovnocenné vysledky. NajcastejSim genotypom u Zien bol
homozygotny genotyp AA. U muzov bol najastejsi heterozygotny genotyp AC, celkovo v
pozorovanej populécii prevladal taktieZ tento typ genotypu. Vysledky zhrnuje tab. 11.

44



TabuPka & 11 Genotypy LEP""™ sledovaného stuboru

Sledovana | Pocet Genotyp Alely

skupina AA AC CcC A C
Zeny n 7 5 3 0,63 0,37
(15) % 46,7 33,3 20

muzi n 2 6 1 0,56 0,44
9) % 22,2 66,7 11,1

Spolu n 9 11 4 0,60 0,40
(24) % 375 458 16,7

Tabulka ¢. 12 Sledované nutri¢né parametre v hodnotenej skupine

Parameter n Priemer | Smerodajna | Variacny min max

X odchylka koeficient

c v %

CHOL 24 5,35 1,05 19,66 3,46 7,18
mmol/Il
GLU 24 4,91 0,71 14,40 3,52 6,48
mmol/Il
BMI 24 25,19 2,63 10,45 18,60 29,80
kg/m?

Pomocou zakladnej Statistiky sme zhodnotili sledovany subor populacie, pricom zistené
hodnoty porovname s vyzivovymi odporucaniami. Priemernd hladina celkového
cholesterolu ma hodnotu 5,35 mmol/l, Co predstavuje zvysené riziko pre celkovy zdravotny
stav. Odportcana hladina celkového cholesterolu je 3,9 az 5,2 mmol/l. U niektorych
jedincov namerané hodnoty predstavuji vysoké riziko ohrozenia zdravia, nakolko sa
pohybuju nad hodnotami 6,2 mmol/l a viac. Hodnoty pre glukézu vykazuji mierne
zvySenie u jedincov muZzského pohlavia, avSak priemerna hodnota 4,91 mmol/l sa
nachadza v ramci normy, ktora predstavuje hladinu cukru v krvi do 6,00 mmol/l. ZvySena
hladina cukru v krvi mohla byt spdsobena aj bezprostrednou konzumaciou jedla pred

meranim. Hodnota BMI vykazuje najmenSiu variabilitu (dani skutocnost’ indikuje

v

45



medzi hodnotami mensie rozdiely ateda aritmeticky priemer ma vysSiu vypovedaciu
schopnost’.

V pripade, Ze je variany koeficient Statistického stiboru vicsi ako 50%, aritmeticky
priemer ako zvolena Statistickd metoda straca vypovedaciu schopnost. Nakolko
v skimanom subore variacné koeficienty Statistickych znakov neprekracuji uvedenu

hodnotu, mézeme povazovat’ aritmeticky priemer za relevantne zvolent Statistickii metédu

Tabulka ¢.13 Sledované nutri¢né parametre v skupine muzov

Parameter n Priemer | Smerodajna | Variany min max

X odchylka koeficient

c v %

CHOL 9 5,32 0,91 17,14 3,46 6,48
mmol/I
GLU 9 5,30 0,63 11,87 4,63 6,48
mmol/I
BMI 9 26,14 1,36 5,19 24,10 27,90
kg/m?

Na zéklade vysledkov, ktoré sme =ziskali pomocou Statistickej analyzy, modzeme
v zavislosti od pohlavia skonstatovat, ze v sledovanom stbore muZov sa priemerné
hodnoty parametrov celkovy cholesterol a gluk6za pohybuji v rozmedzi odportcanych
hladin tychto parametrov. Priemernd hladina gluk6zy v krvi sa priblizuje k hrani¢nym
hodnotam, ¢o vSak moze byt ovplyvnené konzuméciou stravy bezprostredne pred nami
vykonanym meranim. Jedinym parametrom vykazujicim zvySenti hodnotu je BMI,
nakolko podl'a odporaéani st hodnoty pre normalne BMI 20 — 24,9 kg/m”. Hodnota 26,14
kg/m® nepredstavuje eite obezitu, aviak uz sa nachadza v kategorii nadvahy atym

predstavuje zvySené riziko rozvoja obezity a s tym suvisiacich zdravotnych problémov.
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Tabulka ¢. 14 Sledované nutriéné parametre v skupine zien

Parameter n Priemer | Smerodajna | Variany min max

X odchylka koeficient

c v %

CHOL 15 5,37 1,16 21,58 3,50 7,18
mmol/I
GLU 15 4,67 0,66 14,11 3,52 5,90
mmol/I
BMI 15 24,61 3,06 12,45 18,60 29,80
kg/m?

Zistené priemerné hodnoty v parametri cholesterol prevySuju odporucania, pricom jednou
z moznych pri¢in zvySenej hladiny cholesterolu mozu byt aj relativne vysoké hodnoty
BMI u niektorych zien naSho suboru. V skupine zien pozorujeme vysSie hodnoty pre
cholesterol ako v skupine muzov. Priemerné hodnoty pre parameter glukdza sa v skupine
zien rovnako, ako U muzov, pohybuji v rozmedzi odpora¢anych hodnét. Avsak na rozdiel
od skupiny muzov, Vskupine zien sa priemerné hodnoty nepriblizujd k maximu
odporacanych hodnoét, teda moézeme predpokladat, ze nami vybrand vzorka zien bude
vykazovat' nizSie hladiny glukézy nezavisle od prijmu jedla pred samotnym meranim.
Priemerna hodnota BMI v skupine Zien spada do hranice normalnych hodn6t, napriek tomu
modzeme pozorovat pomerne velké rozdiely medzi minimalnou a maximalnou hodnotou
BMI. Zatial ¢o hodnota 18,60 kg/m® spadd do intervalu od 17-19,90 kg/m? ktory
charakterizujeme ako chudost, maximalna hodnota u Zien 29,80 kg/m® sa priblizuje uz k
hodnotdm hrani¢iacim s hodnotami pre obezitu (30 — 39,9 kg/m?). Z celkového

pozorovaného suboru vykazuji Zeny vyssie hodnoty BMI ako muzi.

4.4 Leptin a jeho vzah k hodnotenym parametrom

V nasledujicej Casti prace sa budeme venovat’ vplyvu troch genotypov: AA, AC a CC na

nami stanovené tri parametre vyzivového stavu.
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Tabulka €. 15 Vplyv genotypu na sledované nutri¢né parametre

Parameter | Genotyp n priemer | Smerodajna | Variacny min max
X odchylka koeficient
c v %
CHOL AA 9 5,58 1,09 19,55 3,65 7,18
mmol/I AC 11 5,08 1,11 21,82 3,46 6,80
CcC 4 5,58 0,84 15,11 4,68 6,48
GLU AA 9 491 1,05 21,50 3,52 6,48
mmol/I AC 11 4,75 0,33 6,87 4,33 5,30
CC 4 5,36 0,38 7,14 5,00 5,72
BMI AA 9 25,31 2,59 10,25 21,50 29,70
kg/m? AC 11 24,66 2,64 10,70 18,60 | 27,90
CC 4 26,35 3,02 11,47 22,50 29,80

V sledovanom stbore sme hodnotili aj vztahy medzi jednotlivymi genotypmi a ich
vplyvmi na skiimané parametre. V parametri cholesterol najvyssie hodnoty vykazuju
homozygotné genotypy AA a CC. Priemerné hodnoty pri tychto genotypoch prevysujua

odporacanu hladinu cholesterolu, teda tieto genotypy sa javia ako negativne ovplyviiujuce

evve

vwe

namerané hodnoty sa vyskytuju u heterozygotného genotypu AC. V parametri gluk6za boli

najvyssie hodnoty namerané u genotypu CC. Avsak vtomto pripade nevykazuje tento

cvvr

v

cwwr

variany koeficient, vykazuje naopak najvyssie hodnoty variacného koeficientu, ¢o znaci,
Zze minimalne a maximalne hodnoty jedincov tejto skupiny sa v parametri BMI liSili

najviac prave v genotype CC. Do tretice sa ndm potvrdilo, Ze heterozygotny genotyp AC

vwe

vSeobecnosti sa najvysSie hodnoty pre nami sledované parametre vyskytuju

vwe

u homozygotného hodnoty pozorujeme
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U heterozygotného typu genotypu AC. Strednu hodnotu predstavuje homozygotny genotyp
AA, u ktorého vSak mézeme pozorovat’ vyskyt maximalnych nameranych hodndt takmer
pre vSetky skimané parametre. Teda z hl'adiska vplyvu na hodnoty meranych parametrov
aich dopadu na zdravie ¢loveka sa javi ako najvhodnejs$i heterozygotny genotyp AC.

Avsak tento jav je potrebné d’alej skiimat’ v rozsiahlejSich stadiach.

45 Statisticka preukaznost’ rozdielov sledovanych parametrov

45.1 Statisticka preukaznost’ rozdielov sledovanych parametrov v zavislosti od
pohlavia
Pomocou t-testu zistime preukaznost' rozdielov, vtomto pripade konkrétne

Vv zavislosti od pohlavia.

Tabulka &. 16 Statisticka preukaznost rozdielov v zavislosti od pohlavia

Parameter t-test Stupne vol'nosti Diferencie
preukaznosti

CHOL mmol/I | 0,12 22 -0,05°

muzi/zeny

GLU mmol/I | 2,33 22 0,63 +

muzi/zeny

BMI kg/m* | 1,68 22 1,53 "

muzi/zeny

Po vyhodnoteni t-testu sme zistili, Ze hodnoty celkového cholesterolu v nami sledovanej
skupine nevykazuji ziadnu zavislost od pohlavia (p > 0,05), tzn. Ze vysSie Ci nizsie
hodnoty sa mézu vyskytovat’ rovnako v skupine muzov, ako aj v skupine Zien. Podla
hodnoty diferencie preukaznosti, vS§ak mézeme konstatovat’, ze v nami sledovanej skupine
sa vysSie hodnoty hladiny cholesterolu vyskytovali v skupine Zien. Rovnako aj hodnota
BMI nevykazuje zavislost' od pohlavia (p >0,05). Pre tento parameter vSak boli vysSie
hodnoty preukazané v skupine muZov. Jedinym parametrom s pozitivhou zéavislostou od
pohlavia (p< 0,05) je hladina glukézy vkrvi. Pricom na zaklade predchadzajicich
vysledkov mézeme konStatovat’, Ze predispoziciu k vyS$§im hladindm glukézy v krvi maja

muzi.
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45.2 Statisticka preukaznost’ rozdielov v zavislosti od genotypu
Pomocou t-testu sme hodnotili velkost” vplyvu jednotlivych genotypov na hodnoty

troch nutriénych parametrov: cholesterolu, glukdézy a BMI.

Tabulka &. 17 Statisticka preukaznost rozdielov v zavislosti od genotypu

Znak t-test Stupne vol'nosti | Diferencie
preukaznosti

CHOL AA CHOL AC 1,01 18 0,50
CHOL AA CHOL CC 0,00 11 0,00
CHOL AC CHOL CC 0,93 13 0,12

GLU AA GLU AC 0,44 18 0,16

GLU AA GLU CC 1,13 11 - 0,45
GLU AC GLU CC 2,84 13 -0,61 +
BMI AA BMI AC 0,55 18 0,65

BMI AA BMI CC 0,60 11 -1,04
BMI AC BMI CC 0,99 13 - 1,69

Pomocou t-testu sme porovnavali Statistickii preukaznost’ rozdielov v zéavislosti od typu
genotypu. Pre parameter cholesterol nevykazuje ani jedna z kombinacii genotypov
(AA:AC, AA:CC, AC:CC) pozitivnu Statisticki preukaznost’ rozdielov (p> 0,05).
Porovnavanie genotypov AA:CC vykazuje nulova zavislost’. Teda vysoké, ¢i nizke hladiny
cholesterolu sa mézu vyskytovat’ s rovnakou pravdepodobnost'ou u vsetkych troch typov
genotypu leptinu. Podla hodnoty diferencie preukaznosti vSak z vysledkov v tabulke
vidime, Ze najvyssie hodnoty cholesterolu vykazovali jedinci s homozygotnym genotypom
AA. Iné vysledky mézeme pozorovat pri parametri glukdéza. V tomto pripade
porovnavanie genotypov AA a AC, rovnako ako aj genotypov AA a CC nevykazuje
Statisticka preukaznost’ ( p> 0,05). Naprieck tomu mbézeme uz na zaklade tychto vysledkov
poukézat’ na fakt, Ze vyrazne zvySené hladiny glukdzy st preukazné pre genotyp CC, avSak
ich preukaznost’ nie je Statisticky vyznamna. Pri porovnavani genotypov AC a CC hola
Statisticka preukaznost’ rozdielov potvrdena (p< 0,05), tzn., Ze tato rozdielnost je
Statisticky vyznamnd. Tieto vysledky ndm teda dokazuju, Ze mutacia genotypu CC
vyraznejSie zvySuje kone¢ntl koncentraciu glukozy v krvi. Parameter BMI, podobne ako aj

cholesterol, nevykazuje vyznamnu $tatistickil preukaznost’ rozdielov v zavislosti od typu
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genotypu (p= 0,05). Aj pri tomto parametri vSak mozZeme pozorovat’ vyskyt najvyssich
hodnot pre homozygotny genotyp CC. V sulade so ziskanymi vysledkami mézeme
povedat, Ze zhladiska ovplyvilovania skumanych nutricnych parametrov sa ako
najvhodnejsi pre udrzanie si zdraviu prospesnych hodnoét javi heterozygotny genotyp AC,
nakol'ko u homozygotnych typov AA a CC pozorujeme zvySené hodnoty pre tieto nutri¢né

parametre.

4.6 Korela¢na analyza
V d’alSej Casti vyskumu sme sa zamerali na analyzu tesnosti linedrnej zavislosti medzi
zvolenymi premennymi/veli¢inami. Zo skimanej skupiny troch premennych sa analyzovali
vzdy vztahy medzi dvoma z nich. V praxi sa jednalo o:

e cholesterol

e glukozu

e BMI (Body Mass Index)
Do analyzovanej Statistickej skupiny bolo zahrnutych 24 jedincov, pricom vyskum
v oblasti koreldcie medzi zvolenymi Statistickymi znakmi bol rozdeleny do troch
zékladnych skupin; zahffial muzov, zeny a tretou skupinou boli sumarne vysledky za obe
pohlavia.

4.6.1 Korelacna analyza v skupine muzov

Tabulka ¢. 18 Korelacie pre muzov (n=9)

Parameter Hodnota
CHOL : GLU 0,4089 ++
CHOL : BMI - 0,0808 -
GLU : BMI 0,5053 +++

Medzi hladinou cholesterolu a hladinou glukézy u muzov sme zaznamenali stredne silnt
Statistickil zavislost, z ¢oho modzeme usudit, ze v skimanom Statistickom stbore —
Umuzov — sa so zvySujucou hladinou cholesterolu zvySuje aj hladina glukézy. Tato
zavislost’ plati pre nami skiimanu skupinu jednotlivcov. Porovnavanie parametrov hladiny
cholesterolu a hodnoty BMI nam prinieslo v skupine muzov pozoruhodné zistenie. Pri
tychto parametroch sa vyskytla slaba negativna Statisticka zavislost, ¢o by v praxi

znamenalo, Ze s narastajucou hladinou cholesterolu sa znizuje hodnota BMI. Tu vSak
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nastdva znacna rozporuplnost s mnohymi vyskumami, ktoré dokazuju, ze u ludi
s hodnotami BMI nad rdamec normy (18-24 kg/m?) sa vyskytuju aj zvySené hladiny
celkového cholesterolu. Z uvedenych dovodov je tento vysledok hodny d’alSej analyzy,
resp. potvrdit’ ho na d’alsej statistickej skupine. Medzi gluk6zou a BMI sme zistili relativne
silne pozitivnu Statisticki zavislost’, v praxi to znamend, Ze s narastajuicou hladinou
glukozy sa zvySuje aj hodnota BMI. Tento jav mézeme pozorovat najméd u l'udi trpiacich
ochorenim diabetes mellitus, ked’ze toto ochorenie je vo vécSine pripadov sprevadzané
zvySenou hmotnostou.

4.6.2 Korelaéna analyza v skupine Zien

Tabulka ¢. 19 Korelacie pre zeny ( n=15)

Parameter Hodnota
CHOL : GLU 0,1405 +
CHOL : BMI 0,5462 +++
GLU : BMI 0,5863 +++

Dan¢ vztahy boli skimané aj zvlast’ v skupine zien. V tomto Statistickom subore mézeme
pozorovat’ slabu pozitivnu Statistickti zavislost’ medzi parametrami cholesterol a glukoza.
Vzhl'adom na skutocnost, ze intenzita tesnosti sa priblizuje K nule, zavislost medzi
premennymi je minimdalna, resp. zo Statistického hladiska obmedzena. Vyskum dalej
preukézal siln Statisticki zavislost medzi cholesterolom a BMI; tzn. v skupine Zzien
s rasticou hladinou cholesterolu v krvi existuje intenzivny predpoklad stupajiacej hodnoty
BMI. Téato skutocnost’ potvrdzuje logicku a vziti paradigmu suvisiacu s vyS§im obsahom
cholesterolu a nadmernou hmotnost'ou jedinca (tzn. tento vztah vykazuje priamu tmeru).
Obdobny vysledok bol u Zien potvrdeny aj pri skimani intenzity tesnosti linedrne;j
zavislosti medzi glukozou a BMI. V tomto pripade bola potvrdena silné pozitivna zavislost’
medzi skimanymi premennymi. Bolo teda preukazané, Ze s rasticou hladinou cukru

Vv krvi dochadza k néarastu hodnoty BMI.

Pri porovnavani dvoch Statistickych siborov — muZov a Zien, bolo preukazanych niekol’ko
Statistickych odliSnosti (tie vSak mozu ciastone suvisiet s obmedzenym rozsahom
celkového statistického suboru). V prvom rade, u zien bola deklarovana slaba pozitivna

korelacia medzi hladinami gluk6zy a cholesterolu, naproti tomu u muzov mézeme
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zavislost medzi premennymi hodnotit’ ako strednd, pozitivnhu zavislost. Tiez bol
preukazany Statisticky nestlad v pripade analyzy vztahu medzi cholesterolom a BMI. Kym
uUmuzov sa preukazala slabd negativna zavislost (v praxi takmer ziadna), u Zien sa
potvrdila silna pozitivna zavislost’, ktora potvrdzuje logicky predpoklad vztahu medzi
tymito veli¢inami. Relativne zhodny vysledok bol dosiahnuty len v stvislosti
S porovnavanim parametrov glukéza a BMI, v oboch skimanych skupinach sa potvrdila

silnd pozitivna korelacia.

4.6.3 Korelacna analyza pre cely sledovany stibor

Tabulka ¢. 20 Korelacie pre cely subor (n=24)

Parameter Hodnota
CHOL : GLU 0,1892 +
CHOL : BMI 0,407 ++
GLU : BMI 0,5950 +++

Poslednou castou analyzy bolo preskiimanie vystupov bez zohladnenia jednotlivych
pohlavi, Statisticky stbor sa skimal ako celok. Vztah medzi glukézou a BMI vykazoval
silnt pozitivnu korelaciu (o bolo spdsobené ,,synergickym* efektom, nakol’ko aj u muzov,
aj u zien bol tento trend potvrdeny). TaktieZ korelacia medzi cholesterolom a BMI bola
pozitivna, stredne silného charakteru. Pri sumarizécii tychto dvoch vysledkov mozeme
dané hodnoty interpretovat’ v takom zmysle, ze narastajica hladina glukdzy, resp.
cholesterolu v krvi ma kladnt savislost’ so zvySenou hodnotou BMI. Tesnost’ linearnej
zévislosti medzi cholesterolom a gluk6zou bola pozitivna, avSak slaba. Vysledna hodnota
za cely subor bola vSak ovplyvnena vac$im poctom zien zahrnutych do vyskumu, tzn.

vysledok dosiahnuty za skupinu zien mal va¢$iu vahu, vacsi vplyv na sumérny vysledok.
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5 Diskusia

Zistené vysledky pre Lep gén koreSponduji s idajmi autora Ren et al. (2004), nakol’ko
taktieZ uvadzaji vyskyt alel Lep® (242 bp)a Lep® (181 a 61 bp). Zhoda nastala aj pri
porovnavani vyskytu jednotlivych kombinacii genotypov, pricom v nami sledovanom

stbore rovnako ako v §tudii Ren et al. sa najCastejSie vyskytoval genotyp AC.

Sledovant skupinu tvorilo 9 muZov a 15 Zien, priCom po zhodnoteni vysledkov
mozeme skonStatovat, Ze muZi vykazovali zvySené hodnoty v parametri glukdza a BMI.
V nami sledovanej skupine sme u zien pozorovali v porovnani s muzmi vys$sie hladiny
cholesterolu v krvi. Asociacia medzi Zenskym pohlavim a zvySenym cholesterolom sa
potvrdila aj v stadii Isles et al. (1996). Vplyv Zenského pohlavia na nutricné parametre bol
preukazany aj v pracach Jackson et al. (2006) a Bakari et al (2006), kde sa v oboch

potvrdila asocidcia medzi hodnotami BMI a Zenskym pohlavim.

Po zhodnoteni vplyvu genotypu a porovnani Statistickej preukaznosti jednotlivych
typov genotypov na nami tri hodnotené parametre cholesterol, gluk6za a BMI sme dospeli
k nasledovnym vysledkom. Kombinacia genotypu CC vykazuje vo vSetkych troch
parametroch najvysSie hodnoty, priCom pre parameter glukoza bola potvrdenad pozitivna
Statisticka vyznamnost’ na jej zvySujuce sa hladiny v porovnani s genotypom AC. Taktiez
sa pri tomto type genotypu preukazali najvyssie hodnoty aj pre ostatné merané parametre
V porovnani s genotypmi AA ¢i AC, pri tychto parametroch vSak nebola vyznamna
Statisticka preukaznost” dokazana. Mozeme teda predpokladat, Ze prave tato kombinacia
genotypu bude mat negativny vplyv na zvySujice sa hodnoty tychto nutricnych
parametrov. Naopak, ako pozitivna kombindcia sa javi kombinacia AC, pri ktorej
pozorujeme najnizSie hodnoty. V porovnani so $tidiou Riestra et al. (2010), v ktorej sa
vysoké hodnoty BMI vyskytovali u heterozygotného typu genotypu mézeme pozorovat
rozdiel v zistenych vysledkoch. Avsak v stadii Vasku et al. (2006) dospeli k podobnym
vysledkom v danom parametri, nakol’ko aj tu sa potvrdili najvysSie hodnoty BMI
v homozygotnom type GG pri d’alsej mutacii v géne Lep Vv pozicii 2548 G/A. V dalsej
Stidii zameranej na hodnotenie vplyvu leptinu na skimané parametre doSla autorka
k nieckol’kym zaverom. Podobne ako V predchadzajiucich vyskumoch sa potvrdila
Statisticky pozitivna preukaznost’ vplyvu leptinu na hodnoty BMI, naopak pozitivna

preukaznost’ leptinu na hladinu cholesterolu v krvi nebola v tejto studii potvrdena (Al-
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Sulaimani, 2004). V praci Ahren et al. (1997b) autori uvadzaju, ze hladina leptinu koreluje
s hodnotou BMI ataktiez aj s hladinou glukozy (p< 0,001). Znizenie hladiny leptinu
korelovalo so znizenim hladiny glukoézy, ale nie s pociato¢nou telesnou hmotnost'ou alebo

zmenami telesnej hmotnosti.

Zhodnotenie Statistickej preukaznosti diferencie v zavislosti od pohlavia
K meranym parametrom cholesterol a BMI sa nepotvrdilo. Ako vSak bolo spomenuté
Vv praci Isles et al. (1996) u Zien méZeme pozorovat vysSSie hladiny cholesterolu ako u
muzov. Jedingym parametrom s pozitivnou Statistickou preukaznostou bola glukéza. Ako
ukazuju naSe vysledky, muzské pohlavie sa vyznacuje predispoziciou k vySSim hladindm
glukézy v krvi. Tieto vysledky sa zhoduju s vysledkami publikovanymi v $tudii Hameed et
al. (2002), v ktorej autori taktiez potvrdili suvislost medzi muzskym pohlavim a vys$§imi
hladinami glukozy v krvi. V stadii Shroder et al. (2003) bol u muzov preukazany aj vztah
medzi prijmom sacharidov, tukov a nasytenych mastnych kyselin k zvySenym hodnotam

BMI.

Vzijomnu asocidciu medzi troma sledovanymi parametrami sme overili pouZzitim
korelacnej analyzy. Silna pozitivna korelacia sa vyskytovala medzi parametrami glukoza
a BMI. Pozitivnu koreldciu medzi tymito parametrami potvrdili taktiez Need et al. (2006),
ktory na skupine 753 Zien sledovali vztahy medzi nutricnymi parametrami. Rovnako aj
v Studii Vittal et al. (2010) bola dokazana pozitivna korelacia medzi parametrami glukoza
a BMI. Stredne silna pozitivna korelacia sa v nami sledovanom subore potvrdila medzi
parametrami cholesterol a BMI, ¢o koreSponduje s vysledkami ziskanymi projektom
MONICA realizovaného pod zastitou WHO, kde bola potvrdena vyrazna asociacia medzi
tymito dvoma parametrami (Gostynski et al., 2004). Priama asociacia medzi cholesterolom
a BMI bola preukazana aj v §tadii Shréder et al. (2003). Jedinymi parametrami, pri ktorych
nebola potvrdend vyznamna Statistickd zavislost’ su cholesterol a glukéza. V tomto pripade
mozeme rozdielne vysledky sledovat’ v §tudii Zhang et al. (2008), kde bol na pocetne;j
populacnej skupine (n=19476) zastipenej jedincami z 8 eurdpskych krajin dokézany
pozitivny vztah medzi glukézou a cholesterolom pri oboch pohlaviach.

Odlisné vysledky sa preukazali v zavislosti od pohlavia medzi parametrami
cholesterol a BMI v skupine muzov, kde sa potvrdila slaba negativna Statisticka zavislost'.

Tieto zistenia su v rozpore s vysledkami zistenymi v uz spominanej $tadii Shroder et al.
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(2003), kde sa naopak dokdzala vyrazne priama asocidcia medzi cholesterolom a BMI

stivisiaca s muzskym pohlavim.
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6 Navrh na vyuzZitie poznatkov

Vzhl'adom na predbezné zistenia, ktoré sme dosiahli prostrednictvom realizovaného

vyskumu, odporuc¢ame nasledovné navrhy:

vyuzivat' gén leptin pre hodnotenie nutriéného stavu, nakolko homozygotny typ
genotypu, najmid kombindcia CC, asociuje so zvySenymi hodnotami troch
nutricnych parametrov, ato cholesterolu, glukézy a BMI. Tato skuto¢nost’ bola
Statisticky potvrdena,

overovat’ vplyv leptinu pri substitu¢nej lieCbe alebo individualne; diéte,

do experimentu vélenit’ aj skiimanie u¢inku d’alSich dvoch génov LEPR a GHR,
pripadne aj jeho receptora,

zohl'adniovat’ vplyv pohlavia pri hodnoteni nutriéného stavu a tvorbe diétneho
rezimu, nakol’ko po zhodnoteni nasho vyskumu sa potvrdilo, Ze pre kazd¢ pohlavie
existuje tendencia k narastajicim hodnotam nutri¢nych parametrov,

vplyv tychto génov overovat’ na §irSej skupine respondentov S réznym nutriénym

stavom.
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1 Zaver

V stlade scielmi prace sme metédou PCR-RFLP metody sme potvrdili
polymorfizmus kandidatskeho génu leptinu, priCom boli zistené 3 genotypy
s nasledovnymi bazovymi frekvenciami: CC (181 bp+61 bp), AC (242 bp+181 bp+61 bp)
a AA (242 bp). V sledovanej populacii 24 Tudi bol najCastejSie sa vyskytujicim
genotypom AC, ktory bol ur¢eny u 11 jedincov. Toto urcenie ndm umoznilo sledovat
vplyv jednotlivych genotypov na tri nutricné parametre cholesterol, glukézu a BMI.
Pomocou zakladnej Statistiky sme zistili, Ze najvyznamnejSi vplyv na nami zvolené
nutricné parametre vykazoval genotyp CC, u ktor¢ho sa vyskytovali najvyssie sledované
hodnoty. Vyrazny vplyv genotypu CC na hladinu glukézy v krvi bol potvrdeny pouzitim t-
testu, pricom bola dokazana pozitivna Statisticka zavislost’ (-0,61). Zo zistenych vysledkov
teda vyplyva, Ze homozygotny genotyp CC by mohol zohravat’ déleziti tilohu pri rozvoji
metabolickych ochoreni, preto je potrebné jeho dalSie sledovanie. Metodu t-testu sme
vyuzili aj pri hodnoteni vplyvu pohlavia na nutri¢né parametre cholesterol, glukézu a BMI,
na zéklade ¢oho sme zistili, Ze muzské pohlavie ma vyrazne preukazny vplyv na vysSie
hladiny glukézy v krvi (0,63). Ddlezité je taktiez zhodnotenie vzajomnych vplyvov troch
hodnotenych parametrov, ktoré sme hodnotili pouzitim korela¢nej analyzy. Silne pozitivna

Statisticka zavislost’ sa dokazala medzi parametrami gluk6za a BMI (0,5863).

Poznanie vplyvu génu prijmu potravy leptinu na nutricny stav organizmu cloveka je
mimoriadne dolezité jednak z dovodu intenzivneho poznania funkcionality T'udského
organizmu, jednak umoznuje aplikaciu ziskanych poznatkov do bezného Zivota s cielom
chranit’ zdravie ¢loveka. Porucha funkcionality tohto génu moéze viest’ k vzniku obezity,

diabetes melitus II. typu, kardiovaskularnych ochoreni a poruchdm imunity.
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