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1. SOUHRN

Cilem predkladané dizertacni prace bylo pfispét k objasnéni etiologie ¢asné vzniklé
obezity u déti. Pandemie obezity v poslednim desetileti vedla k narGstu poctu studii
zabyvajicich se problematikou obezity. Intenzivni vyzkum obezity pfinesl objevy nékolika
gentl, jejichz mutace vedou ke vzniku tézké obezity bez vyznamného ptispéni dalSich faktori.
Obezita zplisobena mutaci jednoho genu se oznacuje jako monogenni typ obezity. Produkty
genl, jejichz mutace vedou k ¢asnému vzniku obezity, jsou soucasti komplexniho systému
regulaci energetické bilance. Nositelé mutaci vétSinou nemaji kromé tézké obezity vzniklé
v raném détstvi zadné dalsi charakteristické znaky.

Mutace genii pro leptin, leptinovy receptor, proopiomelanokortin, prohormon
konvertazu 1, melanokortinovy receptor 3. typu a melanokortinovy receptor 4. typu narusuji
ptirozenou humoralni signalizaci mezi perifernimi tkdnémi a hypothalamickymi centry sytosti
a hladu. Defekty ve vSech uvedenych genech jsou spojeny s poruchou jidelniho chovani ve
smyslu pfejidani a s ndslednym rozvojem tézké obezity v Casném détstvi. Mutace genu pro
melanokortinovy receptor 4. typu predstavuji nejcastéjsi pfi¢inu monogenni obezity, nebot’
prevalence jejich vyskytu u osob s Casné vzniklou obezitou ¢ini v nekterych populacich az

6 %. Ostatni monogenn¢ podminéné formy obezity se vyskytuji sporadicky.

V této praci (STUDIE 1) jsme zkoumali prevalenci mutaci genu pro melanokortinovy
receptor 4. typu (MC4R) v souboru témét 300 déti s casn¢ vzniklou obezitou. Analyzovali
jsme kodujici oblast tohoto genu a identifikovali jsme 7 nositeld mutaci. Z nich u jednoho se
jednalo o novou, dosud nepopsanou mutaci, a jeden chlapec nesl mutaci genu
v homozygotnim stavu. V rdmci fenotypické analyzy jsme porovnali vyvoj télesné hmotnosti
mezi heterozygotnimi resp. homozygotnimi nositeli mutace a mezi obéznimi osobami, které
mutaci nenesly. Z vysledkt vyplynulo, ze fenotypicky nelze odlisit nositele mutace MC4R od
osob, které mutaci nemaji. Pouze homozygotni nositel se vyznacoval ¢asnym vznikem velmi
tézké obezity. Zjistili jsme povzbudivou skutecnost, Ze nositelé mutace jsou pii redukénim
rezimu schopni dosdhnout srovnatelného ubytku télesné hmotnosti jako ti, ktefi mutaci
nemaji. Funk¢ni analyza nové varianty tohoto genu odhalila snizenou funkci receptoru.
Zaveérem lze fici, ze prevalence mutaci MC4R genu ve zkoumané populaci Ceskych déti

s ¢asn¢ vzniklou obezitou ¢inila 2,4 %.



STUDIE 2 byla vénovana prvnimu skrininku mutaci a variant genu pro neuromedin U
(NMU) u lidi. NMU hraje roli v regulaci energetické bilance, jak ukdzaly studie provadéné na
mySich modelech. Mysi se zcela nefunkénim NMU genem vykazuji nérGst télesné hmotnosti,
snizeny energeticky vydej a rozvoj obezity. Provedli jsme genetickou analyzu kodujici oblasti
NMU genu a hledali jsme varianty u témét 300 ceskych obéznich déti a 84 danskych
dospélych obéznich jedinci. Identifikovali jsme novy polymorfismus a raritni variantu u
jednoho ceského probanda. Polymorfismus byl genotypizovan v obecné danské populaci
(n=5851) a bylo prokazano, ze nami zjiSténa varianta je spojena s nadvahou a obezitou.

Raritni varianta kosegregovala v rodin¢ probanda s asnym vznikem obezity.

Ve STUDII 3 jsme se zabyvali genem kodujicim receptor pro sekretagogy ristového
hormonu; growth hormone secretagogue receptor (GHSR). Odhalili jsme dva neptibuzni
jedince s mutaci v oblasti promotorové oblasti tohoto genu. Tato varianta v jedné rodin€ zcela
kosegregovala s obezitou. Genotypizace 6365 danskych jedinct ukazala, ze tato varianta neni
asociovana s obezitou. Zda se, Ze nami objevena raritni varianta, ktera méni funkci genu,

muze v nekterych rodinach zvysit riziko vzniku obezity.

Vysledky skrininku polymorfismu Leul62Val v genu pro peroxisome proliferator
activated receptor alpha (PPARa) jsou popsany ve STUDII 4. Studie se uskute¢nila jednak ve
skupiné osob s diabetem 2. typu a jednak ve skupiné jedinct s dyslipidémii. Obé skupiny a
jejich genotyp byl srovnadvan se skupinami kontrol. Zjistili jsme, ze polymorfismus
Leul62Val nesouvisi s vyskytem diabetu ¢i obezity. Na druhé strané, homozygotni nositelé
tohoto polymorfismu maji vyssi hladiny triacylglycerida a cholesterolu. Lze fici, Ze varianta

Vall62Val je spojena s vyssimi hladinami lipidi.

Tti clanky, které byly jiz publikovany v mezindrodné uznavanych Ccasopisech
s faktorem impaktu, se tykaji problematiky obezity a jsou zahrnuty v této praci. Dalsi ¢lanek
je t&. vrecenzim fizeni v Casopisu simpakt faktorem. Tato prace zarovenn piredklada
prehledové clanky, vénované monogennim formdm obezity, na jejichz vzniku jsem se

podilela béhem svého studia.

Zavérem lze konstatovat, ze vysledky provedenych studii pfispély k porozuméni

patofyziologickym mechanismiim vzniku obezity.
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2.UVOD

Obezita je multifaktorialné podminéna metabolickd porucha charakterizovana
zmnozenim télesného tuku. Je dusledkem interakce genetickych dispozic s faktory zevniho
prostiedi. Celosvetovy nartist prevalence obezity je dan jednak zménami stravovacich navykd,
a to zejména zvySenou spotiebou potravin s vysokou energetickou denzitou a vysokym
podilem tuki a jednoduchych sacharidi, jednak poklesem pohybové aktivity. Zprava
International Obesity Task Force pro Svétovou zdravotnickou organizaci z roku 2004 uvadi,
ze na celém svété asi 10 % déti a dospivajicich ma ve véku mezi 5 a 17 roky nadvéhu a
2 — 3 % jsou obézni (Stettler 2004). Obezita v détském veéku piedurcuje jedince k obezité
v dospélosti a v disledku toho stoupa riziko pfedasné nemocnosti a umrtnosti vlivem
komplikaci obezity.

Regulace télesné hmotnosti je zajisténa fyziologickymi procesy, jejichz mechanismy
nejsou dosud zcela objasnény. Nicméné pandemie obezity vedla v poslednich desetiletich
k intenzivnimu vyzkumu fyziologie a patofyziologie fizeni energetické rovnovéhy a jidelniho
chovéni. Identifikace novych regulacnich cest a nasledné jedincli s genovymi mutacemi
podilejicimi se na regulaci energetické rovnovahy potvrzuje nezanedbatelny vliv genetickych
faktorti v rozvoji obezity.

Obezita je vysledkem interakce faktoru prostiedi a faktori genetickych, jak jiz
v poslednich dvaceti letech ukdzala fada studii. Ve 40 - 70 % jsou zmény tclesné hmotnosti
determinovany faktory genetickymi. Genetické vlohy mohou bud’ tendenci ke vzniku obezity
posilovat (tzv. obezigenni geny) nebo naopak pfed ni chranit (tzv. leptogenni geny).

V patofyziologii béZnych forem obezity se predevsim uplatituje dédi¢nost polygenni,
u které se na vzniku obezity podili nékolik genovych variant v interakci s prostiedim. Mezi
geneticky determinované faktory ovlivitujici rozvoj obezity patii naptiklad ptirozena regulace
energetického ptijmu, preference potravin, regulace energetického vydeje a regulace trovné
utilizace zivin.

Ukazuje se, ze néktefi jedinci, ktefi jsou nositeli ur€itych variant, jsou néachylni
(geneticka predispozice) ke vzniku obezity zejména v interakci s tzv. obezigennim
prostiedim, které v nartstu obezity béhem poslednich desetileti hralo klicovou roli. Doslo ke
zmeén¢ zpisobu stravovani, ke zvySeni mnozstvi konzumované potravy a ke snizeni pohybové
aktivity (zejména spontanni). To vSe pfispiva k pozitivni energetické bilanci. "Toxické"
(obezigenni) prostiedi ovliviiuje expresi fady gent, které se podileji na regulaci energetické

bilance.
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Lidstvo neni proti vzniku obezity chranéno, protoze v evoluci lidsky genom spise
podporoval akumulaci tukové tkané a brénil jejimu odbouravani s cilem zachovat Sanci na
preziti. Proto signdly nasyceni jsou slab$i nez signdly hladu. Tato teorie se oznacuje jako
"thrifty genotype hypothesis" (teorie usporného genotypu). V dobé hladomort v pribéhu
d¢jin lidstva doslo k vyselektovani populace s ispornymi variantami genti, nebot’ jedinci bez
uspornych variant genli vymieli (Neel 1962).

Lidsky genom v éfe vS§eobecné dostupnosti potravy neni schopen adekvatné reagovat a
1 v obezigennim prostfedi podporuje zachovani a hromadéni energetickych zdsob. Zména
prostiedi a chovani jedinci tudiz vysvétluje nartist prevalence obezity v poslednich letech.
Nicméné je zajimavé, ze k nartistu télesné hmotnosti nedochazi rovnomérné v celé populaci,
ale ze k jesté veétsSimu narGstu hmotnosti inklinuji jedinci jiz s nadvahou ¢i obezitou. I tato
skutecnost potvrzuje existenci genetickych znakli podporujicich rozvoj obezity.

Rada studii potvrdila existencii urditych skupin geneticky predisponovanych ke
vzniku obezity, mezi které¢ napiiklad patii indiani kmene Pima v Arizoné, obyvatelé
nékterych ostrovll v Pacifiku ¢i Hispanci a Afroamericané v USA (Cossrow 2004). Na druhé
stran¢, indidni kmene Pima zijici v Mexiku v leptogennim (energeticky restriktivnim)
prostfedi nejsou na rozdil od arizonskych Pima indianti obézni a nemaji vysoky vyskyt

diabetu 2. typu (Ravussin 1994).

2.1. Obezita na podkladé genetickych poruch

Onemocnéni na podkladé genetickych poruch se manifestuji nezavisle na prostiedi.
Radime k nim jednak mendelovsky dédéné syndromy s obezitou jako jednim z fenotypickych
projevi komplexniho onemocnéni, jednak mutace gend ovliviiujici energetickou bilanci, kde
obezita je jedinym nebo hlavnim klinickym projevem. Dosud bylo identifikovano ptiblizné 50
lokust spojenych se vznikem genetickych syndromi s mendelovskou dédi¢nosti a obezitou
(syndromy Bardeta-Biedla, Pradera-Williho, Cohena a dalsi) (Rankinen 2006).

V klinickém obraze téchto syndroml se kromé obezity Casto vyskytuje mentdlni
retardace, dysmorfie a organové specifické vyvojové vady. Dédicnost téchto syndromi je jak
autosomalni, tak vazana na X-chromosom. U vétSiny z nich byly identifikovany geny resp.
chromosomalni oblasti spojené se vznikem syndromu, avSak dosud se nepodafilo najit
spojitost mezi molekularni poruchou a fenotypickym projevem. Ve vétSin€ piipadd je
produktem mutovaného genu intracelularni protein, ktery se exprimuje v celém téle a jehoz
funkce dosud neni jasnd. K objasnéni patofyziologie genovych produktll je nezbytné fadné

charakterizovat nositele mutace, a tim objasnit vznik onemocnéni.
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V priabehu poslednich deseti let se vSak podatilo odhalit nékolik genti, jejichz mutace
maji potencial vyvolat tézkou obezitu bez vyznamného piispéni dalSich genl ¢i faktorh
zevniho prostfedi. Tak byly objeveny ptfipady monogenni obezity zptisobené napt. mutacemi
genu kodujicich hormony resp. neuropeptidy a jejich receptory, které jsou ptimo zapojeny do
systétmu regulace pfijmu potravy a jidelniho chovani na trovni centralniho nervového
systému (CNS).

Z vyzkumného hlediska jsou tyto pfipady pii soucasné urovni biomedicinského
poznani mnohem snadnéji detekovatelné, i kdyz tvoii pouze malou ¢ast vSech ptipadi
obezity. Jejich zkoumani prispiva k objeveni novych dosud neznamych patofyziologickych
procest v regulaci energetické bilance. Vyznacuji se ¢asnym vznikem obezity a obvykle i
vysokym stupném zavaznosti. Nejcastéjsi pti¢inou obezity na podkladé mutace jednoho genu
je mutace melanokortinového receptoru 4. typu (MC4R), kterou lze zjistit az u 5,8 % vsech
pripadu tézké obezity vzniklé v casném détstvi (STUDIE 1).

Podstatné Castéji se na vzniku obezity podili nékolik genovych variant (polygenni
forma) v interakci s prostiedim. Tyto geny a jejich varianty se uplatiuji v regulaci
energetického piijmu, jidelniho chovani a energetického vydeje. Genetickd analyza
komplexnich chorob je zaméfena na vyzkum kandidatnich genti a na celogenomové
mapovani. Vyzkum kandidatnich genti se provadi asociacnimi a vazebnymi studiemi
(association, linkage studies) a zkoumaji se geny, kde se ptedpokldda vliv na patogenezi
onemocneénti.

Vyzkum se provadi na znamych genech nebo na genech s biologickou funkei, které
byly objeveny vazebnou analyzou, expresivnimi studiemi, pozi¢nim klonovanim ¢i studiemi
na zvifecich modelech. Cilem je najit souvislost mezi variantami kandidatniho genu a urcitym
fenotypickym projevem. S pfibyvajicim mnozstvim studii se ukazuje, Ze vysledky vlivu
jednoho studovaného genu jsou casto rozporuplné, coz muize byt dano jak genetickou
variabilitou sledovanych populaci tak i variabilitou prostiedi, které vyrazné ovliviiuje expresi
genll.

Ke snadnéjsi identifikaci novych kandidatnich genti je tfeba navySovat statistickou silu
studii posilenim poctu zkoumanych jedincti, jejich podrobnym fenotypickym popisem,
pouzitim extrémnich piipadl a vyloucenim stratifikace (pfitomnosti riznych podskupin

v ramci studované skupiny — napf. etnickou ¢i genetickou variabilitou).
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2.2. Principy Fizeni energetické homeostazy na arovni CNS (Obr. 1)

Energetické zasoby se za fyziologickych podminek udrzuji relativné¢ konstantné.
Energetickou homeostazu zajistuje komplexni interakce perifernich signali s CNS. Piijem
potravy je fizen centrem sytosti a hladu ve ventromedidlnim (VMH) a lateralnim
hypothalamu (LH). Tato centra neuront piijimaji humoralni signaly z tukové tkané (leptin)
a z gastrointestinalniho traktu (cholecystokinin, ghrelin, obestatin, peptid YY3.36, inzulin,
oxyntomodulin, glucagon-like peptide 1), metabolické signaly (glykémie, hladiny
aminokyselin a ketolatek) a aferentni neurogenni signaly z gastrointestinalniho traktu (napf.
distenze zaludku zprostfedkovana signaly bloudivého nervu).

V CNS v oblasti nucleus arcuatus (ARC) existuji dva typy neuront - orexigenni a
anorexigenni. Orexigenni neurony zprostiedkuji signalizaci pomoci neuropeptidu Y (NPY) a
agouti-related peptidu (AgRP). Jejich aktivaci dochéazi ke zvySeni energetického piijmu a ke
snizeni energetického vydeje. Anorexigenni signalizaci zajistuje proopiomelanokortin
(POMC) a cocaine-amphetamine related transcript (CART). Jejich aktivaci dochazi k poklesu
energetického piijmu a ke zvySeni energetického vydeje. Oba typy neuronil piedavaji
informaci o stavu télesnych zasob neuroniim v oblasti hypothalamu, které téz dostavaji
informace prostfednictvim adrenergnich, dopaminergnich, serotoninergnich a
endokanabinoidnich signalii. Tyto neurony exprimuji Y1 receptory (Y 1R) a melanokortinové
receptory 4. typu (MC4R). Orexigenni neurony piedavaji svoji informaci do LH (centrum
hladu) a aktivaci orexigennich pisobkl (melanin koncentrujici hormon — MCH, orexiny A, B)
stimuluji pfijem potravy. Naopak anorexigenni neurony informuji oblast VMH (centrum
sytosti), a tim dochazi k aktivaci anorexigennich pusobku (thyrotropin uvolnujici hormon —
TRH, kortikoliberin — CRH, oxytocin). Vysledkem této aktivace je navozeni pocitu sytosti a
zvyseni energetického vydeje.

Energeticky vydej je ovlivnén nejen TRH, ale i POMC, jehoz neurony zasahuji i do
oblasti sympatického nervového systému, ktery aktivuje beta-adrenergni receptory. Vzhledem
k tomu, Ze vétSina popsanych mutaci naruSuje signalizaci zprostfedkovanou leptinem,

zamétime se na tuto regulacni drahu podrobnéji.

2.3. Leptino-melanokortinova draha regulace energetické bilance (Obr. 1)

Leptin je produkovan zejména adipocyty. Piindsi signaly o stavu vyzivy do CNS
prostiednictvim vazby na leptinové receptory (LEPR), které jsou piitomny v ARC
v hypothalamu. Po navazani leptinu na receptor nasledné dochazi ke stimulaci osy

anorexigennich neuropeptidi a k inhibici osy orexigennich neuropeptidi (viz. vyse).
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Stimulovany polypeptid POMC se pod vlivem enzymu prohormon konvertazy 1 a 2 (PC1,
PC2) stépi na nékolik funkénich peptidl — tfi formy hormonu stimulujiciho melanocyty (alfa-
MSH, beta-MSH a gama-MSH), adrenokortikotropni hormon (ACTH), beta- a gama-
lipotropin a beta-endorfin.

Alfa-MSH svoji vazbou na melanokortinovy receptor 3. typu (MC3R) a 4. typu
(MC4R) aktivuje anorexigenni plsobky a tim vyvola snizeni pfijmu potravy a zvySeni
energetického vydeje. SouCasné leptin inhibuje neurony s orexigennim pisobenim (NPY,
AgRP, MCH, orexiny) a tim potlacuje jejich vliv na zvySeny pfijem potravy a sniZeny
energeticky vydej. Kone¢nym disledkem vlivu leptinu na CNS je sniZeni pFijmu potravy a
zvySeni energetického vydeje.

Zasadni vyznam jednotlivych gent orexigenni ¢i anorexigenni osy byl prokazan nejen
v experimentech na mysich modelech, ale i u konkrétnich obéznich pacientli. V souvislosti
s Casné nastupujici monogenné podminénou obezitou byly popsdny mutace genu pro leptin
(LEP), LEPR, POMC, PC1, MC3R a MC4R.

V této souvislosti je =zfejmé, ze hypothalamicky melanokortinovy systém
pfedstavuje jeden z nejkomplexnéjSich systémi v endokrinologii ¢lovéka, jelikoz se podili
nejen na regulaci energetického piijmu a energetického vydeje, ale ovlivituje i pigmentaci

(alfa-MSH) a funkci nekterych endokrinnich zlaz.

Obr. 1 Rizeni energetické bilance - interakce periferie s centralnim nervovym systémem

(upraveno podle Bell 2005, Gale 2004)
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Neurony NPY/AgRP (orexigenni) a POMC/CART (anorexigenni) v ARC
hypothalamu hraji klicovou roli vregulaci energetické bilance. Aktivace orexigennich
neurond stimuluje pfijem jidla, naopak aktivace anorexigennich neurond pfijem potravy
potlacuje. Tyto dva typy neurond pfijimaji mnoho signalll z periferie. Leptin a inzulin svym
ptisobenim v CNS aktivuji anorexigenni neurony a inhibuji neurony orexigenni. Ghrelin
orexigenni neurony aktivuje, PYY3.36 je naopak inhibuje. Orexigenni neurony potlacuji funkci
neurond anorexigennich prostfednictvim Y 1R. Signaly obou typl neuronti aktivaci ¢i inhibici
receptort (MC4R, Y1R) ovliviiuji neurony v hypothalamickych centrech sytosti (VMH) a
centrech hladu (LH). Tyto neurony spolecné s pfidatnymi signaly (adrenergnimi,
dopaminergnimi, serotoninergnimi, endokanabinoidnimi) reguluji pfijem potravy a vydej
energie.

AgRP, agouti-related peptid; CART, cocaine-amphetamine related transcript; CRH, hormon uvolfujici
kortikotropin; GHSR, growth hormone secretagogue receptor; GIT, gastrointestinalni trakt; INSR, receptor
inzulinu; LEPR, leptinovy receptor; LH, lateralni hypothalamus; MCH, melanin koncentrujici hormon; MC3R,
melanokortinovy receptor 3. typu; MC4R, melanokortinovy receptor 4. typu; MSH, melanocyty stimulujici
hormon; NPY, neuropeptid Y; PCl, prohormon konvertdza 1; PC2, prohormon konvertaza 2; POMC,

proopiomelanokortin; PYY;36, peptid YY336 TRH, thyrotropin uvoliujici hormon; VMH, ventromedialni
hypothalamus; Y1R, receptor Y1; Y2R, receptor Y2.

2.4. Pfinos studii na laboratornich modelech k vyzkumu obezity

K identifikaci genl asociovanych s obezitou velkou mérou piispély mysi modely
obezity. Tyto modely se uplatiluji jak v monogennich formach, tak i u polygennich forem
obezity. Zviteci modely se ziskavaji spontanné vzniklymi mutacemi (fat, ob, db, tub) nebo
genetickym zasahem do jejich genotypu - tzv. transgenni zvirata (agouti). U knock-out
(KO) mysich modela je gen zcela vyfazen z funkce. Oproti tomu existuji mysi modely, kde se
exprese genu posiluje (agouti, betal-adrenergni receptor a dalsi). Studiem fenotypu téchto
mySich modeld je mozné zjistit funkci sledovaného genu.

Mnoho mysich modelit monogenni obezity je znamo déle nez 40 let. Avsak az v
poslednim desetileti doslo k objasnéni molekularni podstaty a patofyziologickych
mechanisml jejich obezity. Na zdklad¢ téchto modelii byly nasledné objeveny prvni
monogenné podminéné formy obezity u ¢lovéka (Chen 1999). Velmi Casto se klinicky obraz
lidskych jedincii se stejnym defektem podobda obrazu mySich modelii. Uved'me alesponi
nejznamejs$i mysi modely (Tab. 1):
obese (ob/ob) - model mutace LEP genu se dédi autosomalné recesivné a klinicky obraz je

velmi podobny fenotypu cloveéka s defektem LEP genu. Mysi s touto mutaci maji ¢asné
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vzniklou obezitu, hyperfagii, nulové hladiny leptinu, jsou neplodné a méné rostou. Substituce
leptinem je velmi G¢inna (Coleman 1978, Halaas 1995, Pelleymounter 1995).

diabetes (db/db)- model mutace LEPR genu je téZ autosomalné recesivné podminény. Mezi
klinické projevy spojené s touto mutaci patfi ¢asny vznik obezity, hyperfagie, diabetes
melittus, hypotermie, snizené hladiny kortizolu, mensi vzrist a neplodnost (Coleman 1978,
Chen 1996, Chua 1996).

fat (fa/fa) — u mySich modelil se jednd o mutaci genu pro karboxypeptidazu E (u ¢loveka
tomu odpovida mutace PC1 genu). Dusledkem je porucha Stépeni fady prohormont a
proneuropeptidii. Projevuje se pozdéji nastupujici obezitou, hyperproinzulinémii, pfechodnou
hyperglykémii a neplodnosti. Dédi se autosomalné¢ recesivné (Coleman 1990, Cool 1997,
Naggert 1995).

agouti - je prvnim klonovanym genem obezity (transgenni model). Potlacuje vznik POMC a
navazani alfa-MSH na melanokortinové receptory (zejména melanokortinovy receptor 1. typu
(MCIR) a 4. typu (MC4R). Mysi s touto mutaci maji zluté zbarveni srsti, obezitu, hyperfagii,
zvySenou hladinu inzulinu a hyperglykémii. Monogenni mutace tohoto genu zatim u lidi
nebyly popsany, jsou znamy pouze nukleotidové varianty (Graham 1997, Michaud 1994,
Miller 1993).

mc4r - mys$i s mutaci tohoto hypothalamického receptoru jsou obézni, vice rostou, trpi
hyperfagii, maji hyperinzulinémii a hyperleptinémii; u samct je popisovana hyperglykémie.
Dale vykazuji snizenou pohybovou aktivitu a leptinovou rezistenci. Obdobné klinické znaky

nachazime u ¢lovéka zejména pti homozygotni mutaci MC4R (Butler 2001, Chen 2000b).

Jak jiz bylo fe¢eno, mysi modely jsou velmi uZite¢né pii zjiStovani role mutace nové
objeveného genu. Cilenym zasahem do genotypu mysi (transgenni mys) se nasledné zjistuje
funkce genu a role jeho produktu v patogenezi obezity. Vyhoda zvifecich modeld také
spo¢iva v moznosti cileného studia specifického fenotypického znaku (napft. energetického
vydeje) jednak odbouranim vlivu prostfedi a jednak moznosti kontrolované ovliviiovat rtizné

faktory (napf. mnoZzstvi pfijimané potravy).
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Tab. 1. Mysi modely monogenni obezity

Mysi model

Fenotyp

Dédicnost

Mysi

chromosom

Lidsky

chromosom

obese (ob/ob)

Casny vznik obezity,

hyperfagie, hypoleptinémie,

diabetes, hypotermie,
hypokortikosteronémie,
mensi vzrist, neplodnost,
pfizniva odpoveéd na

podavani leptinu

Recesivni

6 10.5cM

7931.3

diabetes

(db/db)

Casny vznik obezity,
hyperfagie, diabetes,
hypotermie,
hypokortikosteronémie,

mens$i vzrust, neplodnost

Recesivni

446.7 cM

1p31

fat (fa/fa)

Pozdni nastup obezity,
hyperproinzulinémie,
tranzitorni hyperglykémie,

neplodnost

Recesivni

832.6cM

4q32.3

agouti (A’)

Svétlé (zluté) zabarveni
srsti, obezita, hyperfagie,
hyperinzulinémie,

hyperglykémie

Dominantni

8 DI-D2

16922

mcdr

Obezita, zvysené ristové
tempo, hyperfagie,
hyperinzulinémie,
hyperglykémie (pouze u
samct), hyperleptinémie,
snizena pohybova aktivita,

leptinova rezistence,

nezménéna termogeneze pii

prijma tukd

Kodominance

18 El

18922

Obese, mutace v

karboxypeptidazu E (hlodavci) ¢i prohormon konvertazu 1 (lidé¢). Mysi modely - obese, diabetes, fat a agouti

genu pro leptin; diabetes, mutace v genu pro leptinovy receptor; fat, mutace genu pro

jsou ptirozené se vyskytujici modely obezity, oproti mc4r modelu, ktery je vysledkem genové manipulace.
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2.5. MONOGENNI FORMY OBEZITY

Diky studiim provedenym na mysSich modelech a nasledné na osobach s morbidni
obezitou byla identifikovana fada gend, které ovliviluji fizeni jidelniho chovéani a vydeje
energie. Vysledkem mutaci téchto gent je obvykle t€Zka obezita vznikajici v utlém véku.
Prestoze tyto mutace jsou velmi vzacné, jejich identifikace ndm umoziuje objasnit dosud
nezndmé patofyziologické procesy ovliviiujici energetickou bilanci.

Dnes je znamo nejméné 11 gent, u nichz je mutace jednoho genu pfi¢inou vzniku
monogenni formy obezity (Rankinen 2006). Mutace genli pro LEP, LEPR a POMC jsou
vyjimec¢né svoji uplnou penetranci a autosomalné recesivni dédicnosti. Tyto mutace vedou k
tézké obezit¢ jiz vprvnich mésicich zivota, k hyperfagii, hypogonadotropnimu

hypogonadismu a centralni hypotyredze.

2.5.1. LEPTIN (LEP)

Objev leptinu (z feckého slova leptos - §tihly) vedl k castecnému objasnéni regulace
energetické bilance na urovni CNS. Sekrece leptinu do krevniho fecisté zavisi na mnoZstvi
tukové tkané a probihd nejen v bilé a hnédé tukové tkéni, ale v mensi mife 1 v mozku, v
placenté, ve fetdlnim srdci, v kostech, v chrupavce, ve vlasovych folikulech, v zaludku a
v epitelu prsni zlazy. Fyziologickou tlohou leptinu je regulace energetického prijmu a
vydeje prostiednictvim LEPR a melanokortinové cesty v CNS (Fisher 1999).

Leptin ma vliv i na reprodukéni osu zvySenim sekrece gonadoliberinu, reguluje bunky
imunitniho systému, beta-bunky pankreatu, buiiky svalové a také se podili na regulaci
krvetvorby. Leptin stimuluje sympaticky nervovy systém a tim ovliviiuje termogenezi. Podili
se na regulaci funkce nadledvin a §titné zlazy (Moran 2003). Jak jiz bylo zminéno, regulaci
piijmu potravy zajistuje leptin cestou stimulace sekrece anorexigennich peptidi (POMC,
CART) a inhibici sekrece orexigennich peptidit (NPY, AgRP) prostiednictvi svého receptoru
v ARC hypothalamu.

Mutace genu pro LEP byly dosud popsany ojedinéle. Prvni mutace byla nalezena u
dvou velmi obéznich déti v roce 1997 (Montague 1997). Dominovala u nich Casna tézka
obezita — jedno z nich vazilo ve 2,5 letech 30 kg, druhé v 9 letech 96 kg (Montague 1997).
Porodni hmotnost u déti s mutaci leptinového genu je normalni, avSak od prvnich mésict
Zivota zacina dochazet k enormnimu nartistu hmotnosti (O’Rahilly 2002). Klinicky obraz u
lidi je napadné podobny fenotypu popisovaného u mysich modelii (Tab. 1).

Jedinci s mutaci LEP maji hyperfagii, hypogonadismus a opoZdény nastup puberty

(zacatek dospivani mezi 20. - 30. rokem) (Gibson 2004, Montague 1997, Ozata 1999, Strobel
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1998, Zhang 1994). V laboratornim nalezu dominuji velmi nizké az nulové hladiny leptinu
(Karvonen 1998), jinak je laboratorni néalez nendpadny. Jen ojedinéle byla popsana
hyperinzulinémie spojend s mirnou hyperglykémii. Obezita omezuje postizené¢ déti jiz ve
velmi ¢asném veéku v pohybu. Je popsan ptipad ditéte, které ve véku 2 let nebylo pro obezitu
schopno chiize, a proto podstoupilo liposukci stehen. Ta nevedla ke dlouhodobému zlepSeni a
postizené dité skoncilo ve 4 letech na invalidnim voziku jako zcela imobilni.

Hyperfagie u mutace LEP je velmi ndpadna. Nedostupnost potravy vede déti az k
agresivnimu chovani, které se podoba chovani déti se syndromem Pradera-Williho (PWS).
Déti se dobyvaji do lednicek a jsou schopny konzumovat napiiklad zmrazené maso. VSsichni
popsani nositelé mutace genu pro leptin jsou homozygoti. Heterozygotni nositelé mutace
v mladS$im véku jsou normostenicti a pouze jen néckteii stars$i heterozygotni piibuzni maji
ponékud zvyseny obsah télesného tuku a nizsi hladiny leptinu.

Kdyz v roce 1994 Friedmann se spolupracovniky objevil leptin, nahlizelo se na tento
hormon jako na velmi slibny prostiedek v boji proti obezité. Nasledujici roky byly vénovany
intenzivnimu studiu regulace pfijmu potravy na Grovni hypothalamu. Pozdéji se ukazalo, ze
vétSina obéznich jedincii mé vysoké hladiny leptinu v disledku leptinové rezistence (Maffei
1995). Proto je aplikace rekombinantniho leptinu u béznych forem obezity malo uc¢inna ¢i
zcela bez efektu.

Na druh¢ strané, déti 1 dospéli s mutaci LEP genu jsou dosud jedini, u kterych je
mozné ucinné terapeuticky zasdhnout. Kazdodenni poddvéani rekombinantniho leptinu je
provazeno snizenim hmotnosti na uroveil normostenika, vymizenim hyperfagie, vzestupem
gonadotropnich hormont a navozenim puberty (Farooqi 1999, Farooqi 2002). U tii dospélych
osob s deficitem leptinu byl po dobu 18 mésicl aplikovan parenteralné leptin v davce 0,01-
0,04 mg/kg. Lécba vedla k poklesu BMI, ke snizeni télesného tuku, ke zvySeni fyzické
aktivity a ke zlepSeni jidelniho chovani (Licinio 2004).

Efekt rekombinantniho leptinu lze dokumentovat na pfipadu chlapce, jehoz véha
dosahovala ve 3 letech 42 kg. Po substituci leptinem doSlo k vyrazné redukci télesné
hmotnosti. Chlapec poté v 7 letech vazil 32 kg (O’Rahilly 2003). V jedné studii (O'Rahilly
2002) byl popséan vznik protilatek proti leptinu pfi jeho dlouhodobém podavani, avsak tyto

protilatky neovlivnily jeho vyrazny klinicky efekt na redukci télesné hmotnosti.

2.5.2. LEPTINOVY RECEPTOR (LEPR)
LEPR je jednoduchy transmembranovy receptor ze skupiny cytokinovych receptort.

Exprimuje se v fad¢ tkani. V hypothalamu je nezbytny pro leptinovou signalizaci (Chua 1996,
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Lee 1996, Tartaglia 1995). Pii mutaci LEPR genu dochézi k naruSeni leptinové signalizace a
nasledné k porusSeni energetické rovnovahy.

Defekty LEPR byly zatim popsany ojedinéle. V klinickém obraze se u pacientl
s defektem LEPR popisuji velmi vysoké hladiny leptinu, hyperfagie, ¢asné vznikla obezita,
chybéni pubertalniho vyvoje a infertilita v diisledku hypogonadotropniho hypogonadismu,
centralni hypotyredza, mirné ristové opozdéni a nedostatecnd odpoveéd’ sekrece rlstového
hormonu na hypoglykémii (Clément 1998, O'Rahilly 2002). N¢které studie u téchto pacientl
popisuji socidlni neptizpiisobivost a emocionalni labilitu, neni vSak jasné, zda se nejedna o
sekundarni fenomény.
jen lehce zvySend. Toto bylo dale potvrzeno metaanalyzou, kterd zkoumala tfi
jednonukleotidové polymorfismy LEPR - Lys109Arg, GIn223Arg a Lys656Asn v raznych
populacich a nenasla zadny vztah s indexem télesné hmotnosti (BMI) ¢i obvodem pasu (Heo
2001).
Tab. 2 Melanokortinové receptory (upraveno podle Abdel-Malek 2001)

Chromosom Misto exprese Funkce Lidsky fenotyp

MCIR 16924 Melanocyty, imunitni Syntéza eumelaninu,  Rusé vlasy

rrrrr

systém, endotel, Sertoliho protizanétliva reakce

bunky
MC2R 18pl11.2 Nadledviny, adipocyty Produkce Familiarni
glukokortikoid nedostatecnost
glukokortikoid
MC3R 20q13 Hypothalamus, thalamus, Kardiovaskularni Monogenni
hippokampus, ptedni funkce, termogeneze  obezita
amygdala, kortex a regulace chuti k
jidlu
MC4R 18q22 Centralni nervovy systém Regulace chuti k jidlu Monogenni
obezita
MCS5R 18pl11.2 Nadledviny, tukové Neni znamo BMI a mnozstvi
buriky, ledviny, tukové tkané

leukocyty, plice,
lymfatické uzliny, prsni
zlaza, ovaria, hypofyza,

varlata, déloha a mozek
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2.5.3. PROOPIOMELANOKORTIN (POMC)

POMC je polypeptid, ktery se exprimuje nejen v ARC hypothalamu, ale i v placent¢ a
v pankreatu (O'Donohue 1982). Exprese POMC je stimulovdna navazanim leptinu na
leptinovy receptor. POMC se nasledné $tépi na n¢kolik mensich peptidi (ACTH, alfa-, beta- a
gama-MSH, beta-endorfin, beta- a gama-lipotropin), z nichz nékteré jsou dilezitymi ligandy
pro skupinu melanokortinovych receptori - MCIR, melanokortinovy receptor 2. typu
(MC2R), MC3R a MC4R (Whitfeld 1982). Navazanim na tyto receptory je stimulovana
pigmentace (vazbou alfa-MSH na MC1R), sekrece kortizolu (vazbou ACTH na MC2R) a
ovliviiovana energetickd bilance na trovni CNS (vazbou alfa-MSH na MC3R a MC4R)
(Tab. 2).

Kompletni deficit POMC je u €lovéka velmi vzacny. V klinickém obraze dominuje
¢asny vznik obezity, hyperfagie, rusé vlasy a hypopigmentace (v disledku deficitu alfa-
MSH), deficit ACTH, hypokortizolémie a velmi nizka az nulova hladina alfa-MSH (Krude
1998, Krude 2000, Krude 2003). U zadného z postizenych dosud nebyly popsany fenotypické
projevy deficitu beta-endorfinu.

Cast&ji nachazime heterozygoty s mutaci POMC, u kterych se v riizné mife projevuji
priznaky typické pro homozygoty. Néktefi maji fenotyp identicky s homozygoty, u jinych
nejsou charakteristické fenotypické znamky piitomny (Challis 2002, Krude 2003, Miraglia
2001). Byla zjiSténa fada béZnych i méné castych variant POMC genu (Echwald 1999,
Hinney 1998). Varianta Arg236Gly POMC genu zvySuje pravdépodobnost vzniku obezity
(Challis 2002).

Intranazélni podavani ACTH4-10 nositelim mutace POMC nijak neovlivnilo obezitu
(Krude 2003). Na druhé¢ stran¢, n€kolik heterozygotl s mutaci v genu pro POMC podstoupilo
redukéni kiiru po dobu jednoho roku. Vysledkem byla normalizace télesné hmotnosti, ibytek
tukové tkané a snizeni inzulinové rezistence. Z toho vyplyva povzbudiva zprava, ze mutace
v tomto misté¢ melanokortinové cesty nevylucuji uspésnou redukci télesné hmotnosti (Santoro

2006).

2.5.4. PROHORMON KONVERTAZA 1 (PC1)

PC1 je enzym zodpovédny za proteolytické Stépeni tady prohormoni (napf.
proinzulinu) a proneuropeptidi (napt. POMC) (Benjannet 1991, Cool 1997, Cool 1998,
Pritchard 2002, Zhou 1993). Mutace genu pro PC1 jsou velmi vzacné a vedou k tézké asné
nastupujici obezité navzdory malabsorpci, k hypogonadotropnimu hypogonadismu,

hypokortizolémii a abnormalni glukézové toleranci, ktera je ziejmé zplsobena chybénim
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proteolytického Stépeni proinzulinu. Vysoké hladiny proinzulinu a velmi nizké hladiny
inzulinu jsou proto pro nositele téchto mutaci charakteristické (Jackson 1997). Dlvodem
malabsorpce je porusend funkce protedz, coz potvrzuji ndlezy vysokych hladin progastrinu a

proglukagonu.

2.5.5. MELANOKORTINOVY RECEPTOR 4.TYPU (MC4R)
O mutacich genu pro MC4R, které patfi v ramci monogennich forem obezity k

nejcastéj$im, je pojednano ve STUDII 1.

2.5.6. RARITNI PRIPADY MONOGENNICH FOREM OBEZITY

V ojedinélych pfipadech byly popsany mutace genu pro receptory kortikoliberinu
(CRHR1 a CRHR?2), genu pro receptor melanin koncentrujictho hormonu (MCHR1) a genu
pro transkripéni faktor SIM1 (Single Minded Homologue 1). Mutace SIM1 byla popsana u
divky s Casn¢ vzniklou tézkou obezitou a hyperfagii. Zjistilo se, ze pacientka je nositelkou
balancované translokace mezi 1p22.1 a 6ql6.2. Tato oblast je mistem SIMI1 genu, ktery
koéduje transkripéni faktor dualezity v neurogenezi (zejména paraventrikuldrni oblasti
hypothalamu). Nicmén¢ jeho role v patogenezi obezity zatim neni zcela objasnéna. Klinicky
obraz piipomina projevy PWS (Holder 2000). Mutace genu NTRK?2, ktery koduje receptor
pro brain-derived neurotrophic factor (BDNF), se projevuje vedle asné vzniklé obezity
hyperfagii, mentalni retardaci, poruchou kratkodobé paméti, opozdénim vyvoje feci,

stereotypnim chovanim a poruchou nocicepce (Yeo 2004).

V ramci melanokortinového systému se do centralni regulace energetické bilance
zapojuje dalsi ze sedmi transmembranovych receptorti v hypothalamu. Jedna se o receptor
ghrelinu a dalSich latek stimulujici sekreci rGstového hormonu — growth hormone
secretagogue receptor (GHSR) — STUDIE 3. Mezi vyznamné kandidatni geny obezity se fadi
neuromedin U (NMU), jehoZ tloha v regulaci energetické homeostazy byla pied provedenim
nasSich studii doloZena pouze na mysich modelech. STUDIE 2 ukazala, ze NMU hraje roli
v regulaci energetické bilanci i u Clovéka. STUDIE 4 se zabyva variantami genu pro
peroxisome proliferator-activated receptor-alpha (PPAR-alfa) a jejich asociaci se znaky

obezity.
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2.6. Genova mapa lidské obezity (Human Obesity Gene Map)

V roce 1994 prof. Bouchard zaloZil databazi chromosomalnich lokust, genti a mutaci,
které jsou spojeny s fenotypickymi projevy obezity. Tato genova mapa lidské obezity je
kazdoro¢né¢ aktualizovana a publikovana na strankach Obesity Research a je k dispozici i v
elektronické podobé (http://obesitygene.pbrc.edu).

Posledni aktualizace probéhla v roce 2005 a uvadi vice jak 600 genil, markerii a
chromosomalnich oblasti spojenych s obezitou (Rankinen 2006). Doposud bylo
identifikovano 166 gend, jejichz porusena ¢i nadmérna exprese u mysich modeld ovlivituje

télesnou hmotnost a sloZeni tukové tkané.
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2.7. METODIKA

2.7.1. Izolace DNA (deoxyribonukleotidova kyselina)
DNA byla izolovana z plné nesrazlivé krve pomoci QIAamp DNA Blood Kit (Qiagen
GmbH, Hilden, Germany).

2.7.2. Polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction, PCR)
Polymerazova fetézova reakce je metoda rychlého a snadného zmnozeni definovaného
useku DNA. Proto se stala hlavni metodou molekularné biologickych laboratofi. Lze fici, ze

jde o napodobeni in vivo replikace jaderné DNA. PCR vyuziva opakovanych cykla syntézy

DNA formou enzymatické replikace in vitro.

Obr. 2 Pristroj k PCR reakci

Cilova sekvence, ktera se ma
replikovat, je vymezena dvéma
oligonukleotidy (primery). Reakce vyuziva
pravé téchto dvou oligonukleotidovych
primerd, které hybridizuji s protichidnymi
vlakny DNA a od jejich 3’-koncu je
zahdjena  syntéza  komplementarnich
fetézcl. Syntéza novych komplemetarnich
vlaken je katalyzovana termostabilni DNA

polymerdzou (Taqg DNA-polymeraza).

Opakovani cykld, které zahrnuji
denaturaci DNA templatl (denaturation), hybridizaci primerii (annealing) a syntézu
komplementarnich vldken DNA (extension), ma za vysledek exponencidlni nardst poctu
specifickych DNA fragmenti. Konce fragmenti jsou urCeny 5’'-konci primert. Protoze
primery musi byt chemicky syntetizovdny, musime znat alesponn pocate€ni a koncové
sekvence amplifikovaného useku. Obvykle se pro amplifikaci pouziva 30 az 40 cykld,
pricemz se v kazdém cyklu mnozstvi molekul oproti pfedchazejicimu cyklu zdvojnasobi.
Cyklické zmény teplot reakéni smeési lze fidit automatizované pomoci tzv.
termocykleru (Obr. 2). Reakéni smési obsahuji primery (forward a reverse),

deoxyribonukle4dzovy trifosfat (ANTP), DNA polymerazu, PCR pufr a MgCl,.
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Specificita reakce je dana vybérem primert pro cilenou DNA sekvenci. Vybér primert by mél
spliiovat n¢kterd doporuceni:
1. délka ~ 18 — 30 bp (zajisténi specificity hybridizace)

2. mnozstvi GC by nemél presdhnout 50 % (zabranéni nizkych teplot tani)

K tomu, abychom pouzili optimdlni primery, existuji kjejich vybéru programy
pfistupné na internetu (napf. program Primer 3 — http:/frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3.cgi). K optimalizace polymerazové fetézové reakce se vyuziva zména:

1) annealing teploty, 2) koncentrace MgCl,, 3) pocet cykll, 4) koncentrace DNA polymerazy.

2.7.3. Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza je v soucasnosti nejrozsifenéjsi elektroforetickou metodou, pii
které se latky rozd€luji na zékladé pohyblivosti v gelu. Této metodiky se vyuziva
k vizualizaci amplifikovanych DNA fragmentl. Elektroforéza nuti migrovat negativné
nabitou DNA k pozitivné nabitému konci (Obr. 3). Rychlost migrace zavisi na délce
fragmentu. Ethidium bromid, ktery se pfidava do agarézového gelu, umoziuje vizualizaci
DNA fragmenti v UV svétle (Obr. 4). Kuréeni délky DNA fragmenti se vyuzivi DNA

marker, ktery se piidava soucastné s amplifikovanymi fragmenty DNA.

Obr. 3 Pristroj gelové elektroforézy Obr. 4 Vysledek gelové elektroforézy

R
P

2.7.4. Prima sekvenace

Piiméd sekvenace je metoda k zjiSténi konkrétni sekvence vybraného useku DNA
fetézce. Radi se mezi velmi sensitivni metody k detekci mutaci a variant DNA. Provadi se

pomoci PCR a pii vhodnych podminkdch sekvenacni PCR se syntetizuji fetézce vSech
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moznych velikosti. Do reakce se vlozi produkt piedchozi PCR, primer z jedné strany, pufr,
polymerdza, mix normalnich dNTP a znacenych ddNTP (dideoxyribonukleotidtrifostat). Tyto
nukleotidy (ddATP, ddCTP, ddGTP a ddTTP) nemaji na 3' uhliku ribosy OH skupinu, z
¢ehoz plyne, Ze na tento konec jiz nemtze byt zadny dalsi nukleotid navazan.

Reakce probihé nésledovné: V reakéni smési je namnozena jednovldknova DNA, jejiz

sekvenci chceme znat, DNA polymeraza, ptisluSné Obr. 5 Vysledek primé sekvenace
primery, dostatek deoxyribonukleotidtrifosfati (dATP, [CAGTTT CAG TCATCCCGAG
dCTP, dGTP a dTTP) pro syntézu a jeSté urcité 138 196

mnozstvi jednoho typu dideoxyribonukleotidtrifosfatu
— mnapi. ddATP. DNA polymerdza =zacne od

nasednuv$ich primertt dopliiovat sekvenci druhého

vlakna. Pokazdé, kdyz polymerdza dopliiuje dATP do
fetézce, je pravdépodobné, ze namisto dATP pouzije ddATP. Pti zafazeni ddATP polymerace
na tomto misté¢ konc¢i. Nechame-li tedy takovouto reakci prob&hnout, ziskame velké mnozstvi
ruzn¢ dlouhych oligonukleotidi, které¢ budou vSechny koncit adeninem. Pokud stejné reakce
probéhne s ddCTP ¢i ddGTP ¢i ddTTP, dostaneme 4 smési oligonukleotidl, pricemz v kazdé

smési budou oligonukleotidy koncit ptislusnou bazi.

2.7.5. Denaturacni vysokoucinna kapalinova chromatografie (denaturing High
Performance Liquid Chromatography, dHPLC)

Principem této metody je formace heteroduplexti hybridizaci zahiatim a naslednym
zchlazenim PCR produktl. Za c¢astecné denaturujicich podminek (vyssi teplota) dochéazi k
rozliSeni homozygotnich a heterozygotnich vzork. Tato metoda je vhodnd k detekci
heterozygotnich variant a SNP alel, nicméné¢ je nevhodné k detekci homozygotnich mutaci.
Klasickym iontové-parovym ¢inidlem v dHPLC je triethylammonium acetat (TEAA).

Obr. 6 Princip dHPLC (vysvétleni viz. text)

Wikd-Type rraggnd haleroduplaxes homoduplexes

heat

ool @ —— Cnitrol
s = knovwin mut.
-5 newy mut
=
=

Al GC A C [~ I | AT GC
\ ( \ ( 6 Retention timejmin)

dHPLC je dalSi metoda k detekci mutaci v cilené oblasti DNA. Produkty

polymerazové fetézové reakce (max. délky 600 bp) jsou zahiaty na 95°C, aby doslo k separaci

25



DNA fetézcii. Nasleduje proces chlazeni, pfi kterém dojde k vytvofeni homo- ¢i
heteroduplexti (Obr. 6). V pfipad€ heterozygotnich mutaci ve vzorku DNA se vytvori
heteroduplex a homoduplex. V ptipadé homozygotnich mutaci ¢i vzorku bez mutace dojde
k vytvofeni pouze homoduplext. Rozdil vyjadien tvarem vysledné kiivky je mezi homo- a
heteroduplexy nejzietelnéjsi pii optimalni teploté (teplota pro danou DNA sekvenci je
stanovena programem Wave Maker'") (Obr. 6). K tomu, aby bylo mozné identifikovat
homozygotni variantu, je nezbytné¢ smichat dany vzorek se vzorkem bez mutace (wild-type),
tak se vytvofi v pfipad¢ plavodniho homozygotniho vzorku heteroduplex (pouzito ve

STUDII 2). dHPLC analyza byla pouzivana pii skrininku genu pro NMU.

26



3. STUDIE 1 - MELANOKORTINOVY RECEPTOR 4. TYPU (MC4R)

3.1.UVOD

Centralni melanokortinovy systém je kli¢ovou osou regulace ptijmu potravy a MC4R
je povazovan za nejdilezitéj$i receptor tohoto systému. MC4R patii do rodiny
melanokortinovych receptort (MCR), ke kterym se fadi celkem pét typt MCR (MCIR-
MCS5R) (Tab. 2) (Mountjoy 1992). VSech pét melanokortinovych receptori obsahuje sedm
transmembranovych usekl. Po aktivaci receptoru dochazi k prenosu signdlu ke G-proteinu,
ktery nasledné aktivuje adenylatcyklazu (Chhajlani 1992, Tatro 1990). MCR jsou receptory
melanokortinil, tedy strukturdlné vzajemné podobnych peptidi, které byly pojmenovany
podle jejich melanotropni a kortikotropni aktivity. Radime k nim ACTH, alfa-MSH, beta-
MSH a gama-MSH. VSechny vznikaji §tépenim molekuly POMC za ucasti proteolytické
aktivity PC1 a PC2. Mezi dalsi §tépné produkty POMC patii B-endorfin a [B-lipotropni
hormon (Abdel-Malek 2001). VSechny melanokortiny obsahuji funkéné velmi dilezity
tetrapeptid His-Phe-Arg-Trp (Abdel-Malek 2001, Oosterom 1999).

MC4R byl klonovan Gantzem se spolupracovniky v roce 1993 (Gantz 1993a, Gantz
1993b). Tento protein s 332 aminokyselinami je kddovan genem s jedinym exonem. Gen je
lokalizovan na chromozomu 18q22, tedy v oblasti, u které byla ve studii finskych dvojcat
prokdzana asociace s obezitou u ¢lovéka (Gantz 1993b, Ohman 1999, Sundaramurty 1998).

MCA4R se exprimuje v mozku, zejména v centrech sytosti a hladu v hypothalamu.

3.1.1. Centralni melanokortinova osa

Leptin se pies hematoencefalickou bariéru dostavd do CNS, kde piisobi na AgRP
(inhibice) a POMC neurony (aktivace) (Kask 1998). Cilova mista NPY/AgRP a POMC
neuronti jsou NPY1/5 receptory a MC4R v paraventrikularni (PVN) a lateralni oblasti
hypothalamu (LH) (Spiegelman 2001). NPY1/5 a MC4R ovliviiuji hladinu cyclického 3°, 5°-
adenozin monofosfatu (cAMP) aktivaci ¢i inaktivaci adenylatcyklazy, ktera se vaze bud’ k Gs-
nebo k Gi-proteinim (Cowley 1999). Adenylatcyklaza tak reguluje hladinu cAMP a tudiz i

vyslednou ¢innost cilovych neuroni (Cowley 1999).

Alfa-MSH je agonistou MC4R. Navazanim na receptor dochazi ke zvySeni cAMP
(Haskell-Luevano 2001, Mountjoy 1997, Srinivasan 2004). AgRP je nejen piimym
antagonistou MC4R, ale potlacuje i ucinek alfa-MSH, tudiz v obou ptipadech dochézi
k potlaceni u¢inki MC4R (Fong 1997, Haskell-Luevano 2001, Nijenhuis 2001, Ollmann
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1997, Srinivasan 2004). Tato signalizace v PVN oblasti ovlivituje hladiny CRH a TRH, kter¢
pusobi na autonomni nervovy a endokrinni systém (Cowley 1999, Cummings 2003, Harris
2001). V LH jsou regulovany touto cestou orexiny a MCH, které ovliviluji pfijem potravy

(Spiegelman 2001).

U KO mc3r mysSich modelii nedochéazi k nartistu hmotnosti, ale spiSe jen ke zmnozeni
tukové tkané pii soucastné redukci netukové tkan€ (Chen 2000a). KO mc3r/mc4r mysi
modely jsou ve srovnani s KO mc4r mySimi modely vice obézni, nebot” dochazi ke ztraté
inhibi¢niho efektu MC3R na POMC neurony (Chen 2000a, Huszar 1997). U lidi byla dosud
popsana jen jedind patogenni mutace MC3R, Ile183Asn (Lee 2002). Disledkem této mutace
dochazi ke snizeni signaliza¢ni aktivity MC3R a ke vzniku obezity. I dvé dalsi popsané
varianty maji vztah ke znakim obezity (Boucher 2002, Lee 2002, Rached 2004, Schallin
2003, Tao 2004). Ukazuje se, ze MC3R se podobné jako MC4R podili na vzniku obezity.

3.1.2. Varianty MC4R genu (MC4R)

Lidské studie variant MC4R vychézeji z objevii provedenych na KO mc4r mysich
modelech (Tab. 1) (Huszar 1997). Prvni dvé popsané¢ mutace MC4R u lidi, které kosegrovaly
s obezitou, byly publikovany v roce 1998 (Vaisse 1998, Yeo 1998). Jednalo se o mutace
s posunem cteciho ramce (frameshift) a vedly ke vzniku monogenni obezity s dominantni
formou dédicnosti (pravdépodobné zpiisobené haploinsuficienci), k urychlenému ristu a

k hyperinzulinémii (Vaisse 1998, Yeo 1998).

Mutace MC4R byly popsany téméf u vsech etnickych skupin s prevalenci mezi
0,5 — 5,8 %. Pouze ojedinélé studie ve svych zavérech uvadeji, Ze mutace MC4R nejsou
Castymi pricinami obezity v dané populaci (Gotoda 1997, Jacobson 2002, Ohshiro 1999).
Urcité mutace MC4R se vyskytuji v fad€ populaci. Naptiklad Argl65GIn ¢i Argl65Trp byly
popsany jak u bilé rasy, tak i u indidnd kmene Pima (Branson 2003, Farooqi 2000, Farooqi
2003, Hinney 2003, Larsen 2005, Ma 2004, Vaisse 2000). Dalsim ptikladem je mutace
Tyr35stop, kterd byla ve vétsim zastoupeni identifikovdna v Déansku, v Némecku a ve Velké
Britanii (Farooqi 2003, Hinney 1999, Hinney 2003, Larsen 2005, Sina 1999). Nicméné
chlapec z Velké Britanie, nositel Tyr35stop mutace, je pivodem z Déanska; 1ze tudiz usuzovat,
ze vysoka prevalence Tyr35stop mutace v némecké a danské populaci je ziejmé déna
pfitomnosti spole¢ného predka (Bruun 2004, Hinney 1999, Hinney 2003, Larsen 2005, Sina
1999).
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Tao se spolupracovniky rozdélil MC4R mutace do ¢tyr tfid podle vlivu na vyslednou

funkci MC4R (Obr. 7) (Tao 2005):

a 1. tiida: chybi receptorovy protein v buiice bud’ narusenim jeho syntézy ¢i zrychlenou

degradaci;
o 2. tiida: zadrzeni receptoru uvnitt buiiky nejcastéji v endoplazmatickém retikulu;
o 3. tfida: naruseni vazby ligandu na MC4R vlivem sniZené vazebné kapacity ¢i afinity;
a 4. tfida: porucha signalizace.

2. tfida zahrnuje nejvice mutaci MC4R

vcetné mutaci s posunem ¢teciho ramce.

Ackoli se predpoklada, ze

haploinsuficience je ve vétSingé piipada
MC4R mutaci zodpovédna za mnoho
funkénich poruch, mohou mit mutace se

stejnou funkcéni poruchou riiznou penetraci.

Naptiklad mutace Tyr287stop a Asn97Asp,

Ohr. T Rozdéleni genovych variant MC4R
del88-92 a Gly98Arg vedou in vitro ke zcela 1. téida: nepfitomnost receptoroeého proteinu + buiice
bd” narudenim jeho syrdézy 1 zrychlend degradace, 3.
Sond ; ¥ tfida: zadrferd receptorn mraf bufily  nejfastéii
porusen¢ funkci receptoru. Pfesto u ko e o Etﬂ{ NS thide: tatass rfmbfy
; . 1o v ; i n na WCAR snifenon wvazebrou kapaciton ol
heterozygotnich nositeld téchto mutaci atgmt.:.u; 4. tiida: porucha signalizace (Tao 2005)

nevznikd obezita od ¢asné¢ho véku jako u jinych kompletné neaktivnich mutaci (Farooqi 2003,
Kobayashi 2002, Lubrano-Berthelier 2004). Funkci (translokace do bunéné membrany,
vazby agonistli a antagonistli, dimerizace, signalni transdukce a interakce s G-proteinem) a
dalezitost jednotlivych aminokyselin ¢i oblasti molekuly receptoru lze odvodit z analyzy

funkénich poruch MC4R (Ho 1999, Srinivasan 2004, VanLeeuwen 2003).

Vétsina mutaci MC4R byla nalezena v heterozygotni formé, i kdyZz byli identifikovani
1 homozygotni nositele MC4R mutaci (Farooqi 2000, Farooqi 2003, Lubrano-Berthelier 2004,

Vaisse 2000). U mutaci v homozygotni formé se hovoii o efektu kodominance, nebot

wewr

popsan i u KO mc4r mysich modelt (Farooqi 2003, Huszar 1997, Lubrano-Berthelier 2004).

Nékteré studie se zaméfily na klinické disledky MC4R mutaci. Kromé obezity byly
zjistény dalsi fenotypické znaky. Farooqiova se spolupracovniky definovala tzv. MC4R

syndrom (Tab. 3) (Bruun 2004, Farooqi 2003). Syndrom zahrnuje obdobné znaky, které byly
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nalezeny u KO mc4r mysi (Tab. 1) (Bruun 2004, Farooqi 2003, Huszar 1997). Inaktivace
MC4R vede k hyperfagii a tiikrat vysSimu ad libitum energetickému piijmu ve srovnani se
sourozenci, ktefi nejsou nositeli dané mutace. Tento spontanni energeticky piijem vSak
dosahuje pouze 2/3 energetického ptijmu nositeltt mutace pro leptin (Farooqi 2003). Na rozdil
od osob s mutacemi gent pro LEP, LEPR a PC1 maji nositelé MC4R mutaci normalni fertilitu
(Clément 1998, Farooqi 2003, Jackson 1997, Montague 1997).

Jiné studie ale ukézaly, Ze tzv. MC4R syndrom se neprojevi u vSech nositelli mutace
v MC4R, zejména neni napadny v dospélosti. Zavery studii dale poukazuji na to, Ze dospélé
nositele mutace nelze odlisit od jinych obéznich osob (Hinney 1999, Hinney 2003, Larsen
2005, Vaisse 2000). Larsenova se spolupracovniky nezjistila zadny rozdil BMI mezi
obéznimi osobami s mutaci a bez mutace (Larsen 2005). Jina studie srovnavala v€k pii vzniku
obezity a jeji zavaznost mezi obéznimi osobami s mutaci a bez MC4R mutace. Obézni dospéli
nositelé MC4R mutace méli tendenci ke vzniku obezity v ¢asnéjsim veku. Jejich obezita byla
syndrom nebyva vyjadien u dospélych nositeld mutace a zavaznost fenotypu MC4R

syndromu s vékem klesé (Farooqi 2000, Farooqi 2003, Larsen 2005).

V souvislosti s MC4R mutacemi byly také popsany epizody binge eating. Branson se
spolupracovniky pozoroval toto abnomalni jidelni chovani u vSech nositeli mutace, avSak
pouze u 14 % obéznich osob bez mutace a u zddného normostenika (Branson 2003). Na
druh¢ strang, Hebebrand se spolupracovniky toto zasadné popiel, nebot’ u zadného nositele
mutace binge eating nezjistil (Hebebrand 2004, Herpertz 2003). Studie Bransona se
spolupracovniky byla podrobena kritice 1 z toho divodu, ze v ni byly zahrnuty rizné druhy
mutaci a ne pouze mutace s porusenou funkci (Farooqi 2000, Gotoda 1997, Herpertz 2003).
Jelikoz binge eating je spojeno s velmi nizkou UspéSnosti terapie obezity véetné zaludecni
bandaze, bude dilezité souvislost MC4R mutaci s binge eating detailn¢ objasnit (Kalarchian

2002).
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Tab. 3 Klinické znaky u mutaci v MC4R genu v détstvi (tzv. MC4R syndrom)
Fenotypické charakteristika zahrnutd v tabulce vychézi ze zavéri dvou studii Farooqiové se

spolupracovniky (Farooqi 2000, Farooqi 2003); IGF, inzulinu podobny rastovy faktor

MC4R syndom

Casny vznik obezity - prvni roky Zivota

Zvysené riistové tempo v détstvi, zejména béhem prvnich péti let
Normalni hladiny IGF

Zvyseni tukové a netukové tkané

Zvyseni kostni mineralni denzity

Hyperfagie - mirni se s vékem

Fyziologicka hodnota klidového energetického vydeje
Fyziologické hodnoty glykémie

Hyperinzulinémie - klesa s vékem

Fyziologické hladiny sérovych lipidi, volného kortizolu
Fyziologické hladiny leptinu ve vztahu k véku a stupni obezity
Fyziologické hladiny tyroxinu, gonadotropinti a pohlavnich steroidii

Normalni fertilita a sexualni diferenciace

V genu pro MC4R jsou zndmy dva polymorfismy, Vall03lIle a I[le251Leu. Hinneyova
se spolupracovniky vySetfila pacienty s mentalni anorexii a bulimii, avSak nenasla zadnou
souvislost mezi polymorfismy genu a poruchami jidelniho chovani (Hinney 1999).
Polymorfismus Ile103Val byl zkouman ve dvou velkych populacnich studiich. Bylo zjiSténo,
ze nosicstvi Ile103 alely negativné koreluje s obezitou, kvantitativné az o 0,52 kg/m2 (Geller
2004, Heid 2005). Jind studie nasla souvislost této varianty s niz§im pomérem pas-boky a
s tendenci k nizSimu BMI (Rosmond 2001). Funk¢ni studie ukdzaly, ze tento polymorfismus
neméni funkci receptoru. Vzhledem k vySe uvedenym korelacim zlstava stale nejasné, zda
tento polymorfismus MC4R nezasahuje jinym mechanismem do zadkladni aktivity MC4R ¢i

AgRP (Haskell-Luevano 2001, Srinivasan 2004).

Studie MC4R genu dokazuji, ze za regulaci ¢i interakci s MC4R je zodpovédnych vice
kandidatnich genli obezity . Mezi tyto kandidatni geny se naptiklad fadi attractin like protein
a syndecan-3, které ovlivituji MC4R béhem vazby ligandl a nasledné signalizace (Haqq 2003,
Reizes 2003, Strader 2004).
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3.2. VYSLEDKY STUDIE 1: Melanokortinovy receptor 4. typu (MC4R)

Hainerova I, Larsen LH, Holst B, Finkova M, Hainer V, Lebl J, Hansen T, Pedersen O.
Melanocortin 4 receptor mutations in obese Czech children: studies of prevalence, phenotype
development, weight reduction response and functional analysis. J Clin Endocrinol Metab.

2007 (v tisku).
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4. STUDIE 2 - NEUROMEDIN U (NMU)

4.1.UVOD

Neuromedin U (NMU) je hypothalamicky neuropeptid, ktery reguluje télesnou
hmotnost a télesné slozeni. Gen koédujici NMU je lokalizovan na chromozomu 4ql2 a
obsahuje 10 exonil (Austin 1995). NMU sniZuje prijem potravy, zvySuje energeticky
vydej, navozuje stresovou odpovéd’ a ovliviiuje cirkadidlni rytmus (Hanada 2001, Wren
2002).

NMU je predevsim produkovan neurony v ARC, ktery hraje klicovou roli v regulaci
chuti a energetické homeostazy (Ballesta 1988, Domin 1987). Regulace energetické bilance
prostiednictvim NMU neni Uplné jasnd, avSak je prokazano, Ze u¢inek NMU je zcela
nezavisly na leptinu.

Pokusy na mysich, u kterych zcela chyb¢l

50 & Nmu 2
O WT PO - ,® e kodujici Nmu, ukazaly vznik obezity s
o
& 40 - nadmérnym prijmem potravy a se sniZenym
o
é&[ﬁ . . 4 energetickym vydejem (Obr. 8). Déle deficit Nmu u
: | my$ich  modeld  vedl  k hyperinzulinémii,
20

4 8 12 16 20 24 28 32 hyperglykémii s pozdnim nastupem, hyperlipidémii

Vek (iydny)
Chr. & Vsivaj waby roydich samed — 5 moataci + genu
pro newroredin (M -f-) abez rotace (WT)

a hyperleptinémii  (Hanada 2004).  Snizeny
energeticky vydej byl dasledkem hypoaktivity a
hypometabolismu. Doslo téz ke snizené tvorbé¢ CRH v PVN a POMC v ARC. Snizena tvorba
téchto dvou anorexigennich peptidii se mize podilet na hyperfagii a snizeném energetickém
vydeji (Hanada 2004).

Naopak transgenni mysi se zvySenou expresi Nmu mély sniZenou chut’ k jidlu a
byly Stihlejsi. Zaroven byla u nich zvySena exprese hypothalamickych neuropeptidd NPY,
POMC a MCH (Kowalski 2005).

Intracerebroventrikularni poddni NMU mySim s libovolnym pfisunem potravy
potvrdilo, Ze NMU se podili na regulaci energetické homeostazy. Pti téchto pokusech doslo
ke snizeni energetického pfijmu, ke snizeni t€lesné hmotnosti, zvyseni energetického vydeje,
zvyseni télesné teploty a k vétsi produkcei tepla (Howard 2000, Nakazato 2000). Pfed rokem
2006 nebyly provedeny Zzadné studie u lidi, které by objasnily roli NMU v patogenezi obezity

a regulaci energetické bilance u ¢lovéka.
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4.2. VYSLEDKY STUDIE 2: Neuromedin U (NMU)

Hainerova I, Torekov SS, Ek J, Finkova M, Borch-Johnsen K, Jorgensen T, Madsen OD,
Lebl J, Hansen T, Pedersen O. Association between Neuromedin U gene variants and

overweight and obesity. J Clin Endocrinol Metab. 2006; 91(12): 5057-5063.
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5. STUDIE 3 - GHRELIN A GROWTH HORMONE SECRETAGOGUE RECEPTOR
(GHSR)

5.1.UVOD

5.1.1. Ghrelin

Ghrelin (ghre=rtst) je peptid o 28 aminokyselinach, ktery byl objeven v roce 1999 pii
hledani ligandi GHSR (Kojima 1999). Ghrelin je syntetizovan v enterochromafinnich
bunkach mukozy zaludku, ARC, srdci, plicich, e-bunikach pankreatu, ve stfevé a v tukové
tkani (Kojima 1999).

Ghrelin v hypofyze prostfednictvim svého receptoru stimuluje uvolnéni ristového
hormonu. Vedle toho zvySuje pFijem potravy, sniZzuje odbouravani tukové tkané, sniZuje
vydej energie a ma dalsi endokrinni funkce (Tab. 4) (Korbonits 2004). Ghrelin stimuluje
uvolnéni inzulinu z pankreatu; k fyziologickému postprandialnimu poklesu hladiny ghrelinu
je naopak nezbytna alesponl bazalni hladina inzulinu, nebot’ inzulin pfi normdalnich hladinach
glykémie ucinek ghrelinu potlacuje (Murdolo 2003). Nedavno publikovana studie ukdzala, Ze
ghrelin se obdobné jako leptin ziejmé podili na regulaci reprodukce (Henson 2003), avSak
dosud nejasnym mechanismem.

Tab. 4 Uginky ghrelinu (podle Korbonitse 2004)

Utinky ghrelinu Ghrelin se fadi mezi orexigenni hormony,
Uvolnéni ristového hormonu 1 nebot’ stimuluje hypothalamické neurony (Nakazato
Uvolnéni ACTH a kortizolu 1 2001) a inhibuje aferentni vldkna bloudivého nervu
Uvolnéni prolaktinu 1 v zaludku (Date 2002). V regulaci energetické
Stimulace chuti k jidlu bilance ma ghrelin pfesné¢ opacné ucinky nez leptin.
Motilita zaludku 1 Vyjimeény je vtom, ze je jedinym peptidovym
Spanek 1 hormonem, ktery stimuluje chut Kk jidlu po
Srde¢ni akce 1 perifernim podani. U mySich modelt periferni ¢i
Vazodilatace 1 centralni podani ghrelinu navozuje nartst télesné
Termoregulace | hmotnosti (Wren 2000).

U lidi hladiny ghrelinu dosahuji maxima
tésné pred prijmem potravy a tim signalizuji pocit hladu; postprandialné naopak klesaji
(Cummings 2001, Tschop 2001). K prudkym vzestuplim hladiny ghrelinu v plazmé dochézi
tésné pred kazdym jidlem. Hladiny jsou trvale vysoké pti dlouhodobé negativni energetické

bilanci spojené s télesnou namahou nebo s mentéalni anorexii (Cummings 2001, Tschop 2001).
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Intraven6zni podani ghrelinu stimuluje pfijem potravy u lidi (Wren 2001) a dokaze zlepsit
chut’ k jidlu u pacientd s nddorovym onemocnénim (Neary 2004).

U Sstihlych jedinci po pfijmu potravy hladiny ghrelinu rychle klesaji na rozdil od
obéznich, u kterych se hladiny ghrelinu ani po jidle neméni (English 2002). Hladiny ghrelinu
nalac¢no jsou vyssi u Stihlych nez u obéznich, proto jeho hladiny negativné koreluji s vysi
BMI. Vyjimkou jsou pacienti s PWS, ktefi maji hyperghrelinémii (Tschop 2001). Po redukci
hmotnosti dochéazi k vzestupu hladin ghrelinu kromé ptipadi, kdy redukce bylo dosaZena

bandazi zaludku (Cummings 2002).

5.1.2. Growth hormone segretagogue receptor (GHSR)

GHSR byl objeven v roce 1996 a tadi se k receptorim se sedmi transmembranoznimi
useky, které jsou spojeny s G proteinem (Howard 1996). GHSR se exprimuje v CNS zejména
v oblasti hypofyzy a hypothalamu (Gnapavan 2002, Willesen 1999). Gen kodujici GHSR je
lokalizovan na chromozomu 3q26, tedy v oblasti, kterd je asociovdna se znaky obezity
(Pérusse 2005). GHSR je evolu¢né konzervovan a strukturalné je velmi podobny receptorim
pro neurotenzin, TRH, motilin a neuromedin (Howard 1996, Kojima 2005, Palyha 2000).

Aktivaci GHSR dochazi ke stimulaci NPY neurontl, které pfes neurotransmiter gama-
aminomaselnou kyselinu potlacuji ucinek POMC neuronti (Guan 2003, Hewson 2000,
Kamegai 2001, Kohno 2003, McKee 1997, Nakazato 2001). Vytazeni GHSR v ARC z funkce

Podavanim antagonisti GHSR se u mysich modelii snizi pfijem potravy (Asakawa
2003). GHSR vyznamné zasahuje do centralniho melanokortinového systému, coz lze
demonstrovat na pfipadech KO mc4r mysi, jejichZ orexigenni odpovéd’ na podany ghrelin je
snizena. Nicméné¢ GHSR je schopen pfimou cestou komunikovat s neurony exprimujicimi

orexiny, MCH, CRH v LH a PVN (Cowley 2003, Mozid 2003).
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5.2. VYSLEDKY STUDIE 3: Growth hormone secretagogue receptor (GHSR)

Larsen LH, Gjesing AP, Torekov SS, Hainerova I, Johansen A, Albrechtsen A, Boj S, Holst
B, Harper A, Urhammer SA, Hamid YH, Black E, Gliimer C, Borch-Johnsen K, Jorgensen T,
Holst JJ, Echwald SM, Eiberg H, Astrup A, Serensen TIA, Lebl J, Schwartz TW, Hansen T,
Pedersen O. Family- and population-based studies of genetic variation of the ghrelin receptor

and relationships to obesity. Nabidnuto k publikaci v J Clin Endocrinol Metab.
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6. STUDIE 4 — PEROXISOME PROLIFERATOR-ACTIVATED RECEPTOR-alpha
(PPAR-alfa)

6.1. UVOD

PPAR-alfa patii mezi receptory transkripcnich faktori. Tento receptor ovliviluje geny,
které se podileji na peroxisomdlni a mitochondridlni beta-oxidaci mastnych kyselin. PPAR-
alfa je kddovan genem PPARA, ktery je exprimovan ve tkdnich s nejvyssi oxidaci mastnych
kyselin. Mysi, u kterych tento receptor chybi, maji zvySené hladiny celkového cholesterolu a
HDL-cholesterolu (Gonzales 1997, Peters 1997). Z toho vyplyva, ze PPAR-alfa se podili na
regulaci lipidového metabolismu. Zaroven studie na PPAR-alfa deficientnich mysich ukézaly,
ze PPAR-alfa hraje roli v regulaci télesné hmotnosti (Costet 1998, Kim 2003).

Z funk¢énich studii je zndmo, ze polymorfismus Leul63Val (rs1800206) PPARA vede
ke zvyseni transkripéni aktivity PPAR-alfa (Sapone 2000). Vysledky asociac¢nich studii
provadénych v riznych populacich jsou rozporuplné. Neékteré studie dokladaji asociaci
s hladinami triacylglyceridii, celkového a LDL-cholesterolu (Nielsen 2003, Robitaille 2004,
Tai 2002), jiné ji popiraji (Flavell 2000, Gouni-Berthold 2004, Lacquemant 2000).
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6.2. VYSLEDKY STUDIE 4: Peroxisome proliferator-activated receptor-alpha (PPAR-alfa)

Sparse T, Hussain MS, Andersen G, Hainerova I, Borch-Johnsen K, Jargensen T, Hansen T,
Pedersen O. Relationships between the functional PPARa Leul62Val polymorphism and
obesity, type 2 diabetes, dyslipidaemia, and related quantitative traits in studies of 5799
middle-aged white people. Mol Genet Metab. 2007; 90(2): 205-209.
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7. ZAVERECNY KOMENTAR

Pandemie  obezity vedla ke zvySenému z4mu o  studium  jeji
etiopatogeneze. Exponencialné narostl pocet publikaci zabyvajicich se problematikou obezity.
Diky tomu posledni desetileti pfineslo zasadné novy pohled na patogenezi obezity. Studie
mySich modelt velmi pfispivaji k identifikaci kandidatnich genli obezity a mnoho studii u
¢lovéka vychazi z téchto poznatki.

Obezita vznika interakci vnéjSich faktori s faktory geneticky podminénymi, které jsou
v nékterych ptipadech pro rozvoj obezity zcela klicové. Geneticky podminénd tézkéa obezita
vznikajici v prvnich mésicich ¢i letech Zivota je zpravidla bud’ dasledkem mendelovsky
dédi¢nych syndromt nebo disledkem mutace jediného genu. Pro geneticky podminéné
syndromy spojené s obezitou je Casto charakteristickd mentalni retardace a dysmorfické
vyvojové vady.

Geny, jejichz mutace vedou k c¢asné obezité, jsou soucdsti komplexniho systému
regulace energetické rovnovahy. Jedinci s takovou mutaci ve vétSin€ ptipadi nemaji kromé
Casné tézké obezity zadné dalSi charakteristické znaky. Laboratorni vysSetfeni napomohou
k diagnostice pouze nékolika monogenné¢ podminénych forem obezity, avSak i v téchto
pripadech je tieba diagndzu potvrdit genetickou analyzou.

Mutace MC4R genu predstavuji nejcastéj§i pfi¢inu monogenni obezity, nebot
prevalence vyskytu u osob s casné vzniklou obezitou ¢ini v n€kterych populacich az 5,8 %.
Vyskyt ostatnich monogenné podminénych forem obezity je sporadicky. Prestoze tyto mutace
jsou velmi vzacné, lze predpokladat, ze dalsi vyzkum monogennich forem obezity objasni
doposud nezndmé regulacni cesty a molekularni komponenty ovliviiujici energetickou
homeostdzu a snad i pfispéje k vyvoji terapeutickych prostiedkli piinosnych pro 1écbu

béznych forem obezity.
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8. APPENDICES

8.1. Appendix A — Obecna metodika

Piiprava 3 % gelu k elektroforéze

1) 4,5 g Seakem agardzy a 4,5 g NuSieve agarozy

2) 300ml 1xTBE pufru

3) nechat vafit po dobu 30s

4) ochladit pod tekouci vodou

5) pridat 10ul Ethidium Bromid

6) zamichat a nalit do elektroforetické nadobky, vlozit hiebeny

Gelova elektroforéza s agarézou

1) do jamky v gelu 22ul vzorku DNA s 5ul pufrem (loading bufr), marker 3ul
2) 180V 30min. elektroforéza
3) UV svétlo ovéteni fragmentu DNA

Prima sekvenace

1) PCR

2) Exo Sap

3) Sekvenace

4) Precipitace
5) Vymyvani

6) Denaturace
7) Sekvenator

Ad 1) PCR: 5ul vzorku DNA + 20ul reakéni smési (PCR pufr 10x, dNTP, primery, Taq Gold
DNA polymeraza, H,O, MgCl,)
Ad 2) Exo sap: 10ul vzorku DNA + 2ul Exo Sap, 30 min. zahfati
Ad 3) Sekvenace:
pfiprava smési na ledu: H,O, primer (reverse ¢i forward), pufr, BDT
primer: M13R ¢i M13F (10ul PCR primer + 990ul H,0)
smés (20ul — mnozstvi DNA) + vzorek DNA (2 ¢i 4 ¢i 6ul)
PCR pfistroj
Ad 4) Precipitace:
ke vzorku DNA pfidat 2ul NaAc a 80ul 95% etanol (pfiprava na ledu)
ponechat 10 min. ve tmé na ledu
centrifuga lhod. 3000 otacek pti 4°C
Ad 5) Vymyvani:
vzorek se smési obratit vzhliru nohama a rychle stocit (par vtetin)
pridat 100 ul 70% etanolu ke vzorku DNA — stocit po dobu 10min.
opakovat 2 predchozi kroky
opakovat 1. krok
po vyschnuti ptidat 20ul Hi-Di Formamide ke vzorku DNA
Ad 6) Denaturace:
vzorek na 2min. 95°C
ihned polozit na led (nad a pod) po dobu 10min.
Ad 7) Sekvenétor: vlozit do pristroje SEQ ABI 3100
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8.2. Appendix B — Charakteristika vySetfovanych skupin pacientii a kontrol

STUDIE 1: MC4R

Ceské obézni déti a adolescenti

Pocet jedinci 289 éeéﬁ portm(:stenici

3.9 132157 Pocet jedinct 53

Primeémy vek (roky) 4931 d:2 25:28

Pramérné Z-BMI 43+17 Vék jedinci (roky) | 5 - 44

STUDIE 2: NMU

Ceské obézni déti a adolescenti — —

Pocet jedincii 289 Ceftl normostenici

3:9 132157 Pocet jedinci 53

Primemy vek (roky) 49+3,1 g2 25:28

Pramémé Z-BMI 43+1,7 VEk jedinct (roky) | 5-44

Dansti obézni dospéli ——— ~ 5 >

Pocet jedinci 84 5851 Qaqsk):ch osob z obecné populace | BMI <25kg/m” | BMI > 25 kg/m

3.0 20 - 44 Pocet jedincil 2586 3265

Pramémy vik (roky) 30£15 Primérny vék jedinct (roky) 45,1+7.9 46,9 + 7.8
y vk (roky — 7

Pramémé BMI (kg /mz) 36<5 Primérné BMI (kg/m") 22,5+1,8 29,1 £3,8

STUDIE 3: GHSR

Ceské pbézm’ déti a adolescenti Dansti obézni jedinci

Pocet jedincti 289 Pocet jedincit D)

Primémy vék (roky) 49+3,1 Pramémé BMI (kg/m’) | 35,5 & 4.6

Pramérné Z-BMI 43+1,7

Dansti $tihli jedinci

Pocet jedinct 28 Danska obecna populace

J:2 7:21 Pocet jedincii 6365
Primérné BMI (kg/m”) | 20 + 1,7

STUDIE 4: PPARa

Dansti dospéli Osoby s DM2 | Osoby bez DM

Pocet jedincii 1383 4401

3:9 830 : 553

Primérny vék (roky) 59+11 46 +8

Primérné BMI (kg/m?®) | 29,4 +5,1 26,3 + 4.6
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8.3. Appendix C — Protokoly jednotlivych studii

STUDIE 1 : MC4R

MCA4R gen:

aggttaaatcaattcagggggacactggaattctcetgecage
1 ATG GTG AAC TCC ACC CAC CGT GGG ATG CAC ACT TCT CTG CAC CTC

16 TGG AAC CGC AGC AGT TAC AGA CTG CAC AGC AAT GCC AGT GAG TCC
31 CTT GGA AAA GGC TAC TCT GAT GGA GGG TGC TAC GAG CAACTTTTT
46 GTC TCT CCT GAG GTG TTT GTG ACT CTG GGT GTC ATC AGC TTG TTG
61 GAG AAT ATC TTA GTG ATT GTG GCA ATA GCC AAG AAC AAG AAT CTG
76 CAT TCA CCC ATG TAC TTT TTC ATC TGC AGC TTG GCT GTG GCT GAT
91 ATG CTG GTG AGC GTT TCA AAT GGA TCA GAA ACC ATT ATC ATC ACC
106 CTA TTA AAC AGT ACA GAT ACG GAT GCA CAG AGT TTC ACA GTG AAT
121 ATT GAT AAT GTC ATT GAC TCG GTG ATC TGT AGC TCC TTG CTT GCA
136 TCC ATT TGC AGC CTG CTT TCA ATT GCA GTG GAC AGG TACTTT ACT
151 ATC TTC TAT GCT CTC CAG TAC CAT AAC ATT ATG ACA GTT AAG CGG
166 GTT GGG ATC ATC ATA AGT TGT ATC TGG GCA GCT TGC ACG GTT TCA
181 GGC ATT TTG TTC ATC ATT TAC TCA GAT AGT AGT GCT GTC ATC ATC
196 TGC CTC ATC ACC ATGTTC TTC ACC ATG CTG GCT CTC ATG GCT TCT
211 CTC TAT GTC CAC ATG TTC CTG ATG GCC AGG CTT CAC ATT AAG AGC
226 ATT GCT GTC CTC CCC GGC ACT GGT GCC ATC CGC CAA GGT GCC AAT
241 ATG AAG GGA GCG ATT ACC TTG ACC ATC CTG ATT GGC GTC TTT GTT
256 GTC TGC TGG GCC CCA TTC TTC CTC CAC TTA ATA TTC TAC ATC TCT
271 TGT CCT CAG AAT CCA TAT TGT GTG TGC TTC ATG TCT CAC TTT AAC
286 TTG TAT CTC ATA CTG ATC ATG TGT AAT TCA ATC ATC GAT CCT CTG
301 ATT TAT GCA CTC CGG AGT CAA GAA CTG AGG AAA ACCTTC AAA GAG
316 ATC ATC TGT TGC TAT CCC CTG GGA GGC CTT TGT GAC TTG TCT AGC
331 AGA TAT TAA
atggggacagagcacgcaatataggaacatgcataagagactttttcactcttacccta
Primery Sekvence primerii velikost Tannealing [MgCl,]
MC4R A S’ATCAATTCAGGGGGACACTG'3 473bp 55°C 2mM
MC4R B 3'CTG CTT TCA ATT GCA GTG GA’S
MCA4Rseq2F | 5°CG GAT GCA CAG AGT TTC ACA’3 393bp 55°C 2 mM
MCA4Rseq2R | 3'CCT TCA TAT TGG CAC CTT GG 5
MCA4Rseg3F | 5°GG CTT CAC ATT AAG AGG ATT GC’3 388bp 55°C 2 mM
MC4Rseg3R | 3'"GAAAAAGTCTCTTATGCATGT TCC’'5

Kazdy z primert byl opatfen touto nukleotidovou sekvenci:
F:5TGT AAA ACG ACG GCC AGT’3
R :3'CAG GAA ACA GCT ATG ACC’5

Podminky PCR:
PCR reakéni smés : Taq Gold 0,14ul, 2,5ul Buffer, 0,25ul primers, HO 12,86ul, ANTP 2ul, MgCl, 2ul
PCR reakce: 95°C/10min
40 cykla: 95°C/30s, 55°C/30s, 72°C/1min
72°C/10min
chlazeni pfi 4°C

43



STUDIE 2 : NMU

NMU gen:

Exon 1: AGTCCTGTGTCCGGGCCCCGAGGCACAGCCAGGGCACCAGGTGGAGCACCAGCTACGCGT
GGCGCAGCGCAGCGTCCCTAGCACCGAGCCTCCCGCAGCCGCCGAGATGCTGCGAACAGA
GAGCTGCCGCCCCAGGTCGCCCGCCGGACAGGTGGCCGCGGCGTCCCCGCTCCTGCTGCT
GCTGCTGCTGCTCGCCTGGTGCGCGGGCGCCTGCCGAG

Exon 2: GTGCTCCAATATTACCTCAAGGATTACAGCCTGAACAACAGCTACAGTTGTGGAATGAG

Exon 3: ATAGATGATACTTGTTCGTCTTTTCTGTCCATTGATTCTCAGCCTCAG

Exon 4: GCATCCAACGCACTGGAGGAGCTTTGCTTTATGATTATGGGAATGCTACCAAAGCCTCAG

Exon 5: GAACAAGATGAAAAAGATAATACTAAAAGG

Exon 6: TTCTTATTTCATTATTCGAAGACACAGAAGTTGGGCAAGTCAAATGTTGTG

Exon 7: TCGTCAGTTGTGCATCCGTTGCTGCAGCTCGTTCCTCACCTGCATGAGAGAAGAATGAAG
AGATTCAGAGTGGAC

Exon 8: GAAGAATTCCAAAGTCCCTTTGCAAGTCAAAGTCGAGGATATTTTTTATTCAGG

Exon 9: CCACGGAATGGAAGAAGGTCAGCAGGGTTCATTTAAAATG

Exon 10:GATGCCAGCTAATTTTCCACAGAGCAATGCTATGGAATACAAAATGTACTGACATTTTGT

TTTCTTCTGAAAAAAATCCTTGCTAAATGTACTCTGTTGAAAATCCCTGTGTTGTCAATG
TTCTCAGTTGTAACAATGTTGTAAATGTTCAATTTGTTGAAAATT

pozn. kddujici ¢ast peptidu lezi mezi podtrzenymi tiseky
Primery:

NMUIF: TTATCCCAGAGCGAAAATGC

NMUIR: ACTTGGCTTCTGGGACTTCA

NMU2F: TCCTTGTACTAAGTCAAATGCTGAA
NMU2R: TTTTTGTTTCTTCTCTCCTTCTCTTT
NMU3F: TGAGGGAAGTCTCATTTCCAA
NMU3R: AACACAAGCCCACAGTATTGA
NMUA4F: TCCTCATGCCCCTAACATTT

NMU4R: TGGCATGCTTCCTAAATTGG

NMUS6F: TCCCATTTATTTTTAGAGCAACG
NMUS56R: TTGAATTTCATTCCTTTACTCACA
NMUT7F: TTGTCTGGGACAAGTTTAGTGG
NMU7R: TCCTGAAGAGCAGCATTTGA

NMUOF: CAAATTTCTCAGGATTCTCAGACTTAC
NMU9R: CATTCATGTACATATGCAATCAAATAA
NMUI10F: GGGAAATATGTCAGATGCTACTGTT
NMUI10R: TGTGCTGTACTGTCAAACCTG

Podminky PCR:

PCR reakce: 95°C/10min
pocet cykld: 95°C/30s, Tanneating/30s, 72°C/1min
72°C/10min
chlazeni pfi 4°C

Primery | Tanneating | [MECL] DMSO Pocet cykli
Ex 1 57°C ImM 5% konecného 40
objemu
Ex 2 60°C 3mM - 40
Ex 3 57°C 2mM - 40
Ex 4 55°C 3mM - 40
Ex 56 55°C 3mM - 40
Ex7 55°C 3mM - 40
Ex 8 57°C 3 mM - 35
Ex 9 55°C 3 mM - 40
Ex 10 57°C 2mM - 40
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dHPLC podminky:

Exon | Teplota (°C )/objem (ul) | Teplota (°C )/objem (ul) | Teplota (°C )/objem (ul)
1 64,2/9 67,4/8 -

2 54,2/8 555+08TS/8 -

3 55,9/8 - -

4 56,2/ 10 57,6 +0,5TS /10 -

56 51,4/10 52,3+0,5TS/ 10 53,8 +1,0 TS /10

7 60,1 +0,3TS/10 61,1/10 -

8 53,1/8 54,4/ 8 -

9 52,5/8 549+05TS/8 -

10 53,2/10 54,7+0,5TS /10 -

STUDIE 3: GHSR

GHSR gen - sekvenovand oblast (promotor):

ATGGAACTGGATCGAGAACGCAAATGCGAGGCAGGGCTGGTGACAGGTAT

GCGTGTGGGCGCCGGCCGGAGGATGTGTTGGGAGAAACTTTGGGGGAGTT
GGTGGGGGAAAGGGGAGGTGTCAGAGAAAGCAGTGGGTCACTCTCTCACC
CACTGACCACCAGCCTCTCTCCCTCTTCCTTGTCCCCATCTCACCTTCTTCCT
CGGCTTCTGCCTCTCACCTC(C/T)CTCTCTITCTTICTCCAAGCATCCTCC

Primer GHS-R pro 1F: 5"ATG GAA CTG GAT CGA GAA CG '3
Primer GHS-R pro 1R: 5"GGA GGA TGC TTG GAG AAG AA '3

Oba primery byly opatfeny touto nukleotidovou sekvenci - F: 5'TGT AAA ACG ACG GCC 3’
R: 5'"CAG CAA ACA GCT ATG 3’

PCR podminky:

PCR reakéni smés: 10xBuffer 2,5ul; H,O 7,87ul; MgCL, 2ul; dNTP 2ul; primers 0,25ul; Taq Gold 0,13ul

PCR reakce: 95°C/10min
40 cyklt: 95°C/30s, 60°C/30s, 72°C/30s

72°C/10min
chlazeni pti 4°C

STUDIE 4: PPARg.

Geneticka analyza polymorfismu Leul62Val byla provedena mimo vyzkumnou laboratot vzhledem k pocetnosti

skupiny.
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8.4. Appendix D - Uzite¢né webové stranky

Genom eukaryontii: http://www.ensembl.org; www.ncbi.nlm.nih.gov
Vyber primeri: http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3.cgi
Predikce konzervace mezi druhy a struktura proteinu:
http://www.cmpharm.ucsf.edu/~nomi/nnpredict.html

http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/seq-search/protein-search.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

Nomeklatura mutaci: http://www.genomic.unimelb.edu.au/mdi/mutnomen/recs.html
Prehled odbornych clankii: www.pubmed.com

Genova mapa lidské obezity: http://obesitygene.pbrc.edu
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9. SOUHRN V ANGLICKEM JAZYCE — ENGLISH SUMMARY

Within the last decade an intensive research led to identification of several genes that
are involved in regulation of energy balance. In most cases, carriers of these gene mutations
do not exhibit further characteristic phenotypic features except for severe obesity. Obesity
resulting from mutations of one gene product is called monogenic obesity. Mutations in genes
for leptin, leptin receptor, proopiomelanocortin, prohormone convertase 1, melanocortin
receptor type 4 and melanocortin receptor type 3 disrupt the physiological humoral feedback
between peripheral signals and the hypothalamic centers of satiety and hunger. Defects of any
of the above mentioned genes lead to phenotype of abnormal eating behavior followed by
development of severe and early-onset obesity. Mutations of melanocortin receptor type 4
gene represent the most common cause of monogenic obesity, being detected in almost 6 % of
children with early-onset severe obesity. Mutations of the additional genes involved in energy
homeostasis are very rare.

Although these mutations are sporadic we assume that further research of monogenic
forms of obesity is going to extend our understanding of physiology and pathophysiology of
regulation of energy homeostasis and eating behavior. Additionally, new approach to the
management of eating behavior and to the treatment of obesity may result from these studies.

The aim of this PhD research was to reveal the ethiopathogenesis of early-onset

obesity in Czech children.

e Introduction: Mutations in genes involved in the regulation of energy homeostasis
result in early-onset obesity.
o Aims:

1. to estimate the prevalence of melanocortin receptor type 4 (MC4R) gene
mutations, to evaluate phenotypic features of the mutation carriers, to
determine the effect of weight management among MC4R mutation carriers
and to perform functional analysis of a novel variant;

2. to perform first mutation analysis of neuromedin U (NMU) gene;

3. to genotype one rare variant of the growth hormone secretagogue receptor
(GHSR) gene;

4. to genotype polymorphism Leul62Val of the peroxisome proliferator-activated
receptor-alpha (PPARa) gene.
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Patients and methods: We analyzed the coding regions of MC4R and NMU in a cohort

of 289 Czech children and adolescents with early-onset obesity by direct sequencing.

Data on weight, height, BMI, biochemical parameters and a weight loss follow-up

study were obtained. In vitro functional analysis of one novel variant of MC4R was

performed. Further, we performed genotyping of one variant in the GHSR promoter

area in the children cohort. The genotype-phenotype association of one rare variant of

GHSR and one polymorphism of NMU and PPARA was done in the Danish adult

population.

Results:

1.

We identified six different mutations in MC4R in seven probands including
one novel missense mutation Cys84Arg. A retrospective comparison of
weight, height and BMI of mutation carriers and non-carriers within a 13-year
follow-up period did not reveal any significant differences. MC4R mutation
carriers exhibited a similar ability to lose weight as obese non-carriers. The
novel variant Cys84Arg showed a significant reduction in cAMP signal
properties of the MC4R.

We detected one rare NMU Argl65Trp variant that co-segregated with
childhood obesity in a Czech family. The NMU polymorphism (Alal9Glu)
associated with overweight and obesity in Danish adult population.

We identified two unrelated subjects who carry a rare variant (-151C/T) in the
promotor region of the GHSR. This variant co-segregated with obesity in one
of the family. Genotyping in 6365 Danish subjects showed that this variant is
not associated with obesity. The rare but functional -151C/T variant of GHSR
may in some families increase risk of obesity whereas common variation in
GHSR did not increase risk of obesity in the examined population of middle-
aged whites.

The polymorhism Leul62Val of PPARA associates neither with diabetes nor
obesity. Homozygous carriers of this variant have an incresed levels of serum

lipids.

Conclusions: We found a prevalence of 2.4 % of MC4R mutations in obese Czech

children. Further, our finding suggests that NMU is involved in energy regulation in

humans. Variants of GHSR do not associate with obesity; Leul62Val polymorhism of

PPARA is associated with dyslipidemia.
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Three papers have already been published in peer-reviewed journals, one additional
paper is currently under revision. Further on, review articles concerning genetic forms of
obesity have been published in Czech medical journals and are included in this PhD thesis. In
conclusion, results of the perfomed studies substantially contributed to understanding of the

pathophysiology of obesity development.

49



10. LITERATURA

1.

10.

Abdel-Malek ZA. Melanocortin
receptors: their functions and regulation by
physiological agonists and antagonists.
Cell Mol Life Sci. 2001; 58(3): 434-441.
Allison KC, Stunkard AJ, Their SL.
Overcoming night eating syndrome. A
step-by-step to breaking the cycle.
Oakland, CA: New Harbinger
Publications. 2004.

Angeloupus N, Goula A, Tolis G. Current
knowledge in the neurophysiologic
modulation of obesity. Metabolism. 2005;
54(9): 1202-1217.

Aoyama T, Peters JM, Iritani N, Nakajima
T, Furihata K, Hashimoto T, Gonzales FJ.
Altered constitutive expression of fatty
acid-metabolizing enzymes in mice
lacking the peroxisome proliferator-
activated receptor a (PPAR ). J Biol
Chem. 1998; 273(10): 5678-5684.
Argyropoulos G, Rankinen T, Neufeld
DR, Rice T, Province MA, Leon AS,
Skinner JS, Wilmore JH, Rao DC,
Bouchard C. A polymorphism in the
human agouti-related protein is associated
with late-onset obesity. J Clin Endocrinol
Metab. 2002; 87(9): 4198-4202.

Asakawa A, Inui A, Kaga T, Katsuura G,
Fujimiya M, Fujino MA, Kasuga M.
Antagonism of ghrelin receptor reduces
food intake and body weight gain in mice.
Gut. 2003; 52(7): 947-952.

Auboeuf D, Rieusset J, Fajas L, Vallier P,
Frering V, Riou JP, Stacls B, Auwerx J,
Laville M, Vidal H. Tissue distribution
and quantification of the expression of
mRNAs of peroxisome proliferator-
activated receptors and liver X receptor-
alpha in humans: no alteration in adipose
tissue of obese and NIDDM patients.
Diabetes. 1997; 46(8): 1319-1327.

Austin C, Lo G, Nandha KA, Meleagros
L, Bloom SR. Cloning and
characterization of the cDNA encoding the
human neuromedin U (NmU) precursor:
NmU  expression in the human
gastrointestinal tract. J Mol Endocrinol.
1995; 14(2): 157-169.

Baecke JAH, Burema J, Frihters JER. A
short questionnaire for the measurement of
habitual physical activity in
epidemiological studies. Am J Clin Nutr.
1982; 36(5): 936-942.

Baessler A, Hasinoff MJ, Fischer M,
Reinhard W, Sonnenberg GE, Olivier M,
Erdmann J, Schunkert H, Doering A,
Jacob HJ, Comuzzie AG, Kissebah AH,
Kwitek AE. Genetic linkage and

50

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

association of the growth hormone
secretagogue receptor (ghrelin receptor)
gene in human obesity. Diabetes. 2005;
54(1): 259-267.

Bai F, Rankinen T, Charbonneau C,
Belsham DD, Rao DC, Bouchard C,
Argyropoulos G. Functional dimorphism
of two hAgRP promoter SNPs in linkage
disequilibrium. J Med Genet. 2004; 41(5):
350-353.

Ballesta J, Carlei F, Bishop AE, Steel JH,
Gibson SJ, Fahey M, Hennessey R, Domin
J, Bloom SR, Polak JM. Occurence and
development pattern of neuromedin U-
imunoreactive nerves in the
gastrointestinal tract and brain of the rat.
Neuroscience. 1988; 25(3): 797-816.

Bell CG, Walley AJ, Froguel P. The
genetics of human obesity. Nat Rev Genet.
2005; 6(3): 221-234.

Benjannet S, Rondeau N, Day R, Chretien
M, Seidah NG. PCl and PC2 are
proprotein convertases capable of cleaving
proopiomelanocortin at distinct pairs of
basic residues. Proc Natl Acad Sci U S A.
1991; 88(9): 3564-3568.

Bhattacharyya S, Luan J, Farooqi IS,
Keogh J, Montague C, Brennand J, Jorde
L, Wareham NJ, O'Rahilly S. Studies of
the neuromedin U-2 receptor gene in
human obesity: evidence for the existence
of two ancestral forms of the receptor. J
Endocrinol. 2004; 183(1): 115-120.

Bossé Y, Després JP, Bouchard C, Pérusse
L, Vohl MC. The peroxisome proliferator-
activated receptor a L162V mutation is
associated with reduced adiposity. Obes
Res. 2003; 11(7): 809-816.

Boucher N, Lanouette CM, Larose M,
Perusse L, Bouchard C, Chagnon YC. A
+2138InsCAGACC polymorphism of the
melanocortin receptor 3 gene is associated
in human with fat level and partitioning in
interaction with body corpulence. Mol
Med. 2002; 8(3): 158-165.

Braissant O, Foufelle F, Scotto C, Dauca
M, Wahli W. Differential expression of
peroxisome proliferator-activated
receptors (PPARSs): tissue distribution of
PPAR-a, -B, -y in the adult rat.
Endocrinology. 1996; 137(1): 354-366.
Branson R, Potoczna N, Kral JG, Lentes
KU, Hoehe MR, Horber FF. Binge eating
as a major phenotype of melanocortin 4
receptor gene mutations. N Engl J Med.
2003; 348(12): 1096-1103.

Bruun JM, Pedersen SB, Richelsen B.
Monogenic obesity with special focus on



21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

the melanocortin 4 receptor gene
mutations. Ugeskr Laeger. 2004; 166(43):
3811-3814.

Buetow KH, Edmonson M, MacDonald
R, Clifford R, Yip P, Kelley J, Little DP,
Strausberg R, Koester H, Cantor CR,
Braun A. High-throughput development
and characterization of a genomewide
collection of gene-based single nucleotide
polymorphism markers by chip-based
matrix-assisted laser desorption/ionization
time-of-flight mass spectrometry. Proc
Natl Acad Sci USA. 2001; 98(2): 581-584.
Buono P, Pasanisi F, Nardelli C, Ieno L,
Capone S, Liguori R, Finelli C, Oriani G,
Contaldo F, Sacchetti L. Six novel
mutations in the proopiomelanocortin and
melanocortin receptor 4 genes in severely
obese adults living in southern Italy. Clin
Chem. 2005; 51(8): 1358-1364.

Butler AA, Marks DL, Fan W, Kuhn CM,
Bartolome M, Cone RD. Melanocortin-4
receptor is required for acute homeostatic
responses to increased dietary fat. Nat
Neurosci. 2001; 4(6): 605-611.

Butler AA, Cone RD. Knockout studie
defining roles for melanocortin receptors
in energy homeostasis. Am N Y Acad Sci.
2003; 994: 240-245.

Castro MG, Morisson E. Post-
translational processing of
proopiomelanocortin in the pituitary and in
the brain. Crit Rev Neurobiol. 1997; 11(1):
35-37.

Clément K, Vaisse C, Lahlou N, Cabrol S,
Pelloux V, Cassuto D, Gourmelen M, Dina
C, Chambaz J, Lacorte JM, Basdevant A,
Bougneres P, Lebouc Y, Froguel P, Guy-
Grand B. A mutation in the human leptin
receptor gene causes obesity and pituitary
dysfuntion. Nature. 1998; 392(6674): 398-
401.

Coleman DL. Obese and diabetes: two
mutant genes causing diabetes-obesity
syndromes in mice. Diabetologia. 1978;
14(3): 141-148.

Coleman DL, Eicher EM. Fat (fat) and
tubby (tub): two autosomal recessive
mutations causing obesity syndromes in
the mouse. J Hered. 1990; 81(6): 424-427.
Cool DR, Normant E, Shen F, Chen HC,
Pannell L, Zhang Y, Loh YP.
Carboxypeptidase E is a regulated
secretory pathway sorting receptor: genetic
obliteration leads to endocrine disorders in
Cpe (fat) mice. Cell. 1997; 88(1): 73-83.
Cool DR, Loh YP. Carboxypeptidase E is
a sorting receptor for prohormones:
binding and kinetic studies. Mol Cell
Endocrinol. 1998; 139(1-2): 7-13.

51

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Cossrow N, Falkner B. Race/ethnic issues
in obesity and obesity-related comorbities.
J Clin Endocrinol Metab. 2004; 89(6):
2590-2594.

Costet P, Legendre C, More J, Edgar A,
Galtier P, Pinecau T. Peroxisome
proliferator-activated receptor o-isoform
deficiency leads to progressive
dyslipidemia with sexually dimorphic
obesity and steatosis. J Biol Chem. 1998;
273(45): 29577-29585.

Costill DL. Carbohydrates for exercise:
dietary demands for optimal performance.
Int J Sports Med. 1988; 9(1): 1-18.
Cowley MA, Pronchuk N, Fan W,
Dinulescu DM, Colmers WF, Cone RD.
Integration of NPY, AGRP, and
melanocortin signals in the hypothalamic
paraventricular nucleus: evidence of a
cellular basis for the adipostat. Neuron.
1999; 24(1): 155-163.

Cowley MA, Smith RG, Diano S, Tschop
M, Pronchuk N, Grove KL, Strasburger
CJ, Bidlingmaier M, Esterman M, Heiman
ML, Garcia-Segura LM, Nillni EA,
Mendez P, Low MJ, Sotonyi P, Friedman
JM, Liu H, Pinto S, Colmers WF, Cone
RD, Horvath TL. The distribution and
mechanism of action of ghrelin in the CNS
demonstrates a novel hypothalamic circuit
regulating energy homeostasis. Neuron.
2003; 37(4): 649-661.

Cummings DE, Purnell JQ, Frayo RS,
Schmidova K, Wisse BE, Weigle DS. A
prandial rise in plasma ghrelin levels
suggests a role in meal initiation in
humans. Diabetes. 2001; 50(8): 1714-
1719.

Cummings DE, Schwartz MW. Genetics
and pathophysiology of human obesity.
Annu Rev Med. 2003; 54: 453-471.
Cummings DE, Weigle DS, Frayo RS,
Breen PA, Ma MK, Dellinger EP, Purnell
JQ. Plasma ghrelin levels after diet-
induced weight loss or gastric bypass
surgery. N Engl J Med. 2002; 346(21):
1623-1630.

Date Y, Murakami N, Toshinai K,
Matsukura S, Niijjima A, Matsuo H,
Kangawa K, Nakazato M. The role of
gastric afferent vagal nerve in ghrelin —
induced feeding and growth hormone
secretion in rats. Gatroenterology. 2002;
123(4): 1120-1128.

Dempfle A, Hinney A, Heinzel-
Gutenbrunner M, Raab M, Geller F,
Gudermann T, Schiafer H, Hebebrand J.
Large quantitative effect of melanocortin-4
receptor gene mutations on body mass



41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

index. J Med Genet. 2004; 41(10): 795-
800.

Deng HW, Deng H, Liu YJ, Xu FH, Shen
H, Conway T, Li JL, Huang QY, Davies
KM, Recker RR. A genomewide linkage
scan for quantitative-trait loci for obesity
phenotypes. Am J Hum Genet. 2002;
70(5): 1138-1151.

Detera-Wadleigh SD, Fanning TG.
Phylogeny of the steroid receptor
superfamily. Mol Phylogenet Evol. 1994;
3(3): 192-205.

Devlin MJ, Goldfein JA, Dobrow I. What
is this thing called BED? Current status on
binge eating nosology. Int J Eat Disord.
2003; 34(Suppl 1): 2-18.

Djouadi F, Weinheimer CJ, Saffitz JE,
Pitchford C, Bastin J, Gonzales FJ, Kelly
DP. A gender-related defect in lipid
metabolism and glucose homeostasis in
peroxisome proliferator-activated receptor
o-deficient mice. J Clin Invest. 1998;
102(6): 1083-1091.

Domin J, Ghatei MA, Chohan P, Bloom
SR. Neuromedin U: a study of its
distribution in the rat. Peptides. 1987; 8(5):
779-784.

Doney ASF, Fischer B, Lee SP, Morris
AD, Leese G, Palmer CN. Association of
common variation in the PPARA gene
with incident myocardial infarction in
individuals with type 2 diabetes. A Go-
DARTS study. Nucl Recept. 2005; 3: 4.
Dubern B, Clément K, Pelloux V, Froguel
P, Girardet JP, Guy-Grand B, Tounian P.
Mutational analysis of melanocortin-4
receptor, agouti-related protein and alpha-
melanocyte-stimulating hormone genes in
severely obese children. J Pediatr. 2001;
139(2): 204-2009.

Echwald SM, Sorensen TI, Andersen T,
Tybjaerg-Hansen A, Clausen JO, Pedersen
O. Mutational  analysis of  the
proopiomelanocortin gene in Caucasians
with early onset obesity. Int J Obes Relat
Metab Disord. 1999; 23(3): 289-293.
English PJ, Ghatei MA, Malik IA, Bloom
SR, Wilding JP. Food fails to suppress
ghrelin levels in obese humans. J Clin
Endocrinol Metab. 2002; 87(6): 2984.
Evans D, Aberle J, Wendt D, Wolf A,
Beisiegel U, Mann WA. A polymorphism
L162V, in the peroxisome proliferator-
activated receptor a (PPARa) gene is
associated with lower body mass index in
patients  with  non-insulin-dependent
diabetes mellitus. J Mol Med. 2001; 79(4):
198-204.

Farooqi IS, Jebb SA, Langmack G,
Lawrence E, Cheetham, CH, Prentice,

52

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

AM, Hughes, IA., McCamish, MA,
O’Rahilly S. Effects of recombinant leptin
therapy in a child with congenital leptin
deficiency. N Engl J Med. 1999; 341(12):
879-884.

Farooqi IS, Yeo GS, Keogh JM, Aminian
S, Jebb SA, Butler G, Cheetham T,
O’Rahilly S. Dominant and recessive
inheritance of morbid obesity associated
with melanocortin 4 receptor defficiency. J
Clin Invest. 2000; 106(2): 271-279.
Farooqi IS, Yeo GS, O'Rahilly S. Binge
eating as a phenotype of melanocortin 4
receptor gene mutations. N Engl J Med.
2003; 349(6): 606-609.

Farooqi IS, Matarese G, Lord GM, Keogh
IJM, Lawrence E, Agwu C, Sanna V, Jebb
SA, Perna F, Fontana S, Lechler RI,
DePaoli AM, O’Rahilly S. Beneficial
effects of leptin on obesity, T cell
hyporesponsiveness, and
neuroendocrine/metabolic dysfunction of
human congenital leptin deficiency. J Clin
Invest. 2002; 110(8): 1093-1103.

Farooqi IS, Keogh JM, Yeo GS, Lank EJ,
Cheetham T, O’Rahilly S. Clinical
spectrum of obesity and mutations in the
melanocortin 4 receptor. N Eng J Med.
2003; 348(12): 1085-1095.

Fisher SL, Yagaloff KA, Burn P.
Melanocortin and leptin signaling systems:
central regulation of catabolic energy
balance. J Recept Signal Transduct Res.
1999; 19(1-4): 203-216.

Flavell DM, Torra IP, Jamshidi Y, Evans
D, Diamond JR, Elkeles RS, Bujac SR,
Miller G, Talmud PJ, Staels B, Humphries
SE. Variation in the PPARa gene is
associated with altered function in vitro
and plasma lipid concentrations in type II
diabetic subjects. Diabetologia. 2000;
43(5): 673-680.

Flint A, Raben A, Blundell JE, Astrup A.
Reproducibility, validity and power of
visual analogue scales in assessment of
subjective appetite sensations in single
meal test studies. Int J Obes Relat Metab
Disord. 2000; 24(1): 38-48.

Fong TM, Mao C, MacNeil T, Kalyani R,
Smith T, Weinberg D, Tota MR, Van der
Ploeg LH. ART (protein product of agouti-
related transcript) as an antagonist of MC-
3 and MC-4 receptors. Biochem Biophys
Res Commun. 1997; 237(3): 629-631.
Gale SM, Castracane VD, Mantzoros CS.
Energy homeostasis, obesity and eating
disorders: recent advances in
endocrinology. J Nutr. 2004; 134(2): 295-
298.



61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

Gantz I, Konda Y, Tashiro T, Shimoto Y,
Miwa H, Munzert G, Watson SJ, DelValle
J, Yamada T. Molecular cloning of a novel
melanocortin  receptor. J Biol Chem.
1993a; 268(11): 8246-8250.

Gantz I, Miwa H, Konda Y, Shimoto Y,
Tashiro T, Watson SJ, DelValle J, Yamada
T. Molecular cloning, expression, and
gene localization of a fourth melanocortin
receptor. J Biol Chem. 1993b; 268(20):
15174-15179.

Geller F, Reichwald K, Dempfle A, Illig
T, Vollmert C, Herpertz S, Siffert W,
Platzer M, Hess C, Gudermann T,
Biebermann H, Wichmann HE, Schafer H,
Hinney A, Hebebrand J. Melanocortin-4
receptor gene variant 1103 is negatively
associated with obesity. Am J Hum Genet.
2004; 74(3): 572-581.

Gibson WT, Farooqi IS, Moreau M,
DePaoli AM, Lawrence E, O'Rahilly S,
Trussell RA. Congenital leptin deficiency
due to homozygosity for the Deltal33G
mutation: report of another case and
evaluation of response to four years of
leptin therapy. J Clin Endocrinol Metab.
2004; 89(10): 4821-4826.

Gnanapavan S, Kola B, Bustin SA,
Morris DG, McGee P, Fairclough P,
Bhattacharya S, Carpenter R, Grossman
AB, Korbonits M. The tissue distribution
of the mRNA of ghrelin and subtypes of
its receptor, GHS-R, in humans. J Clin
Endocrinol Metab. 2002; 87(6): 2988-
2991.

Gonzales FJ. Recent update on the
PPARo-null mouse. Biochimie. 1997;
79(2-3): 139-144.

Gotoda T. Binge eating as a phenotype of
melanocortin 4 receptor gene mutations. N
Engl J Med. 2003; 349(6): 606-609.
Gotoda T, Scott J, Aitman TJ. Molecular
screening of the human melanocortin-4
receptor gene: identification of a missense
variant showing no association with
obesity, plasma glucose, or insulin.
Diabetologia. 1997; 40(8): 976-979.
Gouni-Berthold I, Giannakidou E,
Miller-Wieland D, Faust M, Kotzka J,
Berthold HK, Krone W. Association
between the PPARa L162V
polymorphism, plasma lipoprotein levels,
and atherosclerotic disease in patients with
diabetes mellitus type 2 and in nondiabetic
controls. Am Heart J. 2004; 147(6): 1117-
1124.

Graham M, Shutter JR, Sarmiento U,
Sarosi I, Stark KL. Overexpression of Agrt
leads to obesity in transgenic mice. Nat
Genet. 1997; 17(3): 273-274.

53

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

Gu W, Tu Z, Kleyn PW, Kissebah A,
Dubrat L, Lee J, Chin W, Maruti S, Deng
N, Fisher SL, Franco LS, Burn P, Yagaloff
KA, Nathan J, Heymsfield S, Albu J, Pi-
Sunnyer FX, Allison DB. Identification
and functional analysis of novel human
melanocortin-4 receptor variants. Diabetes.
1999; 48(3): 635-639.

Guan JL, Wang QP, Kageyama H,
Takenoya F, Kita T, Matsuoka T,
Funahashi H, Shioda S. Synaptic
interactions  between  ghrelin- and
neuropeptide Y-containing neurons in the
rat arcuate nucleus. Peptides. 2003;
24(12): 1921-1928.

Hainerova I, Lebl J, Hainer V, Finkova
M, Larsen LL, Hansen T, Pedersen O.
Mutation in melanocortin 4 receptor
(MC4R) in Czech obese children:
prevalence, phenotype and  weight
reduction of the carriers. Obes Rev. 2006;
7(Suppl.2): 163.

Hanada R, Nakazato M, Murakami N,
Sakihara S, Yoshimatsu H, Toshinai K,
Hanada T, Suda T, Kangawa K, Matsukura
S, Sakata T. A role for neuromedin U in
stress response. Biochem Biophys Res
Commun. 2001; 289(1): 225-228.

Hanada R, Teranishi H, Pearson JT,
Kurokawa M, Hosoda H, Fukushima N,
Fukue Y, Serino R, Fujihara H, Ueta Y,
Ikawa M, Okabe M, Murakami N, Shirai
M, Yoshimatsu H, Kangawa K, Kojima M.
Neuromedin U has a novel anorexigenic
effect independent of the leptin signaling
pathway. Nat Med. 2004; 10(10): 1067-
1073.

Halaas JL, Gajiwala KS, Maffei M,
Cohen SL, Chait BT, Rabinowitz D,
Lallone RL, Burley SK, Friedman JM.
Weight-reducing effects of the plasma
protein encoded by the obese gene.
Science. 1995; 269(5223): 543-546.

Haqq AM, Rene P, Kishi T, Khong K,
Lee CE, Liu H, Friedman JM, Elmquist
JK, Cone RD. Characterization of a novel
binding partner of the melanocortin-4
receptor: attractin-like protein. Biochem J.
2003; 376(3): 595-605.

Harris M, Aschkenasi C, Elias CF,
Chandrankunnel A, Nillni EA, Bjoorbaek
C, Elmquist JK, Flier JS, Hollenberg AN.
Transcriptional ~ regulation  of  the
thyrotropin-releasing hormone gene by
leptin and melanocortin signaling. J Clin
Invest. 2001; 107(1): 111-120.
Haskell-Luevano C, Monck EK. Agouti-
related protein functions as an inverse
agonist at a constitutively active brain



80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

melanocortin-4
2001; 99(1): 1-7.
Hebebrand J, Geller F, Dempfle A,
Heinzel-Gutenbrunner M, Raab M, Gerber
G, Wermter AK, Horro FF, Blundell J,
Schafer H, Remschmidt H, Herpertz S,
Hinney A. Binge-eating episodes are not
characteristic of carriers of melanocortin-4
receptor gene mutations. Mol Psychiatry.
2004; 9(8): 796-800.

Heid IM, Vollmert C, Hinney A, Doring
A, Geller F, Lowel H, Wichmann HE, Illig
T, Hebebrand J, Kronenberg F, KORA
Group. Association of the 1031 MC4R
allele with decreased body mass in 7937
participants of two population based
surveys. ] Med Genet. 2005; 42(4): e21.
Henson MC, Castrane VD, eds. Leptin
and reproduction. 2003. Kluwer Academic
Publishers, New Zork, NY.

Heo M, Leibel RL, Boyer BB, Chung
WK, Koulu M, Karvonen MK, Pesonen U,
Rissanen A, Laakso M, Uusitupa MI,
Chagnon Y, Bouchard C, Donohoue PA,
Burns TL, Shuldiner AR, Silver K,
Andersen RE, Pedersen O, Echwald S,
Sorensen TI, Behn P, Permutt MA, Jacobs
KB, Elston RC, Hoffman DJ, Allison DB.
Pooling analysis of genetic data: the
association of leptin receptor (LEPR)
polymorphisms with variables related to
human adiposity. Genetics. 2001; 159(3):
1163-1178.

Herpertz S, Siffert W, Hebebrand J.
Binge eating as a phenotype of
melanocortin 4 receptor gene mutations. N
Engl J Med. 2003; 349(6): 606-609.
Hewson AK, Dickson SL. Systematic
administration of ghrelin induces Fos and
Egr-1 proteins in the hypothalamic arcuate

receptor. Regul Pept.

nucleus of fasted and fed rats. J
Neuroendocrinol.  2000; 12(11): 1047-
1049.

Hinney A, Becker I, Heibult O, Nottebom
K, Schmidt A, Ziegler A, Mayer H,
Siegfried W, Blum WF, Remschmidt H,
Hebebrand J.  Systematic  mutation
screening of the pro-opiomelanocortin
gene: identification of several genetic
variants  including  three  different
insertions, one nonsense and two missense
point mutations in probands of different
weight extremes. J Clin Endocrinol Metab.
1998; 83(10): 3737-3741.

Hinney A, Bettecken T, Tarnow P,
Brumm H, Reichwald K, Lichtner P,
Scherag A, Nguyen TT, Schlumberger P,
Rief W, Vollmert C, Illig T, Wichmann H-
E, Schifer H, Platzer M, Biebermann H,
Meitinger T, Hebebrand J. Prevalence,

54

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

spectrum and functional characterization
of melanocortin-4 receptor gene mutations
in a representative population-based
sample and obese adults from Germany. J
Clin Endocrinol Metab. 2006; 91(5): 1761-
1769.

Hinney A, Schmidt A, Nottebom K,
Heibult O, Becker I, Ziegler A, Gerber G,
Sina M, Gorg T, Mayer H, Siegfried W,
Fichter M, Remschmidt H, Hebebrand J.
Several mutations in the melanocortin-4
receptor gene including a nonsense and a
frameshift mutation associated with
dominantly inherited obesity in humans. J
Clin Endocrinol Metab. 1999; 84(4): 1483-
1486.

Hinney A, Hohmann S, Geller F, Vogel C,
Hess C, Wermter AK, Brokamp B,
Goldschmidt H, Siegfried W, Remschmidt
H, Schafer H, Gudermann T, Hebebrand J.
Melanocortin-4 receptor gene: case-control
study and transmission disequilibrium test
confirm that functionally relevant
mutations are compatible with a major
gene effect for extreme obesity. J Clin
Endocrinol Metab. 2003; 88(9): 4258-
4267.

Ho G, MacKenzie RG. Functional
characterization ~ of  mutations in
melanocortin-4 receptor associated with
human obesity. J Biol Chem. 1999;
274(50): 35816-35822.

Ho SN, Hunt HD, Horton RM, Pullen JK,
Pease LR. Site-directed mutagenesis by
overlap extension using the polymerase
chain reaction. Gene. 1998; 77(1): 51-59.
Holder JL Jr, Butte NF, Zinn AR.
Profound obesity associated with a
balances translocation that disrupts the
SIM1 gene. Hum Mol Genet. 2000; 9(1):
101-108.

Holst B, Cygankiewicz A, Jensen TH,
Ankersen M, Schwartz TW. High
constitutive signaling of the ghrelin
receptor — identification of a potent inverse
agonist. Mol Endocrinol. 2003; 17(11):
2201-2210.

Holst B, Schwartz TW. Constitutitve
ghrelin receptor activity as a signaling set-
point in appetite regulation. Trends
Pharmacol. 2004; 25(3): 113-117.

Holst B, Schwartz TW. Ghrelin receptor
mutations — too little height and too much
hunger. J Clin Invest. 2006; 116(3): 637-
641.

Howard AD, Feighner SD, Cully DF,
Arena JP, Liberator PA, Rosenblum CI,
Hamelin M, Hreniuk DL, Palyha PC,
Anderson J, Paress PS, Diaz C, Chou M,
Liu KK, McKee KK, Pong SS, Chaung



LY, Elbrecht A, Dashkevicz M, Heavens
R, Rigby M, Sirinathsinghji DJ, Dean DC,
Melillo DG, Patchett AA, nargund R,
Griffin PR, DeMartino JA, Gupta SK,
Schaeffer JM, Smith RG, Van der Ploeg
LH. A receptor in pituitary and
hypothalamus that funtions in growth
hormone release. Science. 1996;
273(5277): 974-9717.

97. Howard AD, Wang R, Pong SS, Mellin
TN, Strack A, Guan XM, Zeng Z,
Williams DL, Feighner SD, Nunes CN,
Murphy B, Stair JN, Yu H, Jiang Q,
Clements MK, Tan CP, McKee KK,
Hreniuk DL, McDonals TP, Lynch KR,
Evans JF, Austin CP, Caskey CT, Van der
Ploeg LHT, Liu Q. Identification of
receptors for neuromedin U and its role in
feeding. Nature. 2000; 406(6791): 70-74.

98. Huszar D, Lynch CA, Fairchild-Huntress
V, Dunmore JH, Fang Q, Barkemeier LR,
Gu W, Kesterson RA, Boston BA, Cone
RD, Smith FJ, Campfield LA, Burn P, Lee
F.  Targeted disruption of  the
melanocortin-4 receptor results in obesity
in mice. Cell. 1997; 88(1): 131-141.

99. Challis BG, Pritchard LE, Creemers JW,
Delplanque J, Keogh JM, Luan I,
Wareham NJ, Yeo GS, Bhattacharyya S,
Froguel P, White A, Farooqi IS, O'Rahilly
S. A missense mutation disrupting a
dibasic prohormone processing site in pro-
opiomelanocortin ~ (POMC) increases
susceptibility to early-onset obesity
through a novel mechanism. Hum Mol
Genet. 2002; 11(17): 1997-2004.

100.Chhajlani V, Wikberg JE. Molecular
cloning and expression of the human
melanocyte stimulating hormone receptor
cDNA. FEBS Lett. 1992; 309(3): 417-420.

101.Chen AS, Marsh DJ, Trumbauer ME,
Frazier EG, Guan XM, Yu H, Rosenblum
CI, Vongs A, Feng Y, Ca L, Metzger M,
Strack AM, Camacho RE, Mellin TN,
Nunes CN, Min W, Fisher J, Gopal-Truter
S, MacIntyre DE, Chen HY, Van der
Ploeg LH. Inactivation of the mouse
melanocortin-3  receptor  results  in
increased fat mass and reduced lean body
mass. Nat Genet. 2000a; 26(1): 97-102.

102.Chen AS, Metzger JM, Trumbauer ME,
Guan XM, Yu H, Frazier EG, Marsh D]J,
Forrest MJ, Gopal-Truter S, Fisher J,
Camacho RE, Strack AM, Mellin TN,
Maclntyre DE, Chen HY, Van der Ploeg
LH. Role of the melanocortin-4 receptor in
metabolic rate and food intake in mice.
Transgenic Res. 2000b; 9(2): 145-154.

55

103.Chen D, Garg A. Monogenic disorders of
obesity and body fat distribution. J Lipid
Res. 1999; 40(10): 1735-1746.

104.Chen H, Charlat O, Tartaglia LA, Woolf
EA, Weng X, Ellis SJ, Lakey ND,
Culpepper J, Moore KJ, Breitbart RE,
Duyk GM, Tepper RI, Morgenstern JP.
Evidence that the diabetes gene encodes
the leptin receptor: identification of a
mutation in the leptin receptor gene in
db/db mice. Cell. 1996; 84(3): 491-495.

105.Chua SC Jr, Chung WK, Wu-Peng XS,
Zhang Y, Liu SM, Tartaglia L, Leibel RL.
Phenotypes of mouse diabetes and rat fatty
due to mutations in the OB (leptin)
receptor. Science. 1996; 271(5251): 994-
996.

106.Jackson RS, Creemers JWM, Ohagi S,
Raffin-Sanson ML, Sanders L, Montague,
CT, Hurton JC, O'Rahilly S. Obesity and
impaired prohormone processing
associated with mutations in the human
prohormone convertase 1 gene. Nat Genet.
1997; 16(3): 303-306.

107.Jacobson P, Ukkola O, Rankinen T,
Snyder EE, Leon AS, Rao DC, Skinner JS,
Wilmore JH, Lonn L, Cowan GS IJr,
Sjostrom L, Bouchard C. Melanocortin 4
receptor sequence variations are seldom a
cause of human obesity: the Swedish
obese subjects, the Heritage family study,
and a Memphis cohort. J Clin Endocrinol
Metab. 2002; 87(10): 4442-4446.

108.Jamshidi Y, Flavell DM, Hawe E,
MacCallum PK, Meade TW, Humphries
SE. Genetic determinants of the response
to bezafibrate treatment in the lower
extremity arterial disease event reduction
(LEADER) trial. Atherosclerosis. 2002;
163(1): 183-192.

109.Jergensen T, Borch-Johnsen K, Thomsen
TF, Ibsen H, Glumer C, Pisinger C. A
randomizes non-pharmacological
intervention study for prevention of
ischaemic heart disease: Baseline results
Inter99 (1). Eur J cardiovasc Prev Rehab.
2003; 10(5): 377-386.

110.Kalarchian MA, Marcus MD, Wilson
GT, Labouvie EW, Brolin RE, LaMarca
LB. Binge eating among gastric bypass
patients at long-term follow-up. Obes
Surg. 2002; 12(2): 270-275.

111.Kamegai J, Tamura H, Shimizu T, Ishii S,
Sugihara H, Wakabayashi I. Chronic
central infusion of ghrelin increases
hypothalamic neuropeptide Y and Agouti-
related protein mRNA levels and body
weight in rats. Diabetes. 2001; 50(11):
2438-2443.



112.Karvonen MK, Pesonen U, Heinonen P,
Laakso M, Rissanen A, Naukkarinen H,
Valve R, Uusitupa MI, Koulu M.
Identification of new sequence variants in
the leptin gene. J Clin Endocrinol Metab.
1998; 83(9): 3239-3242.

113.Kask A, Rago L, Wikberg JE, Schioth
HB. Evidence for involvement of the
melanocortin MC4 receptor in the effects
of leptin on food intake and body weight.
Eur J Pharmacol. 1998; 360(1): 15-19.

114.Kim BH, Won YS, Kim EY, Yoon M,
Nam KT, Oh GT, Kim DY. Phenotype of
peroxisome proliferator-activated receptor-
o (PPARa) deficient mice on mixed
background fed high fat diet. J Vet Sci.
2003; 4(3): 239-244.

115.Klausen B, Toubro S, Astrup A. Age and
sex effects on energy expenditure. Am J
Clin Nutr. 1997; 65(4): 895-907.

116.Kobayashi H, Ogawa Y, Shintani M,
Ebihara K, Shimodahira M, Iwakura T,
Hino M, Ishihara T, Ikekubo K, Kurahachi
H, Nakao K. A novel homozygous
missense mutation of melanocortin-4
receptor (MC4R) in a Japanese woman
with severe obesity. Diabetes. 2002; 51(1):
243-246.

117.Kobzova J, Vignerova J, Blaha P,
Krejéovsky L, Riedlova J. The 6"
nationwide anthropological survey of
children and adolescents in the Czech
Republic in 2001. Cent Eur J Public
Health. 2004; 12(3): 126-130.

118.Kohno D, Gao HZ, Muroya S, Kikuyama
S, Yada T. Ghrelin directly interacts with
neuropeptide-Y-containing neurons in the
rat arcuate nucleus: Ca2+ signaling via
protein kinase A and N-type channel-
dependent mechanisms and cross-talk with
leptin and orexin. Diabetes. 2003; 52(4):
948-956.

119.Kojima M, Hosoda H, Date Y, Nakazato
M, Matsuo H, Kangawa K. Ghrelin is a
growth-hormone-releasing peptide from
stomach. Nature. 1999; 402 (6762): 656-
660.

120.Kojima M, Kangawa K. Ghrelin: structure
and function. Physiol Rev. 2005; 85(2):
495-522.

121.Korbonits M, Goldstone AP, Gueorguiev
M, Grossman AB. Ghrelin — a hormone
with multiple functions. Front
Neuroendocrinol. 2004; 25(1): 27-68.

122.Kowalski TJ, Spar BD, Markowitz L,
Maguire M, Golovko A, Yang S, Farley C,
Cook JA, Tetzloff G, Hoos L, Del Vecchio
RA, Kazdoba TM, McCool MF, Hwa JJ,
Hyde LA, Davis H, Vassileva G, Hedrick
JA, Gustafson EL. Transgenic

56

overexpression of neuromedin U promotes
leanness and hypophagia in mice. J
Endocrinol. 2005; 185(1): 151-164.

123.Krude H, Biebermann H, Luck W, Horn
R, Brabant G. Severe early-onset obesity,
adrenal insufficiency and red hair
pigmentation caused by POMC mutations
in humans. Nat Genet. 1998; 19(2): 155-
157.

124. Krude H, Biebermann H, Schnabel D,
Tansek MZ, Theunissen P, Mullis PE,
Gruters A. Obesity due to
proopiomelanocortin deficiency: three new
cases and treatment trials with thyroid
hormone and ACTH4-10. J Clin
Endocrinol Metab. 2003; 88(10): 4633-
4640.

125.Krude H, Gruters A. Implications of
proopiomelanocortin  (POMC) mutations
in humans: the POMC deficiency
syndrome. Trends Endocrinol Metab.
2000; 11(1): 15-22.

126.Lacquemant C, Lepretre F, Torra IP,
Manraj M, Charpentier G, Ruiz J, Staels B,
Froguel P. Mutation screening of the
PPARa gene in type 2 diabetes associated
with coronary heart disease. Diabetes
Metab. 2000; 26(5): 393-401.

127.Larsen LH, Echwald SM, Sorensen TI,
Andersen T, Wulff BS, Pedersen O.
Prevalence of mutations and functional
analyses of melanocortin 4 receptor
variants identified among 750 men with
juvenile-onset obesity. J Clin Endocrinol
Metab. 2005; 90(1): 219-224.

128.Larsen TM, Larsen LH, Torekov SK, Ek
J, Black E, Toubro S, Astrup A, Serensen
TIA, Hansen T, Pedersen O. Identification
of novel variants in the putative PPARy2
promoter and studies of relationships with
obesity in Danish men. Obes Res. 2005;
13(6): 953-958.

129.Lee GH, Proenca R, Montez JM, Carroll
KM, Darvishzadeh JG, Lee JI, Friedman
JM. Abnormal splicing of the leptin
receptor in diabetic mice. Nature. 1996;
379(6566): 632-635.

130.Lee YS, Poh LK, Loke KY. A novel
melanocortin 3 receptor gene (MC3R)
mutation associated with severe obesity. J
Clin Endocrinol Metab. 2002; 87(3): 1423-
1426.

131.Licinio J, Caglayan S, Ozata M, Yildiz
BO, de Miranda PB, O’Kirwan F, Whitby
R, Liang L, Cohen P, Bhasin S, Krauss
RM, Veldhuis JD, Wagner AJ, DePaoli
AM, McCann SM, Wong ML. Phenotypic
effects of leptin replacement of morbid
obesity, diabetes mellitus, hypogonadism
and behavior in leptin-deficient adults.



Proc Natl Acad Sci U S A. 2004; 101(13):
4531-4536.

132.Lubrano-Berthelier C, Dubern B,
Lacorte JM, Picard F, Shapiro A, Zhang S,
Bertrais S, Hercberg S, Basdevant A,
Clement K, Vaisse C. Melanocortin 4
receptor mutations in a large cohort of
severely obese adults: prevalence,
functional classification, genotype-
phenotype relationships, and lack of
association with binge eating. J Clin
Endocrinol Metab. 2006; 91(5): 1811-
1818.

133.Lubrano-Berthelier C, Durand E, Dubern
B, Shapiro A, Dazin P, Weill J, Ferron C,
Froguel P, Vaisse C. Intracellular retention
is a common characteristics of childhood
obesity-associated MC4R mutations. Hum
Mol Genet. 2003; 12(2): 145-153.

134.Lubrano-Berthelier C, Le Stunff C,
Bougneres P, Vaisse C. A homozygous
null mutation delineates the role of the
melanocortin-4 receptor in humans. J Clin
Endocrinol Metab. 2004; 89(5): 2028-
2032.

135.Ma L, Tataranni PA, Bogardus C, Baier
LJ. Melanocortin 4 receptor gene variation
is associated with severe obesity in Pima
Indians. Diabetes. 2004; 53(10): 2696-
2699.

136.Mackenzie = RG.  Obesity-associated
mutations in the human melanocortin-4
receptor gene. Peptides. 2006; 27(2): 395-
403.

137.Maffei M, Halaas J, Ravussin E, Pratley
RE, Lee GH, Zhang Y, Fei H, Kim S,
Lallone R, Ranganathan S. Leptin levels in
human and rodent: measurement of plasma
leptin and ob RNA in obese and weight-
reduced subjects. Nat Med. 1995; 1(11):
1155-1161.

138.Marks DL, Boucher N, Lanouette CM,
Perusse L, Brookhart G, Comuzzie AG,
Chagnon YC, Cone RD. Ala67Thr
polymorphism in the Agouti-related
peptide gene is associated with inherited
leanness in humans. Am J Med Genet A.
2004; 126(3): 267-271.

139.Mayfield DK, Brown AM, Page GP,
Garvey WT, Shriver MD, Argyropoulos
G. A role for the Agouti-related protein
promoter in obesity and type 2 diabetes.
Biochem Biophys Res Commun. 2001;
287(2): 568-573.

140.Maynard LM, Guo SS, Chumlea WC,
Roche AF, Wisemandle WA, Zeller CM,
Towne B, Siervogel RM. Total-body and
regional bone mineral content and areal
bone mineral density in children aged 8-

57

18y: the Fels Longitudinal Study. Am J
Clin Nutr. 1998; 68(5): 1111-1117.

141.McGarry JD. Banting lecture 2001:
dysregulation of fatty acid metabolism in
the etiology of type 2 diabetes. Diabetes.
2002; 51(1): 7-18.

142.McKee KK, Palyha OC, Feighner SD,
Hreniuk DL,Tan CP, Phillips MS, Smith
RG, Van der Ploeg LH, Howard AD.
Molecular analysis of rat pituitary and
hypothalamic growth hormone
secretagogue receptors. Mol Endocrinol.
1997; 11(4): 415-423.

143.Mergen M, Mergen H, Ozata M, Oner R,
Oner C. A novel melanocortin 4 receptor
(MC4R) gene mutation associated with
morbid obesity. J Clin Endocrinol Metab.
2001; 86(7): 3448-3451.

144.Michaud EJ, Bultman SJ, Klebig ML,
van Vugt MJ, Stubbs LJ, Russell LB,
Woychik RP. A molecular model for the
genetic and phenotypic characteristics of
the mouse lethal yellow (Ay) mutation.
Proc Natl Acad Sci U S A. 1994; 91(7):
2562-2566.

145.Miller MW, Duhl DM, Vrieling H,
Cordes SP, Ollmann MM, Winkes BM,
Barsh GS. Cloning of the mouse agouti
gene predicts a secreted protein
ubiquitously expressed in mice carrying
the lethal yellow mutation. Genes Dev.
1993; 7(3): 454-467.

146.Miraglia del GE, Cirilio G, Santoro A,
D'Urso L, Carbone MT, Di Toro R,
Perrone L. Molecular screening of the
proopiomelanocortin  (POMC) gene in
Italian obese children: report of three new
mutations. Int J Obes Relat Metab Disord.
2001; 25(1): 61-67.

147.Miyasaka K, Hosoya H, Sekime A, Ohta
M, Amono H, Matsushita S, Suzuki K,
Higuchi S, Funakoshi A. Association of
ghrelin receptor gene polymorphism with
bulimia nervosa in a Japanese population.
J Neural Transm. 2006; 113(9): 1279-
1285.

148.Montague CT, Farooqi IS, Whitehead JP,
Soos MA, Rau H, Wareham NJ, Sewter
CP, Digby JE, Mohammed SN, Hurst JA,
Cheetham CH, Earley AR, Barnett AH,
Prins JB, O'Rahilly S. Congenital leptin
deficiency is associated with severe early-
onset obesity in humans. Nature. 1997;
397(6636): 903-908.

149.Moran O, Phillip M. Leptin: obesity,
diabetes and other peripheral effects — a
review. Pediatric Diabetes. 2003; 4(2):
101-109.

150.Mountjoy KG, Mortrud MT, Low MJ,
Simerly RB, Cone RD. Localisation of the



melanocortin-4 receptor (MC4-R) in
neuroendocrine and autonomic control
circuits in the brain. Mol Endocrinol.
1994; 8(10): 1298-1308.

151.Mountjoy KG, Robbins LS, Mortrud MT,
Cone RD. The cloning of a family of genes
that encode the melanocortin receptors.
Science. 1992; 257(5074): 1248-1251.

152.Mountjoy KG, Wong J. Obesity, diabetes
and functions for proopiomelanocortin-
derived peptides. Mol Cell Endocrinol.
1997; 128(1-2): 171-177.

153.Mozid AM, Tringali G, Forsling ML,
Hendricks MS, Ajodha S, Edwards R,
Navarra P, Grossman AB, Korbonits M.
Ghrelin is released from rat hypothalamic
explants and stimulates corticotrophin-
releasing  hormone and  arginine-
vasopressin. Horm Metab Res. 2003;
35(8): 455-459.

154.Meller A. Food composition tables 1989.
National Food Agency of Denmark,
Copenhagen.

155.Murdolo G, Lucidi P, Di Loreto C,
Parlanti N, De Cicco A, Fatone CG, Bolli
GB, Santeusani F, De Feo P. Insulin is
required for prandial ghrelin supression in
humans. Diabetes. 2003; 52(12): 2923-
2927.

156.Naggert JK, Fricker LD, Varlamov O,
Nishina PM, Rouille Y, Steiner DF,
Carroll RJ, Paigen BJ, Leiter EH.
Hyperproinsulinaemia in obese fat/fat mice
associated with a carboxypeptiadase E
mutation which reduces enzyme activity.
Nat Genet. 1995; 10(2): 135-142.

157.Nakazato M, Hanada R, Murakami N,
Date Y, Mondal MS, Kojima M,
Yoshimatsu H, Kangawa K, Matsukura S.
Central effects of neuromedin U in the
regulation of energy  homeostasis.
Biochem Biophys Res Commun. 2000;
277(1): 191-194.

158.Nakazato M, Murakami N, Date Y,
Kojima M, Matsuo H, Kangawa K,
Matsukura S. A role for ghrelin in the
central regulation of feeding. Nature.
2001; 409(6817): 194-198.

159.Neary NM, Small CJ, Wren AM, Lee JL,
Druce MR, Palmieri C, frost GS, Ghatei
MA, Coombes RC, Bloom SR. Ghrelin
increases food intake in cancer patients
with impaired appetite: Acute,
randomized, placebo-controlled trial. J
Clin Endocrinol Metab. 2004; 89(6): 2832-
2836.

160.Neel JV. Diabetes mellitus: a ,thrifty*
genotype  rendered  detrimental by
,progress“? Am J Hum Genet. 1962; 14:
353-362.

58

161.Nielsen EMD, Hansen L, Echwald SM,
Drivsholm T, Borch-Johnsen K, Ekstrom
CT, Hansen T, Pedersen O. Evidence for
an association between the Leul62Val
polymorphism of the PPAR o gene and
decreased fasting serum triglyceride levels
in glucose tolerant subjects.
Pharmacogenetics. 2003; 13: 417-423.

162.Nijenhuis WA, Oosterom J, Adan RA.
AgRP (83-132) acts as an inverse agonist
on the human-melanocortin-4 receptor.
Mol Endocrinol. 2001; 15(1): 164-171.

163.0'Donohue TL, Dorsa DM. The
opiomelanotropinergic  neuronal  and
endocrine system. Peptides. 1982; 3(3):
353-395.

164.0hman M, Oksanen L, Kainulainen K,
Janne OA, Kaprio J, Koskenvuo M,
Mustajoki P, Kontula K, Peltonen L.
Testing of human homologues of murine
obesity genes as candidate regions in
Finnish obese sib pairs. Eur J] Hum Genet.
1999; 7(2): 117-124.

165.0hshiro Y, Sanke T, Ueda K, Shimajiri Y,
Nakagawa T, Tsunoda K, Nishi M, Sasaki
H, Takasu N, Nanjo K. Molecular
scanning  for  mutations in  the
melanocortin-4  receptor  gene  in
obese/diabetic Japanese. Ann Hum Genet.
1999; 63(6): 483-487.

166.0llmann MM, Wilson BD, Yang YK,
Kerns JA, Chen Y, Gantz I, Barsch GS.
Antagonism of central melanocortin
receptors in vitro and in vivo by agouti-
related protein. Science. 1997; 278(5335):
135-138.

167.00sterom J, Nijenhuis WA, Schaaper
WM, Slootstra J, Meloen RH, Gispen WH,
Burbach JP, Adan RA. Conformation of
the core sequence in melanocortin peptides
directs selectively for the melanocortin
MC3 and MC4 receptors. J Biol Chem.
1999; 274(24): 16853-16860.

168.0'Rahilly S. Leptin: defining its role in
humans by the clinical study of genetic
disorders. Nutr Rev 2002; 60(10 Pt2): 30-
34.

169.0'Rahilly S, Farooqi IS, Yeo GSH,
Challis BG. Minireview: Human obesity-
lessons  from monogenic  disorders.
Endocrinology. 2003; 144(9): 3757-3764.

170.0zata M, Ozdemir IC, Licinio J. Human
leptin deficiency caused by a missense
mutation: multiple endocrine defects,
decreased sympathetic tone, and immune
system dysfunction indicate new targets
for leptin action, greater central than
peripheral resistance to the effects of
leptin, and spontaneous correction of



leptin-mediated defects. J Clin Endocrinol
Metab. 1999; 84(10): 3686-3695.

171.Pantel J, Legendre M, Cabrol S, Hilal L,
Hajaji Y, Morisset S, Nivot S, Vie-Luton
MP, Grouselle D, de Kerdanet M, Kadiri
A, Epelbaum J, Le Bouc Y, Amselem S.
Loss of constitutive activity of the growth
hormone secretagogue receptor in familial
short stature. J Clin Invest. 2006; 116(3):
760-768.

172.Palyha OC, Feighner SD, Tan CP, McKee
KK, Hreniuk DL, Gao YD, Schleim KD,
Yang L, Morriello GJ, Nargund R,
Patchett AA, Howard AD, Smith RG.
Ligand activation domain of human
orphan growth hormone (GH)
secretagogue receptor (GHS-R) conserved
from Pufferfish to humans. Mol
Endocrinol. 2000; 14(1): 160-169.

173.Pelleymounter MA, Cullen MJ, Baker
MB, Hecht R, Winters D, Boone T,
Collins F. Effects of the obese gene
product on body weight regulation in
ob/ob mice. Science. 1995; 269(5223):
540-543.

174.Pérusse L, Rankinen T, Zuberi A,
Chagnon YC, Weisnagel SJ, Argyropoulos
G, Walts B, Snyder EE, Bouchard C. The
human obesity gene map: the 2004 update.
Obes Res. 2005; 13(3): 381-490.

175.Peters JM, Hennuyer N, Staels B,
Fruchart J, Fievet C, Gonzales FJ, Auwerx
J. Alterations in lipoprotein metabolism in
peroxisome proliferator-activated receptor
o-deficient mice. J Biol Chem. 1997;
272(43): 27307-27312.

176.Pritchard JK, Stephens M, Donnelly PJ.
Inference of population structure using
multilocus genotype data. Genetics. 2000;
155(2): 945-959.

177.Pritchard LE, Turnbull AV, White A.
Pro-opiomelanocortin processing in the
hypothalamus: impact on melanocortin
signalling and obesity. J Endocrinol. 2002;
172(3): 411-421.

178.Rached M, Buronfosse A, Begeot M,
Penhoat A. Inactivation and intracellular
retention of the human 183N mutated
melanocortin 3 receptor associated with
obesity. Biochim Biophys Acta. 2004;
1689(3): 229-234.

179.Rankinen T, Zuberi A, Chagnon YC,
Weisnagel SJ, Argyropoulos G, Walts B,
Perusse L, Bouchard C. The human
obesity gene map: the 2005 update.
Obesity (Silver Spring). 2006; 14(4): 529-
644.

180.Ravussin E, Valencia ME, Esparza J,
Bennett PH, Schulz LO. Effects of a
traditional lifestyle on obesity in Pima

59

Indians. Diabetes Care. 1994; 17(9): 1067-
1074.

181.Reizes O, Benoit SC, Strader AD, Clegg
DJ, Akunuru S, Seeley RJ. Syndecan-3
modulates food intake by interacting with
the melanocortin/AgRP pathway. Ann N 'Y
Acad Sci. 2003; 994: 66-73.

182.Robitaille J, Brouillette C, Houde A,
lemieux S, Perusse L, Tchernof A, Gaudet
D, Vohl MC. Association between the
PPARa-L126V polymorphism and
components of the metabolic syndrome. J
Hum Genet. 2004; 49(9): 482-489.

183.Rosmond R, Chagnon M, Bouchard C,
Bjorntorp P. A missense mutation in the
human melanocortin-4 receptor gene in
relation to abdominal obesity and salivary
cortisol. Diabetologia. 2001; 44(10): 1335-
1338.

184.Santini F, Maffei M, Ceccarini G, Pelosini
C, Scartabelli G, Rosellini V, Chiellini C,
Marsili A, Lisi S, Tonacchera M, Agretti
P, Chiovato L, Mammoli C, Vitti P,
Pinchera A. Genetic screening for
melanocortin-4 receptor mutations in a
cohort of Italian obese patients: description
and functional characterization of a novel
mutation. J Clin Endocrinol Metab. 2004;
89(2): 904-908.

185.Santoro N, Perrone L, Cirillo G,
Raimondo P, Amato A, Coppola F,
Santarpia M, D’Aniello A, Miraglia Del
Giudice E. Weight loss in obese children
carrying the proopiomelanocortin R236G
variant. J Endocrinol Invest. 2006; 29(3):
226-230.

186.Sapone A, Peters JM, Sakai S, Tomita S,
Papiha SS, Dai R, Friedman FK, Gonzales
FJ. The human peroxisome proliferator-
activated receptor o gene: identification
and functional characterization of two
natural allelic variants. Pharmacogenetics.
2000; 10(4): 321-333.

187.Schallin-Jantti C, Valli-Jaakola K,
Oksanen L, Martelin E, Laitinen K,
Krusius T, Mustajoki P, Heikinheimo M,
Kontula K. Melanocortin-3-receptor gene
variants in morbid obesity. Int J Obes
Relat Metab Disord. 2003; 27(1): 70-74.

188.Schoonjans K, Staels B, Auwerx J. Role
of the peroxisome proliferator-activated
receptor (PPAR) in mediating the effects
of fibrates and fatty acids on gene
expression. J Lipid Res. 1996; 37(5): 907-
925.

189.Schwartz TW, Frimurer TM, Holst B,
Rosenkilde MM, Elling CE. Molecular
mechanism of 7TM receptor activation — a
global toggle switch model. Annu Rev
Pharmacol Toxicol. 2006; 46: 481-519.



190.Schwartz MW, Seeley RJ, Woods SC,
Weigle DS, Campfield LA, Burn P, Baskin
DG. Leptin increases hypothalamic pro-
opiomelanocortin mRNA expression in the
rostral arcuate nucleus. Diabetes. 1997,
46(12): 2119-2123.

191.Sher T, Yi HF, McBride OW, Gonzales
FJ. cDNA cloning, chromosomal mapping,
and functional characterization of the
human peroxisome proliferator activated
receptor. Biochemistry. 1993; 32(21):
5598-5604.

192.Shintani M, Ogawa Y, Ebihara K,
Aizawa-Abe M, Miyanaga F, Takaya K,
Hosoda K, Hayashi T, Inoue G, Kojima M,
Kangawa K, Nakao K. Ghrelin is a novel
orexigenic peptide that antagonizes leptin
action through the activation of
hypothalamic neuropeptide Y/Y1
pathaway. Diabetes. 2001; 50(6): 227-232.

193.Shinyama H, Masuzaki H, Fang H, Flier
JS. Regulation of melanocortin-4 receptor
signaling: agonist-mediated desensitization
and internalization. Endocrinology. 2003;
144(4): 1301-1314.

194.Shuto Y, Shibasaki T, Otagiri A,
Kuriyama H, Ohata H, Tamura H,
Kamegai J, Sugihara H, Oikawa S,
Wakabayashi 1. Hypothalamic growth
hormone secretagogue receptor regulates
growth hormone secretion, feeding, and
adiposity. J Clin Invest. 2002; 109(11):
1429-1436.

195.Sina M, Hinney A, Ziegler A, Neupert T,
Mayer H, Siegfried W, Blum WF,
Remschmidt H, Hebebrand J. Phenotypes
in three pedigrees with autosomal
dominant obesity caused by
haploinsufficiency ~mutations in the
melanocortin-4 receptor gene. Am J Hum
Genet. 1999; 65(6): 1501-1507.

196.Spiegelman BM, Flier JS. Obesity and the
regulation of energy balance. Cell. 2001;
104(4): 531-543.

197.Srinivasan S, Lubrano-Berthelier C,
Govaerts C, Picard F, Santiago P, Conklin
BR, Vaisse C. Constitutive activity of the
melanocortin-4 receptor is maintained by
its N-terminal domain and plays a role in
energy homeostasis in humans. J Clin
Invest. 2004; 114(8): 1158-1164.

198.Stettler N. Comment: The global
epidemic of childhood obesity: is there a
role for the paediatrician? Obes Rev. 2004;
5:1-3.

199.Strader AD, Reizes O, Woods SC, Benoit
SC, Seeley RJ. Mice lacking the syndecan-
3 gene are resistant to diet-induced
obesity. J Clin Invest. 2004; 114(9): 1354-
1360.

60

200.Strobel A, Issad T, Camoin L, Ozata M,
Strosberg AD. A leptin missense mutation
associated with hypogonadism and morbid
obesity. Nat Genet. 1998; 18(3): 213-215.

201.Stunkard AJ, Messick S. The three-factor
eating questionnaire to measure dietary
restraint, disinhibition and hunger. J
Psychosom Res. 1985; 29(1): 71-83.

202.Sundaramurthy D, Campbell DA, Leek
JP, Markham AF, Pieri LF. Assignment of
the melanocortin 4 receptor (MC4R) gene
to human chromosome band 18922 by in
situ  hybridisation and radiation hybrid
mapping. Cytogenet Cell Genet. 1998;
82(1-2): 97-98.

203.Tai ES, Demissie S, Cupples LA, Corella
D, Wilson PW, Schaefer EJ, Ordovas JM.
Association between the PPARA L162V
polymorphism and plasma lipid levels: the
Framingham offspring study. Arterioscler
Thromb Vasc Biol. 2002; 22(5): 805-810.

204.Tao YX. Molecular mechanisms of the
neural melanocortin receptor dysfunction
in severe early onset obesity. Mol Cell
Endocrinol. 2005; 239(1-2): 1-14.

205.Tao  YX, Segaloff DL. Functional
characterization of melanocortin-3
receptor variants identify a loss-of-

function mutation involving an amino acid
critical for G protein-coupled receptor
activation. J Clin Endocrinol Metab. 2004;
89(8): 3936-3942.

206.Tartaglia LA, Dembski M, Weng X,
Deng N, Culpepper J, Devos R, Richards
GJ, Campfield LA, Clark FT, Deeds J,
Muir C, Sanker S, Moriarty A, Moore KJ,
Smutko JS, Mays GG, Wool EA, Monroe
CA, Tepper RI. Identification and
expression cloning of a leptin receptor,
OB-R. Cell. 1995; 83(7): 1263-1271.

207.Tatro JB, Entwistle ML, Lester BR,
Reichlin S. Melanotropin receptors of
murine  melanoma  characterized in
cultured cells and demonstrated in
experimental tumors in situ. Cancer Res.
1990; 50(4): 1237-1242.

208.Tchop M, Weyer C, Tataranni PA,
Devanarayan V, Ravussin E, Heiman ML.
Circulating ghrelin levels are decreased in
human obesity. Diabetes. 2001; 50(4): 707
—7009.

209.Toshinai K, Date Y, Murakami N,
Shimada M, Mondal MS, Shimbara T,
Guan JL, Wang QP, Funahashi H, Sakurai
T, Shioda S, Matsukura S, Kangawa K,
Nakazato M. Ghrelin-induced food intake
is mediated via the orexin pathway.
Endocrinology. 2003; 144(4): 1506-1512.

210.Vaisse C, Clement K, Guy-Grand B,
Froguel P. A frameshift mutation in human



MCA4R is associated with a dominant form
of obesity. Nature. 1998; 20(2): 113-114.

211.Vaisse C, Clement K, Durand E, Hercberg
S, Guy-Grand B, Froguel P. Melanocortin-
4 receptor mutations are a frequent and
heterogeneous cause of morbid obesity. J
Clin Invest. 2000; 106(2): 253-262.

212.VanLeeuwen D, Steffey ME, Donahue C,
Ho G, MacKenzie RG. Cell surface
expression of the melanocortin-4 receptor
is dependent on a C-terminal diisoleucine
sequence at codons 316/317. J Biol Chem.
2003; 278(18): 15935-15940.

213.Varanasi U, Chu R, Huang Q, Castellon
R, Yeldani AV, Reddy JK. Identification
of a peroxisome proliferator-responsive
element upstream of the human
peroxisomal fatty acyl coenzyme A
oxidase gene. J Biol Chem. 1996; 271(4):
2147-2155.

214.Vicennati V, Geroni L, Genghini S, Patton
L, Pagotto U, Pasquali R. Sex difference in
the relationship between the hypothalamic-
pituitary-adrenal axis and sex hormones in
obesity. Obesity (Silver Spring). 2006;
14(2): 235-243.

215.Vink T, Hinney A, van Elburg AA, van
Goozen SH, Sandkuijl LA, Sinke RIJ,
Herpertz-Dahlmann BM, Hebebrand J,
Remschmidt H, van Engeland H, Adan
RA. Association between an agouti-related
protein gene polymorphism and anorexia
nervosa. Mol Psychiatry. 2001; 6(3): 325-
328.

216.Vohl MC, Lepage P, Gaudet D, Brewer
CG, Bétard C, Perron P, Houde G, Cellier
C, Faith JM, Després JP, Morgan K,
Hudson TJ. Molecular scanning of the
human PPARa gene: association of the
L162V mutation with
hyperapobetalipoproteinemia. J Lipid Res.
2000; 41(6): 945-952.

217.Wajnrajch MP, Ten IS, Gertner JM,
Leubel RL. Genomic organization of the
human ghrelin gene. J Endocrinol Genet.
2000; 1: 231-233.

218.Wang HJ, Geller F, Dempfle A, Schauble
N, fridel S, Lichtner P, Fontenla-Horro F,
Wudy S, Hagemann S, Gortner L, Huse K,
Remschmidt H, Bettecken T, Meitinger T,
Schafer H, Hebebrand J, Hinney A.
Ghrelin receptor gene: identification of
several sequence variants in extremely
obese children and adolescents, healthy
normal-weight and underweight students,
and children with short normal stature. J
Clin Endocrinol Metab. 2004; 89(1): 157-
162.

61

219.Whitfeld PL, Seeburg PH, Shine J. The
human pro-opiomelanocortin gene. DNA.
1982; 143(1): 133-143.

220.Willesen MG, Kristensen P, Romer J. Co-
localization of  growth  hormone
secretagogue receptor and NPY mRNA in
the arcuate nucleus of the rat.
Neuroendocrinology. 1999; 70(5): 306-
316.

221.World Health Organization. Definition,
diagnosis and classification of diabetes
mellitus and its complications. Part 1:
Diagnosis and classification of diabetes
mellitus. Geneva 1999.

222.World Health Organization. Report of a
WHO Expert Committee. Physical status:
the use and interpretation  of
anthropometry. World Health Organ Tech
Rep Ser, Geneva: World Health
Organization. 1995; 854: 429-431.

223.Wren AM, Small CJ, Ward HL, Murphy
KG, Dakin CL, Taheri S, Kennedy AR,
Roberts GH, Morgan DG, Ghatei MA,
Bloom SR. The novel hypothalamic
peptide ghrelin stimulates food intake and
growth hormone secretion. Endocrinology.
2000; 141(11): 4325-4328.

224.Wren AM, Seal LJ, Cohen MA, Brynes
AE, Frost GS, Murphy KG, Dhillo WS,
Ghatei MA, Bloom SR. Ghrelin enhances
appetite and increases food intake in
humans. J Clin Endocrinol Metab. 2001;
86(12): 5992.

225.Wren AM, Small CJ, Abbot CR, Jethwa
PH, Kennedy AR, Murphy KG, Stanley
SA, Zollner AN, Ghatei MA, Bloom SR.
Hypothalamic actions of neuromedin U.
Endocrinology. 2002; 143(11): 4227-4234.

226.Xiang Z, Litherland SA, Sorensen NB,
Proneth B, Wood MS, Shaw AM, Millard
WI, Haskell-Luevano C. Pharmacological
characterization of 40 human
melanocortin-4 receptor polymorphisms
with the endogenous proopiomelanocortin-
derived agonists and the agouti-related
protein (AGRP) antagonist. Biochemistry.
2006; 45(23): 7277-7288.

227.Yeo GSH, Farooqi IS, Aminian S, Halsall
DJ, Stanhope RG, O’Rahilly S. A
frameshift mutation in MC4R associated
with dominantly inherited human obesity.
Nature. 1998; 20(2): 111-112.

228.Yeo GS, Connie Hung CC, Rochford J,
Keogh J, Gray J, Sivaramakrishnan S,
O’Rahilly S, Farooqi IS. A de novo
mutation  affecting human  TRKB
associated with severe obesity and
development delay. Nat Neurosci. 2004;
7(11): 1187-1189.



229.Young EH, Warecham NJ, Farooqi S, 232.Zhou A, Bloomquist BT, Mains RE. The

Hinney A, Hebebrand J, Scherag A, prohormone convertases PC1 and PC2
O’Rahilly S, Barroso I, Sandhu MS. The mediate distinct endoproteolytic cleavages
V1031 polymorphism of the MC4R gene in a strict temporal order during
and obesity: population based studies and proopiomelanocortin biosynthesis
meta-analysis of 29 563 individuals. Int J processing. J Biol Chem. 1993; 268(3):
Obes (Lond) (v tisku). 1763-1769.

230.Zhang ZH, Felder RB. Melanocortin
receptors mediate the excitatory effects of
blood-borne murine leptin on
hypothalamic paraventricular neurons in
rat. Am J Physiol Regul Integr Comp
Physiol. 2004; 286(2): 303-310.

231.Zhang Y, Proenca R, Maffei M, Barone
M, Leopold L, Friedman JM. Positional
cloning of the mouse obese gene and its
human  homologue. Nature. 1994
372(6505): 425-432.

62



11. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACTH
AgRP
alpha-MSH
ARC

BBS
betal-AR
beta2-AR
beta3-AR
beta-MSH
BMI
cAMP
CART
CNS

CRH
BDNF
CRHR1
CRHR2
dHPLC
DNA
gama-MSH
GABA
GHSR

GIT
GRL
IGF
INSR
LEP
LEPR
LH
MCR
MCI1R
MC2R
MC3R
MC4R
MCSR
MCH
MCHR1
NMU
NPY
PC1
PC2
PCR
PHP1A
POMC
PPAR-alfa
PPARA

adrenokortikotropni hormon

agouti-related peptide

alfa-melanocyty stimulujici hormon

nucleus arcuatus

Bardet-Biedliv syndrom

betal-adrenergni receptor

beta2-adrenergni receptor

beta3-adrenergni receptor

beta-melanocyty stimulujici hormon

index télesné hmotnosti

cyklicky adenozin monofosfat
cocaine-amphetamine related transcript
centralni nervovy systém

kortikoliberin

brain-derived neurotrophic factor

receptor kortikoliberinu 1

receptor kortikoliberinu 2

denatura¢ni vysokoucinna kapalinova chromatografie
deoxyribonukleptidovéa kyselina
gama-melanocyty stimulujici hormon
gama-aminobutyrova kyselina

growth hormone secretagogue receptor
(receptor pro sekretagogy riistového hormonu)
gastrointestinalni trakt

receptor glukokortikoidil

inzulinu podobny rustovy faktor, insulin-like growth factor
inzulinovy receptor

leptin

leptinovy receptor

lateralni hypothalamus

melanokortinovy receptor

melanokortinovy receptor 1. typu
melanokortinovy receptor 2. typu
melanokortinovy receptor 3. typu
melanokortinovy receptor 4. typu
melanokortinovy receptor 5. typu

melanin koncentrujici hormon

receptor melanin koncentrujiciho hormonu 1
neuromedin U

neuropeptid Y

prohormon konvertaza 1

prohormon konvertaza 2

polymerdzova fetézova reakce
pseudohypoparathyre6za typu 1A
proopiomelanokortin

peroxisome proliferator-activated receptor-alpha

gen kodujici peroxisome proliferator-activated receptor-alpha
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PVN
PYY3.36
PWS
SIM1
SNP
TRH
UuCpP
VMH
WT
Y1R
Y2R

paraventrikularni nucleus

peptid YY3_36

syndrom Pradera-Williho

Single Minded Homologue 1
jednonukleotidové polymorfismy
thyrotropin uvoliiujici hormon
rozptahovaci bilkovina (uncoupling protein)
ventromedialni hypothalamus
wild-type

Y1 receptor

Y2 receptor
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