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Abstract: Prediction of genetic risk in Slovak patients with metabolic syndrome. The main aim of
this study was to analyze selected anthropometric parameters in patients with diagnosed metabolic
syndrome and identify the genotypic structures of patients by detecting single nucleotide
polymorphism rs9939609 FTO gene and assess its impact on the anthropometric indicators.
Anthropometric screenings in a sample of patients were carried out by standard methods.
Subsequently, DNA isolation was done from the collected blood samples and then genotypic
analysis of polymorphism rs9939609 FTO gene was done by Real-Time PCR method. All statistical
tests were implemented in statistical software SPSS for Windows, version 19.0. The criterion for
statistical significance was p-value 0.05. In the study group of 69 patients, we detected 29.0% of
individuals homozygous for the protective allele T, 52.2% of individuals with heterozygous
genotype AT and 18.2% of subjects with two copies of the risk allele A in the genotype. We found
higher mean values of anthropometric parameters in patients — men with genotypes AA and AT
except body height. We also recorded higher mean values of monitored parameters in women with
genotype AA and AT compared to the genotype TT. In both cases, the differences were not
statistically significant.
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Uvod

Metabolicky syndrom (MS) sa ¢asto definuje ako spolo¢ny vyskyt porich metabolizmu cukrov,
ktory zahffia hraniénii glykémiu nalacno, porusenti glukézovu toleranciu, obezitu, dyslipidémiu
so zvySenim hladiny triacylglycerolov spolu so zniZenou hladinou HDL lipoproteinov a s vysSou
denzitou artériovej hypertenzie. MS zdruzuje komponenty, ktoré si synergicky spajané s rizikom
kardiovaskularnych ochoreni (Galajda 2007).

MS ma suvislost’ aj s niektorymi d’al§imi zdvaZznymi javmi, ako su napr. koagula¢né poruchy,
hormonalne odchylky, psychické zmeny, v niektorych pripadoch dokonca i vyskyt nadorov
(Svacina 2010).

Hlavnou pri¢inou epidemiologického rozvoja MS vo svete je zivotny §tyl dneSnych 'udi, ktory je
charakterizovany absenciou pohybu a nadmernym kalorickym prijmom. Nesmie sa zabudat’ ani
na ostatné faktory vonkajSieho prostredia, ako st fajc¢enie, alkohol, stres a nezdravy zivotny Styl.
Svoju ulohu zohravaju i vnutorné faktory, napr. vyskyt zloziek MS v rodinnej anamnéze —
hypertenzia, diabetes a obezita, vek, pohlavie, etnicka prislusnost’ a pod. (Svac¢ina 2010).

FTO (Fatt Mass and Obesity Associated) gén ma vzt'ah k MS (Attaoua et al. 2009, Liguori et al.
2014, Acton 2012), hypertenzii (Pausova et al. 2009), koronarnemu syndromu (Hubacek et al.
2010), diabetes mellitus 2. typu (Lergy et al. 2009), kone¢nému Stadiu rendlneho ochorenia
(Hubacek et al. 2012), znizenému objemu mozgu (Ho et al. 2010), Alzheimerovej chorobe (Keller
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et al. 2011), kolorektdlnemu karcinomu (Nock et al. 2011) a k d’al§im typom rakoviny a radu
d’alSich patologickych zmien.

Doteraz bolo identifikovanych viac ako 60 génov asociovanych so zvySenym rizikom
metabolického syndrému (Stanik, Bark a Klimes 2015). Z desiatok kandidatnych génov
pre metabolicky syndrom je FTO gén v sucasnej dobe stredobodom zaujmu velkého mnozstva
genetickych studii zaoberajucich sa MS, ked’ze na zaklade polymorfizmu rs9939609 tohto génu je
mozné predikovat’ riziko sledovaného ochorenia.

Hlavnym ciel'om tejto Studie bolo analyzovat’ vybrané antropometrické parametre u pacientov
s diagnostikovanym metabolickym syndrémom, identifikovat’ genotypové Struktiry pacientov
detegovanim jednonukleotidového polymorfizmu génu FTO rs9939609 a nasledne vyhodnotit’ jeho
vplyv na antropometrické ukazovatele.

Stbor a metody

Analyzovany subor tvorilo 69 pacientov s diagnostikovanym metabolickym syndromom, z toho
33,3 % pacientov vo veku od 30 do 76 rokov predstavovali muzi a 66,7 % vo veku od 32 do 86
rokov predstavovali Zeny. Do vyskumu boli zaradeni pacienti, ktori spiiiali aspon tri z piatich
diagnostickych kritérii podla kritérii Narodného cholesterolového edukaéného programu — NCEP-
ATP 111, 2001 (tab. 1) pre metabolicky syndrém a podpisali informovany suhlas. Vyber pacientov
sa realizoval v spolupraci s Narodnym endokrinologickym a diabetologickym tistavom v Cubochni.
Skumany subor celkovo tvorilo 69 pacientov, z toho 23 muzov a 46 zien. Ich vek sa pohyboval
v rozmedzi od 30 do 86 rokov. V ambulancii sa uskutocnili antropometrické merania telesnej vysky
a hmotnosti, obvodu pasa a bokov. Pacientom sa nasledne odobrala vzorka periférnej krvi s cielom
izolacie a analyzy DNA. Izolaciu DNA sme realizovali pomocou extrakéného kitu ReliaPred ™
Blood gDNA Miniprep System (Promega, Madison, USA), ureného na izolaciu nukleovych
kyselin z krvi. Genotypiza¢na analyza sa vykonala pomocou pristroja StepOne™ Real-Time PCR
systém. Na Statistick analyzu dat sme pouzili Statisticky software IBM SPSS pre Windows, verziu
19.0. Na vyhodnotenie tdajov v jednotlivych stiboroch sme vyuzivali najmi frekvenéné tabulky,
opisnu statistiku a pre testovanie dvoch stiborov Studentov neparovy t- test; pri viacerych suboroch
sme pouZzili analyzu rozptylu (ANOVA).

Tab. 1: Diagnostické kritéria metabolického syndromu podl'a NCEP-ATP |1l z roku 2005 a IDF
z roku 2005

Table 1: The diagnostic criteria for metabolic syndrome according to NCEP-ATP 111 2005 and IDF
of 2005

Diagnostické kritéria MS podl’a Narodného cholesterolového eduka¢ného programu-
National Cholesterol Education Program — Adult Treatment Panel 111 (NCEP- ATP
111, 2005), pritomnost’ troch a viac pozitivnych nalezov:
Abdomindlna obezita (obvod pasu) Muzi » 102 cm
Zeny > 88 cm
Triglyceridy > 1,7 mmol/L (150 mg/dl)
HDL cholesterol Muzi < 1,04 mmol/L (40 mg/dl)
Zeny | < 1,30 mmol/L (50 mg/dI)
Krvny tlak 130/85 mm Hg
Glykémia > 6,1 mmol/L (110 mg/dl)
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Vysledky

Najviac pacientov v ramci celého sledovaného stuboru bolo zastipenych vo vekovej kategorii
49 — 67 rokov (muzi 78,3 %, zeny 80,4 %). Najmenej pacientov v sledovanom stbore bolo
vo vekovej skupine 30 az 48 rokov (muzi 8,7 %, zeny 4,4 %). U sledovanych pacientov sme
namerali rizikové hodnoty obvodu pasa celkovo u 81,2 % pacientov. U zien boli nad rizikova
normu namerané hodnoty obvodu pasa u 91,3 % pacientok, kym u muzov sa 60,9 % pacientov
zaradilo do skupiny s diagnostikovanou abdominalnou obezitou.

Priemerné hodnoty obvodu pasa u muzov (110,39 + 19,75 cm) azien (101,89 + 13,74 cm)
vykazovali v sledovanom stbore signifikantny rozdiel medzi pohlaviami (p = 0,041), ktory bol
Vv priemere 8,5 cm.

Na zaklade vypoctu BMI az 76,8 % jedincov uvedenych v tab. 2 vykazovalo nadhmotnost’
(25,0 — 29,9 kg/m?) az obezitu (> 30 kg/m?).

Tab. 2: Percentualne zastipenie pacientov podl'a BMI
Table 2: Percentage of patients according to Body Mass Index

Kategorie BMI Hodnoty BMI (kg/m? Frekvencia (%)
Podhmotnost’ <18,5 15
Normalna hmotnost’ 18,5-249 21,7
Nadhmotnost’ 25,0-29,9 37,7
Obezita > 30 39,1

Ztab. 3 vyplyva, Ze z celkového poctu muzov malo 78,3 % jedincov WHR index zvyseny
nad kritické hodnoty a zaroven sme zaznamenali aj najvy$siu hodnotu WHR indexu 1,25 v ramci
celého sledovaného suboru. Z celkového poctu zien sa do rizikovej skupiny s nadmernym
mnozstvom tuku zaradilo 56,5 % Zien, u ktorych najvySsia hodnota WHR prevySovala kriticka
hodnotu pre zeny o 0,13. Pri porovnani priemernych hodnét WHR indexu sa medzi pohlaviami
zistil Statisticky vyznamny rozdiel (p = 0,039). Priemernd hodnota WHR indexu u Zien
(0,87 £ 0,70) bola blizko hrani¢nej kritickej hodnoty, naproti tomu priemerna hodnota WHR indexu
u muzov (0,98 + 0,11) prevysovala kriticki hodnotu o 0,08 jednotiek.

Tab. 3: Percentualne zastipenie pacientov podla WHR indexu
Tab. 3: Percentage of patients according to WHR index

Muzi (N = 23) Frekvencia (%)
<0,90 21,7
> 0,90 78,3
Zeny (N = 46) Frekvencia (%)
<0,85 43,5
>0,85 56,5

N — pocet jedincov
N — number of individuals
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Na zéklade molekulovo-genetickej analyzy polymorfizmu rs9939609 génu FTO sme v subore
pacientov s MS vyhodnotili genotypovu Struktiru a identifikovali sme tri genotypové kombinacie
vybraného polymorfizmu. V sledovanej vzorke bol najfrekventovanejSim genotyp AT
s percentualnym zastupenim 52,2 % v stibore muzov i zien (tab. 4).

Medzi oboma subormi muzov a zien sme zaznamenali rozdiely v pocetnosti majoritnych TT
a minoritnych AA homozygotov, pricom genotyp TT sa vyskytoval u 21,7 % muzov a 32,6 % zien,
genotyp AA u 26,1 % muzov a 15,2 % zien. Podiel heterozygotov pre tento polymorfizmus bol
U muZzov a zien zhodny (52,2 %). Intersexudlne rozdiely neboli Statisticky vyznamné.

Alela T sa v sledovanom subore vyskytovala s frekvenciou 51,1 % a frekvencia alely A bola
44,9 % (tab.5).

Tab. 4: Genotypové frekvencie polymorfizmu rs 9939609 FTO génu v sledovanom subore
Table 4: Genotypic polymorphism rs 9939609 frequencies of FTO gene in the reference group

Genotyp Muzi (N = 23) Zeny (N = 46)
Frekvencia (%) | Frekvencia (%)
TT 21,7 32,6
AT 52,2 52,2
AA 26,1 15,2

N — pocet jedincov
N — number of individuals

Tab. 5: Alelické frekvencie polymorfizmu rs9939609 FTO génu
Table 5: Allelic frequencies of FTO gene polymorphism rs9939609

FTO gén (rs9939609) N =69
Alela Frekvencia

T 51,1

A 449

N — pocet jedincov
N — number of individuals

Genotypova analyza polymorfizmu rs9939609 FTO génu vybranych antropometrickych
parametrov, vyjadrena pomocou priemernych hodnét v subore muzskych pacientov s metabolickym
syndromom, je uvedena vtab. 6 avsubore pacientok v tab.7. V sledovanych priemernych
hodnotach vybranych antropometrickych charakteristik podl'a genotypov sme nezistili Statisticky
vyznamny rozdiel v ziadnom zo sledovanych stiborov.
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Tab. 6: Porovnanie priemernych hodn6t vybranych antropometrickych ukazovatel'ov podla
genotypov U muzov

Table 6: Comparison of average values of selected anthropometric indicators according to
genotype in males

Genotypy u muzov (N =23)

Parametre TT SD AT SD AA SD p-hodnota
(N=5) (N=12) (N =6)

Telesna vy$ka (cm) 179,20 517 175,08 557 | 174,83 5,88 0,3470
Telesna hmotnost® (kg) 88,10 | 13,69 97,83 | 16,52 | 113,75 | 33,03 0,1539
Obvod pasa (cm) 96,60 6,69 110,33 | 16,10 | 122,00 | 27,53 0,1017
Obvod bokov (cm) 104,20 5,12 111,17 8,62 | 12150 | 21,91 0,1022
BMI index (kg/m?) 27,48 4,32 31,75 4,00 37,18 | 10,42 0,0571
WHR index 0,92 0,04 0,99 0,10 1,01 0,14 0,3928

SD — smerodajna odchylka, BMI index — index telesnej hmotnosti, WHR index — index pomeru
obvodu pasa a obvodu bokov, p — hladina $tatistickej vyznamnosti, N — pocet jedincov, TT, AT, AA
— genotypy

SD - standard deviation, BMI index — body mass index, WHR index — waist circumference ratio
and hip circumference, p — significance value, N — number of individuals, TT, AT, AA — genotypes

Tab.7: Porovnanie priemernych hodnot vybranych antropometrickych ukazovatelov podla
genotypov u Zien

Table 7: Comparison of average values of selected anthropometric indicators according to
genotype in females

Genotypy u zien (N = 46)

Parametre TT SD AT SD AA SD p-hodnota
(N =5) (N=12) (N =6)

Telesna vy$ka (cm) 160,73 4,46 162,75 572 | 163,43 5,03 0,4101
Telesna hmotnost’ (kg) 85,93 | 20,04 81,64 | 12,14 91,50 | 16,27 0,3246
Obvod pasa (cm) 102,60 | 15,64 100,08 | 12,61 | 106,57 | 14,02 0,5413
Obvod bokov (cm) 118,67 | 15,47 11458 | 10,78 | 122,71 | 10,92 0,2825
BMI index (kg/m?) 33,14 7,23 30,87 4,56 34,34 6,62 0,2870
WHR index 0,87 0,08 0,87 0,06 0,86 0,54 0,9662

SD — smerodajna odchylka, BMI index — index telesnej hmotnosti, WHR index — index pomeru
obvodu pasa a obvodu bokov, p — hladina Statistickej vyznamnosti, N — pocet jedincov, TT, AT, AA
— genotypy

SD - standard deviation, BMI index — body mass index, WHR index — waist circumference ratio
and hip circumference, p — significance value, N — number of individuals, TT, AT, AA — genotypes
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Diskusia

Klinické stadie potvrdili vyznam interakcie génov a prostredia pri rozvoji MS (Svobodova
a Topolcan 2012). Jednym z kandidatnych génov pre obezitu je FTO gén (Dina et al. 2007), ktory
sa povodne detegoval gendmovou asocia¢nou Stadiou (GWAS) v roku 2007 ako kandidatny gén
pre diabetes mellitus 2. typu (Frayiling et al. 2007). Funkcia FTO génu v patogenéze obezity
zostava nejasnd (Liu et al. 2010). Testy na mysiach naznacili, ze FTO gén méze zohravat’ dolezita
ulohu pri funkcii adipocytov tukového tkaniva (endokrinného organu), no nie pri ich tvorbe (Qi et
al. 2008). Zaujimavé vysledky poukazuju na zapojenie génu FTO v hypotalamickej regulacii
energetickej rovnovahy, a to tym, ze nosici rizikovej alely FTO génu preferuji stravu s vysokym
obsahom tukov a maji znizeny pocit nasytenia (Liu et al. 2010, Meisel et al. 2015, Karra et al.
2013), pricom Studia Speakmana et al. 2008 preukézala, ze polymorfizmus rs9939609 génu sa
spajal skor s energetickym prijmom nez s jeho vydajom (fyzickou aktivitou).

Odkedy Frayling et al. 2007 vo svojej Studii zaznamenali vyznamné spojenie medzi FTO
variantom rs9939609 a obezitou, hodnotenou obvodom pasa, BMI a telesnou hmotnostou (Liu et al.
2010), opakovane boli publikované dalSie Studie, ktoré odhal'ovali toto spojenie u rdznych
etnickych skupin na celom svete. V tejto $tadii sme sa zamerali aj na odhal'ovanie vyskytu obezity
U pacientov (N = 69) ako vyznamného rizikového faktora v rozvoji metabolického syndromu,
pricom sme ju diagnostikovali metddou merania obvodu pdsa a v sucasnosti najpouzivatelnejSim
ukazovatel'om nadhmotnosti a obezity, t. j. BMI, ako aj ukazovatel'om distribtcie tuku v oblastiach
brucha a bokov — WHR indexom.

Na zéklade ziskanych vysledkov z priemernych hodndt obvodu pasa u muzov sme zistili, Ze
pritomnostou alely A, Vv genotype AT agenotype AA, sa priemerné hodnoty obvodu pésa
zvySovali. Porovnatel'né vysledky uvadzaju studie Zimmermanna et al. (2011) a Andreasena et al.
(2007) v danskej populacii muzov. Na zaklade vysledkov vyssie uvedenych §tadii mozno
predpokladat’, Ze najmenej rizikovy genotyp pre vyskyt abdomindlnej obezity u muzov predstavuje
genotyp TT arizikovym je genotyp AA. Pri porovnani priemernych hodnot obvodu pasa podla
genotypov sme zistili vysSie hodnoty sledovaného parametra u zien s genotypom AA V porovnani
s pacientkami s genotypom TT. VysSie priemerné hodnoty obvodu pasa pri genotype AA nez
pri protektivnom genotype TT sa zistili v $tidii Wahléna, Sjollina a Hoffstedta (2008) u nérskych
Zien aV asociacnej $tadii Qi et al. (2008) u Zien eurdpskeho povodu, ¢o zvySuje predpoklad, ze
genotyp AA predstavuje vysSie riziko zvySovania obvodu pasu neZ homozygotny genotyp TT.

Vysoka prevalenciu BMI nad 25 kg/m? zaznamenala vroku 2008 Svetovd zdravotnicka
organizacia V populaciach zijucich v Europe, Amerike a na Strednom vychode. Zavislost’ rasticich
priemernych hodn6t BMI od veku sa preukazala vo viacerych stadiach (Reas et al. 2007, Caman et
al. 2013, Owen a Reisin 2015), aj v projekte Ministerstva zdravotnictva ,,Sledovanie vyzivového
stavu vybranych vekovych skupin dospelej populdcie obyvatelov SR* (Lezovi¢, Mihinova
a Benkova 2010).

Na zaklade porovnania rozdielov priemernych hodnét BMI podl'a genotypov u muZov i Zien si
myslime, Ze mutantna alela A v genotype predstavuje vécsie riziko rozvoja obezity podla BMI nez
protektivna alela T a to aj napriek tomu, ze rozdiely neboli Statisticky vyznamné. Obdobné zistenia
vysSich priemernych hodnét BMI pri genotype AA uvadzaju i1 $tidie Lappalainena et al. (2012),
Brennana et al. (2009), Demteratha et al. (2011) a Carlosa et al. (2013) v populaciach europskeho
povodu, ako aj Stadia Wahléna, Sjollina a Hoffstedta (2008) vylu¢ne u zenskych respondentiek
zijucich v Norsku. Woehning (2013) v nemeckej stadii OPTIFAST 52 taktiez potvrdil asociaciu so
zvySenou hodnotou BMI u jedincov s genotypom AA. Podobné vysledky zistili Sentinelli et al.
(2012) v talianskej populacii a Legry et al. (2009) v stadii franctzskej verzie programu MONICA.
Analogické vysledky asociacie rizikového genotypu AA s narastom BMI dosiahli Stadie
realizované mimo geografického uzemia Eurdpy: Ahmad et al. (2010) v kuvajtskej studii, Rees et
al. (2011) v stadii z Pakistanu Control of Blood Pressure and Risk Attenuation (COBRA), Baik
a Shin (2012) v korejskej studii a Liu et al. (2010) v populécii Ameri¢anov europskeho povodu.
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V skiimanom subore pacientov malo celkovo 81,2 % pacientov (78,3 % muzov a 56,5 % Zien)
zvySené hodnoty WHR indexu, ato nad stanovené rizikové hodnoty. Vysokll prevalenciu
rizikovych hodn6t WHR indexu umuzov izien zaznamenala Studia Zatonskej et al. (2011)
u pol'skych respondentov, i skriningovy program CINDI z roku 2008 u slovenskych respondentov
nevenujucich sa pohybovej aktivite (Aktualizacia narodného programu podpory zdravia v SR
2014).

Fisher et al. (2008) a Gustavsson et al. (2014) poukazali na vysSie priemerné hodnoty
nemeckych a §védskych muzov s genotypom AA a AT Vv porovnani s nositel'mi genotypu TT.
V skimanom stubore muzskych pacientov sme zaznamenali taktiez vysSie priemerné hodnoty
antropometrickych parametrov u pacientov s genotypmi AA a AT okrem telesnej vysky. V stbore
pacientok sme taktiez zaznamenali vysSie priemerné hodnoty sledovanych parametrov u zien
s genotypom AA a AT oproti genotypu TT. V oboch pripadoch vSak rozdiely neboli Statisticky
vyznamne.

Zaver

V sledovanom subore sme zaznamenali signifikantny intersexudlny rozdiel v priemernych
hodnotaich WHR indexu. Pri genotypovej analyze polymorfizmu 19939609 FTO génu
Vo vybranych antropometrickych parametroch sme medzi genotypmi pacientov naSho stboru
nezaznamenali Statisticky vyznamné rozdiely, ¢o si vysvetlujeme malym analyzovanym stiborom
pacientov. Rozsirenie suboru o d’alSich pacientov by umoznilo v budtcnosti ziskat’ relevantnejSie
vysledky.
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