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1. Wprowadzenie
1.1 Inwersja chromosomu.
1.1.1 Odkrycie.

Inwersja chromosomu zostata odkryta ponad sto lat temu i byta pierwszym zbadanym
rodzajem mutacji genetycznej. We wrzesniu 1913 roku badacz A. H. Sturtevant
skrzyzowat samicg¢ Drosophila z samcem z mutacjg na chromosomie 2. Analizie poddano
wszystkich potomkow ptei zenskiej 1 wykazano, ze w 99% przypadkoéw nie doszto do
genetycznej rekombinacji, mimo ze takie mutacje zwykle wykazywaty rekombinacje w
37% przypadkow. Mutacja byla dalej analizowana i wynik zostal potwierdzony,
pokazujac dramatyczny wptyw na transmisj¢, w ktorej inwersja heterozygotyczna ttumita
rekombinacje. [1] Przez nastepne podt wieku, zainspirowany odkryciem Sturtevanta,
Dobzhansky wraz ze swoim zespotem badat wiele polimorfizmoéw i inwersji u gatunkow
Drosophila. [2] Niestety, po znaczacym rozwoju biochemii i biologii molekularnej po
1970 roku, badania nad inwersjami w duzej mierze zniknely w nowym natloku

fascynujacych odkry¢ z tych dziedzin.

1.1.2 Znaczenie w ewolucji.

Inwersje to zréznicowana klasa mutacji chromosomalnych. Wiekszo$¢ z nich jest mata
(<1 kbp), a inne moga mie¢ kilka megapar zasad i obejmujg kilka procent catego genomu
lub nawet setki lub tysigce gendéw. Istnieja dwa rodzaje inwersji: po pierwsze, istnieja
inwersje perycentryczne, ktore zawieraja centromery, a po drugie, inwersje
paracentryczne, ktore ich nie zawierajag. W obu typach inwersji chromosom peka w
dwoch miejscach, $rodkowy fragment jest obracany o 180°, a nastgpnie ponownie
wlaczany. Inwersje paracentryczne wystepuja w przyrodzie znacznie czg¢$ciej niz
inwersje pericentryczne. W wielu przypadkach nie ma zmian w zawarto$ci genetyczne;j
odwroéconych 1 nieodwréoconych chromosoméw - zmienia si¢ tylko liniowe

uporzadkowanie zasad DNA. [3]

Kluczowym ewolucyjnym skutkiem inwersji wydaje si¢ by¢ ttumienie rekombinacji.
Thimienie rekombinacji u potomkéw wynika z utraty gamet z niezréwnowazonymi

chromosomami, ktdre powstajag w wyniku rekombinacji. Duze inwersje wykazuja bardzo



niskie wskazniki rekombinacji jako heterozygoty, co wynika z podwdjnego crossing-
over, mimo wszystko sg one i tak znacznie nizsze niz u homozygot. [4]Inwersje ewoluuja
jak kazda inna mutacja, np. przez dobdr naturalny lub dryf. Wiele inwersji, zwtaszcza
matych, ktore sg ustalone u poszczegdlnych gatunkéw, moze ewoluowaé¢ w sposdb

neutralny, jesli nie ma gendéw podlegajacych selekcji.

Rozne orientacje inwersji moga by¢ korzystne lub nie, podobnie jak w przypadku innych
mutacji. Inwersje moga generowac problemy strukturalne z mejoza, podobnie jak w
przypadku niektorych inwersji perycentrycznych. [5] Dodatkowo punkt przerwania moze
przerwaé otwartg ramke odczytu genu lub zmieni¢ ekspresje genu. Konsekwencje tego
moga by¢ szkodliwe, jak w niektorych chorobach genetycznych wystepujacych u ludzi,
ale w innych przypadkach moga skutkowa¢ mutacjg adaptacyjng. [3] Dobor naturalny
moze rowniez dziata¢ na inwersje, jesli niesie jeden lub wigcej wybranych alleli. Inwersje
sekwencji rowniez odegraly wazng rolg w ewolucji chromosomoéw piciowych. Wydaje
si¢, ze seria inwersji oddzielita chromosom Y od chromosomu X, tworzac zasadniczo

jednostke genetyczng bez rekombinacji. [6]

Innym waznym zagadnieniem jest implikacja inwersji w procesie specjacji. Intrygujace
jest to, ze tempo ewolucji chromosomoéw [tj. szybko$¢, z jaka chromosomy przechodza
zmiany strukturalne] i ilo$¢ specjacji wydaja si¢ by¢ skorelowane, chociaz nie méwi nam
to, ktory czynnik powoduje ktory, ani czy oba sg napedzane przez trzecig zmienng. [7]
Niektorzy badacze uwazajg, ze inwersje moga by¢ wazne dla izolowania genow
odpowiedzialnych za stabg sprawnos$¢ fizyczng. Dzigki temu mechanizmowi inwersje
eliminowatyby geny warunkujace stabe cechy do puli nierekombinacyjnej. Jednak w
sprzyjajacych warunkach demograficznych (np. cz¢sta kolonizacja i wymieranie) modele
pokazuja, ze populacje mogg naprawia¢ przesuni¢cia chromosomalne, ktore znaczaco
przyczyniaja si¢ do niepetnosprawnosci. Niemniej jednak spodziewamy si¢, na podstawie
badan inwersji, ze mogg one dostarczy¢ regionéw do akumulacji pozytywnie wybranych

roznic, a takze gendw, ktore powoduja niezgodno$é miedzy gatunkami. [8]

Alternatywna hipoteza glosi, ze inwersje byty faworyzowane ze wzgledu na rdznice
adaptacyjne, ktore istniaty wczesniej w niektorych loci obecnie zawartych w inwersjach.
[3] Wyrazny znak, ze inwersje sg zaangazowane w adaptacje, wynika z geograficzne;j
zmienno$ci ich czestosci. Lokalna adaptacja to sytuacja, w ktorej rozne geny sa

preferowane w roznych srodowiskach. Inwersja, ktéra wychwytuje dwa lub wigcej alleli,



ktore sa przystosowane do lokalnych warunkéw $rodowiskowych, ma selektywnag
przewagg, ktora moze powodowac rozprzestrzenianie si¢. Efekt ten wynika z ttumione;j
rekombinacji: nowa inwersja przenosi tylko lokalnie przystosowane allele. Zadna
epistaza (interakcja genow) nie jest potrzebna, aby inwersja uzyskata przewage, co
oznacza, ze ten lokalny mechanizm adaptacyjny moze dziala¢ nawet wtedy, gdy loci
dostosowuja si¢ do roznych zmiennych srodowiskowych. Jest to jeden z powodow, dla
ktorych lokalny mechanizm adaptacyjny moze dziata¢ znacznie czg¢$ciej niz mechanizmy
z pozostatych hipotez. Hipotezy te sugeruja, ze rozprzestrzenianie si¢ inwersji zachodzi,
poniewaz uniemozliwiaja one rekombinacj¢ zestawow alleli, ktore sg korzystne w

okreslonym srodowisku. [9]

1.1.3 Przyklady inwersji chromosomu w populacji.

Jak juz wczes$niej wspomniano inwersje chromosomu mogg mie¢ pozytywne oraz
negatywne skutki na nasz organizm. Moga predysponowa¢ do pozytywnej zmiany
adaptacyjnej czy wrecz do pojawienia si¢ choroby. W tym podrozdziale oméwimy pare

przyktadow jak pojawienie si¢ inwersji oddziatuje na cztowieka.

Pierwszym omawianym przyktadem jest inwersja na chromosomie 9, ktéry ma
najwyzszy poziom zmiennos$ci strukturalnej. Chociaz klasyfikuje si¢ je jako niewielkie
rearanzacje chromosomalne, ktore nie korelujg z nieprawidlowymi fenotypami, wiele
doniesien 1laczy te inwersje z nizsza plodnoScig, nawracajgcymi poronieniami i
nieprawidtowymi fenotypami klinicznymi. [10] [11]Nosiciele takich inwersji s3 narazeni
na ryzyko rozwoju nieprawidtowych gamet podczas mejozy, co moze skutkowac
nieprawidlowg cigzg lub nieptodnoscig. Czgsto$¢ wystepowania tych inwersji wynosi
okoto 1,98% w ogolnej populacji USA, z wyzsza czestoscig wystepowania u
Afroamerykanéw. W 2007 roku H. Mozdarani et all [11] opublikowali badanie na ten
temat. Populacja sktadata si¢ z iranskich par leczonych w klinice leczenia nieptodnosci.
Przebadano lacznie 601 pacjentek z co najmniej 3-letnig nieptodnoscia. Wiek kobiet
wahat si¢ od 21 do 38 lat, a me¢zczyzn od 25 do 42 lat. Stosujac technike cytogenetyczng
na 601 pacjentach, u 15 (2,5%) stwierdzono inwersj¢ na chromosomie 9 (pl1ql2).
Inwersje zaobserwowano tylko u 1 kobiety (0,33%), podczas gdy u me¢zczyzn w 14
przypadkach (4,69%). Czestos¢ inwersji chromosomu 9 u m¢zczyzn byta istotnie wyzsza
niz u kobiet (p <0,05). Caltkowita srednia inwersja u m¢zczyzn i1 kobiet w tym badaniu

(2,5%) nie byla istotnie wyzsza niz w normalnej populacji, a zatem wskazywala na



idiopatycznag, a zatem niewyjasniong nieptodnos¢ u m¢zczyzn. Pomimo tego, ze inwersja
byla znacznie bardziej powszechna u plci meskiej, ale nie mogla by¢ powigzana z
nieptodnoscig to nadal istnieje teoria, ze inwersja na chromosomie 9 moze powodowac
problemy kliniczne u potomstwa nosicieli 1 bezptodnos¢ w wyniku nieznanego

mechanizmu zwigzanego z plcia.

Kolejna inwersja, ktorg chcialbym opisa¢, rowniez zwigzana jest z tematyka ptodnosci,
ale tym razem inwersja przyczynita si¢ do wzrostu ptodnosci w badanej grupie. Grupa
naukowcow zbadata inwersj¢ chromosomy 17 , a doktadnie region 17921.31 0 rozmiarze
900kb, ktory wystepuje u okoto 21% Europejczykoéw. [12] Region ten zawiera kilka
waznych gendw, takich jak CRHRI, ktory koduje receptor 1 czynnika uwalniajacego
kortykotroping lub biatko CRF (czynnik uwalniajacy kortykotroping) i gen MAPT, ktory
koduje biatko tau zwigzane z mikrotubulami i ktory zostal juz przetestowany z
haplotypami H1 i H2. Podczas badania genotypowano 29137 Islandczykow, w tym 16959
kobieti 12178 mezczyzn urodzonych w latach 1925-1965. Liczbe potomstwa poréwnano
z liczba kopii wariantu H2 z uwzglednieniem plci 1 wieku. Wyniki sugerowaty, ze im
wiecej kopit H2 u 0s6b pochodzenia islandzkiego, tym wigksza liczba potomstwa.
Niestety teza ta, nie moze by¢ w pelni potwierdzona jako zjawisko ogdlne, poniewaz
zostala postawiona na okreslonej grupie badawczej w latach, w ktérych liczba dzieci byta

zazwyczaj wysoka. Jednak dato nam to mozliwy kierunek dalszych badan.

Nastepna inwersja, ktorg chcialabym szerzej opisac jest inwersja chromosomu 16, ktora
zwigzana jest z wystepowaniem otytosci oraz astmy. [13] Opisana ponizej praca stata si¢
glowng inspiracja do powstania tej pracy doktorskiej. Badania epidemiologiczne
wykazaty, ze osoby otyte sg bardziej narazone na astme niz osoby nieotyle, a objawy
astmy mogg ulec poprawie po utracie wagi. Osoby otyle z astmg majg cigzsze objawy i
gorsza odpowiedz na leczenie glikokortykosteroidami. Propozycje wspdlnego
wystepowania tych dwoch zaburzen obejmuja choroby wspdtistniejace, takie jak refluks
zotagdkowo-przetykowy lub zaburzenia oddychania zwigzane ze snem oraz wspolne
mechanizmy patogenetyczne, takie jak ogdlnoustrojowy stan zapalny, zwigkszony stres
oksydacyjny lub dysfunkcja hormonalna. Czynniki genetyczne moga by¢ rowniez
zaangazowane w wspotwystepowanie astmy i otytosci. Badania wykazaly polimorfizmy
w regionie chromosomu 16p11.2 , ktére sa zwigzane z otyltoscia lub wskaznikiem masy
ciala (BMI), jak réwniez z fenotypami astmy. Funkcjonalne SNP znaleziono w genie

kodujacym bialko adaptorowe SH2B 1 ktore bierze udzial w sygnalizacji leptyny,
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hormonu odpowiedzialnego za odpowiedz immunologiczng komoérek T. SNP
zlokalizowany w poblizu locus IL27 (interleukina-27) byt réwniez zwigzany z
podatno$cig na astme u dorostych i dzieci. Badania asocjacyjne w badaniu kliniczno-
kontrolnym wykazaty, ze inwersja okoto 0,45 Mbp w 16p11.2 dostarczyta genetycznych
podstaw wspdtpodatnosci na astme i otylosci w Europie. Wszystkie osoby wybrane do
badan eksploracyjnych i walidacyjnych byly pochodzenia europejskiego, a wszystkie
analizy zostaly dostosowane np. do plci, aby rozwigza¢ ewentualne zamieszanie
wynikajgce z rozwarstwienia populacji. Zidentyfikowano genotypy w 24
reprezentatywnych SNP’ach, ktore mogg dziata¢ jako markery haplotypow inwersji w
allelach NI i I. Stwierdzono, ze czgstos¢ alleli 16p11.2 jest bardzo niska u Afrykanow i
mieszkancow Azji Wschodniej, ale u Europejczykéw byta wyzsza, z gradacja rosnaca z
potudnia na péinoc. Kiedy allel NI pojawit si¢ u ludzi okoto 1,35 miliona lat temu, mogt
zapewni¢ lepsze warunki do tego, by aktywno$¢ fizyczna stata si¢ najpowszechniejsza w
Afryce. Jednak po migracji z Afryki 50000 do 100000 lat temu, allel I mogt zapewnic
swojg korzy$¢ gléwnie populacjom migrujacym dalej na pétnoc w Europie. Podobne
rozwarstwienie populacji pochodzenia afrykanskiego i niezwykly dryf genetyczny lub
selektywne przemiatanie odnotowano dla polimorfizmu inwersji 17921.31. [12]
Rozmieszczenie alleli 16p11.2 pokazano naryc. 1.

¢ Frequency of NI
Frequency of |

CEUV Q

w @ m% s Qe

Rycina 1. Czestotliwo$ci haplotypow inwersji 16p11.2 , a §wiatowe potozenie

geograficzne.

Zrodlo: Gonzalez JR, Caceres A, Esko T, Cuscd |, Puig M, Esnaola M, Reina J, Siroux
V, Bouzigon E, Nadif R, Reinmaa E, Milani L, Bustamante M, Jarvis D, Ant6 JM,
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Sunyer J, Demenais F, Kogevinas M, Metspalu A, Caceres M, Pérez-Jurado LA. A
Common 16p11.2 Inversion Underlies the Joint Susceptibility to Asthma and Obesity.
American Journal of Human Genetics. 2014 Mar 6; 94(3): 361-372

Allel inwersji 1 16 pl1.2 ma istotny wpltyw ochronny na ryzyko astmy, ktory jest
silniejszy w przypadku wspotistnienia astmy i otylosci. [13] Mozna tez wyciaggnaé
wnioski w odwrotnym kierunku, sugerujgc, ze najczestszy allel NI przyczynia si¢ do
podatnosci na powszechne wystepowanie astmy 1 otylosci. Warto zauwazy¢, ze ten
polimorfizm inwersyjny odpowiada za 3% wspodlnych sktadowych wariancji w obrgbie
astmy i otytosci, a ryzyko populacyjne wynosi 39,7%. Wptyw inwersji na t¢ powszechng
podatno$¢ prawdopodobnie zalezy od jej silnego wptywu na ekspresj¢ kilku sgsiednich
genow o funkcjach regulacyjnych zarowno z bilansem energetycznym, takich jak
APOB48R, SH2B1 i TUFM, jak i z odpornoscia, takich jak IL27 i TUFM.

Podsumowujac nierdwnomierne rozmieszczenie w roznych populacjach $wiata,
zmienno$¢ SNP w réznych orientacjach inwersji chromosomu 16 moze wynika¢ z dryfu
genetycznego lub selekcji adaptacyjnej. Badania potwierdzity, ze astma i otylos¢ moga
mie¢ wspdlng podstawe genetyczng 1 ze inwersja okoto 0,45 Mbp w 16p11.2, by¢ moze
w polaczeniu z innymi inwersjami genomowymi, jest zwigzana z podatnoscia na choroby,

ktora mozna okresli¢ za pomoca zastgpczych haplotypow SNP.

W tej pracy zostal poddany analizie zar6wno obszar inwersji chromosomu 16 jak i
wybrane geny, lezace w obrebie tej zmiany. Pierwszym z nich jest APOB48R, ktory
koduje receptor makrofagdéw apolipoproteiny B48, ktory wigze si¢ z apolipoproteing B48
dietetycznych lipoprotein bogatych w triglicerydy 1 dostarcza niezbgdnych lipidow,
witamin rozpuszczalnych w ttuszczach i innych sktadnikéw odzywczych do komorek
siateczkowo-§rodbtonkowych. Thuszez dietetyczny indukuje akumulacje lipidow wraz z
transkrypcja APOB48R w krazacych monocytach. [14] Nastepnie SH2B1, ktory koduje
cztonka rodziny mediatoréw zawierajacej domen¢ SH2. Kodowane biatko posredniczy w
aktywacji r6znych kinaz i moze dziata¢ w sygnalizacji receptora cytokin i czynnika
wzrostu oraz w transformacji komérkowej. Choroby zwigzane z SH2B1 obejmujg zespot
cigzkiej otylosci i insulinoopornosci o wezesnym poczatku spowodowany niedoborem
SH2B1 i zespot delecji chromosomu 16P11.2 . [15] Kolejnym genem jest TUFM, ktorego
recesywne mutacje powoduja ztozony niedobor fosforylacji oksydacyjnej, skutkujacy

kwasica mleczanowa i $miertelng encefalopatia, bierze udzial w translacji biatek w



mitochondriach, a takze w regulacji interferonu typu 1 i autofagii, ostabiajgc odpowiedz
zapalng na infekcje. [16] Dowody na adaptacyjne podwyzszenie podstawowej przemiany
materii odnotowano w populacjach pétnocnych (okotobiegunowych). Biorgc pod uwage
pozytywng selekcje alleli 1 z widocznym gradientem z potudnia na poédinoc u
Europejczykow i niezwykty wktad w ekspresje TUFM, poprawe funkcji mitochondriow
1 podstawowego bilansu energetycznego zwigzanego z wyzsza ekspresja TUFM alleli 1
moglo da¢ przewage adaptacyjng zimnym klimatom dla populacji péinocnych. Ponadto
wykazano, ze nadekspresja TUFM moze uchroni¢ zmutowane mitochondrialne tRNA
przed degradacjg, dziatajac jako supresor defektow mitochondrialnych. [17] Jest to
kolejny potencjalny czynnik przyczyniajacy si¢ do pozytywnej selekcji, poniewaz stato
si¢ oczywiste, ze mutacje somatyczne w mitochondrialnych genach ludzkiego tRNA sa
zwigzane z zaburzeniami zwyrodnieniowymi, starzeniem si¢ i rakiem. [18] Kolejny gen
to SPNS1, ktoéry koduje biatko zwigzane z transportem sfingolipidow. Przewiduje sig, ze
bierze udziat w transporcie lipidow i transporcie przezblonowym. Rowniez zwigzany z
utrzymaniem optymalnego pH w lizosomie. [19] Kolejny to SULT1A1, kodujacy biatko
zwigzane z sulfotransferaza. SULT1AL jest wszechobecny w tkankach ludzkich i bierze
udziat w metabolizmie, bioaktywacji 1 detoksykacji srodowiskowych 1 dietetycznych
prokarcynogendw, jak rowniez wielu hormonéw steroidowych, w tym estrogenow. [20]
Ostatnim genem jest CCDC101 znany réwniez pod nazwg SGF29. CCDC101 jest
podjednostka 2 histonowych kompleksow acetylotransferazy. Zwigzany jest rowniez z

organizacja chromatyny. [21]

Nie wszystkie geny sa doktadnie zbadane oraz maja powiazanie bezposrednio z otyloscia
natomiast wszystkie leza w obrgbie obszaru inwersji chromosomu 16, dlatego
postanowitam réwniez zbada¢ czy wplywajg one na otylo$¢ 1 nadwage w populacji

Polskiej.
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1.2 Otylosé
1.2.1 Przyczyny i skutki.

Otytos¢ to zaburzenie charakteryzujace si¢ nieproporcjonalnym wzrostem masy ciata w
stosunku do wzrostu, gldwnie na skutek gromadzenia si¢ tkanki thuszczowej. Otylo$¢ jest
uwazana za pandemie obecnego stulecia przez Swiatowa Organizacje Zdrowia (WHO).
[22] Na catym $wiecie otyto$¢ prawie potroita si¢ od 1975 r. do 2016 r. Ponad 1,9 miliarda
dorostych w wieku 18 lat i starszych (39% §wiatowej populacji) miato nadwagg. Sposrod
tych 0s6b ponad 650 milionow (13% catej populacji) byto otytych. W 2016 roku ponad
340 milionéw dzieci i mtodziezy w wieku 5-19 lat mialo nadwage lub otytos¢, a w 2020
roku 39 milionow dzieci ponizej 5 roku zycia miato nadwagg lub otytos¢. [23] Czgstosé
wystepowania otylo§ci rézni si¢ rowniez w zalezno$ci od statusu spoteczno-
ekonomicznego, z wolniejszym tempem wzrostu BMI w krajach o wysokich dochodach
1 niektorych krajach o $rednich dochodach. Podczas gdy otylos¢ byta kiedy$s uwazana za
problem krajow o wysokich dochodach, wskazniki zachorowalnos$ci dzieci otytych lub z
nadwaga w krajach o wysokich dochodach, w tym w Stanach Zjednoczonych, Szwecji,
Danii, Norwegii, Francji, Australii i Japonii, spadty lub osiagnely poziom plateau od
poczatku XXI wieku. [24]

Podstawowe przyczyny otylo$ci rowniez pozostaja nieco kontrowersyjne. Aktualne
zalecenia zdrowotne dotyczace zwalczania otyloSci opierajg si¢ na podstawowej
wlasciwosci fizjologicznej, polegajacej na tym, ze gromadzenie si¢ thuszczu jest
nape¢dzane przez brak rownowagi energetycznej miedzy spozywanymi a wydatkowanymi
kaloriami. Epidemia otylosci byla w duzej mierze napgdzana zwigkszona energia
wynikajacg z wigkszej dostepnosci wysoce satysfakcjonujacej 1 wysokoenergetycznej
zywnosci. Dieta oraz rozne czynniki spoteczne, ekonomiczne i Srodowiskowe zwigzane
z zaopatrzeniem w zywnos$¢ maja istotny wplyw na zdolno$¢ pacjenta do osiggnigcia
réwnowagi. [25] W 13-letnim badaniu kontrolnym przeprowadzonym na 3000 mtodych
ludzi, ci, ktérzy spozywali znacznie wigcej fast-foodow, wazyli §rednio ~6 kg wiecej 1
mieli wigkszy obwdd talii niz ci, ktorzy spozywali fast-foody w najmniejszym stopniu.
Stwierdzono rowniez, ze czeSciej wystepuja u nich problemy zdrowotne zwiazane z

ujemng waga, takie jak podwyzszone trojglicerydy. [26]
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Historia rodziny, styl zycia i czynniki psychologiczne rowniez wptywaja na sktonnosci
do otylosci. Na prawdopodobienstwo otytosci moze mie¢ wptyw natura i wychowanie,
zwiekszane przez genetyke rodziny lub styl zycia. Dziecko z jednym otylym rodzicem
jest trzykrotnie bardziej narazone na otylos¢ w wieku dorostym, natomiast gdy oboje
rodzicow jest otytych, to dziecko ma 10-krotne ryzyko przysziej otyto$ci. Przekrojowe
badanie obserwacyjne 260 dzieci (139 dziewczynek, 121 chtopcow, w wieku 2,41 17,2
lat) wykazato, ze wywiad rodzinny w kierunku choréb kardiometabolicznych 1 otytosci
sg krytycznymi czynnikami ryzyka ci¢zko$ci otyto$ci w dziecinstwie. [27] Prospektywne
badanie 3148 chtopcow w wieku szkolnym (w wieku od szesciu do dziesigciu lat)
ujawnilo kilka czynnikéw ryzyka otylosci u dzieci, w tym otyto$¢ rodzicow, przekaski
miegdzy positkami, zwlaszcza po obiedzie, brak snu (<8 godzin) i codzienne spozycie
soku, napoju gazowanego, stodyczy i stodkich pokarméw. [28] Jednakze rodzice nie sa
jedynymi inicjatorami otytosci U dzieci. Jest nim rowniez spadek aktywnosci fizyczne;.
Czynniki, ktére mogly spowodowac spadek aktywnosci fizycznej u dzieci, to miedzy
innymi wydhluzenie czasu spedzanego przed konsolami do gier wideo i urzadzeniami
mobilnymi przy jednoczesnym ograniczeniu czasu spgdzanego aktywnie lub na $wiezym
powietrzu. Trudno sprzeciwia¢ si¢ postgpowi technologicznemu, ale na podstawie tych
badan mozna stwierdzi¢, ze takie innowacje mogg odbija¢ si¢ negatywnie na zdrowiu

dzieci. [29]

Kolejnym waznym czynnikiem wptywajacym na otylos¢ jest mikrobiom. Nasza wiedza
na temat mikrobiomu jelitowego znacznie wzrosta w ostatnich latach, podobnie jak nasze
zrozumienie jego zawitego zwigzku z chorobg. Coraz wigcej dowodow wskazuje, ze
zmiany mikrobiomu jelitowego powoduja zmiany w wadze i metabolizmie zZywiciela. Na
przyktad, w porownaniu z tymi z normalng mikroflorg jelitowa, samce myszy wolne od
zarazkow (bez mikroflory jelitowej) miaty o 42% mniej catkowitej tkanki tluszczowe;,
nawet przy dziennym spozyciu o 29% wigcej pokarmu. Jednak po kolonizacji
mikroorganizmow jelita §lepego catkowita tkanka thuszczowa tych myszy wzrosta o 57%
a, beztluszczowa masa ciala zmniejszyla si¢ o 7%, dzienne spozycie pokarmu
zmniejszyto si¢ natomiast o 27 % . Dalsze badanie sugerowato, ze zmiany te wynikaty ze
zmniejszonego tempa metabolizmu, z towarzyszacym zwigkszonym odkladaniem si¢
tkanki thuszczowej, poniewaz gesto$¢ naczyn wtosowatych w dystalnych kosmkach jelita
cienkiego wzrosta o 25% po kolonizacji mikroflorg. Podobne wyniki zaobserwowano

réwniez u samic myszy. [30] Ciato ludzkie zawiera okoto 3,8 x 10 13 mikroorganizmow,
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a wiekszo$¢ z nich zasiedla przewod pokarmowy. Roznorodnos¢ zdrowego mikrobiomu
jelitowego pozwala na funkcjonalng redundancje, w ktorej wiele drobnoustrojow moze
peli¢ podobne funkcje. Normalnie mikroflora jelitowa pelni istotne korzystne role u
gospodarza, w tym bierze udzial w metabolizmie we¢glowodandw i lipidow, syntezie
witamin i aminokwasow, proliferacji komorek nablonka, ochronie przed patogenami i
modulacji hormonow. Bakterie jelitowe moga réwniez rozktadaé niestrawne czasteczki,
takie jak oligosacharydy ludzkiego mleka i polisacharydy roslinne. [31] Wykazano, ze
brak rownowagi populacji drobnoustrojow (,,dysbioza’) wigze si¢ z wieloma chorobami,
w tym zaburzeniami neurologicznymi, nieswoistymi zapaleniami jelit, niedozywieniem,

rakiem, cukrzyca i otytoscia. [32]

Otytos¢ jest zwykle diagnozowana poprzez oszacowanie wskaznika masy ciata (BMI),
ktory jest obliczany jako stosunek masy ciata (kg) do wzrostu do kwadratu (m2 ), co
pozwala lekarzom klasyfikowaé¢ osoby wedlug stopnia od nadwagi do olbrzymiej
otylosci. [15] Jednak ten prosty i uzyteczny wskaznik nie ocenia zmian metabolicznych
czgsto zwigzanych z otyloScia, ktore z kolei sg Sci§le zwigzane z wystepowaniem
insulinooporno$ci w tkankach obwodowych [33] lub zaburzeniami immunologicznymi
wystepujacymi w konsekwencji powstania procesu zapalnego niskiego stopnia,
wywodzacego si¢ z aktywacji wrodzonego uktadu odporno$ciowego [34]. Ten ostatni
proces prowadzi réwniez do insulinoopornos$ci 1 zmiany metabolizmu glukozy 1 lipidow
[35], a takze wydzielania licznych cytokin prozapalnych [36] oraz czynnikéw
zaangazowanych w angiogenezg i krzepnigcie krwi [37]. Dodatkowo hipertrofia
adipocytow indukuje gromadzenie si¢ reaktywnych form tlenu z powodu dysfunkcji
retikulum endoplazmatycznego [38] i aktywacji kaskad sygnalizacji stanu zapalnego
komorek [39]. Zasugerowano, ze wiele adipokin i czynnikow zapalnych moze by¢
biomarkerami otytosci . [40] W rzeczywistosci u osob otytych ekspresja wielu genow
zwigzanych z metabolizmem komoérkowym i produkcja adipokin jest znaczaco
zmieniona. [41] W populacji otylych klinicySci moga rozrézni¢ osoby otyle
metabolicznie zdrowe oraz osoby otyle metabolicznie niezdrowe. Podwyzszone ci$nienie
krwi, hiperlipidemia, hiperglikemia, hiperurykemia 1 zwigkszona obwodowa

insulinoopornos$¢ sa czesto zglaszane u pacjentdéw metabolicznie niezdrowych. [42]

Istnieja powazne kontrowersje dotyczace tego, czy otylo$¢ powinna by¢ uwazana za
chorobe, natomiast jej skutki sg na tyle powazne, ze nigdy nie mozna jej bagatelizowac.

[43]
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Niektore z chordb wspotistniejacych zwigzanych z nadwaga i otytoscia obejmuja
nowotwory (rak piersi, endometrium, jajnika, jelita grubego, przetyku, nerek, trzustki,
prostaty), cukrzyce typu 2, nadci$nienie, udar, chorobe wiencowa, zastoinowa
niewydolno$¢ serca, astme , przewlekty bol plecéw, chorobe zwyrodnieniows stawow,
zatorowo$¢ plucna, choroby pecherzyka zotciowego, a takze zwigkszone ryzyko
niepetnosprawnosci. Wszystko to prowadzi do ponad trzech miliondw zgondw rocznie
na catym Swiecie. [44] Istnieje rowniez spojny zwigzek mi¢dzy nadwagg i otyloscig w
dziecinstwie 1 okresie dojrzewania ze zwigkszonym ryzykiem zaro6wno przedwczesnej
zachorowalnosci, jak i $miertelno$ci, zwlaszcza chorobowosci sercowo-metabolicznej.
[45] Badania potwierdzaja rowniez, ze nadwaga i otyto$¢ jest glownym problemem
mniejszo$ci w porownaniu z biatymi, biednych w poréwnaniu z bogatymi oraz kobiet w
poroéwnaniu z mezczyznami. [46] Nadwaga i otyto$¢ rowniez niosg ze sobg znaczne
obcigzenie zdrowotne i beda miaty znaczacy wptyw na wydatki na zdrowie. Otyto$¢ ma
silny zwigzek z wystepowaniem przewlektych problemoéw medycznych, uposledzeniem
jakosci zycia zwigzanej ze zdrowiem oraz zwickszeniem wydatkdéw na opieke zdrowotng

i leki. [47]

Otytos¢ ma rowniez wptyw na zdrowie psychologiczne. Dowody naukowe ktadg nacisk
na rosngce ryzyko niskiej samooceny, zaburzen nastroju, zaburzen motywacji,
probleméw z jedzeniem, zaburzonego obrazu wlasnego ciala, problemow z komunikacja
mi¢dzyludzka, a wszystko to bezposrednio lub posrednio wptywa na jako$¢ zycia. [46] Z
drugiej strony, w niektorych przypadkach doswiadczanie dyskryminacji ze wzgledu na
otyto$¢ prowadzi do rozwoju psychopatologii i ztych zachowan zdrowotnych, ktore
poprzez bledne koto nasilajg przejadanie si¢, bulimi¢ lub inne powigzane problemy. [48]
Niektore badania wykazaly, ze otyto$¢ zarowno u mezczyzn, jak 1 u kobiet zwigksza
ryzyko pogorszenia zdrowia seksualnego. Osoby otyle przypisuja to swojemu wygladowi
1 wadze oraz czgsto napotykaja trudnosci w czynnos$ciach seksualnych. Jako$¢ zycia
seksualnego jest szczegdlnie uposledzona w przypadku kobiet otylych. [49] W zwiazku
z tym musimy potozy¢ nacisk na bardziej kompleksowe badania populacyjne, aby poznac
wpltyw nadwagi 1 otylos$ci na rozne aspekty zdrowia psychicznego, w tym zaburzenia
nastroju, problemy z komunikacjg, samozadowolenie i jego wplyw na zdrowie seksualne.
Konsekwencje wspotistniejacych chordb fizycznych zwigzanych z otytoscia obejmuja
zaburzenia psychiczne i stygmatyzacje doswiadczang przez otylych pacjentéw. Pigtno z

nadwagg 1 zwigzana z nig dyskryminacja sg udokumentowane we wszystkich kluczowych
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obszarach zycia, w tym we wzroscie i rozwoju, procesie edukacyjnym, strukturze
zatrudnienia i zapewnianiu opieki zdrowotnej. Osoby otyte sg najczgsciej wySmiewane
przez swoich nauczycieli, lekarzy i opini¢ publiczng. Czasami cierpig tez z powodu
dyskryminacji, wySmiewania, uprzedzen spotecznych, odrzucenia i upokorzenia. [48]
Dyskryminacja zwigzana z wagg sama w sobie wigze si¢ ze zlymi zachowaniami
zdrowotnymi, takimi jak patologiczne objadanie si¢, objadanie si¢, a nawet siedzacy tryb
zycia 1 zmniejszona aktywnos$¢ fizyczna, co z kolei prowadzi do wigekszego przyrostu
masy ciata. To btedne koto ponownie zwigksza ryzyko narazenia na dyskryminacje¢ ze

wzgledu na wagg. [50]

Otytos¢ niesie ze soba wiele groznych konsekwencji zarowno dla zdrowia fizycznego jak
1 psychicznego. W ponizszym podrozdziale zostal opisany szerzej, zwigzek pomig¢dzy

otyto$cig, a rakiem, ktory jest jednym z najpowazniejszych konsekwencji tej choroby.

1.2.2 Otylos¢, a rak.

Pandemie otylo$ci i1 raka stanowia glowne wyzwania w zakresie opieki zdrowotnej na
calym $wiecie. ROwnocze$nie ro$nie zachorowalno$¢ na raka, a otyto$§¢ ma by¢ glowna
modyfikowalng przyczyng raka, wyprzedzajac palenie. [51] Nowotwory zwigzane z
otylo$cig stanowig juz 40% przypadkow raka w USA. [52] Otylo$¢ wigze si¢ ze
zwigkszonym ryzykiem raka w wielu réznych tkankach [53] w tym raka piersi (po
menopauzie), jelita grubego, endometrium, przetyku, jajnika, watroby, wpustu zotadka,
pecherzyka zotciowego, trzustki, nerki, oponiaka, szpiczaka mnogiego i tarczycy. [54]
Badania dowodza rowniez, ze zmniejszenie masy ciata po operacji bariatrycznej wigze
si¢ ze zmniejszonym ryzykiem raka, szczegélnie w przypadku nowotworéw zwigzanych
z otytoscia. [55] Szacuje sie, ze do 2035 r. ~ 40% przypadkoéw raka endometrium, > 25%
przypadkow raka przetyku, > 20% przypadkow raka nerki 1 ~ 20% przypadkow raka

watroby na calym $wiecie b¢dzie zwigzanych z wysokim wskaznikiem masy ciata. [56]

Nie ma watpliwos$ci, ze otylo§¢ zmienia fizjologi¢ organizmu, metabolizm, proteom,
transkryptom 1 perspektywe epigenetyczng w wielu tkankach 1 ze zmiany te mozna
powigza¢ z wieloma cechami procesu rakotwoérczego. W swoim przetomowym artykule
Hanahan 1 Weinberg zdefiniowali ,,cechy charakterystyczne raka”, a mianowicie

wlasciwosci, ktore wyznaczajg komorki do rozwoju i utrzymania wzrostu guza. [57]
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Podstawowa wlasciwoscia komoérek nowotworowych jest ich zdolno$¢ do
niekontrolowanego podziatu i proliferacji. W stanie otylosci poziom leptyny we krwi
wzrasta w wyniku zwiekszonego wydzielania z tkanki thuszczowej. [58] Krazaca leptyna
pomaga regulowaé apetyt, wrazliwo$¢ na insuling i hormony, takie jak hormon
tyreotropowy. Jednak leptyna wykazuje rowniez dziatanie proonkogenne. Leptyna jest
czynnikiem wzrostu, wigzacym si¢ z receptorem kinazy tyrozynowej (Ob-R/LepR) i
aktywujacym szlaki sygnatlowe JAK/STAT, ERK i PI3K/Akt. [59] Jednak leptyna nie
jest jedynym czynnikiem odgrywajacym role we wzroscie guza otylosci, co zostalo
podkreslone w niedawnych pracach na mysich modelach gruczolakoraka trzustki,
wykazujacych przyspieszong nowotworzenie u otytych myszy z niedoborem sygnalizacji
leptyny z mozliwym udziatem cholecystokininy. [60] Innym promotorem wzrostu,
zwigzanym ze zwigkszong produkcja leptyny, jest estrogen, ktorego rola w raku piersi
jest dobrze poznana. Warto zauwazy¢, ze gldwnym zrodlem estrogenu jest tkanka
thuszczowa, gdzie jest on wytwarzany przez enzym aromataze, a estrogeny w surowicy
sag podwyzszone u otytlych ludzi. [61] Status receptora estrogenowego jest
wyznacznikiem leczenia raka piersi 1 wptywa na rokowanie. Estrogen zostal réwniez
powiazany z rozwojem raka endometrium i raka jelita grubego u ludzi, chociaz zwigzek

jelita grubego. [62]

Otylosci czesto towarzyszy hiperglikemia , dostarczajaca dzielacym si¢ komorkom
wigcej paliwa i wplywajaca na wydzielanie czynnika wzrostu. [63] Insulina jest
uwalniana w odpowiedzi na wzrost poziomu glukozy we krwi. Rzeczywiscie, hormon
insuliny i jego zwiazek strukturalny, insulinopodobny czynnik wzrostu 1 (IGF-1), zostaty
powigzane zaréwno z karcynogeneza, jak i otyloscia. [64] Insulina jest wytwarzana w
trzustce w odpowiedzi na podwyzszony poziom glukozy, podczas gdy IGF-1 jest w duzej
mierze wytwarzany przez hepatocyty w odpowiedzi na hormon wzrostu. Poziom insuliny
wzrasta chronicznie w otylo$ci oraz cukrzyca typu 2, ktora charakteryzuje si¢ opornoscia
na insuling, a tym samym wysokim poziomem insuliny we krwi. Cukrzyca typu 2 zostata
powigzana ze zwigkszong czgsto$cig wystepowania nowotwordw zwigzanych z otytoscig
u ludzi, w tym raka jelita grubego, watroby, trzustki, piersi i endometrium. [65] IGF-1
zostal rdwniez powigzany z karcynogeneza jednakze, w przeciwienstwie do insuliny,
istnieje wiele dyskusji na temat krazacych catkowitych poziomow IGF-1 u otylych ludzi.
[66]
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Wysoki poziom cytokiny IL-6 we krwi wystgpuje u pacjentdow z otyloscig oraz u
pacjentow z rakiem watroby. [67] IL-6 jest uwalniana przez makrofagi zwigzane z tkankg
tluszczowa 1 stymuluje  wzrost komoérek w  mysich  modelach raka
watrobowokomorkowego poprzez aktywacje STAT3, ERK 1 JNK oraz zmiany w AKT i
mMTOR. [68] Roéwniez, mniej konwencjonalne modulatory moga dziata¢ jako stymulatory
wzrostu u pacjentow z otytoscig. Obejmuja one pochodzace z tkanki thuszczowej biatko
wigzgce kwasy tlhuszczowe (A-FABP). A-FABP promuje migracj¢ i proliferacje linii
komoérkowych raka piersi in vitro (MCF-7, E0771), a zatem moze by¢ nowym
czynnikiem napedzajacym proliferacje w nowotworach wywotanych otytoscig. A-FABP
jest podwyzszony w surowicy otylych ludzi i wykazano, ze promuje proliferacje i

inwazyjno$¢ poprzez wzmacnianie todyg guzow sutka. [69]

W normalnych komorkach kontrola wzrostu oznacza rownowage miedzy zwigzkami
promujagcymi wzrost (czynnikami wzrostu) a supresorami wzrostu. Nadmierna
proliferacja, jak w raku, moze oznacza¢ nadmierng aktywacje receptorow czynnika
wzrostu, albo przez nadmierng produkcj¢ samego czynnika wzrostu, albo mutacj¢ biatek
w obrebie szlakow sygnalowych. Kolejng mozliwoscig jest hamowanie supresorow
wzrostu. Powszechnie uwaza si¢, ze adiponektyna jest srodkiem hamujagcym wzrost,
uwalnianym przez adipocyty, majacym zaréwno dzialanie endokrynne, jak i parakrynne.
Wiadomo, Ze adiponektyna zwigksza wrazliwo$¢ na insuling, pomagajac regulowac
obwodowy metabolizm glukozy i kwasow tluszczowych [70]. Poza tym, zZe jest
regulatorem  metabolizmu, adiponektyna ~ma dzialanie przeciwzapalne 1
przeciwutleniajagce. U ludzi z otyloscia krazaca adiponektyna spada nawet
dziesigciokrotnie wraz ze wzrostem powierzchni trzewnej tkanki ttuszczowej. Wydaje si¢
paradoksalne, ze adiponektyna, ktéra jest produkowana przez adipocyty, spada, gdy ilos¢
tkanki thuszczowej wzrasta, ale moze to by¢ spowodowane supresjg przez parakrynne
dziatania TNFa. [71] Niski poziom krazacej adiponektyny jest obserwowany u ludzi z
rakiem endometrium i wigze si¢ ze zwigkszonym ryzykiem raka piersi po uwzglednieniu
BMI i wieku. [72] Niektore biatka supresorowe nowotwordw sg zmniejszone w otylosci.
Zwykle TP53 jest niestabilny w komorce, ale moze by¢ stabilizowany przez fosforylacje
przez AMPK, ktoéry jest aktywowany przez adiponektyne . Tak wigc mozna by
oczekiwaé, ze stezenie TP53 spada wraz ze spadkiem adiponektyny w otylosci, i
rzeczywiscie, spadek ten wydaje si¢ by¢ pogarszany przez leptyne w modelach

komoérkowych.
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Zatem mozemy zauwazyC, ze otylo$¢ jest bardzo waznym czynnikiem, ktéry moze

wplywac na rozwoj oraz przebieg choroby nowotworowej.

1.2.3 Metody Terapeutyczne

Biorac pod uwagg brak konkretnych interwencji farmakologicznych, ,,modyfikacja stylu
zycia” pozostaje podstawg leczenia otylosci. Osobom z otyloScig zaleca si¢ utrat¢ co
najmniej 10% masy ciata poprzez potaczenie diety, aktywnosci fizycznej 1 terapii
behawioralnej lub modyfikacji stylu zycia. [73] Znaczaca, krotkotrwalg utrate masy ciata
mozna 0siaggnaé poprzez spozywanie diet z kontrolowanymi porcjami. Dlugoterminowa
kontrole masy ciala mozna osiggna¢ poprzez wysoki poziom aktywnosci fizycznej i
ciggly kontakt pacjent-praktykujacy. W wielu przypadkach modyfikacja stylu zycia
prowadzi do dramatycznej utraty masy ciata, co prowadzi do znacznego zmniejszenia

ryzyka sercowo-naczyniowego. [74]

Farmakoterapi¢ zaleca si¢ osobom, ktéorych BMI >30 (lub BMI >27 z chorobami
wspotistniejacymi) i ktdre nie s3 w stanie schudnaé poprzez sama modyfikacj¢ stylu
zycia. Istnieja 4 zatwierdzone przez FDA leki na otylo$¢ : naltrekson-bupropion
(Contrave), orlistat (Xenical, Alli), liraglutyd (Saxenda) i fentermina-topiramat
(Qsymia). [75] FDA zatwierdzita rowniez agoniste¢ MC4R-Setmelanotyd do stosowania
u oso6b z cigzka otytoscig spowodowang niedoborem POMC, PCSKI1 (konwertazy
probiatkowej subtylizyny/keksyny typu 1) lub LEPR (receptora leptyny) pod koniec 2020
r. [76] Ponadto zidentyfikowano 11 r6znych sktadnikow z 54 rodzin roslin, ktére maja
potencjat przeciw otytosci. Rodziny te obejmujg Celastraceae, Zingiberaceae, Theaceae,

Magnoliaceae i Solanaceae [77].

Dla os6b z BMI > 40 lub BMI > 35 z chorobami wspotistniejacymi, ktore nie sag w stanie
schudna¢ poprzez modyfikacje stylu zycia lub farmakoterapi¢, inng opcja jest operacja
bariatryczna lub operacja odchudzania. Standardowe operacje bariatryczne, w tym
dywersja zotciowo-trzustkowa, rekawowa resekcja zotadka, (pomost zotadkowy Roux-
en-Y i regulowana opaska zotagdkowa, w roéznym stopniu przynoszg korzysci
indywidualnym profilom metabolicznym. Badania wykazaty, ze korzysci z chirurgii
bariatrycznej wykraczaja poza samg utrate wagi. Chirurgia bariatryczna zmniejsza
przewlekte stany zapalne zwigzane z otytoscig i zmienia biomarkery, mikroflore jelitowa
oraz dlugoterminowa remisj¢ cukrzycy typu 2. [78] Spadek poziomu leptyny w surowicy,
ktory jest zwigzany z chudym BMI, jest zwykle wynikiem operacji bariatrycznej. Co
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ciekawe, kobietom, ktére mialy wyzszy przedoperacyjny poziom wyjsciowy leptyny,
fatwiej bylo utrzymac utrat¢ masy ciala po zabiegu, podczas gdy te z nizszym poziomem
wyjsciowym przed zabiegiem chirurgicznym tatwiej odzyskaty wagge. Istnieje korelacja
miedzy wyjSciowym poziomem leptyny a zmianami masy ciata, BMI, jak rowniez
catkowitg utratg masy ciala, chociaz stopnia powodzenia operacji nie mozna przewidzie¢

na podstawie poziomu leptyny w surowicy pacjenta. [79]

Transplantacja mikrobioty katowej wzbudzita ostatnio duze zainteresowanie badaczy w
leczeniu otytosci. Istniejg obiecujace przestanki, ze transplantacja drobnoustrojow
pochodzacych od zdrowych 0so6b do pacjentdow z otyto$ciag moze mie¢ wptyw na utrate i
utrzymanie masy ciata. [80] W przetomowym badaniu przeszczepiono zawiesing katu
ludzkich blizniat z otylo$cig myszom wolnym od zarazkéw. Myszy z mikrobiomem 0sob
otytych pomys$lnie rozwingty otytos¢, podczas gdy te z mikrobiomem zdrowych
osobnikdw pozostaly szczupte. Wyniki sekwencjonowania probek katu myszy pobranych
po zabiegu wykazaly, ze ludzkie mikrobiomy zostaty z powodzeniem poddane infuzji, co
wskazuje na przeniesienie funkcji zwigzanych odpowiednio z otylymi lub szczuptymi
spoteczno$ciami drobnoustrojow. [81] Tak wiec daje to nadzieje, ze na wczesnym etapie,
transplantacja mikrobioty kalowe; moze by¢ opcja zastepujaca otyle spotecznosci

drobnoustrojéw co prowadzi¢ bedzie to zmniejszenia otylosci.

Z uwagi na to, ze otytlo$¢ jest na tyle powazng chorobg 1 prowadzi ona do wielu
niebezpiecznych nastgpstw, a nadal nie mamy oczywistego leku na tg chorobe,
postanowitam zbadaé, czy w populacji polskiej opisana w rozdziale 1.1.3. inwersja

chromosomu 16 oraz geny lezace w jej obszarze predysponuja do otylo$ci lub nadwagi.
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2. Metodologia
2.1. Pochodzenie materialu.

W latach 2010- 2012 w zwiazku z badaniem TESTOPLEK, skontaktowano si¢ z 10 000
osobami z Polski. Badanie populacji zostalo przeprowadzone przez firme¢ badawczg
(SMG/KRC, Millward Brown, Warszawa, Polska). Zgode na badanie wydata Komisja
Rewizyjna Uniwersytetu Lodzkiego (KBBN-UL/11/2014). Zasady etyczne dotyczace
badan medycznych z udzialem ludzi byty zgodne z Deklaracjg Helsinska [82]. Kazdy
badany otrzymat formularz zgody, kwestionariusz osobowy, informacje oraz zestaw do
pobierania §liny zgodnie z zaleceniami producenta(Oragene DNA Collection kit OG-500
Tube Format, DNA Genotek, Ontario, Kanada). Ponad 10 000 probantow samodzielnie
wypetnilo kwestionariusz, podpisalo formularz zgody, pobrato i zwrdcito $ling.
Otrzymane paczki zostaty sprawdzone pod katem zawarto$ci i kompletne probki zostaty
zarejestrowane w kolekcji POPULOUS w Laboratorium Biobanku w Zaktadzie Biofizyki
Molekularnej Uniwersytetu todzkiego. Niepodpisane formularze zgody, brak
kwestionariusza 1/lub probowki bez sliny wykluczono z dalszej analizy. tacznie
zakodowano 6047 probek i przechowywano je w temperaturze pokojowej. Osoby, ktore

zadeklarowaty, ze sa zdrowe, wybrano do grupy kontrolnej (n=5760).

2.2 lzolacja DNA.

Genomowy DNA ekstrahowano ze §liny za pomoca zestawu do oczyszczania DNA
Puregene® (DNA Genotek, Ontario, Kanada) zgodnie z protokotem producenta.
Sprawdzono jakos¢ 1 ilo$¢ kazdej wyizolowanej probki DNA (przy uzyciu zestawu
Quant-iT-Broad-Range DNA Assay Kit; Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA). Do sprawdzenia plci zastosowano zestaw amelogenina (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). Oba zestawy stosowano bez odchylen
od protokotu producenta. Probki DNA normalizowano do stgzenia 50 ng/pl i

przechowywano w temperaturze -30°C do dalszego uzycia.

2.3. Genotypowanie

Przeprowadzono analizy genetyczne przy uzyciu czipdéw DNA (Infinium Core-Exome 24

Beadchips, Illumina, Eindhoven, Holandia) oraz skanera mikromacierzy (iScan, Illumina
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San Diego, Kalifornia, USA). Trzydniowy protokol przeprowadzono zgodnie z
zaleceniami producenta. W skrocie: DNA amplifikowano za pomoca reakcji tancuchowe;j
polimerazy (PCR), a nastgpnie inkubowano przez noc. Amplifikowany DNA
fragmentowano za pomocg enzymow restrykcyjnych stosujac krotka inkubacje (1
godzina), wytragcono i ponownie zawieszono w dedykowanym buforze (bufor do elucji
RA1). Probki zatadowano na chipy i inkubowano przez noc w celu hybrydyzacji. Probki
poddano enzymatycznemu wydtuzaniu zasady i1 barwieniu fluorescencyjnemu. Chip
zostal nastepnie zaladowany do skanera chipow. Zeskanowane informacje zostaty
nastepnie automatycznie sprawdzone i przeanalizowane przez oprogramowanie (Genome
Studio 2.0 z modutem genotypowania, Illumina, San Diego, Kalifornia, USA).
Sprawdzenie jakosci informacji przeprowadzono za pomoca kontroli wewngtrznych
sktadajacych si¢ z niezaleznych od probki oligonukleotydow w roztworze do
hybrydyzacji. Wyniki jako$ci zostaty przedstawione w ,,Raporcie podsumowujacym
kontrole”. Zawarto$¢ eksonow sktadata si¢ z okoto 240 000 markeréow reprezentujacych
SNP’y wystepujace w roznych populacjach — w tym Europejczykow, Afrykanow i
Chinczykoéw — oraz SNP’y, o ktorych wiadomo, Ze sa zwigzane z szeregiem typowych
chorob, takich jak cukrzyca typu 2, rak, zaburzenia metaboliczne i psychiatryczne oraz
rowniez markery lokalizacji chromosomow, w sumie dajac okoto 500000 markerow
SNP’6w. Proces ten powtarzano az do uzyskania bazy danych zawierajacej dane od okoto
5700 os6éb, w tym okoto 5600 0sob zdrowych i 82 pacjentéw z rakiem trzustki. Nastepnie
baz¢ danych przekazano do Zaktadu Biochemii Klinicznej 1 Molekularnej Pomorskiego
Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie, gdzie przeprowadzono badanie inwersyjne. W

niniejszym badaniu wykorzystano dane pochodzace wylacznie od osob zdrowych.

2.4. Cze$¢ Bioinformatyczna.

2.4.1 Inwersja chromosomu 16.

Po uzyskaniu bazy danych, znaleziono miejsce wystgpowania inwersji na podstawie
artykutu ,, A Common 16p11.2 Inversion Underlies the Joint Susceptibility to Asthma
and Obesity”. [13] Wzigto pod uwage fragment w lokalizacji chromosomalnej przy 28,0
Mbp do 30,0 Mbp, ktory zawierat inwersj¢. Nastepnie stworzono plik z tym regionem za

pomocy jezyka programowania PLINK:

CHR;POS_BEGIN;POS_END;GENE_NAME
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16;28000000;30000000;CHR16_INV3

PLINK to narzgdzie bioinformatyczne czgsto wykorzystywane przez genetykow do
badan rodowodowych i analizy danych genotypowych. Rézne pliki wyjéciowe zostaty
wygenerowane przez program PLINK w zaleznosci od polecen wejsciowych. Pliki
wejsciowe dla PLINK to obecnie binarne pliki BIM, BED i FAM oraz za pomoca
polecenia ,,--recode”, generowane sa pliki PED i pliki MAP. Pliki PED zawierajg dane
dotyczace rodowodu i genotypu. Nastepnie stworzono program za pomocag jezyka

programowania R i platformy statystycznej R do tworzenia plikow PED i MAP.

R [83] to platforma statystyczna oparta na programowaniu z wiersza polecen z wlasnym
jezykiem programowania. To oprogramowanie ma ogromny wybor bibliotek kodowania
do obliczania analiz statystycznych, w tym generowania grafiki. Jest to najwigksza
bezptatna platforma statystyczna uzywana na catym §wiecie przez wielu badaczy, bez
wzgledu na uzywany system operacyjny (Linux, MacOs czy Windows). Ten program

dziatal przy uzyciu PLINK dzialajacego w obrebie R:
"plink --bfile D:\\RWPLINKWlodz\\Panc_vs_controls_ wo_XY
--chr 16
--from-bp 28000000 --to-bp 30000000
--within D:\\RWPLINK\lodz\\phenotype_file_kombo.txt
--recode --noweb

~-out
D:WRWPLINK\odz\GENE_ANALYSIS\CHR16_INV3\WCHR16\CHR16_INV3WCHR16
_INV3"

Powyzszy fragment kodu pokazuje kolejno: $ciezke uzywang przez program, nazwe
chromosomu, dany region oraz miejsce, w ktorym zostang zapisane dane. Plik MAP
zawieral wszystkie SNP’y, ktore wystapity w regionie chromosomu od lokalizacji
28000000 do 30000000. Znaleziono 329 SNP’y. Nastgpnie zredukowano region i
wybrano tylko te SNP’y, ktore lezg doktadnie w miejscu inwersji, ktora zostata opisana
w ,, A Common 16p11.2 Inversion Underlies the Joint Susceptibility to Asthma and
Obesity”. czyli od 28,39 Mbp do 28,50 Mbp réwniez przy uzyciu wspomnianego

22



programu wykorzystujacego PLINK dziatajacego w obrgbie R. Ten region zawierat tylko

SNP’y pomigdzy:

outside region | inside ......inside | outside

rs2726034 | rs149299 ..... rs40837 | rs181206 dbSNP reference
28325561 | 28473820 ..... 28499524 | 28502082 location using GRCh38
28336882 | 28485141 ..... 28510845 | 28513403 location using GRCh37

To zawezito liczb¢ SNP’6w do 17, ktore prawdopodobnie zawierajg si¢ w inwersji. Lista

SNP’6w przedstawiona jest w Tabeli 1:

NR RS SNP ILLU _SNP BP_POS
1 rs149299 rs149299 28485141
2 rs151179 kgp9229696 28487056
3 rs77595156 | exm1229459 | 28488943
4 rs151181 exm-rs151181| 28490517
5 rs201407601 | exm1229471 | 28493455
6 rs144770450 | exm1229500 | 28498845
7 rs11552531 | exm1229505 | 28499044
8 rs137906617 | exm1229510 | 28499964
9 rs201225986 | exm1229512 | 28500611
10 rs200346089 | exm1229541 | 28507029
11 rs151136790 | exm1229550 | 28507245
12 rs200832612 | exm1229590 | 28507855
13 rs112010846 | exm1229621 | 28508320
14 rs61753940 | exm1229626 | 28508413
15 rs201730712 | exm1229635 | 28508491
16 rs200890256 | exm1229681 | 28509564
17 rs40837 rs40837 28510845

Tabela 1. Lista SNP’6w wybranych do analizy dla inwersji chromosomu 16.

Cala lista wszystkich zdrowych osobnikow musiata zosta¢ przeksztalcona w format
umozliwiajacy wyrownanie wszystkich SNP’6w. Utworzono tabele, ktora zawierata
tylko genotypy 17 SNP’6w bez zadnych innych danych. Nastepnie utworzono plik
formatu FASTA, ktéry mogt by¢ wykorzystany w programie R. Ponizej znajduje si¢ kod,
ktory tworzy format pliku FASTA przy uzyciu R:

PHENO_ALLELE<-read.csv(choose.files(), sep=",")
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TABLE_1<-matrix(nrow = nrow(PHENO_ALLELE), ncol= (ncol(PHENO_ALLELE)-
10))

for(n in 1:ncol(TABLE_1)){
TABLE_1[,n]<-as.character(PHENO_ALLELE[,(n+10)])
}
rownames(TABLE_1)<-PHENO_ALLELE[,2]
sink("D:\\RWPLINK\lodzZ\\GENE_ANALYSIS\KAM_16\\KAM_16_SEQ.txt")
for(q in L:nrow(TABLE_1)){
cat(">",rownames(TABLE_1)[q],sep ="", "\n")
cat(paste(TABLE_1[q,], collapse=""),"\n")
}
sink()

Po uzyskaniu pliku, umieszczono go w internetowym programie o nazwie MAFFT wersja
7 [84] . Dopasowanie wielu sekwencji (MSA) jest waznym krokiem w poréwnawczych
analizach sekwencji biologicznych, a program MAFFT oferuje te ustuge online. Ma kilka
roznych opcji obliczania duzych dopasowan wielu sekwencji sktadajacych si¢ z tysiecy

sekwencji. [85]

Tutaj, zamiast dopasowywania rzeczywistych sekwencji DNA, uzyto tego do
wyrownania kolejnych wartosci SNP [86]. Po przestaniu pliku wybrano strategie G-
Large-INS-1, ktora dotyczy sekwencji mniejszych niz 10000 bp. i normalny tryb uzycia
pamigci. W ustawieniach parametrow zaznaczono 1PAM/k=2, poniewaz analiza zostata
wykonana na DNA. Caly plik gdzie wykonane zostato dopasowanie znajduje si¢ w
Danych Uzupelniajacych na ptycie CD. Na rycinie 2. przedstawiono grafike

przedstawiajaca strong, na ktdrej znajduje si¢ ten program.
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Rycina 2. Przyktadowe okno programu MAFFT.

Zrédto : https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/large.html?17jul

Po zakonczeniu analizy programu otworzono utworzone dopasowanie w formacie
CLUSTAL w przegladarce dopasowania wielu sekwencji (program Jalview Desktop
[87]. Program Jalview jest narzedziem do tworzenia statycznej wizualizacji z narzedziami
do edycji, kolorowania i generowania liczb [88]. Rycina 3. przedstawia przyktadowy

obraz programu online.
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Rycina 3. Przyktadowy obraz programu JalView.

Zrédto: http://www.jalview.org/

W Jalview Desktop zatadowano otrzymany plik z programu MAFFT, a nastgpnie dodano
kolory do poszczegolnych nukleotydéw, aby mozna bylo zidentyfikowa¢ SNP’y, ktore
utworzyly nierekombinowane grupy (prawdopodobnie oznaczajac inwersje). Wyniki
przedstawiaja ryciny ponizej. W Danych Uzupehiajacych umieszczono rowniez plik

obrazujacy dopasowanie sekwencji.
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Rycina 4. Wyniki dopasowania SNP’6w od wszystkich badanych. Pokazano tylko czg$é

pokazujaca przejscie migdzy homozygotami typu 1 a heterozygotami.

Zrédto : Praca Magisterska autorstwa Kamili Rydzewskiej ,, A genetic sequence

inversion on chromosome 16 in the Polish population”
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Rycina 5. Wyniki dopasowania SNP’6w od wszystkich badanych. Pokazano tylko czg$¢

pokazujaca przejscie migdzy heterozygotami, a homozygotami typu 2.

Zrédto : Praca Magisterska autorstwa Kamili Rydzewskiej ,, A genetic sequence

inversion on chromosome 16 in the Polish population”

Na rycinach wida¢, jak genotypy pacjentdw zmieniajg si¢ z homozygoty w heterozygote
| ponownie w homozygote, wskazujac na inwersje. Zidentyfikowano cztery SNP’y, ktore
razem wskazuja na inwersje poprzez wspdlne przechodzenie od homozygoty do

heterozygoty do homozygoty. Sg to kolejno :

1. rs149299
2. rs151179
3. rs151181
4. rs40837

Jednakze wyniki uzyskane w programie MAFT wyraznie pokazaly, ze analiza zostata
znieksztalcona przez pacjentow, ktoérych nie mozna bylto przypisa¢ do jednej z trzech grup
Zostali wykluczeni, poniewaz osoby te wykazywaly heterozygotyczny wariant w SNP
rs40837, podczas gdy inne SNP’y wykazywaty homozygoty typu 2. SNP rs40837 lezy
blisko regionu duplikacji oraz delecji [89], co daje mozliwy powod, dla ktoérego wartoSci
genotypu mogg roznic¢ si¢ od pozostatych trzech SNP’6w, ktére sg znacznie dalej od tego

obszaru. Z uwagi na to do dalszej analizy jako markery inwersji wybrano tylko 3 SNP’y:
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rs149299, rs151179 i rs151181. Wszystkie powyzsze wyniki sg szczegdlowo opisane w
Pracy Magisterskiej ,,A genetic sequence inversion on chromosome 16 in the Polish
population.” autorstwa Kamili Rydzewskiej. Baza zawierajgca informacje o 17 SNP’ach
zostala uzyta do analizy statystycznej oraz dodatkowo zostata umieszczona w Danych

Uzupetiajacych znajdujacych si¢ na ptycie CD.

2.4.2 Gen TUFM.

Po uzyskaniu bazy danych, znaleziono miejsce wystepowania genu TUFM na podstawie
artykutu ,, A Common 16p11.2 Inversion Underlies the Joint Susceptibility to Asthma
and Obesity”. [13] Wzieto pod uwage fragment w lokalizacji chromosomalnej przy

28.853.732 Mbp do 28.857.729 Mbp, w ktorym lezy dany gen. Nastepnie stworzono plik

z tym regionem za pomocg jezyka programowania PLINK:
CHR;POS_BEGIN;POS_END;GENE_NAME
16:28,853,732-28,857,729;RESULTS_TUFM

Nastepnie stworzono program za pomoca jezyka programowania R 1 platformy

statystycznej R do tworzenia plikow PED i MAP.
Ten program dzialat przy uzyciu PLINK dziatajagcego w obrgbie R:
"plink --bfile D:\\RWPLINKWlodz\\Panc_vs_controls_wo_XY
--chr 16
--from-bp 28853732 --to-bp 28857729
--within D:\\R\WPLINKW\lodz\\phenotype file_kombo.txt
--recode --noweb
--out D:\\RWPLINK\W\odzZ\W\GENE_ANALYSIS\RESULTS TUFM”

Powyzszy fragment kodu pokazuje kolejno: $Sciezke uzywang przez program, nazwe
chromosomu, dany region oraz miejsce, w ktorym zostang zapisane dane. Plik MAP
zawieral wszystkie SNP’y, ktore wystgpity w regionie chromosomu od lokalizacji
28853732 do 28857729. Znaleziono 6 SNP’6w. Lista SNP’6w przedstawiona jest w
Tabeli 2:
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RS_SNP ILLU_SNP CHR BP_POS
rs146326033 | exm1230225 16 28854372
rs143189885 | exm1230253 16 28856081
rs201756974 | exm1230259 16 28856321

rs8061877 rs8061877 16 28856819
rs150844967 | exm1230269 16 28857363
rs116562140 |exm1230274 16 28857416

Tabela 2. Lista SNP’6w wybranych do analizy dla genu TUFM.

Cata lista wszystkich zdrowych osobnikéw musiata zosta¢ przeksztalcona w format
umozliwiajacy wyréwnanie wszystkich SNP’6w. Tak przygotowana baza zostata uzyta
do analizy statystycznej oraz dodatkowo zostata umieszczona w Danych Uzupetniajacych

znajdujacych si¢ na plycie CD.

2.4.3 Gen SH2B1.

Po uzyskaniu bazy danych, znaleziono miejsce wystgpowania genu SH2B1 na podstawie
artykutu ,, A Common 16p11.2 Inversion Underlies the Joint Susceptibility to Asthma
and Obesity”. [13] Wzieto pod uwage fragment w lokalizacji chromosomalnej przy

28.857.921 Mbp do 28.885.534 Mbp, w ktorym lezy dany gen. Nastepnie stworzono plik

z tym regionem za pomoc3 jezyka programowania PLINK:
CHR;POS_BEGIN;POS_END;GENE_NAME

16:28,857,921-28,885,534:RESULTS_SH2B1

Nastgpnie stworzono program za pomocg jezyka programowania R 1 platformy

statystycznej R do tworzenia plikow PED i MAP.
Ten program dziatat przy uzyciu PLINK dziatajacego w obrebie R:
"plink --bfile D:\\RWPLINK\lodz\\Panc_vs_controls_wo_XY
--chr 16
--from-bp 28857921 --to-bp 28885534
--within D:\\RWPLINK\lodz\\phenotype_file_kombo.txt
--recode --noweb

--out D:\\RWPLINK\W\odz\GENE_ANALYSIS\RESULTS_SH2B1”
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Powyzszy fragment kodu pokazuje kolejno: Sciezke uzywana przez program, nazwe
chromosomu, dany region oraz miejsce, w ktérym zostang zapisane dane. Plik MAP
zawieral wszystkic SNP’y, ktore wystgpily w regionie chromosomu od lokalizacji
28857921 do 28885534. Znaleziono 8 SNP’6w. Lista SNP’6w przedstawiona jest w
Tabeli 3:

RS_SNP ILLU_SNP CHR BP_POS
rs149091795 | exm1230289 16 28877684
rs144126859 | exm1230290 16 28877711
rs141195883 | exm1230297 16 28877864
rs147094247 | exm1230300 16 28877939
rs199996405 | exm1230314 16 28878202
rs142515048 | exm1230356 16 28883975
rs143410496 | exm1230357 16 28883993
rs190981290 | exm1230366 16 28884858

Tabela 3. Lista SNP’6w wybranych do analizy dla genu SH2B1.

Cala lista wszystkich zdrowych osobnikoéw musiata zosta¢ przeksztalcona w format
umozliwiajacy wyréwnanie wszystkich SNP’6w. Tak przygotowana baza zostata uzyta
do analizy statystycznej oraz dodatkowo zostata umieszczona w Danych Uzupetniajacych

znajdujacych si¢ na ptycie CD.

2.4.4 Gen CCDC101.

Po uzyskaniu bazy danych, znaleziono miejsce wystgpowania genu CCDC101 na
podstawie artykutu ,, A Common 16p11.2 Inversion Underlies the Joint Susceptibility to
Asthma and Obesity”. [13] Wzigto pod uwage fragment w lokalizacji chromosomalnej

przy 28.565.236 Mbp do 28.603.111 Mbp, w ktérym lezy dany gen. Nastgpnie stworzono
plik z tym regionem za pomocg j¢zyka programowania PLINK:

CHR;POS_BEGIN;POS_END;GENE_NAME

16:28,565,236-28,603,111:RESULTS_CCDC101

Nastepnie stworzono program za pomoca j¢zyka programowania R 1 platformy

statystycznej R do tworzenia plikow PED i MAP.
Ten program dziatal przy uzyciu PLINK dziatajacego w obrebie R:

"plink --bfile D:\\RWPLINK\lodz\\Panc_vs_controls_wo_XY

31



--chr 16

--from-bp 28565236 --to-bp 28603111

--within D:\\RWPLINK\lodz\\phenotype_file_kombo.txt

--recode --noweb

--out D:\\RWPLINKW\odzZWGENE_ANALYSIS\RESULTS CCDC101”

Powyzszy fragment kodu pokazuje kolejno: $Sciezke uzywang przez program, nazwe
chromosomu, dany region oraz miejsce, w ktorym zostang zapisane dane. Plik MAP
zawieral wszystkie SNP’y, ktore wystapity w regionie chromosomu od lokalizacji
28565236 do 28603111. Znaleziono 4 SNP’y. Lista SNP’6w przedstawiona jest w Tabeli
4:

RS_SNP ILLU_SNP CHR BP_POS
rs146510287 | exm1229748 16 28592459
rs4788073 rs4788073 16 28594549
variant40184 | variant40184 16 28600428
rs11401 rs11401 16 28602991

Tabela 4. Lista SNP’6w wybranych do analizy dla genu CCDCI101.

Cata lista wszystkich zdrowych osobnikow musiata zosta¢ przeksztalcona w format
umozliwiajagcy wyrownanie wszystkich SNP’6w. Tak przygotowana baza zostata uzyta
do analizy statystycznej oraz dodatkowo zostata umieszczona w Danych Uzupehniajacych

znajdujacych si¢ na ptycie CD.

2.4.5 Gen APOB48R.

Po uzyskaniu bazy danych, znaleziono miejsce wystepowania genu APOB48R na
podstawie artykutu ,, A Common 16p11.2 Inversion Underlies the Joint Susceptibility to
Asthma and Obesity”. [13] Wzigto pod uwage fragment w lokalizacji chromosomalnej
przy 28.505.970 Mbp do 28.510.291 Mbp, w ktérym lezy dany gen. Nastgpnie stworzono

plik z tym regionem za pomocg jezyka programowania PLINK:
CHR;POS_BEGIN;POS_END;GENE_NAME

16:28,505,970-28,510,291:RESULTS_APOB48R
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Nastepnie stworzono program za pomoca jezyka programowania R i platformy

statystycznej R do tworzenia plikow PED i MAP.
Ten program dziatal przy uzyciu PLINK dziatajagcego w obrebie R:
"plink --bfile D:\\RWPLINKWlodz\\Panc_vs_controls_wo_XY
--chr 16
--from-bp 28505970 --to-bp 28510291
--within D:\\RWPLINK\lodz\\phenotype_file_kombo.txt
--recode --noweb
--out D:\\RWPLINK\lodzZ\W\GENE_ANALYSIS\RESULTS APOB48R”

Powyzszy fragment kodu pokazuje kolejno: Sciezke uzywang przez program, nazwe
chromosomu, dany region oraz miejsce, w ktorym zostang zapisane dane. Plik MAP
zawieral wszystkie SNP’y, ktore wystapity w regionie chromosomu od lokalizacji
28505970 do 28510291. Znaleziono 23 SNP’y. Lista SNP’0w przedstawiona jest w
Tabeli 5:
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RS_SNP ILLU_SNP CHR BP_POS
rs28576169 |exm1229533 16 28506882
rs200346089 | exm1229541 16 28507029
rs140393803 | exm1229548 16 28507179
rs142080760 |exm1229549 16 28507185
rs151136790 |exm1229550 16 28507245
rs73533478 | exm1229551 16 28507258
rs61738751 |exm1229584 16 28507695
rs199677239 | exm1229588 16 28507806
rs200832612 | exm1229590 16 28507855
rs201825043 | exm2252537 16 28508006
exm1229606 |exm1229606 16 28508107
rs112010846 |exm1229621 16 28508320
rs61753940 |exm1229626 16 28508413
rs201730712 | exm1229635 16 28508491
rs200288763 | exm1229636 16 28508506
rs201232528 | exm1229640 16 28508577

rs40832 exm1229648 16 28508716
rs113343275 | exm1229649 16 28508782
rs199840321 |exm1229654 16 28508916
rs201246198 | exm1229669 16 28509238
rs199615243 | exm1229672 16 28509414
rs200890256 |exm1229681 16 28509564
rs201894432 | exm1229687 16 28509768

Tabela 5. Lista SNP’6w wybranych do analizy dla genu APOB48R.

Cata lista wszystkich zdrowych osobnikow musiata zosta¢ przeksztalcona w format
umozliwiajacy wyréwnanie wszystkich SNP’6w. Tak przygotowana baza zostata uzyta
do analizy statystycznej oraz dodatkowo zostata umieszczona w Danych Uzupetniajacych

znajdujacych si¢ na ptycie CD.

2.4.6 Gen SPNSL1.

Po uzyskaniu bazy danych, znaleziono miejsce wystepowania genu SPNS1 na podstawie
artykutu ,, A Common 16p11.2 Inversion Underlies the Joint Susceptibility to Asthma
and Obesity”. [13] Wzieto pod uwage fragment w lokalizacji chromosomalnej przy
28.985.542 Mbp do 28.995.869 Mbp, w ktorym lezy dany gen. Nastepnie stworzono plik

z tym regionem za pomocyg jezyka programowania PLINK:
CHR;POS_BEGIN;POS_END;GENE_NAME

16:28,985,542-28,995,869:RESULTS_ SPNS1
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Nastepnie stworzono program za pomoca jezyka programowania R 1 platformy

statystycznej R do tworzenia plikow PED i MAP.
Ten program dziatal przy uzyciu PLINK dziatajagcego w obrebie R:
"plink --bfile D:\\RWPLINKWlodz\\Panc_vs_controls_wo_XY
--chr 16
--from-bp 28985542 --to-bp 285995869
--within D:\\RWPLINK\lodz\\phenotype_file_kombo.txt
--recode --noweb
--out D:\\RWPLINK\W\lodzZ\\GENE_ANALYSIS\RESULTS_ SPNS1”

Powyzszy fragment kodu pokazuje kolejno: Sciezke uzywang przez program, nazwe
chromosomu, dany region oraz miejsce, w ktorym zostang zapisane dane. Plik MAP
zawieral wszystkie SNP’y, ktore wystapity w regionie chromosomu od lokalizacji
28985542 do 28995869. Znaleziono 10 SNP’ow. Lista SNP’6w przedstawiona jest w
Tabeli 6:

RS_SNP ILLU_SNP CHR BP_POS
rs8045689 rs8045689 16 28988269
rs150373976 | exm1230744 16 28990587
rs137908704 | exm1230745 16 28990588
rs3922668 rs3922668 16 28992646
rs201586251 | exm1230753 16 28992903
rs11859822 | exm2272432 16 28995057
rs201680708 | exm1230797 16 28995189
rs199695694 | exm1230809 16 28995582
rs149610167 | exm1230810 16 28995583
rs7140 exm2273534 16 28995757

Tabela 6. Lista SNP’6w wybranych do analizy dla genu SPNS1.

Cata lista wszystkich zdrowych osobnikow musiata zosta¢ przeksztalcona w format
umozliwiajacy wyréwnanie wszystkich SNP’6w. Tak przygotowana baza zostata uzyta
do analizy statystycznej oraz dodatkowo zostata umieszczona w Danych Uzupehniajacych

znajdujacych si¢ na ptycie CD.
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2.4.7 Gen SULT1A4.

Po uzyskaniu bazy danych, znaleziono miejsce wystgpowania genu SULTIA4 na
podstawie artykutu ,, A Common 16p11.2 Inversion Underlies the Joint Susceptibility to
Asthma and Obesity”. [13] Wzi¢to pod uwage fragment w lokalizacji chromosomalnej
przy 29.467.127 Mbp do 29.476.301 Mbp, w ktérym lezy dany gen. Nastgpnie stworzono

plik z tym regionem za pomocg jezyka programowania PLINK:
CHR;POS_BEGIN;POS_END;GENE_NAME
16:29,467,127-29,476,301:RESULTS_ SULT1A4

Nastepnie stworzono program za pomoca jezyka programowania R i1 platformy

statystycznej R do tworzenia plikow PED i MAP.
Ten program dziatat przy uzyciu PLINK dziatajacego w obrebie R:
"plink --bfile D:\\RWPLINKWlodz\\Panc_vs_controls_ wo_XY
--chr 16
--from-bp 29467127 --to-bp 29476301
--within D:\\RWPLINK\lodz\\phenotype_file_kombo.txt
--recode --noweb
--out D:\\RWPLINK\odzZ\\GENE_ANALYSIS\RESULTS_ SULT1A4”

Powyzszy fragment kodu pokazuje kolejno: Sciezke uzywang przez program, nazwe
chromosomu, dany region oraz miejsce, w ktorym zostang zapisane dane. Plik MAP
zawieral wszystkie SNP’y, ktore wystapity w regionie chromosomu od lokalizacji
29467127 do 29476301. Znaleziono 11 SNP’ow. Lista SNP’6w przedstawiona jest w
Tabeli 7:
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RS_SNP ILLU_SNP CHR | BP_POS
rs1042157 | GA031269 16  |28617057
rs41278160 |kgp16426026| 16  |28617507
rs1042014 | rs1042014 16  |28618318
rs200013410 | exm1229928| 16 [28618332
rs115253552 |kgp16461928| 16  |28619866
rs114062355 |kgp16488336| 16 [28620354
rs35480621 |kgp16473159| 16 |28621318
rs79527462 |exm1229980| 16  [28631383
indel40191 | indel40191 16 |28631439
rs1968752 | kgp7158781 16  |28631585
kgp5388595 | kgp5388595 16 |28632021

Tabela 7. Lista SNP’6w wybranych do analizy dla genu SULT1A4.

Cata lista wszystkich zdrowych osobnikdw musiata zosta¢ przeksztalcona w format
umozliwiajacy wyréwnanie wszystkich SNP’6w. Tak przygotowana baza zostata uzyta
do analizy statystycznej oraz dodatkowo zostata umieszczona w Danych Uzupetniajacych

znajdujacych si¢ na plycie CD.

2.5. Statystyka.

Analiza statystyczna zostata wykonana na bazie danych zawierajacych 4722 badanych,
poniewaz osoby, ktorym brakowalo danych zostaly usunigte. Baza danych zawierala
nastepujace informacje : Pte¢ ( 2 — Mezczyzni, 1- Kobiety), Rok urodzenia, Wiek, Liczbe
dzieci, Wartos¢ BMI (Kg/m2). Na podstawie wyliczonych wartosci BMI oraz klasyfikacji
[90] ,badanych przydzielono do 4 grup:

1. Niedowaga - warto$¢ BMI ponizej 18.5

2. Waga normalna/prawidtowa — wartos¢ BMI 18.5-24.9
3. Nadwaga — wartos¢ BMI 25.0 — 29.9

4. Otylos$¢ — wartos¢ BMI wigksze lub rowne 30.0

Aby obliczy¢ istotnos$¢ statystyczng pomigdzy wiekiem, a wartoscig liczbowa BMI uzyto
korelacji rho-Spearmana. Podobnie jak wszystkie wspolczynniki korelacji, rho -
Spearmana mierzy site zwigzku miedzy dwiema zmiennymi. W zwigzku z tym
wspotczynnik korelacji Spearmana jest podobny do wspodiczynnika korelacji Pearsona.
Wszystkie analizy korelacji dwuwymiarowych wyrazajg site zwigzku miedzy dwiema
zmiennymi w pojedynczej wartos$ci z zakresu od -1 do +1. Ta warto$¢ jest nazywana

wspolczynnikiem korelacji . Dodatni wspotczynnik korelacji wskazuje na dodatnig
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zalezno$¢ miedzy dwiema zmiennymi (gdy warto$ci jednej zmiennej rosng, warto$ci
drugiej zmiennej rdwniez rosng), podczas gdy ujemny wspotczynnik korelacji wyraza
ujemng zalezno$¢ (gdy wartosci jednej zmiennej rosng, wartosci drugiej zmiennej
zmniejszac). Wspotczynnik korelacji rowny zero wskazuje, ze nie istnieje zwigzek
miedzy zmiennymi [91]. Analiza regresji liniowej stuzy do przewidywania wartosci
zmiennej na podstawie warto$ci innej zmiennej. Ta forma analizy szacuje wspotczynniki
roOwnania liniowego, obejmujacego jedng lub wiecej zmiennych niezaleznych, ktore
najlepiej przewidujg wartos¢ zmiennej zaleznej. Regresja liniowa dopasowuje lini¢ prostg
lub powierzchnig, ktéra minimalizuje rozbieznosci miedzy przewidywanymi a
rzeczywistymi warto$ciami wyjsciowymi. [92] Poniewaz zalozenie regresji liniowej byto
mato prawdopodobne, regresja liniowa nie zostata wykorzystana do obliczenia istotnosci
statystycznej, ale zostata wykorzystana jedynie w celu nadania wykresom przyblizonych

linii trendu.

Aby obliczy¢ istotnos$¢ statystyczng pomiedzy plcig, a warto$ciami liczbowymi BMI
uzyto regresji logistycznej. Ten typ modelu statystycznego (znany rowniez jako model
logitowy ) jest czesto uzywany do klasyfikacji i analiz predykcyjnych. Poniewaz wynik
jest prawdopodobienstwem, zmienna zalezna jest ograniczona od 0 do 1. Po znalezieniu
optymalnego wspoétczynnika, prawdopodobienstwa warunkowe dla kazdej obserwacji
mozna obliczy¢, zarejestrowa¢ 1 zsumowaé, aby uzyska¢ przewidywane
prawdopodobienstwo. W przypadku klasyfikacji binarnej prawdopodobienstwo mniejsze

niz 0,5 przewiduje 0, podczas gdy prawdopodobienstwo wigksze niz 0 przewiduje 1 [93].

Aby obliczy¢ istotno$¢ statystyczng pomiedzy liczbg dzieci, a warto$ciami liczbowymi
BMI uzyto testu Kruskala-Wallisa. Test ten, jest opartym narangach nieparametrycznym
testem, ktérego mozna uzy¢ do okre$lenia, czy istniejg statystycznie istotne roznice
migdzy dwiema lub wigcej grupami zmiennej niezaleznej, a ciagla lub porzadkowa

zmienna zalezna [94].

Aby obliczy¢ istotno$¢ statystyczng pomiedzy obszarem inwersji genetycznej na
chromosomie 16, a BMI uzyto pakietu R o nazwie ,,SNPassoc”. Pakiet ,,.SNPassoc”
zawiera narz¢dzia do manipulacji danymi, eksploracyjng analiz¢ danych z grafikg oraz
ocene powigzan genetycznych zarowno dla cech ilo$ciowych, jak i binarnych [95].
Zmienne kodujace genotypy SNP definiuje si¢ funkcjg snp , ktéora zajmuje si¢

formatowaniem i przypisuje klase 'snp'. Podsumowanie obiektu ,,snp” pokazuje czgstosci
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genotypow 1 alleli, brakujace wartosci, adnotacj¢ na temat monomorficzno$ci oraz test
zgodnosci z rownowaga Hardy'ego-Weinberga. Domyslnie kategorig referencyjng jest
genotyp homozygotyczny dla najczestszego allelu. Nastepnie wykorzystano funkcje ,,
WGassociation” dostepng w pakiecie SNPassoc. Funkcja ta pozwala nam wykona¢
analiz¢ powigzan dla kazdego SNP zar6wno dla ilosciowych, jak i binarnych zmiennych.
W przypadku odpowiedzi binarnych analize regresji logistycznej podsumowuje si¢ za
pomocyg czgstosci genotypdw, proporcji, ilorazéw szans (OR) 1 95% przedziatoéw ufnosci
(CI). W przypadku odpowiedzi ilosciowych regresje liniowg podsumowuje si¢ za pomoca
srednich, btedéw standardowych, s$rednich réznic w odniesieniu do kategorii
referencyjnej i 95% przedziatu ufnosci roznic. [96] [97] Regresja wykonywana jest dla 4
modeli: model dominujacy, model recesywny, model przewagi heterozygoty i model
addytywny. Analiz¢ przeprowadzono zaréwno pomiedzy wszystkimi czteroma grupami
BMI, jak i kolejno pomiedzy grupa z waga prawidlowa i otytoscia, grupa z waga
prawidtowa 1 niedowaga, grupa z niedowagg i otyloscia oraz grupa z waga prawidlows i

nadwagg.

Przeprowadzono réwniez regresje logistyczng oraz liniowg dla modelu dominujacego 1
recesywnego oraz test Fishera i test Cochran’a rowniez dla tych modeli. Test Fishera
stuzy do okre$lenia, czy istnieje istotny zwigzek migdzy dwiema zmiennymi
kategorialnymi. Zwykle jest uzywany jako alternatywa dla testu niezalezno$ci chi-
kwadrat, gdy jedna lub wigcej komorek w tabeli 2x2 jest mniejsza niz 5. [98] Test
Cochrana jest testem nieparametrycznym do analizy losowych uktadow kompletnych
blokow, w ktérych zmienna odpowiedzi jest zmienng binarng (tj. s tylko dwa mozliwe
wyniki, ktore sg zakodowane jako 0 i 1). [99] W przypadku tych testow 1 oznaczono
homozygote wystepujaca czesciej oraz heterozygote, a 0 homozygote wystepujaca
rzadziej u badanych.

Analizy z Tabel : 11, 14, 18, 21, 25, 27, 28, 32, 35, 38, 39, 42, 45, 49 zostaty dostosowane
do pici oraz wieku. Jest to istotne, poniewaz na podstawie badan na tej samej bazie
danych, wykazano, ze wieck wptywa na wartosci BMI. [100] Rowniez podczas
wykonywania charakterystyki grupy badanej w tej analizie, wykazano , ze wiek wplywa
na warto$ci BMI i wraz z wiekiem, wartosci te rosng oraz , ze istnieje istotna statystycznie
roznie pomiedzy grupg kobiet, a mezczyzn, gdzie mezczyzni majg wyzsze wartosci BMI.
Biorgc to pod uwagg, analiza musiata zosta¢ wykonana z dostosowaniem do tych dwéch

parametrow.
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3. Wyniki

3.1 Charakterystyka grupy badanej.

Tabela 8. Przedstawia charakterystyke grupy badanej liczacej 4722 0sob.

Zmienna Wynik Test Zmienna : BMI
Test
Typ Testu Statystyczny P
Korelacj
Oreacld | pho=0.36 | 2.41x107-146
Spearmana
Regresja n
Wiek ( Srednia, SD) 42.4+14.7 Liniowa t= 24.48 <2x107-16
Regresja <2%107-16
Pte¢ ( Kobiety, Mezczyzni) 2277/2445 Logistyczna 7=9.475
BMI ( Srednia, SD) 25.3+4.5
Grupa BMI (n) 175/2272/1584/691
Liczba dzieci (n) 1459/863/1370/1030
23.39+4.12/25.08+4.36/2
(Srednia BMI, SD) 6.12+4.27/26.51+4.79 Kruskall-Wallis | H=307.72 5.83x10"-56

BMI = body mass index in Kg/m?

Tabela 8. Charakterystyka catej grupy badanej (N=4722) .

Srednia warto§¢ BMI w grupie badanej wynosita 25.3 przy odchyleniu standardowym
4.5. W grupie badanej 175 oséb miato niedowage (1), 2272 wagg prawidtowa (2), 1584
osOb mialo nadwage (3), a 691 mialo otytos¢ (4).

W grupie badanej srednia wieku wynosita 42.4 lata przy odchyleniu standardowym 14.7.
Po wykonaniu regresji liniowej oraz korelacji Spearmana, pomiedzy wickiem, a
numeryczng warto$cia BMI wykazano istotng réznice statystyczng (p.value < 0.05)
pomiedzy tymi dwoma zmiennymi, zatem mozemy wyciggnaé wniosek, ze zarowno
wiek lub rok urodzenia wptywaja na wartosci BMI. Wartos¢ rho dla wyniku korelacji jest
dodatnia, zatem wiek ro$nie wraz ze wzrostem wartosci BMI. Analiza pomig¢dzy

wiekiem, a BMI zostata wykonana na grupie badanej liczacej 4687, poniewaz usuni¢to

osoby, ktore nie miaty podanego wieku.
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Rycina 6. Korelacja Spearmana pomi¢dzy wiekiem, a BMI w grupie wszystkich

badanych. (Linia trendu regresji liniowej jest pokazana tylko dla ilustracji) N=4687.

W grupie badanej 2277 0s6b to kobiety, a 2445 0sob to me¢zczyzni. Po wykonaniu regresji
logistycznej pomiedzy picia, a wartoscig numeryczng BMI wykazano istotng roznice
statystyczng (p.value < 0.05) pomigdzy dwoma pitciami a zatem pte¢ wptywa na wartoSci
BMI. Ponizsza rycina przedstawia graficzny zapis regresji logistycznej, gdzie 1
odpowiada pflci zenskiej, a 0 ptci meskiej. Mozemy zaobserwowac wzrost w kierunku
pkci zenskiej, zatem kobiety w badanej grupie maja wyzsze BMI niz mezczyzni (Srednie

warto$ci obydwu grup podane sg w Tabeli 9 i Tabeli 10).
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Rycin 7. Regresja logistyczna pomig¢dzy picia, a BMI.

W grupie badanej 1459 os6b nie miato dzieci (0). Srednia wartosci BMI tej grupy
wynosita 23.39. 863 osoby mialy jedno dziecko (1). Srednia wartosé BMI tej grupy
wynosita 25.08. 1370 os6b miato dwoje dzieci (2). Srednia wartos¢ BMI tej grupy
wynosita 26.12. 1030 miato troje oraz wigcej dzieci ( 3 i wigcej). Srednia wartos¢ BMI
tej grupy wynosita 26.51. Po wykonaniu testu Kruskall’a-Wallis’a pomiedzy tymi
czteroma grupami, wykazano istotng roznicg statystyczng (p.value < 0.05) pomiedzy tymi
dwoma zmiennymi. Mozemy zaobserwowa¢ po wartosci srednich BMI, ze im wigcej
dana osoba ma dzieci tym wyzsze ma BMI, a zatem liczba dzieci wplywa na wartoSci

BMI.

Nastepnie wykonano charakterystyke grupy badanej w podziale na pte¢. Wyniki
przedstawione sg w Tabela 9 oraz Tabela 10.
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Zmienna Wynik Test Zmienna : BMI
Test
Typ Testu | Statystyczny P
vorelacja | o045 | 4.61xv0-124
Spearmana
e Regresja <2x10™-16
Wiek ( Srednia, SD) 42.8+14.7 Liniowa t=22.29
BMI ( Srednia, SD) 24.7+4.9 -
Grupa BMI (n) 142/1311/653/339 -
Liczba dzieci (n) 585/518/754/587
22.6+4.2/24.12+4.96/25. Kruskall-
(Srednia BMI, SD) 41+4.37/26.4+5.03 Wallis H=255.36 4.55x10/-54

Tabela 9. Charakterystyka grupy badanej mezczyzn ( N=2445).

Srednia warto§¢ BMI w grupie badanej wynosita 24.7 przy odchyleniu standardowym
4.9. W grupie badanej 142 osoby miaty niedowage (1), 1311 oséb miato wage
prawidtowa (2), 653 0s6b miato nadwage (3), a 339 miato otytosc (4).

W grupie badanej $rednia wieku wynosita 42.8 lata przy odchyleniu standardowym 14.7.
Po wykonaniu regresji liniowej oraz korelacji Spearmana, pomie¢dzy wickiem, a
warto$cig numeryczng BMI wykazano istotng rdznice statystycznag (p.value < 0.05)
pomiegdzy tymi dwoma zmiennymi, zatem mozemy wyciaggnaé wniosek, ze wiek lub rok
urodzenia wplywa na wartosci BMI. Wartos¢ rho dla wyniku korelacji jest dodatnia (
Rycina 3), zatem wiek ro$nie wraz ze wzrostem wartosci BMI. Analiza pomiedzy
wiekiem, a BMI zostala wykonana na grupie badanej liczacej 2422, poniewaz usunigto

osoby, ktore nie miaty podanego wieku.
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Rycina 8. Korelacja Spearmana pomig¢dzy wiekiem, a BMI w grupie badanej me¢zczyzn.

(Linia trendu regresji liniowej jest pokazana tylko dla ilustracji) N=2422.

W grupie badanej 585 os6b nie miato dzieci (0). Srednia wartosci BMI tej grupy wynosita
22.6. 518 0s6b miato jedno dziecko (1). Srednia wartos¢ BMI tej grupy wynosita 24.12.
754 osoby miaty dwoje dzieci (2). Srednia warto$é BMI tej grupy wynosita 25.41. 587
miato troje oraz wiecej dzieci ( 3 i wiecej). Srednia warto$é BMI tej grupy wynosita 26.4.
Po wykonaniu testu Kruskall’a-Wallis’a pomigdzy tymi czteroma grupami, wykazano
istotna roznice statystyczng (p.value <0.05) pomiedzy tymi dwoma zmiennymi. Mozemy
zaobserwowac po wartosci srednich BMI, ze im wigcej dana osoba ma dzieci tym wyzsze
ma BMI, a zatem liczba dzieci wptywa na wartosci BMI lub BMI wplywa na liczbe

dzieci.

Nastepnie wykonano charakterystyke dla grupy badanej mezczyzn . Wyniki przedstawia
Tabela 10.
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Zmienna Wynik Test Zmienna : BMI
Test
Typ Testu | Statystyczny P
Korelacja | o028 | 4.84x1043
Spearmana
. . . R_eg_res;a <2x10"-16
Wiek ( Srednia, SD) 41.9+14.7 Liniowa t=12.492
BMI ( Srednia, SD) 25.9+4.0 -
Grupa BMI (n) 33/961/931/352 -
Liczba dzieci (n) 873/345/616/443
24.7+3.8/26.51+4.04/26. Kruskall-
(Srednia BMI, SD) 98+3.98/26.65+4.01 Wallis H=157.78 5.53x10/-34

Tabela 10. Charakterystyka grupy badanej kobiet( N=2277).

Srednia wartos¢ BMI w grupie badanej wynosita 25.9 przy odchyleniu standardowym
4.0. W grupie badanej 33 osoby mialy niedowagg (1), 961 osob miato wage prawidlowa
(2), 931 0s6b miato nadwage (3), a 352 miato otytos¢ (4).

W grupie badanej $rednia wieku wynosita 41.71 lat przy odchyleniu standardowym 15.1.
Po wykonaniu regresji liniowej oraz korelacji Spearmana, pomi¢dzy wiekiem, a
warto$cig numeryczng BMI wykazano istotng rdznice statystyczng (p.value < 0.05)
pomiedzy tymi dwoma zmiennymi, zatem mozemy wyciaggna¢ wniosek, ze wiek lub rok
urodzenia wptywa na wartosci BMI. Warto$¢ rho dla wyniku korelacji jest dodatnia (
Rycina 4), zatem wiek ro$nie wraz ze wzrostem wartosci BMI. Analiza pomig¢dzy
wiekiem, a BMI zostala wykonana na grupie badanej liczacej 2265, poniewaz usuni¢to

osoby, ktore nie miaty podanego wieku.
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Rycina 9. Korelacja Spearmana pomi¢dzy wiekiem, a BMI w grupie badanej kobiet.
(Linia trendu regresji liniowej jest pokazana tylko dla ilustracji). N=2265.

W grupie badanej 873 osoby nie miato dzieci (0). Srednia wartosci BMI tej grupy
wynosila 24.7. 345 0s6b miato jedno dziecko (1). Srednia wartos¢ BMI tej grupy
wynosila 26.51. 616 0s6b miato dwoje dzieci (2). Srednia wartos¢ BMI tej grupy
wynosita 26.98. 443 osoby miaty troje oraz wigcej dzieci ( 3 i wigcej). Srednia warto$é
BMI tej grupy wynosita 26.65. Po wykonaniu testu Kruskall’a-Wallis’a pomigdzy tymi
czteroma grupami, wykazano istotng rdznice statystyczng (p.value < 0.05) pomiedzy tymi
dwoma zmiennymi. Mozemy zaobserwowa¢ po wartosci srednich BMI, ze im wigcej
dana osoba ma dzieci tym wyzsze ma BMI, a zatem liczba dzieci wptywa na wartos$ci

BMI lub BMI wptywa na liczbe dzieci.
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3.2 Analiza obszaru inwersji genetycznej na chromosomie 16 i BMI.

Mode! Mokl Model | Model | Model | Model
Alel Mol Dominujacy| Model | Recesywny | Model  |Dominujacy| Dominujacy | Recesywny |Recesywny
Dominujacy/ Brakujace Mol Model | Przewagi | Model Log- | Test |Dominujacy| Test |Recesywny | Regresja | Regresja | Regresja | Regresja
SNP Receswny HWE dane Komentarz | Dominujcy | Recesywny |heterozygoty | addytywny | Cochran | TestFisher | Cochran |TestFisher | liniowa |logistyczna | liniowa (logistyczna
rs149299 TIC 529 0976 0201 0.077 0.602 0.087 0.732 0813 0.732 081 0.339 03317 029 | 029
rs151179 AG 526 0.930 0.251 0.086 0.689 0.082 0.251 0519 0.086 0.237 0.281 0.28 0311 | 031
1577595156 TIC 9 0.285 0.117 0.09 0.179 0.079 0.758 0.982 0.758 0982 0.486 0488 019 | 0187
rs151181 NG 526 0.907 0.221 0.086 0.728 0.075 0.227 0479 0.086 0.236 025 0.248 0321 | 032
15201407601 G 100 Monomorficzny
15144770450 | CIT 100 1
511552531 T 100 Monomorficzny
15137906617 | GIA 100 1
1520122596 |  AG 100 1
15200346089 |  GIA 100 1 - - - - - - - - -
1s151136790 | AG 99 0.360 0.607 0.07 0478 0.75 0.607 0.256 007 0183 0.487 0487 0487 | 0486
15200832612 | GIA 9.9 1
15112010846 C 100 Monomorficzny
rs61753940 AG 100 1
1201730712 | AG 9.7 1
15200890256 TIC 50 1 [Monomorficzny
1540837 GIA 524 0.465 0.141 0453 0.494 0.168 037 0.639 037 0638 0553 0554 0546 | 0545

Tabela 11. Analiza obszaru inwersji genetycznej na chromosomie 16 i BMI.
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Wykonano analize statystyczng obszaru inwersji genetycznej, w ktorej znajduje si¢ 17 SNP’ow
oraz BMI. Po wykonaniu testow statystycznych modelu genetycznego i BMI, nie osiggnigto

progu istotnos$ci statystyczne;.

Nastegpnie wykonano analize pomig¢dzy grupa badanych z waga prawidlows i otytoscig. Wyniki
przedstawia Tabela 12:

Model
Model Model Przewagi Model Log-
SNP Komentarz Dominujacy | Recesywny | heterozygoty addytywny
rs149299 - 0.293 0.043 0.455 0.061
rs151179 - 0.285 0.055 0.51 0.068
rs77595156 - 0.082 0.364 0.131 0.133
rs151181 - 0.253 0.055 0.553 0.061
rs201407601 | Monomorficzny - - - -
rs144770450 - - - - -
rs11552531 | Monomorficzny - - - -
rs137906617 - - - - -
rs201225986 - - - - -
rs200346089 - - - - -
rs151136790 - 0.708 0.233 0.895 0.281
rs200832612 - - - - -
rs112010846 | Monomorficzny - - - -
rs61753940 - - - - -
rs201730712 - - - - -
rs40837 - 0.164 0.483 0.511 0.192

Tabela 12. Analiza obszaru inwersji genetycznej na chromosomie 16 i grupy badanych z

wagg prawidlowg 1 otyloscia.

Powyzsza analiza wykazata, ze RS149299 osiagnal istotno$¢ statystyczng przy wyborze
modelu recesywnego ( P= 0.043). Reszta badanych SNP’6w nie osiggneta progu istotnosci
statystycznej.

Nastepnie wykonano szczegdélowa analize RS149299 za pomoca programu SNPassoc, ktory
osiggnat istotno$¢ statystyczng oraz obliczono $rednig wartos§¢ BMI 1 odchylenie standardowe

dla poszczegdlnych genotypow. Wyniki przedstawia Tabela 13 i Rycina 10:
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Waga
Model Normalna (N) % Otylos¢ (N) % OR Lower Upper P-value AIC
Dominujacy - - - - - - - - -
TT 638 28,1 180 26 1 - - 0203 32215
CIT-CIC 1634 71,9 511 74 1,11 0,91 1,34
Recesywny - - - - - - -
TIT-CIT 1796 79 521 754 1 - - 0043 32185
CIC 476 21 170 24,6 1,23 1,01 15
Przewagi
heterozygoty - - - -
T/T-CIC 1114 49 350 50,7 1 - - 0455 3222
CIT 1158 51 341 49,3 0,94 0,79 111
Log-Addytywny - - - - - - - - -
012 2212 76,7 691 23,3 112 0,99 127 0,061 3219,1

OR - lloraz Szans , Lower — dolny przedziat ufno$ci, Upper — gorny przedziat ufno$ci, P-value — istotno$¢ statystyczna, AIC -

Kryterium informacyjne Akaikego.

Tabela 13. Szczegotowa analiza RS149299 i wybranych modelow genetycznych dla grupy

badanych z wagg normalng i otylos$cia.
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Rycina 10. Boxplot dla wartosci BMI dla RS1492909.

W modelu recesywnym, ktory osiggnat istotnos$¢ statystyczna, 79% badanych z waga normalng

miato genotyp TT/TC, a 21% badanych genotyp CC. W grupie 0sob z otyloscig 75,4 % miato

genotyp TT/TC, a 24,6 % genotyp C/C. Za poprawnoscig wyboru modelu recesywnego rowniez

przemawia AIC, ktére ma najmniejsza warto$é. Srednia warto$¢ BMI dla genotypu TT

wyniosta 25.23 przy odchyleniu standardowym 4.4, dla genotypu CT wyniosta 25.33 przy
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odchyleniu standardowym 4.6, a dla genotypu CC wyniosta 25.45 przy odchyleniu

standardowym 4.5.

Z uwagi na to , ze na wartosci BMI wptywa wiek oraz pte¢ wykonano analiz¢ z dostosowaniem

do tych parametréw. Tabela 14 przedstawia dostosowane wyniki:

Waga
Model Normalna (N) % Otylos$¢ (N) % OR Lower Upper P-value AIC
Dominujacy - - - - - - - - -
TT 638 28,1 180 26 1 - - 0,279 32074
C/T-CIC 1634 71,9 511 74 1,11 0,92 1,35
Recesywny - - - - - - -
T/T-CIT 1796 79 521 75,4 1 - - 0,039 32043
CIC 476 21 170 24,6 1,24 1,01 1,51
Przewagi
heterozygoty - - - - -
T/T-CIC 1114 49 350 50,7 1 - - 0,448 3208
CIT 1158 51 341 49,3 0,94 0,79 1,11
Log-Addytywny - - - - - - - - -
012 2272 76,7 691 23,3 1,13 1 1,27 0,055 3204,9

OR - lloraz Szans , Lower — dolny przedziat ufno$ci, Upper — gorny przedziat ufno$ci, P-value — istotno$¢ statystyczna, AIC -
Kryterium informacyjne Akaikego.
Tabela 14. Szczegotowa analiza RS149299 i wybranych modeléw genetycznych z

dostosowaniem do ptci 1 wieku dla grupy badanych z wagg normalng 1 otyto$cia.

Po zastosowaniu korekty wzgledem plci 1 wieku, mozna zauwazy¢ obnizenie wartosci p.value
do 0.039, a wigc model recesywny réwniez w tym przypadku osiagnat istotno$¢ statystyczna,
ktora jest nawet wigksza niz poprzednio. Rowniez patrzac na $rednie wartosci BMI dla
genotypu CC, s3 one najwyzsze. Przemawia to za tym, ze w przypadku RS 149299 model

recesywny moze predysponowac do otylosci w populacji Polskie;j.

Nastepnie wykonano analize pomigdzy grupa badanych z waga prawidtowa 1 niedowaga.

Wyniki przedstawia Tabela 15:
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Model
Model Model Przewagi Model Log-
SNP Komentarz Dominujacy | Recesywny | heterozygoty addytywny
rs149299 - 0.435 0.444 0.180 0.956
rs151179 - 0.392 0.504 0.183 0.874
rs77595156 - 0.346 1 0.413 0.714
rs151181 - 0.392 0.504 0.183 0.874
rs201407601 | Monomorficzny - - - -
rs144770450 - - - - -
rs11552531 | Monomorficzny - - - -
rs137906617 | Monomorficzny - - - -
rs201225986 | Monomorficzny - - - -
rs200346089 | Monomorficzny - - - -
rs151136790 | Monomorficzny - - - -
rs200832612 | Monomorficzny - - - -
rs112010846 | Monomorficzny - - - -
rs61753940 | Monomorficzny - - - -
rs201730712 | Monomorficzny - - - -
rs40837 - 0.55 0.657 0.372 0.917

Tabela 15. Analiza obszaru inwersji genetycznej na chromosomie 16 i grupy badanych z

Powyzsze badanie, wykazato, ze zaden SNP nie osiggnatl progu istotnosci statystycznej, zatem

z tej analizy nie mozemy wywnioskowaé, ze jakikolwiek RS predysponuje do wagi

wagg prawidtowa i niedowagg.

prawidtowej lub niedowagi, gdy poréwnuje si¢ te dwie grupy.

Nastepnie wykonano analiz¢ pomigdzy grupa badanych z waga niedowagg 1 otyloscig. Wyniki

przedstawia Tabela 16:
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Model
Model Model Przewagi Model Log-
SNP Komentarz Dominujacy | Recesywny | heterozygoty addytywny
rs149299 - 0.205 0.745 0.389 0.323
rs151179 - 0.178 0.716 0.371 0.289
rs77595156 | Monomorficzny - - - -
rs151181 - 0.166 0.716 0.353 0.277
rs201407601 | Monomorficzny - - - -
rs144770450 | Monomorficzny - - - -
rs11552531 | Monomorficzny - - - -
rs137906617 | Monomorficzny - - - -
rs201225986 | Monomorficzny - - - -
rs200346089 | Monomorficzny - - - -
rs151136790 - 0.154 1 0.119 0.323
rs200832612 | Monomorficzny - - - -
rs112010846 | Monomorficzny - - - -
rs61753940 | Monomorficzny - - - -
rs201730712 | Monomorficzny - - - -
rs40837 - 0.863 0.439 0.624 0.571

Tabela 16. Analiza obszaru inwersji genetycznej na chromosomie 16 i grupy badanych z

Powyzsze badanie, wykazato, ze zaden SNP nie osiggnat progu istotnos$ci statystycznej, zatem

z tej analizy nie mozemy wywnioskowac, ze jakikolwiek RS predysponuje do niedowagi lub

otytosci, gdy poréwnuje sie te dwie grupy.

Nastepnie wykonano analize pomigdzy grupa badanych z wagg prawidtowa i nadwagg. Wyniki

przedstawia Tabela 17:
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Model
Model Model Przewagi Model Log-
SNP Komentarz Dominujacy | Recesywny | heterozygoty addytywny
rs149299 - 0.205 0.745 0.389 0.323
rs151179 - 0.178 0.716 0.371 0.289
rs77595156 | Monomorficzny - - - -
rs151181 - 0.166 0.716 0.353 0.277
rs201407601 | Monomorficzny - - - -
rs144770450 | Monomorficzny - - - -
rs11552531 | Monomorficzny - - - -
rs137906617 | Monomorficzny - - - -
rs201225986 | Monomorficzny - - - -
rs200346089 | Monomorficzny - - - -
rs151136790 - 0.154 1 0.119 0.323
rs200832612 | Monomorficzny - - - -
rs112010846 | Monomorficzny - - - -
rs61753940 | Monomorficzny - - - -
rs201730712 | Monomorficzny - - - -
rs40837 - 0.121 0.964 0.18 0.313

Tabela 17. Analiza obszaru inwersji genetycznej na chromosomie 16 i grupy badanych z

Powyzsze badanie, wykazato, ze zaden SNP nie osiggnat progu istotnosci statystycznej, zatem

z tej analizy nie mozemy wywnioskowac, ze jakikolwiek RS predysponuje do wagi

waga prawidtowg 1 nadwagg.

prawidlowej lub nadwagi, gdy poréwnuje si¢ te dwie grupy.
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3.3 Analiza genu TUFM i BMI.

Model Model Model Model | Model | Model
Allel Mol Dominujacy | Model | Recesywny| Model | Dominujacy | Dominujacy | Recesywny | Recesywny
Dominujaey/ Model Model | Przewagi |[ModelLog{ Test [Dominujacy| Test [Recesywny| Regresja | Regresja | Regresja | Regresja
SNP Receswny HWE | Brakujgce | Komentarz | Dominujacy | Recesywny | heterozygoty | addytywny | Cochran | TestFisher | Cochran |TestFisher| liniowa |logistycma| liniowa |logistycma
rs146326033 T 100 Monomorficzny -
rs143189885 C 100 Monomorficzny
5201756974 T 100 Monomorficzny
rs8061877 o 78.2 0.737 0.025 0.254 0.072 0022 | 0025 0.103 0.5 | 0348 0.037 0.037 0447 | 0437
5150844967 C 100 Monomorficzny
rs116562140 Vil 100 1 Monomorficzny

Tabela 18. Analiza genu TUFM i BMI.
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Wykonano analiz¢ statystyczng genu TUFM ( 6 SNP) i BMI. Po wykonaniu testow
statystycznych modelu genetycznego i BMI, istotno$¢ statystyczna osiagnat rs8061877 w
modelu dominujacym ( P= 0.025), w modelu log-addytywnym (P=0.022), w modelu
dominujacym przy uzyciu testu Cochran’a ( P=0.025) oraz przy uzyciu regresji liniowej ( P=
0.037) oraz logistycznej (P= 0.037). Reszta badanych SNP’6w nie osiggneta progu istotnosci
statystycznej. Rycina 11 przedstawia dane dla modelu dominujacego dla RS8061877:

----------------------- <’§n:mm:-:n®o:v® 00 0 0 o o

TCOT
|

Genotyp
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| | | | |
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Rycina 11. Boxplot dla modelu dominujgcego i wartosci BMI dla RS8061877.

W grupie 0sob z genotypem CC srednia BMI wynosita 25.44 przy odchyleniu standardowym
4.51. Mediana wynosita 24.91. W grupie osob z genotypem TC/TT $rednia BMI wynosita 25.23
przy odchyleniu standardowym 4.62. Mediana wynosita 24.67. Przemawia to za tym, ze W
przypadku RS8061877 model dominujacy moze predysponowac¢ do zwiekszonej wagi W
populacji Polskiej.

Nastepnie wykonano analiz¢ pomiedzy grupg badanych z wagg prawidtowa i otytoscig. Wyniki

przedstawia Tabela 19:
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Model Model Model Przewagi | Model Log-

SNP Komentarz Dominujacy | Recesywny | heterozygoty addytywny
rs146326033 | Monomorficzny - - - -
rs143189885 | Monomorficzny - - - -
rs201756974 | Monomorficzny - - - -

rs8061877 - 0.034 0.756 0.041 0.059

rs150844967 | Monomorficzny - - - -
rs116562140 | Monomorficzny - - - -

Tabela 19. Analiza genu TUFM i grupy badanych z waga prawidtows i otytoscia.

Powyzsza analiza wykazata, ze RS8061877 osiggnal istotno$¢ statystyczng przy wyborze

modelu dominujacego i przewagi heterozygoty( P=0.034 1 0.041) w poréwnaniu grupy z waga

normalna 1 otylo$cia. Reszta badanych SNP’6w nie osiagneta progu istotnosci statystyczne;.

Nastegpnie wykonano szczegoétowa analize RS8061877 za pomoca programu SNPassoc, ktory

osiggnat istotno$¢ statystyczng oraz obliczono $rednig wartos¢ BMI i odchylenie standardowe

dla poszczegdlnych genotypow. Wyniki przedstawia Tabela 20 i Rycina 12:

Waga Normalna
Model (N) % Otylosé (N) % OR Lower Upper P-value AIC
Dominujacy
C/C 1430 60.4 475 64.7 1 0.034 3394.1
T/IC-TIT 938 39.6 259 35.3 0.83 0.7 0.99
Recesywny
C/C-TIC 2255 95.2 701 95.5 1 0.756 3398.4
TT 113 4,80 33 4,50 0.94 0.63 1,4
Przewagi
heterozygoty
CIC-TIT 1543 65.2 508 69.2 1 0.041 3394.4
T/IC 825 34.8 226 30,80 0.83 0.7 0.99
Log-Addytywny
012 2368 76.3 734 44765,00 0.87 0.75 1,01 0.059 3395

OR — lloraz Szans , Lower — dolny przedziat ufno$ci, Upper — gorny przedziat ufnosci, P-value — istotno$¢ statystyczna, AIC -

Kryterium informacyjne Akaikego.

Tabela 20. Szczegdtowa analiza RS8061877 i wybranych modelow genetycznych dla grupy

badanych z waga normalng i otytoscig .

56



lI: — }~ ————————————————————— «{ o @ o
= P
g 8 2 }; ------------------------ {amm@:o@oy oo o 0 ) 0
2 L
8 = }; ------------------------- +::oc§-:on:.~:-:'u:x:; oD 0 © o
[ [ [ [ [
20 30 40 50 60

Wartosci BMI

Rycina 12. Boxplot dla wartosci BMI dla RS8061877.

W modelu dominujacym, ktéry osiagnat istotnos$¢ statystyczna, 60.4% badanych z waga
normalng miato genotyp CC, a 4,8% badanych genotyp TC/TT. W grupie 0s6b z otylosciag 64.7
% miato genotyp CC, a 4,5 % genotyp TC/TT. W modelu przewagi heterozygoty, ktory
osiaggnal istotnos¢ statystyczna, 65.2% badanych z wagg normalng miato genotyp CC/TT, a
34.8 badanych genotyp TC. W grupie 0sob z otyloscig 69.2 % miato genotyp CC/TT a 30.8%
genotyp TC. Jednakze, za poprawnoscig wyboru modelu dominujgcego przemawia AIC, ktore
ma najmniejsza warto$¢, wiasnie przy tym modelu. Srednia wartoé¢é BMI dla genotypu CC
wyniosta 25.44 przy odchyleniu standardowym 4.5, dla genotypu TC wyniosta 25.26 przy
odchyleniu standardowym 4.6, a dla genotypu TT wyniosta 25.01 przy odchyleniu

standardowym 4.5.

Zuwagina to , ze na wartosci BMI wptywa wiek oraz pte¢ wykonano analiz¢ z dostosowaniem

do tych parametrow. Tabela 21 przedstawia wyniki:
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Waga Normalna
Model (N) % Otylo$é¢(N) % OR Lower Upper P-value AIC
Dominujacy
C/C 1430 60.4 475 64.7 1 0032 3371
T/C-TIT 938 39.6 259 35.3 0.83 0.7 0.99
Recesywny
C/C-TIC 2255 95.2 701 95.5 1 0694 33755
TT 113 4,80 33 4,50 0.92 0.62 1, 38
Przewagi
heterozygoty
C/C-TIT 1543 65.2 508 69.2 1 0.042 33715
T/IC 825 34.8 226 30,80 0.83 0.7 1
Log-Addytywny
0,1,2 2368 76.3 734 44765,00 0.87 0.75 1 0.053 3371.9

OR — lloraz Szans , Lower — dolny przedziat ufno$ci, Upper — gorny przedziat ufnosci, P-value — istotno$¢ statystyczna, AIC -
Kryterium informacyjne Akaikego.
Tabela 21. Szczegotowa analiza RS8061877 1 wybranych modeléw genetycznych z

dostosowaniem do pici i wieku dla grupy badanych z waga normalng i otytoscia .

Po zastosowaniu korekty wzgledem plci i wieku, mozna zauwazy¢ obnizenie wartosci p.value
do 0.032 przy modelu dominujacym oraz nieznacznie obnizenie wartosci p.value w modelu
przewagi heteroyzoty. Rowniez genotyp CC miat najwigkszg $rednig wartos¢ BMI. Przemawia
to za tym, ze w przypadku RS8061877 model dominujacy moze predysponowac do otytosci w
populacji Polskiej.

Nastepnie wykonano analiz¢ pomigdzy grupa badanych z waga prawidlowa i1 niedowaga.

Wyniki przedstawia Tabela 22:

Model Model Model Przewagi | Model Log-
SNP Komentarz Dominujacy | Recesywny | heterozygoty addytywny
rs146326033 | Monomorficzny - - - -
rs143189885 | Monomorficzny - - - -
rs201756974 | Monomorficzny - - - -
rs8061877 - 0.315 0.178 0.698 0.178
rs150844967 | Monomorficzny - - - -
rs116562140 | Monomorficzny - - - -

Tabela 22. Analiza genu TUFM i grupy z waga prawidtowsg i niedowaga.

Powyzsze badanie, wykazato, ze zaden SNP nie osiagnat progu istotno$ci statystycznej, zatem
z te] analizy nie mozemy wywnioskowac, ze jakikolwiek RS predysponuje do wagi

prawidtowej lub niedowagi, gdy poréwnuje si¢ te dwie grupy.

Nastepnie wykonano analiz¢ pomi¢dzy grupa badanych z niedowaga i otyloscig. Wyniki
przedstawia Tabela 23:
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Model Model Model Przewagi | Model Log-

SNP Komentarz Dominujacy | Recesywny heterozygoty addytywny
rs146326033 | Monomorficzny - - - -
rs143189885 | Monomorficzny - - - -
rs201756974 | Monomorficzny - - - -

rs8061877 - 0.043 0.16 0.159 0.029

rs150844967 | Monomorficzny - - - -
rs116562140 | Monomorficzny - - - -

Tabela 23. Analiza genu TUFM i grupy z niedowaga i otyto$cia.

Powyzsza analiza wykazata, ze RS8061877 osiggnal istotno$¢ statystyczng przy wyborze
modelu dominujgcego i log-addytywnego ( P= 0.043 1 0.029). Reszta badanych SNP’6w nie

osiaggneta progu istotnosci statystycznej.

Nastepnie wykonano szczegdétowa analize RS8061877 za pomoca programu SNPassoc, ktory
osiaggnat istotnos¢ statystyczng. Wyniki przedstawia Tabela 24:

Model Niedowaga (N) % Otylo$é(N) % OR Lower Upper P-value AlC
Dominujacy - - - - - - -
CIC 103 56,6 475 64,7 1 - -
TIC-TIT 79 43,4 259 35,3 0,71 0,51 0,99 0,043 913,3
Recesywny - - - - - - - - -
CIC-TIC 169 92,9 701 95,5 1 - -
TT 13 7,1 33 45 0,61 0,32 1,19 0,16 9154
Przewagi
heterozygoty - - - - -
CIC-TIT 116 63,7 508 69,2 1 - -
TIC 66 36,3 226 30,8 0,78 0,56 1,1 0,159 9154
Log-Addytywny - - - -
0-CC 103 56,6 475 64,7
1-TC 66 36,3 226 30,8
2-TT 13 7,1 33 45 0,74 0,57 0,97 0,031 8449

OR — lloraz Szans , Lower — dolny przedziat ufno$ci, Upper — gorny przedziat ufnosci, P-value — istotno$¢ statystyczna, AIC -
Kryterium informacyjne Akaikego.
Tabela 24. Szczegdtowa analiza RS8061877 i wybranych modelow genetycznych dla grupy

badanych z niedowagg otytoscig .

W modelu dominujgcym, ktory osiggnat istotnos¢ statystyczna, 56.6% badanych z niedowagg
miato genotyp CC, a 7.1% badanych genotyp TC/TT. W grupie 0sob z otytoscig 64.7 % miato
genotyp CC, a 4.5 % genotyp TC/TT. W modelu addytywnym w grupie oso6b z niedowaga
56.6% miato genotyp CC, 36.3% miato genotyp TC, a 7,1% miato genotyp TT. W grupie z
otytoscig 64.7% miato genotyp CC, 30.8% miato genotyp TC, a 4.5% miato genotyp TT.
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Z uwagi na to , ze na wartosci BMI wptywa wiek oraz pte¢ wykonano analiz¢ z dostosowaniem

do tych parametrow. Tabela 25 przedstawia wyniki:

Model Niedowaga (N) % Otylo$¢(N) % OR Lower Upper P-value AIC
Dominujacy - - - - - - - -
CIC 103 56,6 475 64,7 1 - -
TIC-TIT 79 43,4 259 35,3 0,73 0,52 1,03 0,073 846,4
Recesywny - - - - - - - - -
CIC-TIC 169 92,9 701 95,5 1 - -
TIT 13 71 33 4,5 0,51 0,25 1,03 0,072 846,6
Przewagi
heterozygoty - - - - -
CIC-TIT 116 63,7 508 69,2 1 - -
TIC 66 36,3 226 30,8 0,83 0,59 1,19 0,318 848,6
Log-Addytywny - - - - - - -
0-CC 103 56,6 475 64,7
1-TC 66 36,3 226 30,8
2-TT 13 71 33 4,5 0,74 0,57 0,97 0,031 8449

OR - lloraz Szans , Lower — dolny przedziat ufno$ci, Upper — gorny przedziat ufno$ci, P-value — istotno$¢ statystyczna, AIC -
Kryterium informacyjne Akaikego.
Tabela 25. Szczegotowa analiza RS8061877 1 wybranych modeléw genetycznych z

dostosowaniem do pitci i wieku dla grupy badanych z niedowaga otytoscia.

Po zastosowaniu korekty wzgledem plci 1 wieku, mozna zauwazy¢ obnizenie wartosci p.value
do 0.073 przy modelu dominujagcym. W przypadku RS8061877, model dominujacy przy
poréwnaniu oséb z niedowagg i nadwagg ,dal wynik nieistotny statystycznie. Po korekcie
natomiast, wciaz istotny statystycznie jest model addytywny. Aby potwierdzi¢ prawidlowos¢
tego modelu wykonano test statystyczny Fisher Test pomigdzy liczbami osob, ktory posiadaja
dany wariant. Wynik testu Fishera wyniost 0.0775, zatem nie osiggngl progu istotno$ci
statystycznej. Przemawia to za tym, ze jest to wynik falszywie dodatni i RS8061877 nie

predysponuje do niedowagi lub otytosci, gdy porownuje si¢ te dwie grupy.

Nastepnie wykonano analize pomig¢dzy grupg badanych z wagg prawidlowg i niedowaga.
Wyniki przedstawia Tabela 26:

Model Model Model Przewagi | Model Log-
SNP Komentarz Dominujacy | Recesywny heterozygoty addytywny
rs146326033 | Monomorficzny - - - -
rs143189885 | Monomorficzny - - - -
rs201756974 | Monomorficzny - - - -
rs8061877 - 0.68 0.438 0.933 0.533
rs150844967 | Monomorficzny - - - -
rs116562140 | Monomorficzny - - - -
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Tabela 26. Analiza genu TUFM i grupy badanych z wagg prawidtowa i nadwaga.

Powyzsze badanie, wykazato, ze zaden SNP nie osiggnat progu istotnosci statystycznej, zatem
z tej analizy nie mozemy wywnioskowaé, ze jakikolwiek RS predysponuje do wagi

prawidlowej lub nadwagi, gdy porownuje si¢ te dwie grupy.
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3.4 Analiza genu SH2B1 i BMI.

Model Model Model Model Model Model

Allel Model Dominujacy| Model | Recesywny | Model | Dominujacy|Dominujacy | Recesywny | Recesywny

Dominujacy/ Model Model | Przewagi | Model Log- Test  |Dominujacy| Test  [Recesywny| Regresja | Regresja | Regresja | Regresja

SNP Receswny HWE Brakujgce | Komentarz | Dominujacy | Recesywny |heterozygoty| addytywny | Cochran |TestFisher | Cochran |(TestFisher| liniowa |logistyczna | liniowa |logistyczna

rs149091795 C 100 Monomorficzny - -

rs144126859 Vi) 100 1 Monomorficzny
rs141195883 A/G 99.9 1 Monomorficzny
rs147094247 C 100 Monomorficzny
rs199996405 C/A 100 1 Monomorficzny
rs142515048 T 100 Monomorficzny
rs143410496 G 100 Monomorficzny
rs190981290 /7 99.2 1 Monomorficzny

Tabela 27. Analiza genu SH2B1 i BMI.
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Wszystkie wybrane SNP’y s3 monomorficzne, zatem nie mozna wykonac¢ analizy statystycznej

na tych danych.
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3.5 Analiza genu CCDC101 i BMI.

Model Model | Model | Model Model Model Model
Allel Modgl Dominujacy| Model | Recesywny |Recesywny| Dominujacy | Dominujacy | Recesywny | Recesywny
Dominujacy/ Model Model | Przwagi |Model Log-| Test |Dominujacy| — Test Test | Regresja | Regresja | Regresja | Regresja
SNP Receswny HWE Brakujace | Komentarz | Dominujacy [Recesywny|heterozygoty| addytywny | Cochran | TestFisher | Cochran | Fisher | liniowa |logistycma | liniowa |logistycma
rs146510287 A 100 - Monomorficzny - - - - - - - - - - - -
rs4788073 T/C 57.3 1 0.2 0.339 0.651 0.168 0.205 0.431 0339 | 019% 0.631 0.628 0.843 0.843
variant40184 C 100 Monomorficzny - - - - - -
rs11401 T/C 818 0.005815 0.615 0.047 0.861 0.297 0.615 0.451 0.047 0.094 0.886 0.887 0.144 0.145

Tabela 28. Analiza genu CCDC101 i BMI.

64



Wykonano analize statystyczng genu CCDCI101( 4 SNP) i BMI. Po wykonaniu testow
statystycznych modelu genetycznego i BMI, istotnos¢ statystyczng osiagnat rs11401 w modelu
recesywnym ( P= 0.047) oraz w modelu recesywnym przy uzyciu testu Cochran’a ( P=0.025).

Reszta badanych SNP’6w nie osiggneta progu istotnosci statystycznej.

Nastegpnie wykonano analize pomig¢dzy grupa badanych z waga prawidlows i otytoscig. Wyniki
przedstawia Tabela 29:

Model Model Model Przewagi | Model Log-
SNP Komentarz Dominujacy Recesywny heterozygoty | addytywny
rs146510287 | Monomorficzny - - -
rs4788073 - 0.314 0.178 0.925 0.154
variant40184 |Monomorficzny - - - -
rs11401 - 0.366 0.158 0.675 0.22

Tabela 29. Analiza genu CCDC101 i grupy z waga prawidtlowa i otytoscia.

Powyzsze badanie, wykazato, ze zaden SNP nie osiagnat progu istotnosci statystycznej, zatem
z tej analizy nie mozemy wywnioskowaé, ze jakikolwiek RS predysponuje do wagi

prawidtowej lub otytosci, gdy poréwnuje sie te dwie grupy.

Nastgpnie wykonano analiz¢ pomig¢dzy grupa badanych z waga normalng i niedowagg. Wyniki
przedstawia Tabela 30:

Model Model Model Przewagi | Model Log-
SNP Komentarz Dominujacy Recesywny heterozygoty addytywny
rs146510287 |Monomorficzny - - -
rs4788073 - 0.256 0.117 0.021 0.918
variant40184 | Monomorficzny - - - -
rs11401 - 0.168 0.81 0.185 0.2

Tabela 30. Analiza genu CCDC101 i grupy z wagg prawidlowg i niedowaga.

Powyzsza analiza wykazata, ze RS4788073 osiggnat istotnos¢ statystyczng przy wyborze
modelu przewagi heterozygoty( P= 0.021). Reszta badanych SNP’6w nie osiggneta progu

istotnosci statystycznej.

Nastepnie wykonano szczegdlowa analiz¢ RS4788073 za pomoca programu SNPassoc, ktory
osiggnat istotno$¢ statystyczng oraz obliczono $rednig warto§¢ BMI 1 odchylenie standardowe

dla poszczegdlnych genotypow. Wyniki przedstawia Tabela 31 oraz Rycina 13:
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Waga
Model Niedowaga (N) % Normalna(N) % OR Lower Upper P-value AIC
Dominujacy - - - - - - - - -
TIT 63 37,3 630 32,9 1 - - 0.256 11752
C/T-C/C 106 62,7 1282 67,1 1,21 0,87 1,68
Recesywny - - - - - - -
T/T-CIT 132 78,1 1587 83 1 - - 0.117 11741
CIC 37 21,9 325 17 0,73 05 1,07
Przewagi
heterozygoty - - - - -
T/T-C/C 100 59,2 955 49,9 1 - - 0,021 1712
CIT 69 40,8 957 50,1 1,45 1,06 2
Log-Addytywny - - - - - -
0,918 11765
01,2 169 8,1 1912 91,9 0,99 0,79 1,24

OR — lloraz Szans , Lower — dolny przedziat ufnosci, Upper — gérny przedziat ufnosci, P-value — istotno$¢ statystyczna, AIC -

Kryterium informacyjne Akaikego.

Tabela 31. Szczegdtowa analiza RS4788073 i wybranych modelow genetycznych dla grupy

badanych z wagg normalng i niedowaga.
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Rycina 13 . Boxplot dla wartosci BMI dla RS4788073.

W modelu przewagi heterozygoty ktory osiggnat istotnos$¢ statystyczng, 59.2% badanych z
niedowagg miato genotyp TT/CC, a 40.8% badanych genotyp CT. W grupie oséb z waga
prawidtowa 49.9 % miato genotyp TT/CC, a 50.1 % genotyp CT. Za poprawnoscig wyboru
przewagi heterozygoty przemawia AIC, ktoére ma najmniejsza wartos¢, wlasnie przy tym

modelu. Srednia wartos¢ BMI dla genotypu TT wynosita 25.28 przy odchyleniu standardowym
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4.5, dla genotypu CC wynosita 25.37 przy odchyleniu standardowym 4.5, a dla genotypu CT
wynosita 25.41 przy odchyleniu standardowym 4.6.

Z uwagi na to , ze na wartosci BMI wptywa wiek oraz pte¢ wykonano analiz¢ z dostosowaniem

do tych parametrow. Tabela 32 przedstawia wyniki:

Waga
Model Niedowaga (N) % Normalna(N) % OR Lower Upper P-value AIC
Dominujacy - - - - - -
TIT 63 37,3 630 32,9 1 - - 0,249 11435
CIT-CIC 106 62,7 1282 67,1 1,22 0,87 1,69
Recesywny - - - - - - -
T/T-CIT 132 78,1 1587 83 1 - - 0,147 11428
CIC 37 21,9 325 17 0,75 0,51 11
Przewagi
heterozygoty - - - - -
T/T-CIC 100 59,2 955 49,9 1 - - 0,025 11399
CIT 69 40,8 957 50,1 1,44 1,04 1,99
Log-Addytywny - - - - - - - - -
0,1,2 169 8,1 1912 91,9 1 0,79 1,25 0,977 1144,9

OR — lloraz Szans , Lower — dolny przedziat ufnosci, Upper — gérny przedziat ufnosci, P-value — istotno$¢ statystyczna, AIC -
Kryterium informacyjne Akaikego.
Tabela 32. Szczegotowa analiza RS4788073 1 wybranych modeléw genetycznych z

dostosowaniem do ptci i wieku dla grupy badanych z waga normalng i niedowaga.

Po zastosowaniu korekty wzgledem pici 1 wieku, mozna zauwazy¢ nieznacznie podwyzszenie
wartos$ci p.value do 0.025 przy modelu przewagi heterozygoty. Rowniez srednia wartos¢ BMI
dla genotypu CT jest najwyzsza. Przemawia to za tym, ze w przypadku RS4788073 osoby,
ktore sa homozygotami maja wigksza predyspozycje do niedowagi niz w przypadku osob, ktore

sa heterozygotami.

Nastepnie wykonano analize¢ pomigdzy grupa badanych z niedowaga i otytoscia. WyniKi
przedstawia Tabela 33:

Model Model Model Przewagi | Model Log-
SNP Komentarz Dominujacy Recesywny heterozygoty | addytywny
rs146510287 | Monomorficzny - - -
rs4788073 - 0.111 0.482 0.038 0.511
variant40184 |Monomorficzny - - - -
rs11401 - 0.431 0.575 0.318 0.593

Tabela 33. Analiza genu CCDC101 i grupy badanych z niedowaga i otytoscia.
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Powyzsza analiza wykazata, ze RS4788073 osiggnat istotno$¢ statystyczng przy wyborze
modelu przewagi heterozygoty( P= 0.048). Reszta badanych SNP’6w nie osiggn¢ta progu

istotnosci statystycznej.

Nastepnie wykonano szczegotowa analiz¢ RS4788073 ktory osiggnat istotnos¢ statystyczna.
Wyniki przedstawia Tabela 34:

Model Niedowaga (N) % Otylo$é(N) % OR Lower Upper P-value AIC
Dominujacy - - - - - - - -
TIT 63 373 182 30,7 1 - -
CIT-CIC 106 62,7 410 69,3 1,34 0,94 1,91 0,111 807,4
Recesywny - - - - - - - - -
TIT-CIT 132 78,1 477 80,6 1 - -
C/IC 37 219 115 19,4 0,86 0,57 131 0,482 809,4
Przewagi
heterozygoty
TIT-CIC 100 59,2 297 50,2 1 - -
CIT 69 40,8 295 49,8 1,44 1,02 2,04 0,038 805,6
Log-Addytywny - - - - - - - - -
0,12 169 22,2 592 778 1,08 0,85 1,38 0,511 809,5

OR — lloraz Szans , Lower — dolny przedziat ufnosci, Upper — gérny przedziat ufnosci, P-value — istotno$¢ statystyczna, AIC -
Kryterium informacyjne Akaikego.
Tabela 34. Szczegotowa analiza RS4788073 i wybranych modeléw genetycznych dla grupy

badanych z niedowagg i otyloscia.

W modelu przewagi heterozygoty ktory osiggnat istotnos¢ statystyczng, 59.2% badanych z
niedowagg miato wariant homozygoty TT/CC, a 40.8% badanych wariant heterozygoty CT. W
grupie 0sob z otyloscig 50.2 % miato wariant homozygoty, a 49.8 % wariant heterozygoty. Za
poprawnoscig wyboru przewagi heterozygoty przemawia AIC, ktére ma najmniejszg wartosc,

wlasnie przy tym modelu.

Zuwagina to , ze na wartosci BMI wplywa wiek oraz pte¢ wykonano analiz¢ z dostosowaniem

do tych parametrow. Tabela 35 przedstawia wyniki:
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Model Niedowaga (N) % Otylosé(N) % OR Lower Upper P-value AIC
Dominujacy - - - - - - - -
TT 63 373 182 30,7 1 - -
CIT-CIC 106 62,7 410 69,3 1,36 0,94 1,98 0,00027 749,6
Recesywny - - - - - - - - -
TIT-CIT 132 78,1 477 80,6 1 - -
CiC 37 219 115 194 0,87 0,56 1,35 0,555 762,5
Przewagi
heterozygoty - - - - -
TIT-CIC 100 59,2 297 50,2 1 - -
CIT 69 40,8 295 49,8 1,45 1,01 2,08 0,00012 7482
Log-Addytywny - - - - - - - - -
01,2 169 22,2 592 77,8 1,1 0,85 1,41 0.319 762,9

OR — lloraz Szans , Lower — dolny przedziat ufno$ci, Upper — gorny przedziat ufno$ci, P-value — istotno$¢ statystyczna, AIC -
Kryterium informacyjne Akaikego.
Tabela 35. Szczegotowa analiza RS4788073 1 wybranych modeléw genetycznych z

dostosowaniem do plci i wieku dla grupy badanych z niedowaga i otytoscia.

Po zastosowaniu korekty wzgledem plci 1 wieku, mozna zauwazy¢ znaczace zmiany p.value
przy modelu przewagi heterozygoty i dominujacym. W przypadku modelu dominujacego w
grupie z niedowagg genotyp TT posiadato 37.3%, a genotyp CT/CC 62.7%. W grupie 0s6b z
otytoscia 30.7% osob miato genotyp TT, a 69.3% osob miato genotyp CT/CC. Model przewagi
heterozygoty rowniez nadal jest istotny statystycznie. Srednia warto$¢ BMI dla genotypu TT
osiggnela najnizszy wynik. Przemawia to za tym, ze w przypadku RS4788073 genotyp TT
moze predysponowac¢ do niedowagi w populacji Polskiej, a co za tym idzie dziata ochronnie
wzgledem otytosci. Potwierdzone to zostato rowniez w poprzedniej analizie w poréwnaniu do
grupy z wagg normalng i niedowagg. Uzyskane wyniki przeszly réwniez korekte

Bonferroniego, co mozemy zaobserwowac na Rycinie 14:
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Rycina 14. Zestawienie otrzymanych wynikéw analizy RS4788073.

Nastepnie wykonano analiz¢ pomi¢dzy grupa badanych z wagg normalng i nadwagg. Wyniki
przedstawia Tabela 36:

Model Model Model Przewagi | Model Log-
SNP Komentarz Dominujacy Recesywny heterozygoty | addytywny
rs146510287 | Monomorficzny - - - -
rs4788073 - 0.97 0.137 0.239 0.428
variant40184 |Monomorficzny - - - -
rs11401 - 0.336 0.015 0.879 0.115

Tabela 36. Analiza genu CCDC101 i grupy z waga prawidlowa i nadwaga.

Powyzsza analiza wykazata, ze RS11401 osiggnat istotnos¢ statystyczng przy wyborze modelu

recesywnego (P=0.015). Reszta badanych SNP’6w nie osiggnela progu istotnos$ci statystyczne;.

Nastepnie wykonano szczegdtowa analize RS11401 ktory osiggnat istotno$¢ statystyczng oraz
obliczono $rednig warto§¢ BMI i odchylenie standardowe dla poszczegdlnych genotypow..

Wyniki przedstawia Tabela 37 oraz Rycina 15:
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Waga
Model Normalna (N) % Nadwaga (N) % OR Lower Upper P-value AIC
Dominujacy - - - - - - - -
TT 1247 65,2 903 66,8 1 - -
C/T-C/C 665 34,8 448 33,2 0,93 0,8 1,08 0,336 4429,6
Recesywny - - - - - - - -
T/T-CIT 1849 96,7 1325 98,1 1 - -
C/C 63 3,3 26 1,9 0,58 0,36 0,91 0,015 4424,7
Przewagi
heterozygoty - - - - -
T/T-CIC 1310 68,5 929 68,8 1 - - 4430,5
CIT 602 31,5 422 31,2 0,99 0,85 1,15 0,879 -
Log-Addytywny - - - - - - - - -
01,2 1912 58,6 1351 41,4 0,9 0,79 1,03 0,1157575 4428,1

OR — lloraz Szans , Lower — dolny przedziat ufno$ci, Upper — gorny przedziat ufnosci, P-value — istotno$¢ statystyczna, AIC -

Kryterium informacyjne Akaikego.

Tabela 37. Szczegdtowa analiza RS11401 i wybranych modelow genetycznych dla grupy
badanych z waga prawidtowsg i nadwaga.
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Rycina 15. Boxplot dla wartosci BMI dla RS11401.

W modelu recesywnym w grupie z wagg normalng genotyp TT/TC miato 65.2%, a genotyp CC
miato 3.3% os6b. W grupie z nadwagg genotyp TT/TC miato 66.8%, a genotyp CC miato 1.9%.
Za poprawnos$cig wyboru recesywnego przemawia AIC, ktore ma najmniejsza warto$¢, wtasnie
przy tym modelu. Srednia warto§¢ BMI dla genotypu TT wynosita 25.35 przy odchyleniu
standardowym 4.6, dla genotypu CC wynosita 24.58 przy odchyleniu standardowym 4.6, a dla
genotypu CT wynosita 25.43 przy odchyleniu standardowym 4.6.
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Z uwagi na to , ze na wartosci BMI wptywa wiek oraz pte¢ wykonano analiz¢ z dostosowaniem

do tych parametrow. Tabela 38 przedstawia wyniki:

Waga
Model Normalna (N) % Nadwaga (N) % OR Lower Upper P-value AIC
Dominujacy - - - - - - - - -
TIT 1247 65,2 903 66,8 1 - -
CIT-CIC 665 34,8 448 33,2 0,91 0,78 1,06 0,214 4339
Recesywny - - - - - - - - -
T/T-CIT 1849 96,7 1325 98,1 1 - -
C/C 63 3,3 26 1,9 0,58 0,36 0,92 0,017 4334,9
Przewagi
heterozygoty - - - - -
T/T-C/C 1310 68,5 929 68,8 1 - -
CIT 602 31,5 422 31,2 0,97 0,83 1,12 0,654 4340,3
Log-Addytywny - - - - - - - - -
0,12 1912 58,6 1351 414 0,88 0,77 1,01 0,07 4337,3

OR — lloraz Szans , Lower — dolny przedziat ufnosci, Upper — gérny przedziat ufnosci, P-value — istotno$¢ statystyczna, AIC -
Kryterium informacyjne Akaikego.
Tabela 38. Szczegotowa analiza RS11401 i wybranych modelow genetycznych z

dostosowaniem do pfci i wieku dla grupy badanych z wagg prawidlowa i nadwaga.

Po zastosowaniu korekty wzgledem plci 1 wieku, mozna zauwazy¢ niewielkie podwyzszenie
p.value do 0.017 przy modelu recesywnym. Rowniez $rednia warto§¢ BMI genotypu CC
osiaggneta najnizsza warto$¢. Przemawia to za tym, ze w przypadku RS11401 model recesywny

oraz genotyp CC moze dziata¢ ochronnie w stosunku do nadwagi w populacji Polskiej.
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3.6 Analiza genu APOB48R i BMI.

Model Model Model Model Model Model

Allel Model Dominujacy| Model | Recesywny | Model | Dominujacy [Dominujacy| Recesywny |Recesywny
Dominujacy Model Model Przewagi | Model Log- Test [ Dominujacy Test Recesywny | Regresja | Regresja | Regresja | Regresja

SNP [Receswny HWE Brakujace | Komentarz Dominujacy | Recesywny |heterozygoty [ addytywny | Cochran | TestFisher | Cochran |TestFisher| liniowa |logistyczna| liniowa |logistyczna

rs28576169 A 100 Monomorficzny - -

rs200346089 G/A 100 1 Monomorficzny

rs140393803 G 100 Monomorficzny

rs142080760 T 100 - Monomorficzny - - - - - - - - - - - -

rs151136790 AG 99 0.382 - 0.957 0.071 0.808 0.894 0.957 0.236 0.071 0.185 0.769 0.769 0.769 0.769

rs73533478 A 100 Monomorficzny

rs61738751 G 100 Monomorficzny

rs199677239 C 100 Monomorficzny

rs200832612 G/A 99.9 1 Monomorficzny

rs201825043 C 100 Monomorficzny

exm1229606 C 100 Monomorficzny

rs112010846 C 100 Monomorficzny

rs61753940 A/G 100 1 Monomorficzny

15201730712 A/G 99.7 1 Monomorficzny

rs200288763 C 100 Monomorficzny

rs201232528 G 100 Monomorficzny

rs40832 C 100 Monomorficzny

rs113343275 A 100 Monomorficzny

rs199840321 A 100 Monomorficzny

rs201246198 C 100 Monomorficzny

rs199615243 G 100 Monomorficzny

rs200890256 T 100 Monomorficzny

rs201894432 C 100 Monomorficzny

Tabela 39. Analiza genu APOB48R i BMI.
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Wykonano analize statystyczng genu APOB48R ( 23SNP) i BMI. Po wykonaniu testow

statystycznych modelu genetycznego i BMI, nie osiagnig¢to progu istotnos$ci statystycznej.

Nastepnie wykonano analiz¢ pomiedzy grupa badanych z waga prawidtowg i otyloscig. Wyniki

przedstawia Tabela 40:

SNP

Komentarz

Model
Dominujacy

Model
Recesywny

Model
Przewagi
heterozygoty

Model Log-
addytywny

rs28576169

Monomorficzny

rs200346089

Monomorficzny

rs140393803

Monomorficzny

rs142080760

Monomorficzny

rs151136790

rs73533478

Monomorficzny

rs61738751

Monomorficzny

rs199677239

Monomorficzny

rs200832612

Monomorficzny

rs201825043

Monomorficzny

exm1229606

Monomorficzny

rs112010846

Monomorficzny

rs61753940

Monomorficzny

rs201730712

Monomorficzny

rs200288763

Monomorficzny

rs201232528

Monomorficzny

rs40832

Monomorficzny

rs113343275

Monomorficzny

rs199840321

Monomorficzny

rs201246198

Monomorficzny

rs199615243

Monomorficzny

rs200890256

Monomorficzny

rs201894432

Monomorficzny

Tabela 40. Analiza genu APOB48R i grupy z waga prawidtowa i otytoscia.

Powyzsze badanie, wykazato, ze zaden SNP nie osiggnat progu istotnos$ci statystycznej, zatem
z tej analizy nie mozemy wywnioskowaé, ze jakikolwiek RS predysponuje do wagi

prawidtowej lub otylosci, gdy poréwnuje sie te dwie grupy.

Nastepnie wykonano analize pomigdzy grupa badanych z waga normalng 1 niedowaga.
Wszystkie RS s3 monomorficzne, zatem nie mozna bylo wykona¢ zadnego testu

statystycznego.
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Nastepnie wykonano analiz¢ pomiedzy grupa badanych z niedowaga i1 otyloscig. Wyniki

przedstawia Tabela 41:

SNP

Komentarz

Model
Dominujacy

Model
Recesywny

Model
Przewagi
heterozygoty

Model Log-
addytywny

rs28576169

Monomorficzny

rs200346089

Monomorficzny

rs140393803

Monomorficzny

rs142080760

Monomorficzny

rs151136790

rs73533478

Monomorficzny

rs61738751

Monomorficzny

rs199677239

Monomorficzny

rs200832612

Monomorficzny

rs201825043

Monomorficzny

exm1229606

Monomorficzny

rs112010846

Monomorficzny

rs61753940

Monomorficzny

rs201730712

Monomorficzny

rs200288763

Monomorficzny

rs201232528

Monomorficzny

rs40832

Monomorficzny

rs113343275

Monomorficzny

rs199840321

Monomorficzny

rs201246198

Monomorficzny

rs199615243

Monomorficzny

rs200890256

Monomorficzny

rs201894432

Monomorficzny

Tabela 41. Analiza genu APOB48R i grupy z niedowaga i otyloscia.

Powyzsze badanie, wykazato, ze zaden SNP nie osiggnat progu istotnosci statystycznej, zatem
z tej analizy nie mozemy wywnioskowa¢, ze jakikolwiek RS predysponuje do niedowagi lub

otytosci, gdy poréwnuje sie te dwie grupy.

Nastepnie wykonano analiz¢ pomiedzy grupa badanych z waga normalng i nadwaga. Wszystkie

RS sg monomorficzne, zatem nie mozna byto wykona¢ zadnego testu statystycznego.
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3.7 Analiza genu SPNS1 i BMI.

Model Model | Model | Model | Model Model | Model
Alel Model Dominuj| Model | Recesywny | Recesywny| Dominujac | Dominujacy | Recesywny | Recesywny
Dominujacy/ Mokl Model | Przewagi |Model Logq acy Test | Dominujacy |  Test Test |yRegresja| Regresja | Regresja | Regresja
SNP Receswny HWE Brakujgce | Komentarz | Dominujacy |Recesywny|heterozygoty |addytywny|Cochran | Test Fisher | Cochran | Fisher | liniowa |logistycza | liniowa |logistycma
rs8045639 T/C 64.5 0.2 0.722 0.232 0.649 0398 | 0722 | 064 0.232 | 0533 | 098 0.986 0.632 0.633
rs150373976 C 100 Monomorficzny
rs137908704 G/A 99.9 1 Monomorficzny - - - - - - - - - -
153922668 G/A 64.6 0.782 0.61 0.359 0.264 093 | 061 | 0.755 0359 | 045 | 0999 0.99 0.406 0.406
5201586251 C 100 Monomorficzny
511859822 T/C 93.6 0.625 0.738 0.602 0.771 0.707 | 0.738 | 0981 0.602 0.52 0.754 0.753 02 0.19
rs201680708 Vil 100 1 Monomorficzny
5199695694 Vil 99.9 1 Monomorficzny
rs149610167 G/A 99.8 1 Monomorficzny - - - - - - - - -
rs7140 A/C 64.1 0.581 0.383 0.276 0.554 0519 | 0.883 | 0.591 0.276 | 0592 | 084 0.842 0.749 0.75

Tabela 42. Analiza genu SPNS1 i BMI.
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Wykonano analize statystyczng genu SPNS1 ( 10 SNP) i BMI. Po wykonaniu testow

statystycznych modelu genetycznego i BMI, nie osiagnig¢to progu istotnos$ci statystycznej.

Nastepnie wykonano analiz¢ pomiedzy grupa badanych z waga prawidtowg i otyloscig. Wyniki
przedstawia Tabela 43:

Model
Model Model Przewagi Model Log-
SNP Komentarz Dominujacy Recesywny heterozygoty addytywny
rs8045689 - 0.782 0.28 0.318 0.741

rs150373976 | Monomorficzny - - - -
rs137908704 | Monomorficzny - - - -
rs3922668 - 0.394 0.041 0.025 0.688
rs201586251 | Monomorficzny - - - -
rs11859822 | Monomorficzny - - - -
rs201680708 | Monomorficzny - - - -
rs199695694 | Monomorficzny - - - -
rs149610167 | Monomorficzny - - - -
rs7140 - 0.782 0.28 0.318 0.741

Tabela 43. Analiza genu SPNS1 i grupy z waga prawidlowa i otyloscia.

Powyzsza analiza wykazata, ze RS3922668 osiggnat istotno$¢ statystyczng przy wyborze
modelu recesywnego 1 przewagi heterozygoty(P= 0. 041, P=0.025). Reszta badanych SNP’ 6w

nie osiggnela progu istotnosci statystyczne;.

Nastepnie wykonano szczegoétowa analize RS3922668 ktory osiggnat istotnos¢ statystyczng
oraz obliczono $rednig warto§¢ BMI i odchylenie standardowe dla poszczegdlnych genotypow.

Wyniki przedstawia Tabela 44 i Rycina 16:
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Waga Normalna

Model (N) % Otylos¢(N) % OR Lower Upper P-value AIC
Dominujacy - - - - - - - - -
G/G 804 40,6 258 42,6 1 - - 0,394 28187
AIG-AIA 1175 59,4 348 57,4 0,92 0,77 1,11
Recesywny - - - - - - -
G/G-AG 1742 88 514 84,8 1 - - 0,041 28153
AA 237 12 92 15,2 1,32 1,01 1,71
Przewagi
heterozygoty - - - - -
GIG-AIA 1041 52,6 350 57,8 1 - - 0,025 2814,5
AIG 938 47,4 256 42,2 0,81 0,68 0,98
Log-Addytywny - - - - - - - - -
0,1,2 1979 76,6 606 234 1,03 0,9 1,18 0,688 2819,3

OR - lloraz Szans , Lower — dolny przedziat ufno$ci, Upper — gorny przedziat ufno$ci, P-value — istotno$¢ statystyczna, AIC -

Kryterium informacyjne Akaikego.

Tabela 44. Szczegotowa analiza RS3922668 i wybranych modelow genetycznych dla grupy z

wagg normalng 1 otytoscia.
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Rycina 16. Boxplot dla wartosci BMI dla RS3922668.

W modelu przewagi heterozygoty ktory osiaggnat istotno$¢ statystyczna, 52.6% badanych z
waga normalng ma genotyp homozygoty GG/AA, a 47.4% badanych genotyp heterozygoty
A/G. W grupie oséb z otyloscig 57.8 % ma genotyp homozygoty, a 42.2 % genotyp
heterozygoty. W modelu recesywnym w grupie osob z prawidtowg wagg genotyp GG/ AG ma
40.6%, a genotypy AA 12%. W grupie 0sob z otytosciag genotyp GG/AG ma 42.6% , a genotyp

AA 15.2%. Za poprawnoscia wyboru przewagi heterozygoty przemawia AIC, ktore ma

78



najmniejsza warto$é, wlasnie przy tym modelu. Srednia wartosé BMI dla genotypu GG
wynosita 25.29 przy odchyleniu standardowym 4.5, dla genotypu AG wynosita 25.24 przy
odchyleniu standardowym 4.4, a dla genotypu AA wynosita 25.5 przy odchyleniu

standardowym 4.7

Z uwagi na to , ze na wartosci BMI wplywa wiek oraz pte¢ wykonano analiz¢ z dostosowaniem

do tych parametréw. Tabela 45 przedstawia wyniki:

Waga Normalna
Model (N) % Otylos¢é(N) % OR Lower Upper P-value AIC
Dominujacy - - - - - - - -
G/G 804 40,6 258 42,6 1 - - 0,394 2800,6
AG-AIA 1175 59,4 348 57,4 0,92 0,77 1,11
Recesywny - - - - - - -
G/G-AIG 1742 88 514 84,8 1 - - 0,052 27976
AA 237 12 92 15,2 1,3 1 1,69
Przewagi
heterozygoty - - - - -
GI/G-A/A 1041 52,6 350 57,8 1 - - 0,03 27966
AG 938 474 256 42,2 0,82 0,68 0,98
Log-Addytywny - - - - - - - - -
01,2 1979 76,6 606 23,4 1,02 0,9 1,17 0,725 2801,2

Tabela 45. Szczegotowa analiza RS3922668 1 wybranych modeléw genetycznych z

dostosowaniem do plci i wieku dla grupy z waga normalng i otyloscia.

Po zastosowaniu korekty wzgledem plci 1 wieku, mozna zauwazy¢ obnizenie wartosci p.value
do 0.03 przy modelu przewagi heterozygoty. Mimo wszystko , wartosci sg nadal istotne
statystycznie 1 przemawia to za tym, ze w RS3922668 osoby bedace homozygotami mogg miec
wicksze predyspozycje do otylosci niz heterozygoty. Potwierdza to rowniez $rednia warto$¢

BMI dla genotypu AG, ktora jest najnizsza.

Nastepnie wykonano analize¢ pomigdzy grupa badanych z waga normalng i niedowaga. WyniKi
przedstawia Tabela 46:
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Model
Model Model Przewagi Model Log-
SNP Komentarz Dominujacy Recesywny heterozygoty addytywny
rs8045689 - 0.324 0.755 0.434 0.378
rs150373976 | Monomorficzny - - - -
rs137908704 | Monomorficzny - - - -
rs3922668 - 0.251 0.375 0.082 0.682
rs201586251 [ Monomorficzny - - - -
rs11859822 | Monomorficzny - - - -
rs201680708 | Monomorficzny - - - -
rs199695694 | Monomorficzny - - - -
rs149610167 | Monomorficzny - - - -
rs7140 - 0.407 0.755 0.532 0.444

Tabela 46. Analiza genu SPNS1 i grupy z waga prawidtowg i niedowaga.

Powyzsze badanie, wykazato, ze zaden SNP nie osiagnat progu istotnosci statystycznej, zatem
z tej analizy nie mozemy wywnioskowaé, ze jakikolwiek RS predysponuje do wagi

prawidtowej lub niedowagi, gdy poréwnuje si¢ te dwie grupy.

Nastepnie wykonano analize¢ pomiedzy grupa badanych z niedowaga i otytoscig. Wyniki

przedstawia Tabela 47:

Model
Model Model Przewagi Model Log-
SNP Komentarz Dominujacy Recesywny heterozygoty addytywny
rs8045689 - 0.439 0.405 0.829 0.335
rs150373976 | Monomorficzny - - - -
rs137908704 | Monomorficzny - - - -
rs3922668 - 0.53 0.826 0.636 0.582
rs201586251 | Monomorficzny - - - -
rs11859822 | Monomorficzny - - - -
rs201680708 | Monomorficzny - - - -
rs199695694 | Monomorficzny - - - -
rs149610167 | Monomorficzny - - - -
rs7140 - 0.53 0.405 0.945 0.391

Tabela 47. Analiza genu SPNS1 i grupy z niedowagg i otyloscia.

Powyzsze badanie, wykazato, ze zaden SNP nie osiagnat progu istotnosci statystycznej, zatem
z tej analizy nie mozemy wywnioskowac¢, ze jakikolwiek RS predysponuje do niedowagi lub

otylosci, gdy porownuje si¢ te dwie grupy.
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Nastepnie wykonano analiz¢ pomiedzy grupa badanych z wagg normalng i nadwaga. Wyniki
przedstawia Tabela 48:

Model
Model Model Przewagi Model Log-
SNP Komentarz Dominujacy Recesywny heterozygoty addytywny
rs8045689 - 0.736 0.0513 0.097 0.472

rs150373976 | Monomorficzny - - - -
rs137908704 | Monomorficzny - - - -
rs3922668 - 0.256 0.484 0.113 0.6244
rs201586251 | Monomorficzny - - - -
rs11859822 | Monomorficzny - - - -
rs201680708 | Monomorficzny - - - -
rs199695694 | Monomorficzny - - - -
rs149610167 | Monomorficzny - - - -
rs7140 - 0.736 0.058 0.106 0.49

Tabela 48. Analiza genu SPNS1 i grupy z waga prawidtowa i nadwaga.

Powyzsze badanie, wykazalo, ze zaden SNP nie osiggnal progu istotnos$ci statystycznej, zatem
z tej analizy nie mozemy wywnioskowaé, ze jakikolwiek RS predysponuje do wagi

prawidlowej lub nadwagi, gdy poréwnuje si¢ te dwie grupy.
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3.8 Analiza genu SULT1Al i BMI.

Model Model Model Model Model

Allel Model Model Model | Recesywny | Model |Dominujacy | Dominujacy | Recesywny |Recesywny

Dominujacy/ Model Model Przewagi | Model Log- | Dominujacy | Dominujacy |  Test Recesywny | Regresja | Regresja | Regresja | Regresja

SNP Receswny HWE Brakujace Komentarz Dominujacy | Recesywny |heterozygoty| addytywny |TestCochran| Test Fisher | Cochran |Test Fisher| liniowa | logistyczna | liniowa (logistyczna

rs1042157 G/A 54.8 6e-06 0.131 0.302 0.577 0.111 0.068 0.095 0.314 0.569 0.183 0.182 0.759 0.759
rs41278160 c/T 95.3 2.1e-05 | Monomorficzny
rs1042014 G 100 Monomorficzny
rs200013410 T 100 Monomorficzny
rs115253552 C 100 Monomorficzny
rs114062355 G/T 100 1 Monomorficzny
rs35480621 G/A 100 1 Monomorficzny

1579527462 C/G 100 1 Monomorficzny - - - - - - - - - - - -
rs1968752 G/T 56.5 0.53 0.265 0.115 0.848 0.104 0.154 0.373 0.066 0.279 0.299 0.2981 0.304 0.304
kgp5388595 G/T 52.9 0.192 0.169 0.201 0.863 0.103 0.198 0.361 0.165 0.385 0.209 0.209 0.373 0.372

Tabela 49. Analiza genu SULT1AL i BMI.
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Wykonano analiz¢ statystyczng genu SULT1A1 ( 10 SNP) i BMI. Po wykonaniu testow

statystycznych modelu genetycznego i BMI, nie osiaggnigto progu istotnosci statystyczne;.

Nastepnie wykonano analiz¢ pomi¢dzy grupg badanych z waga prawidtowa 1 otytoscia.
Wyniki przedstawia Tabela 50:

Model Model Model Przewagi Model Log-
SNP Komentarz Dominujacy | Recesywny heterozygoty addytywny
rs1042157 - 0.071 0.189 0.58 0.051
rs41278160 | Monomorficzny - - - -
rs1042014 | Monomorficzny - - - -
rs200013410 | Monomorficzny - - - -
rs115253552 | Monomorficzny - - - -
rs114062355 | Monomorficzny - - - -
rs35480621 | Monomorficzny - - - -
rs79527462 | Monomorficzny - - - -
rs1968752 - 0.225 0.179 0.941 0.116
kgp5388595 - 0.286 0.432 0.759 0.25

Tabela 50. Analiza genu SULT1AL i grupy z waga normalng i otytoscia.

Powyzsze badanie, wykazato, ze zaden SNP nie osiagnal progu istotnosci statystycznej,
zatem z tej analizy nie mozemy wywnioskowac, ze jakikolwiek RS predysponuje do wagi

prawidtowej lub otylosci, gdy porownuje sie te dwie grupy.

Nastepnie wykonano analiz¢ pomiedzy grupa badanych z waga normalng i niedowaga.

Wyniki przedstawia Tabela 51:

Model Model Model Przewagi Model Log-
SNP Komentarz Dominujacy | Recesywny heterozygoty addytywny
rs1042157 - 0.176 0.954 0.201 0.379
rs41278160 | Monomorficzny - - - -
rs1042014 [ Monomorficzny - - - -
rs200013410 | Monomorficzny - - - -
rs115253552 | Monomorficzny - - - -
rs114062355 | Monomorficzny - - - -
rs35480621 | Monomorficzny - - - -
rs79527462 | Monomorficzny - - - -
rs1968752 - 0.275 0.715 0.454 0.343
kgp5388595 - 0.217 0.72 0.403 0.307

Tabela 51. Analiza genu SULT1A1 i grupy z wagg prawidlowa i niedowaga.
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Powyzsze badanie, wykazato, ze zaden SNP nie osiggnat progu istotno$ci statystycznej,
zatem z tej analizy nie mozemy wywnioskowac, ze jakikolwiek RS predysponuje do wagi

prawidlowej lub niedowagi, gdy poréwnuje si¢ te dwie grupy.

Nastepnie wykonano analize¢ pomigdzy grupa badanych z niedowagg i otytoscig. Wyniki
przedstawia Tabela 52:

Model Model Model Przewagi Model Log-
SNP Komentarz Dominujacy | Recesywny heterozygoty addytywny
rs1042157 - 0.439 0.405 0.829 0.335

rs41278160 | Monomorficzny - - - -

rs1042014 | Monomorficzny - - - -

rs200013410 - 0.53 0.826 0.636 0.582

rs115253552 | Monomorficzny - - - -

rs114062355 | Monomorficzny - - - -

rs35480621 | Monomorficzny - - - -

rs79527462 | Monomorficzny - - - -

rs1968752 | Monomorficzny - - - -

kgp5388595 - 0.53 0.405 0.945 0.391

Tabela 52. Analiza genu SULT1AL i grupy z niedowagg i otytoscia.

Powyzsze badanie, wykazato, ze zaden SNP nie osiggnal progu istotnosci statystycznej,
zatem z tej analizy nie mozemy wywnioskowac, ze jakikolwiek RS predysponuje do

niedowagi lub otytosci, gdy poréwnuje si¢ te dwie grupy.

Nastepnie wykonano analiz¢ pomig¢dzy grupa badanych z waga normalng i nadwaga.

Wyniki przedstawia Tabela 53:

Model Model Model Przewagi Model Log-
SNP Komentarz Dominujgcy | Recesywny heterozygoty addytywny
rs1042157 - 0.715 0.953 0.777 0.782
rs41278160 | Monomorficzny - - - -
rs1042014 | Monomorficzny - - - -
rs200013410 | Monomorficzny - - - -
rs115253552 | Monomorficzny - - - -
rs114062355 | Monomorficzny - - - -
rs35480621 | Monomorficzny - - - -
rs79527462 | Monomorficzny - - - -
rs1968752 - 0.961 0.108 0.23 0.351
kgp5388595 - 0.876 0.11 0.148 0.401

Tabela 53. Analiza genu SULT1ALI i grupy z waga prawidtowa i nadwaga.
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Powyzsze badanie, wykazato, ze zaden SNP nie osiggnal progu istotnos$ci statystycznej,
zatem z tej analizy nie mozemy wywnioskowac, ze jakikolwiek RS predysponuje do wagi

prawidlowej lub nadwagi, gdy poréwnuje si¢ te dwie grupy.
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4. Dyskusja

4.1 Analiza zwiazku inwersji genetycznej 16p11.2 oraz genow lezacych w obrebie z
predyspozycja do wystgpienia otylosci i nadwagi.

4.1.1 Obszar inwersji chromosomu 16.

Po wykonaniu analizy na obszarze inwersji chromosomu 16 wykazano, ze jedyna istotna
réznica statystyczna przed korekta Bonfferoniego wystepuje w modelu recesywnym
RS149299 (p=0.043) pomigdzy grupa osob z normalng waga, a grupg osob z otyloscia.
Zaréwno RS151179 (p=0.55) jak i RS151181 (p=0.055), ktére zostaty wyznaczone na
markery inwersji w poprzednim badaniu opisanym w pracy magisterskiej (,,A genetic
sequence inversion on chromosome 16 in the Polish population.” ), maja podobny wynik
p.value co RS149299. Niestety obydwa nie przeszly progu istotnosci statycznej.
Zwazywszy jednak na bardzo bliskie wyniki wszystkich markeréw inwersji, mozemy
wzig¢ wynik RS149299 jako odzwierciedlenie wptywu inwersji chromosomu 16 na

otyto$¢ w populacji Polskie;.

Mozemy zaobserwowac, ze u 0sob otytych, genotyp C/C wystepowat czgsciej, niz u 0osob
z waga normalng. Po dokonaniu korekty wzgledem plci i wieku, ktore rowniez wplywaja
na zwigkszong wage, warto§¢ p.value zmalata, a wigc zalezno$¢ ta byla bardziej
widoczna. Zatem , istnieje prawdopodobienstwo ze inwersja chromosomu 16 w populacji
Polskiej predysponuje do otylosci podobnie jak w badaniu przeprowadzonym na

populacji Estonii. [13]

4.1.2 Gen TUFM.

Gen TUFM (Ensembl:ENSG00000178952) koduje biatko ( Czynnik elongacyjny TU,
UNIPROT:P49411), ktore bierze udziat w translacji biatlek w mitochondriach. Mutacje
w tym genie sg zwigzane z potaczonym niedoborem fosforylacji oksydacyjnej
skutkujacym kwasica mleczanowa 1 $miertelng encefalopatia. Pseudogen zostat
zidentyfikowany na chromosomie 17. Wsrdd powigzanych z nim szlakéw sg rowniez
infekcja SARS-CoV-2 i translacja mitochondrialna . Adnotacje Gene Ontology zwigzane
z tym genem obejmuja wigzanie RNA i aktywno$¢ GTPazy . [101] W badaniu

przeprowadzonym przez J.R. Gonzaleza wykazano, ze inwersja chromosomu 16 wplywa
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na ekspresje genu TUFM, ktory reguluje bilans energetyczny, dlatego tez ten gen moze

mie¢ zwigzek z predyspozycja do otytosci. [13]

Po wykonaniu analizy statystycznej wykazano , ze istotna rdznica statystyczna wystepuje
w modelu dominujacym RS8061877 . Jest ona istotna zaréwno dla grup BMI jak i BMI
jak zmiennej numerycznej. Srednia warto§¢ BMI dla genotypu CC wyniosta 25.44 , dla
genotypu TC wyniosta 25.26, a dla genotypu TT wyniosta 25.0. Réwniez wykazano
istotnos$¢ statystyczng gdy poréwnano grupe z wagg normalng i grupe z otytoscig. W
grupie z otytoscia, wigcej oso6b miata genotyp CC. Zatem, istnieje prawdopodobienstwo,
ze w przypadku RS8061877, ktory wystepuje w genie TUFM, model dominujacy, a
doktadnie genotyp CC moze predysponowac do otytosci w populacji Polskie;.

4.1.3 GEN SH2B1.

W przypadku genu SH2B1 (ENSG00000178188), nie mozna bylo przeprowadzié

analizy, poniewaz wszystkie SNP’y byty monomorficzne, a wigc wszyscy badani mieli

ten sam genotyp.

4.1.4 Gen CCDC101 ( SGF29).

CCDCI101, obecnie okreslany jako SGF29 (ENSG00000176476), wytwarza biatko
SAGA Complex Associated Factor 29 (Q96ES7). CCDCI101 jest podjednostka 2
histonowych kompleksow acetylotransferazy: kompleksu zawierajacego ADA2A
(TADA2A; MIM 602276) (ATAC) i SPT3 (SUPT3H; MIM 602947)-TAF9 (MIM
600822)-GCN5 (KAT2A; MIM 602301)/PCAF ( KAT2B; MIM 602303) kompleks
acetylazy (STAGA). [21] Niestety na tg chwile nie znaleziono powigzan tego genu z
otylo$cia, jednakze uzyskane wyniki w tej pracy daja nam nowe §wiatlo na to, Ze gen ten

moze by¢ z tym zwigzany.

Po wykonaniu analizy statystycznej wykazano , ze porownujac grupe z waga prawidlowa
1 niedowaga, w modelu przewagi heterozygoty ktéry osiagnat istotnos¢ statystyczna,
59.2% badanych z niedowagg miato genotyp TT/CC, a 40.8% badanych genotyp CT. W
grupie osob z wagg prawidtowg 49.9 % miato genotyp TT/CC, a 50.1 % genotyp CT.
Srednia warto§¢ BMI dla genotypu TT wynosita 25.28, dla genotypu CC wynosita 25.37,
a dla genotypu CT wynosita 25.41. Rowniez taki sam wynik zostal osiggniety w

porownaniu grupy z niedowagg 1 otytoscig. W przypadku tej analizy uzyskane wartosci
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p.value przeszty rowniez pomyslnie korekte Bonferroniego. Przemawia to za tym, ze w
przypadku RS4788073 osoby, ktére sa homozygotami maja wigksza predyspozycje do

niedowagi niz w przypadku oséb, ktore sg heterozygotami.

W przypadku RS11401 w modelu recesywnym, ktéry rowniez osiggnal istotnosc
statystyczng, w grupie z waga normalng genotyp TT/TC miato 65.2%, a genotyp CC
miato 3.3% osob. W grupie z nadwaga genotyp TT/TC miato 66.8%, a genotyp CC miato
1.9%. Srednia warto$¢ BMI dla genotypu TT wynosita 25.35, dla genotypu CC wynosita
24.58, adla genotypu CT wynosita 25.43. Przemawia to za tym, ze w przypadku RS11401
model recesywny oraz genotyp CC moze dziata¢ ochronnie w stosunku do nadwagi w

populacji Polskiej.

4.1.5 Gen APOBA48R.

Gen APOB48R jest obecnie okreslany jako APOBR (ENSG00000184730).

W analizie tego genu nie wykazano zadnych istotnych r6zni¢ statystycznych.

4.1.6 Gen SPNS1.

Kolejny gen to SPNS1 (ENSG00000169682), ktory koduje biatko ( Spinster Homolog 1
(Q9H2V7)) zwiazane z transportem sfingolipidow. Przewiduje si¢, ze bierze udziat w
transporcie lipidow 1 transporcie przezblonowym. ROwniez zwigzany z utrzymaniem
optymalnego pH w lizosomie. [19] Niestety na tg chwile nie znaleziono powigzan tego
genu z otyto$cig, jednakze uzyskane wyniki w tej pracy dajg nam nowe $wiatto na to, ze

gen ten moze by¢ z tym zwigzany.

Po wykonaniu analizy statystycznej pomiedzy grupg o wadze prawidtowej, a grupg z
otyloscig, w modelu przewagi heterozygoty ktory osiggnat istotnos¢ statystyczng, 52.6%
badanych z wagg normalng ma genotyp homozygoty GG/AA, a 47.4% badanych genotyp
heterozygoty A/G. W grupie 0s6b z otytoscig 57.8 % ma genotyp homozygoty, a 42.2 %
genotyp heterozygoty. Srednia warto$¢ BMI dla genotypu GG wynosita 25.29, dla
genotypu AG wynosita 25.24, a dla genotypu AA wynosita 25.5. Przemawia to za tym,
ze w RS3922668 osoby bedace homozygotami moga mie¢ wigksze predyspozycje do
otylto$ci niz heterozygoty. Potwierdza to rowniez $rednia warto$¢ BMI dla genotypu AG,

ktora jest najnizsza.
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4.1.7 Gen SULT1A1.

W analizie genu SULT1A1 (ENSG00000196502) nie wykazano zadnych istotnych
rozni¢ statystycznych.
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4.2 Otylo$¢ a genetyka.

Zmiany w S$rodowisku niewatpliwie przyczynily si¢ do szybkiego wzrostu
rozpowszechnienia otylos¢. Co najwazniejsze, istnieje silny ,,sktadnik” genetyczny
lezacy u podstaw duzej migdzyosobniczej zmiennosci masy ciala, ktora determinuje
reakcj¢ ludzi na to ,otyte” §rodowisko . Badania blizniacze, rodzinne i adopcyjne
oszacowaty dziedziczno$¢ otytosci na 40% do 70%. W rezultacie podejscia genetyczne
mozna wykorzysta¢ do scharakteryzowania lezacych u podstaw mechanizmow
fizjologicznych i molekularnych kontrolujagcych mase ciata. [102] Otyto$¢ mozna
rozwazy¢ w dwoch szerokich kategoriach: tak zwana otyto$¢ monogenowa , dziedziczona
na wzor mendlowski, jest zazwyczaj rzadka, ma wczesny poczatek i jest cigzka, i
obejmuje male lub duze delecje chromosomalne lub defekty pojedynczego genu; i
otytosci wielogenowej(znana réwniez jako otyto$¢ powszechna), ktora jest wynikiem
setek polimorfizmoéow, z ktérych kazdy ma niewielki wptyw. Otylo§¢ wielogenowa
podlega wzorcowi dziedzicznosci, ktdry jest podobny do innych ztozonych cech i choréb.
Chociaz czesto uwaza sie, ze sa to dwie odrgbne formy, badania genéw nad otylo$cia
monogenowa 1 poligenowa zbiegty si¢ w tym, co wydaje si¢ by¢ zasadniczo podobna
podstawowa biologiag. W szczegdlnosci osrodkowy uktad nerwowy i szlaki neuronalne,
ktore kontroluja hedoniczne aspekty przyjmowania pokarmu, okazaty si¢ gtownymi
czynnikami wplywajacymi na mase¢ ciata zarowno w przypadku otytosci monogenowe;j,
jak 1 wielogenowej. Co wigcej, wezesne dowody wskazuja, ze na ekspresj¢ mutacji
powodujacych otylo§¢ monogenowa moze — przynajmniej czesciowo — wplywac

poligeniczna podatnos¢ danej osoby na otytos¢. [103]

Podejscia stosowane do identyfikacji gendéw powigzanych z otyloscig zalezg od formy
otylosci 1 technologii genotypowania dostepnej w danym czasie. Wczesne badania
odkrywania genéw dla monogenicznych postaci otytosci miaty projekt skoncentrowany
na przypadku pacjentéw z cigzka otytoscig wraz z cztonkami ich rodzin dotknigtych
chorobg i zdrowych, zbadanych pod katem potencjalnych mutacji przyczynowych
powodujacych zaburzenia gendw za pomocag sekwencjonowania Sangera. Natomiast
zmienno$¢ genetyczna zwigzana z powszechnymi formami otylosci zostata
zidentyfikowana w badaniach populacyjnych na duza skalg, albo przy uzyciu projektu
kontroli przypadku, albo ciaglych cech, takich jak BMI. Odkrycie genéw dla obu form
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otytosci bylo poczatkowo oparte na hipotezach; to znaczy ograniczone do zestawu genow

kandydujacych, ktore, jak sugeruja dowody, odgrywaja role w regulacji masy ciata.

Wigkszos¢ monogenowych mutacji otytosci zidentyfikowano U pacjentéw z otyloscig
cigzka 1 o wezesnym poczatku (<10 lat). Dodatkowo, poniewaz otytlo§¢ monogenowa
czesto wykazuje recesywny wzor dziedziczenia [104], pokrewienstwo w populacjach
jeszcze bardziej zwickszyto szanse na zidentyfikowanie mutacji, ze wzgledu na wigksze
szanse na homozygotyczno$¢ szkodliwych mutacji [105]. Na przyktad badania wykazaty,
ze mutacje w genach kodujacych leptyng, LEPR i MC4R wyjasniaja 30% przypadkéw
cigzkiej otytosci u dzieci ze spokrewnionej populacji pakistanskiej [106]. Inne geny, ktore
sg zaangazowane w ciezka 1 wezesng otytos¢ to migdzy innymi: ADCY 3 na chromosomie
2, AGRP na chromosomie 16, KSR2 na chromosomie 12, SH2B1 na chromosomie 16

czy SIM1 na chromosomie 6. [102]

Odkrycie genow wplywajacych na otylo$§¢ wielogenowa, ktora jest powszechna w
populacji ogdlnej, rozpoczgto si¢ powoli od badan genow kandydujacych 1 badan
powigzan w calym genomie . Podejscie do genow kandydujacych zostato po raz pierwszy
zastosowane w polowie lat 90. Typowe warianty takich genéw kandydujacych
przetestowano pod katem zwiazku z ryzykiem otytosci, BMI lub innymi cechami sktadu
ciata. W ciggu nastepnych 15 lat setki genéw badano jako kandydatow, ale warianty tylko
w szesciu ( ADRB3, BDNF , CNR1, MC4R 38, PCSK1 i PPARG 40 [102]) wykazaly
powtarzalny zwigzek z wynikami otylosci. Podejscie polegajace na powigzaniu catego
genomu pojawito si¢ w tej dziedzinie pod koniec lat 90. Badania powigzan calego
genomu opierajg si¢ na pokrewienstwie osobnikéw 1 sprawdzaja, czy okreslone regiony
chromosomow wspotsegreguja z chorobg lub cechg przez pokolenia. Mimo ze w ponad
80 badaniach powigzan obejmujacych caty genom zidentyfikowano >300 loci
chromosomalnych z sugestywnymi dowodami powigzania z cechami otylo$ci, niewiele
loci zostato zreplikowanych i1 Zadne nie zostalo z powodzeniem zmapowane w celu
wskazania genu lub genow przyczynowych [107] . Ostatecznie badania powigzan genow
kandydujacych i catego genomu, ograniczone przez mate rozmiary probek, rzadkie
pokrycie zmienno$ci genetycznej w calym genomie i brak replikacji, miaty jedynie
marginalny wptyw na postgp w odkrywaniu genéw powodujacych powszechne skutki
otylosci. Jednak tempo odkrywania genéw dla powszechnych chor6b przyspieszyto wraz
z pojawieniem si¢ badan asocjacyjnych catego genomu (GWAS). Pierwsze GWAS dla

cech otytosci zostaly opublikowane w 2007 roku i zidentyfikowaty klaster powszechnych
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wariantow w pierwszym intronie genu FTO , ktéry zostat przekonujaco powigzany z

BMI. [108]

Pomimo trudnosci w walidacji przyczynowych mutacji i wariantow, badania genetyczne
zaréwno rzadkiej, jak i powszechnej otytosci w ciggu ostatnich dwoch dekad ujawnity
dwa zaskakujaco przekonujace, nadrzedne komunikaty biologiczne: po pierwsze, szlak
leptyna-melanokortyna jest kluczowym obwodem kontroli apetytu [104], a po drugie,
geny, ktore sg albo wzbogacone, albo ulegaja ekspresji wylacznie w mozgu i OUN,

odgrywaja gtowna role w otylosci. [109]

Poniewaz odkrywanych jest coraz wigcej wariantow powszechnej otytosci, rosnie
oczekiwanie, ze informacja genetyczna zostanie wkrotce wykorzystana do identyfikacji
0s0b zagrozonych otytoscia. Znajomos$¢ podatnosci genetycznej danej osoby pozwolitaby
na doktadniejsze przewidywanie, kto jest zagrozony przybraniem na wadze 1 dalaby
mozliwo$¢ wczesniejszej interwencji, aby skuteczniej zapobiegaé otylosci. Réwniez
wyniki uzyskane w tym badaniu potwierdzajg, ze genetyka ma zwiazek z otytoscia i jest

wiele genow, ktoére moga predysponowac do zwigkszonej wagi.
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4.3 Chromosom 16 i choroby.

4.3.1 Ostra Bialaczka Szpikowa.

Mutacja na chromosomie 16 nie tylko jest zwigzana z predyspozycja do otyltosci.
Réwniez inne mutacje na tym chromosomie moga predysponowaé¢ do wystgpienia
powaznych chorob, dlatego warto je rOwniez poznaé szerzej. Jedng z nich jest ostra
biataczka szpikowa (AML), ktora jest najczestszym typem biataczki u dorostych, ale
nadal charakteryzuje si¢ najnizszym wskaznikiem przezywalnosci ze wszystkich
biataczek. Chociaz postgpy w leczeniu AML doprowadzity do znacznej poprawy
wynikéw u mtodszych pacjentéw, rokowanie u 0séb starszych, ktore stanowig wigkszo$¢
nowych przypadkow, pozostaje zte. Chociaz zapadalno$¢ na ostre biataczki stanowi <3%
wszystkich nowotwordw, choroby te stanowig gldwnag przyczyng zgondéw z powodu
nowotwordow u dzieci i os6b w wieku <39 lat. AML stanowi okoto 25% wszystkich
biataczek u dorostych w §wiecie zachodnim, a zatem jest najczgstsza postacia bialaczki.
[110] Czgstos¢ wystepowania AML wzrasta wraz z wiekiem, od ~1,3 na 100 000 os6b w
wieku ponizej 65 lat do 12,2 przypadkow na 100 000 oséb w wieku powyzej 65 lat. Nawet
przy obecnym leczeniu az 70% pacjentow w wieku 65 lat lub starszych umrze z powodu

swojej choroby w ciagu 1 roku od postawienia diagnozy. [111]

Wsréd dzieci zaburzenia genetyczne 1 konstytucyjne defekty genetyczne s3 waznymi
czynnikami ryzyka zwigzanymi z ostrg bialaczkg szpikowa. Dzieci z zespotem Downa
maja od 10 do 20 razy wigksze prawdopodobienstwo zachorowania na AML. [112] Inne
choroby dziedziczne zwigzane z AML obejmuja zesp6t Klinefeltera, zespot Li-Fraumeni
[113], 41 niedokrwisto$¢ Fanconiego i nerwiakowlokniakowatos¢. [114] Niedawne
badanie wykazato, Zze inne czynniki ryzyka rozwoju AML u dzieci obejmuja
ras¢/pochodzenie etniczne, wiek ojca w chwili poczecia oraz czas, jaki uptynal od

ostatniego zywego urodzenia matki. [115]

Ostra bialaczka szpikowa u dorostych pojawia si¢ jako de novo nowotwor ztosliwy u
wczesniej zdrowych osob. Niezaleznie od etiologii, patogeneza AML obejmuje
nieprawidlowa proliferacje i r6znicowanie klonalnej populacji mieloidalnych komorek
macierzystych. Dobrze scharakteryzowane translokacje chromosomalne, takie jak t(8:21)
w czynniku wigzacym rdzen AML (CBF-AML) lub t(15:17) w ostrej biataczce
promielocytowej (APL) powoduja powstawanie biatek chimerycznych (RUNXI1-

93



RUNX1T1 i odpowiednio PML-RARA), ktére zmieniajg normalny proces dojrzewania
micloidalnych  komodrek prekursorowych. [116] Oprécz duzych rearanzacji
chromosomalnych, w rozw6j AML zaangazowano réwniez zmiany molekularne. W
rzeczywisto$ci mutacje genetyczne sg identyfikowane w ponad 97% przypadkow. [117]
Pomimo znacznych postepow, jeszcze wiele pozostaje do odkrycia. Jak sugeruje ,,model
dwoch uderzen”, patogeneza i zachowanie AML zalezy w duzej mierze od interakcji
miedzy réznymi zmianami somatycznymi i rearanzacjami chromosomow. Zatem mutacja
C-KIT zostata powigzana z t(8;21) lub inv(16), a jej obecno$¢ ma istotne implikacje

dotyczace rokowania.

Wigkszo$¢ objawow klinicznych AML odzwierciedla nagromadzenie zto§liwych, stabo
zréznicowanych komorek mieloidalnych w szpiku kostnym, krwi obwodowej 1 rzadko w
innych narzadach. U wigkszos$ci pacjentow wystepuje potaczenie leukocytozy i objawow
niewydolnosci szpiku kostnego, takich jak niedokrwisto$¢ i matoptytkowosé. Zmeczenie,
anoreksja i utrata masy ciata to czeste dolegliwosci; zazwyczaj nie obserwuje si¢
limfadenopatii i organomegalii. Przy nieleczonej chorobie, $mier¢ zwykle nastgpuje w
ciggu kilku miesiecy od diagnozy w wyniku infekcji lub krwawienia. Rozpoznanie ostrej
biataczki ustala si¢ na podstawie obecnosci 20% lub wigcej blastow w szpiku kostnym
lub krwi obwodowej. [118] Rozpoznanie AML mozna réwniez ustali¢ na podstawie
obecnosci nacieku tkanki pozaszpikowej lub udokumentowanego t(8;21), inv(16) lub

t(15;17) w odpowiednich warunkach klinicznych, niezaleznie od odsetka blastow. [119]

Nieprawidlowos$ci chromosomu 16 wystepuja w okoto 5—8% przypadkdw ostrej biataczki
szpikowej (AML). AML z inv(16)(p13.1g22) lub t(16;16)(p13.1;q22) wigze si¢ z
wysokim odsetkiem catkowitej remisji (CR) 1 korzystnym catkowitym przezyciem (OS)
w przypadku leczenia wysokimi dawke cytarabiny. W punktach przerwania inwersji
odnotowano delecje 3' CBFB , ale wickszo$¢ z nich zbadano za pomocg analiz
chromosomoéw 1 fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH). Charakterystyka
genomowa takich delecji pozostaje w duzej mierze niezdefiniowana, co utrudnia dalsze

zrozumienie klinicznego znaczenia delecji. [120]

4.3.2 Delecja 16p11.2.

Delecja chromosomu 16 w regionie 16pl11.2 jest najczeSciej mutacjg de novo i jest
dziedziczona u okolo 7% probantow. Jest zwigzana z zaburzeniami

neuropsychiatrycznymi, takimi jak zaburzenia ze spektrum autyzmu i schizofrenia. [121]
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Wigkszo$¢, jesli nie wszystkie osoby z powtarzajaca si¢ delecjg 16p11.2 doswiadczaja
pewnego stopnia opodznienia rozwojowego, chociaz nasilenie jest rézne. Zaburzenie
koordynacji rozwojowej (motorycznej) jest jedng z najczestszych diagnoz u osob z
nawracajacg delecjg. [122] Wigkszo$¢ o0sob dotknigtych chorobg nie ma
niepetnosprawnosci intelektualnej (zdefiniowanej jako 1Q <70), ale wiele z nich ma
ponizej $redniej zdolno$ci poznawcze i1 trudno$ci w uczeniu si¢ zarowno w domenach

werbalnych, jak i niewerbalnych. [122]

Osoby z nawracajaca delecja 16p11.2 sg bardziej narazone na diagnozy psychiatryczne,
przy czym wigkszo$¢ 0sob z delecjg ma co najmniej jedng diagnozg¢ psychiatryczng. [121]
Zespot nadpobudliwosci psychoruchowej z deficytem uwagi (ADHD) jest powszechny i
zglaszany u okoto 35% 0s06b z delecja. Inne diagnozy psychiatryczne, takie jak zaburzenia
Igkowe, zaburzenie obsesyjno-kompulsyjne (OCD), zaburzenie opozycyjno-
buntownicze, zaburzenie zachowania i schizofrenia, sg obecne u osdb z nawracajaca

delecja 16p11.2, ale nie zglaszano, ze przekraczaja kontrolg populacji.

Wiekszos¢ dzieci (~80%) z nawracajacg delecja ma motoryczne zaburzenie mowy, takie
jak dziecigca apraksja mowy (CAS) i dyzartria. [123] CAS jest szczegodlnie
rozpowszechniony (wystgpuje u 77% dzieci dotknigtych choroba) 1 czgsto
wspotwystepuje z innymi zaburzeniami dzwigku mowy, takimi jak zaburzenia artykulacji
1 fonologiczne. Wigkszo$¢ zaburzen motorycznych mowy jest klasyfikowana jako
fagodne do umiarkowanych, ale cechy CAS mogg utrzymywac¢ si¢ w wieku dorostym.

[123]

Nawracajaca delecja 16p11.2 jest czynnikiem predysponujacym do nadwagi i otytosci.
Kilka badan pokazuje, ze otyto$¢ jest cecha nawracajacej delecji, przy czym czesto$¢
wystepowania nadwagi i otylo$ci jest wyzsza niz w populacji ogdlnej. Otytos¢ u oséb z

delecja chromosomu 16 na og6t pojawia si¢ w dziecinstwie. [124]

Na podstawie aktualnych doniesien literaturowych autyzm rozpoznaje si¢ u okoto 20%-
25% osob z delecja 16p11.2. Chociaz nie wszystkie osoby z nawracajaca delecja spetniaja
kryteria diagnostyczne autyzmu, prawie wszystkie majg pewne cechy behawioralne
wspdlne z tg chorobg w tym naleganie na identyczno$¢, ograniczony zakres

zainteresowan, powtarzajace si¢ zachowania i problemy z komunikacja spoteczna. [122]
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4.3.3 Duplikacja 16p.11.2

U oso6b z duplikacjag 16pl1.2 moga wystegpowaC opoOznienie rozwojowe i
niepetnosprawnos¢ intelektualna. [125] Okoto jedna trzecia dzieci z tym schorzeniem ma
opoOznienia w rozwijaniu umiejetnosci fizycznych, takich jak siedzenie, raczkowanie lub
chodzenie. Srednie IQ os6b dotknictych choroba jest o okoto 26 punktéw nizsze niz ich
rodzicéw bez duplikacji. Okoto 80 procent osob z duplikacjg 16p11.2 ma problemy
zwigzane z mowa lub jezykiem. Moze to mie¢ wplyw zard6wno na ekspresywne
umiejetnosci jezykowe (stownictwo i wytwarzanie mowy), jak i receptywne umiejetnosci

jezykowe (zdolno$¢ rozumienia mowy). [126] [127]

Jednym z najczgstszych problemoéw behawioralnych zwigzanych z ta zmiana
chromosomalng jest zespdot nadpobudliwosci psychoruchowej z deficytem uwagi
(ADHD). Zaburzenia ze spektrum autyzmu, ktére wptywaja na komunikacje i
umiejetnosci spoleczne, sg diagnozowane u okolo jednej na pige¢ oséb z duplikatem
16p11.2. Osoby dotknigte chorobg maja réwniez zwiekszone ryzyko probleméw ze
zdrowiem psychicznym, w tym schizofrenii , Ieku 1 depresji . Nawracajace napady sa
mozliwe w tym stanie, chociaz nie wystepuja u wigkszosci dotknigtych osob. [128] [129]
[130]

Mozemy zatem zauwazy¢, ze zarowno delecja jak 1 duplikacja 16p.11.2 wplywaja
gléwnie na zaburzenia psychiatryczne jak 1 neurologiczne i s3 waznym czynnikiem
predysponujacym. W przypadku delecji 16p.11.2 wpltywa ona rowniez na otyto$¢ i
nadwage. Delecja ta jest zaraz obok badanej inwersji, i obydwie mutacje moga

predysponowac do otytosci i nadwagi.

96



4.4 Inne efekty zwigzane z inwersja chromosomu.

Inwersja chromosomu 16 nie jest jedyna inwersja, ktora moze predysponowac do
jednostki chorobowej. Wydaje sie, ze wiele inwersji wykrytych w ludzkim kariotypie nie
ma zadnych efektow fenotypowych o znaczeniu klinicznym. Moze by¢ tak w przypadku
inwersji perycentrycznych w chromosomach 1, 2, 3, 5, 9, 10 1 16, ktéore odwracaja
glownie sekwencje heterochromatyczne [131] i ktore czgsto obserwuje si¢ w analizie
cytogenetycznej. Nalezy zauwazy¢, ze chromosomy 1, 9, 16 i chromosom Y zawieraja
znacznie wigcej konstytutywnej heterochromatyny — albo bez genow, albo z genami w
wigkszosci sthumionymi — niz inne chromosomy. Perycentryczna inwersja w
chromosomie 9 wykazuje zmienne czestotliwosci w réznych populacjach ludzkich: od

0,26% u Azjatow do 3,57% u 0sob z Afryki. [132]

Jednak nie wszystkie inwersje s3 nieszkodliwe, a niektore choroby s3 czasami
spowodowane odwrdceniem sekwencji, gtdwnie przez bezposrednie zaburzenie genu lub
zmiang jego ekspresji. Te inwersje pojawiaja si¢ de novo u pacjentow lub mutacje
odziedziczone s3a ograniczone do danej rodziny 1 nie reprezentuja odmian
polimorficznych (tzn. nie wystepuja u >1% populacji) w populacji ludzkiej [133].
Niemniej jednak maja one znaczenie kliniczne 1 mogg przyczyni¢ si¢ do identyfikacji
genow lezacych u podstaw rzadkich zaburzen. [134] Ponadto kilka inwersji powoduje
choroby genetyczne, takie jak hemofilia A i zesp6t Huntera (zaburzenie metaboliczne
zwane takze mukopolisacharydoza typu II). W hemofilii A inwersja jest generowana
przez rekombinacj¢ miedzy powtdrzeniem 9,5 kpz w intronie 22 genu F8 1 jedng z
pozostatych dwoch kopii w odlegtosci okoto 565 kpz na chromosomie X. [135] Ten gen,
ktéry koduje czynnik krzepnigcia VIII, jest zaburzony przez te inwersje u okoto 45%
pacjentow z cigzkg hemofilig A. Inna inwersja, okoto 140 kbp, ktéra wystepuje réwniez
w genie F8, ale w intronie 1, jest odpowiedzialna za 4,8% hemofilii typu A. Oprocz
przerwania genu ta druga inwersja generuje rowniez transkrypty hybrydowe, ktore
obejmujg pierwszy ekson genu F8 i eksony z genu VBP1. [136] Dwa powyzsze typy
inwersji wykryto w rodzinnej hemofilii, w ktérej mutacja zostala odziedziczona przez
pacjentow pici meskiej od ich zdrowych matek oraz w pojedynczych przypadkach, gdy

inwersja byta de novo.
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W zespole Huntera inwersja powoduje zmniejszenie ekspresji genu IDS sprz¢zonego z
chromosomem X, ktéry koduje 2-sulfataz¢ iduronianu i powoduje rekombinacj¢ z
sekwencjami homologicznymi w sasiednim pseudogenie (IDS2) u 13% pacjentow [137].
Podobnie w przypadku niektorych nowotworow inwersje, ktore zaktocajg regiony
kodujace lub tworza geny fuzyjne, moga by¢ bezposrednio zwigzane z rokowaniem

pacjenta. [138]

Jednym z gléwnych ograniczen w badaniu efektow funkcjonalnych ludzkich inwersji
polimorficznych jest brak informacji na temat genotypu. Jednakze, chociaz podstawowe
mechanizmy molekularne pozostaja niejasne, efekty fenotypowe zostaty powigzane z
dwiema orientacjami kilku ludzkich polimorfizméw inwersji. Najbardziej uderzajacym i
najlepiej zbadanym przypadkiem jest inwersja 17921.31, ktéra odwraca ~970 kbp
pojedynczej sekwencji kopii zawierajacej gen MAPT i utrzymuje dwa oddzielne
haplotypy: H1 i H2. Haplotyp HI1 =zostal powigzany z kilkoma chorobami
neurodegeneracyjnymi, w tym postgpujagcym porazeniem nadjagdrowym [139],
zwyrodnieniem korowo-podstawnym [140], choroba Alzheimera [141] i chorobg
Parkinsona [142] prawdopodobnie zwigzanymi z agregacja hiperfosforylowanego biatka
Tau (kodowanego przez MAPT gen) w ciatach komoérek nerwowych. Z drugiej strony
haplotyp H2 zostat rowniez powigzany z kilkoma fenotypami, ktére moga, ale nie musza,
by¢ korzystne. Na przyktad wiaze si¢ to ze zwigkszong §rednig szybkoscig rekombinacji
u kobiet [12]. Kobiety z wysokimi wskaznikami rekombinacji najwyrazniej majg wigcej
dzieci [143] i obie cechy zostaty wykryte u kobiet nosicielek H2 w populacji islandzkie;j.
Podobnie inwersja 8p23.1, ktora jest najdtuzszym polimorfizmem inwersji (okoto 4,5
Mbp) opisanym u ludzi 1 w ktorej posrednicza duze zlozone powtdrzenia, moze
predysponowa¢ do tocznia rumieniowatego uktadowego [144] i reumatoidalnego

zapalenia stawow [145].

Chociaz niektére inwersje najwyrazniej same nie maja konsekwencji fenotypowych,
posiadanie okreslonego allelu moze predysponowac do innych rearanzacji w tym samym
regionie genomu, co z kolei prowadzi do choroby. W tych przypadkach rodzice osob
dotknietych choroba wykazuja zwigkszong czesto$¢ inwersji jednego z alleli w
poréwnaniu z populacja 0ogolna. Jednym z pierwszych takich opisanych przyktadow byt
zespot Williamsa-Beurena [146]. Choroba ta jest spowodowana delecjg 1,5 Mbp na
chromosomie 7 (u rodzicow chorych dzieci), a inwersj¢ obejmujacg ten sam region

wykryto z czgstoscig 12,4% u rodzicoOw pacjentéw, chociaz czgstos¢ u chorych dzieci
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wynosita 2,9%. . Podobne wyniki zaobserwowano dla delecji powodujacych zespot
Angelmana [147], gdzie czegstos¢é inwersji wynosi ~33% u matek pacjentek, ale tylko
4,5% w grupie pacjentek. Jedynym wyjatkiem jest dystrofia migsniowa Emery'ego-
Dreifussa, ktora jest zespotem chromosomu X dziedziczonym recesywnie i zwigzanym z
zespolem Angelmana, spowodowang utrata matczynej ekspresji sttumionego genu
UBE3A, ktory dostarcza instrukcji do wytwarzania biatka zwanego ligaza biatkowa
ubikwityny E3A . Ponadto, chociaz gen sprawczy jest znany w niektorych przypadkach
(np. NSD1 dla zespotu Sotosa) w innych [148], takich jak mikrodelecje Williamsa-
Beurena lub 17g21.31, nie zostat jeszcze zidentyfikowany, poniewaz delecje sa duze i
eliminujg kilka genow. [149] Oprocz delecji inwersje moga rowniez faworyzowac
bardziej ztozong organizacj¢ chromosomoéw i translokacje. Tak jest w przypadku regionu
8p23.1, gdzie inwersja 4,5 Mbp moze predysponowaé do tworzenia dicentrycznego
chromosomu niosacego pojedyncza kopi¢ odwrdéconego regionu i powodowac duplikacje
lub delecje znacznej czgéci chromosomu 8, i ma wigzano z op6znieniem rozwojowym i
uposledzeniem umystowym [150]. W przypadku matek, ktoére sg podwojnie
heterozygotyczne pod wzgledem odwrocenia 8p23.1 i1 innej powszechnej inwersji w
chromosomie 4, w ktoérej posrednicza podobne ztozone powtdrzenia, ten sam region
odwrotny jest zaangazowany w wytwarzanie powtarzajacej si¢ niezrOwnowazonej
translacji, ktora jest jedna z przyczyn zespotu Wolfa-Hirschhorna zesp6t [151]. Ponizsza

tabela przedstawia réwniez inne reorganizacje genetyczne i ich skutki :
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Region Dlugosé Reorganizacja Zaburzenie
Chromosomu
3929 1.9 Mbp Delecja Syndrom Delecji
3029
4p16 6 Mbp t(4;8)(p16;p23) Wolf-
Hirschhorn
Syndrom
535 1.9 Mbp Delecja Sotos Syndrom
7911.23 1.5 Mbp Delecja Williams-
Beuren Syndrom
8p23.1 4.5 Mbp Delecja Uposledzenie
/Duplikacja umystowe,
t(4;8)(p16;p23) Wolf-
Hirschhorn
Syndrom
15q11-913 4 Mbp Delecja Angelman
Syndrom
15g13.3 1.8 Mbp Delecja Syndrom
Mikrodelecji
15913
15924 1.2 Mbp Delecja Syndrom
Mikrodelecji
15q14
17q12 1.5 Mbp Delecja RCAD
Syndrom
17g21.31 970 Kbp Delecja Syndrom
Mikrodelecji
17g21.31
X028 48 Kbp Delecja Dystrofia
Migsniowa
Emery-Dreifuss
Ypll.2 4 Mbp Translokacja Odwrocenie
PRKX/PRKY ptci/ Mgska
nieptodnos¢

Tabela 54. Inwersje predysponujace do chorob oraz rearanzacji genetycznych.

Zrodlo : Puig M, Casillas S, Villatoro S, Caceres M. Human inversions and their

functional consequences. Brief Funct Genomics. 2015 Sep;14(5):369-79.
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Gléwnym mechanizmem, dzigki ktéremu uwaza si¢, ze jeden z alleli inwersji
predysponuje do rearanzacji, takich jak delecje, jest specyficzna powtarzalna sekwencja
w bezposredniej (tj. oryginalnej) orientacji. Mozna to osiggngc¢ albo przez zastapienie
wzglednej orientacji wcze$niej istniejacych powtarzalnych sekwencji odwroceniem, albo
przez nagromadzenie zmian strukturalnych, ktére zwigkszaja bezposrednig
powtarzalno$¢ tylko w jednym haplotypie. Powtorzenia mozna byto nastepnie ponownie
laczy¢, aby wygenerowa¢ warianty strukturalne, ktére nie byly mozliwe z oryginalnego
systemu. Jest to sytuacja znaleziona w inwersji 17q21.31, w ktérej zaréwno haplotypy
HI, jak i H2 do$§wiadczyty niezaleznych duplikacji w odwréconych powtdrzeniach, ktore
pierwotnie posredniczyly w inwersji. Jeden z tych haplotypéw, H2D, ktory wystepuje
czesciej w populacjach europejskich, predysponuje do zespolu mikrodelecji 17q21.31,

ktory wystepuje prawie wytacznie u 0sob pochodzenia europejskiego.

Pomimo powyzszych dowodéw, musimy wzigé pod uwagg, ze predyspozycje do innych
rearanzacji sg slabe, bioragc pod uwage niska czesto§¢ wystgpowania tych chorob i
stosunkowo wysoka czesto$¢ niektorych inwersji. Dlatego prawdopodobienstwo, ze
nosicielka inwersji ma dziecko dotknigte chorobg, cho¢ nieco wigksze niz u nosicielki,
jest nadal bardzo niskie. Ponadto nie wszyscy pacjenci z chorobami sg nosicielami
delecji, a dla tych z innymi typami mutacji inwersje stwierdzone u rodzicow moga by¢
zupelnie nieistotne. W niektorych przypadkach, takich jak zespot Williamsa-Beurena,
ostatnie badania nie wykazaly istotnego zwigzku mi¢dzy inwersjg a delecja, co sugeruje,
ze zwigkszona wrazliwo$¢ moze nie by¢ catkowicie jasna lub moze by¢ ograniczona do

pewnych haplotypow.

Jak wczesniej wspomniano, inwersje mogg bezposrednio wplywac na geny i ich regulacje
na réznych poziomach, z konsekwencjami od drastycznych do bardziej subtelnych.
Chociaz stosunkowo tatwo jest okresli¢, czy inwersja wptywa na gen (zakladajac, ze
znana jest doktadna pozycja punktow przerwania), przewidywanie posredniego wptywu
na regulacje gendéw jest znacznie trudniejsze. Bioragc pod uwage najbardziej wiarygodne
rejestracje inwersji w bazie InvFEST (potwierdzone lub przewidywane), wiekszo$¢ z
nich jest albo miedzygenowa, albo introniczna, ale okolo 12% moze spowodowac
»zepsucie” genu lub przynajmniej niektorych jego alternatywnych transkryptow.
Inwersje mogg rowniez wptywac na struktur¢ genu z nieznanymi konsekwencjami dla

ekspresji genow. W takich przypadkach potrzebne sg szczegotowe analizy, aby okreslic,
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w jaki sposob inwersja wptywa na ekspresj¢ zarOwno ,,zepsutych” genoéw, jak i bardziej

odleglych gendw.

Niektére inne geny wykazujg trwate rdznice w réznych zestawach danych z réznych
zrodet geograficznych [133]. Na przyktad ekspresja genu BLK wykazata dodatnig
korelacje z liczba inwersji 8p23.1 [29] w populacji europejskiej, ktora nie wystepuje w
Azji i Afryce. Wreszcie, poziomy ekspresji z kilku genow zostaly powigzane z inwersja
tylko w danym zestawie danych, takich jak geny XKR6, CTSB, NEIL2 i MSRA w LCL
dla inwersji 8p23.1, PLEKHM1 i CRHR1 w mézdzku dla 17g21. 31 genow inwersji lub
CCDC101 (krew) i IL27 (LCL) dla inwersji 16pl1, co ilustruje ztozono$¢ okreslania

wplywu inwersji na ekspresj¢ genow.

W inwersji 16pl1 inne geny poza regionem odwroconym, ale przylegajace do punktow
przerwania inwersji, roOwniez wydaja si¢ podlega¢ réoznym ekspresjom z rdéznymi
orientacjami inwersji (geny TUFM 1 SPNS1 wykazuja wyzsza ekspresje z jednym allelem
w dwoch réznych tkankach), co sugeruje, ze efekty inwersji wykraczaja poza region
odwrocony. [13] Ponadto wigkszo$¢ tych roznic w ekspresji jest zachowywana przez
model addytywny, w ktorym heterozygota wykazuje ekspresje posrednig w porownaniu
z obiema homozygotami, chociaz istnieja rowniez geny o wyzszej ekspresji u
heterozygot, takie jak z IL27 w inwersji 16p11. Dodatkowo wykryto réznice w ekspres;ji
w genach wielu kopii zlokalizowanych w punktach przerwania inwersji (np. LRRC37A i
A4 w 17q21.31 lub EIF3C 1 EIF3CL w 16pll) lub w rodzinach gendéw z kopiami
zlokalizowanymi zardéwno wewnatrz, jak i na zewnatrz odwrdconego regionu (np.
SULTA1 , geny SULTA2 i SULTA4 w 16pl11). Te zgloszone roznice nalezy jednak
traktowac z ostroznos$cig, poniewaz trudno jest doktadnie okresli¢ ilosciowo ekspresje
genow z kazdej pojedynczej kopii przy uzyciu mikromacierzy lub RNA-Seq. Przyktadem
tego jest LRRC37A, ktorego ekspresja wykazuje bardzo znaczace réznice miedzy
allelami inwersji 17q21.31 w kilku tkankach moézgu, ale uzyte sondy sa zdolne do
wigzania wiecej niz jednego docelowego genu z rodziny. [152] Warto zauwazy¢, ze kilka
wykrytych réznic w ekspresji gendow jest powigzanych z fenotypem, zapewniajac
mechanizm, dzigki ktdremu inwersja moze mie¢ funkcjonalne konsekwencje. Ekspresja
BLK moze posredniczy¢ w zwigkszonym ryzyku wystapienia tocznia rumieniowatego
uktadowego 1 reumatoidalnego zapalenia stawdéw zwigzanych z jedng z odwroconych
form 8p23.1 oraz nadprodukcji biatka Tau kodowanego przez MAPT (zwigkszona

inwersja haplotypu 17q21.31 H1) w ciatach komoérek nerwowych zostat powigzany z
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kilkoma zaburzeniami neurodegeneracyjnymi. W inwersji 16p11 zmiany w ekspresji
genoéw odpowiedzialnych za rownowage energetyczng i odpornos¢, takich jak TUFM i
IL27, moga wyjasnia¢ dziatanie ochronne przed wspotistnieniem astmy i otytosci. Jednak
w zadnym z tych przypadkéw nie przeprowadzono ogolnej analizy roznicowej ekspresji
w catym genomie w celu zidentyfikowania mozliwych zmian w ekspresji w dodatkowych

genach.

Dlatego istnieje kilka teorii na temat fenotypowych skutkow inwersji i zmian w ekspresji
genoéw, ale wymagaja one szerszych i1 glebszych badan. W kazdym razie mozna je
wykorzysta¢ jako podstawe do odkrycia nowych powigzan i przyczyn rzadkich i niezbyt

rzadkich choréb dziedzicznych.

Nie wiadomo, jakim mechanizmem, jesli w ogole, inwersja chromosomu 16 mogtaby

wplywac na otylos¢, ale jak pokazuje powyzsza dyskusja, mozliwosci jest wiele.
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4.5 Limitacje badania.

1. Wielkos¢ proby w bazie Populous, cho¢ duza, mogla nie by¢ wystarczajaco
reprezentatywna dla populacji Polski. Baza danych Populous, ktora zostata udostepniona
do ustalenia tej tezy, zawierala 6047 niepowigzanych ze sobg polskich ochotnikow.
Selekcji w tej grupie dokonano poprzez wlaczenie, wylacznie o0sob zdrowych
(dokonywanych metoda samooceny) oraz tych, ktérzy podali informacje o swoim roku
zycia, plci, powiecie i liczbie posiadanych dzieci w roku 2012, kiedy wypeiali
kwestionariusz. Maksymalna liczba badanych, ktora zostata uwzgledniona w analizie
statystycznej, wyniosta 5760 osob. Wykluczono brakujace dane genotypowania
pojedynczych SNP’6w oraz brakujace wartosci BMI od ponad 1038 osobnikow (18%).

Zatem finalna wielko$¢ grupy badanej wyniosta 4722 0sob.

2. Probki DNA badanych zostaty pobrane ze §liny, ktora mogla zawiera¢ mikrobiom jamy
ustnej, ktory teoretycznie mogl zanieczysci¢ wyniki. Chociaz wydajnos¢ DNA jest nizsza
ze $liny w porownaniu z ptynem krwi [153], odsetek odpowiedzi 0sob biorgcych udziat
w badaniach naukowych jest znacznie wyzszy w przypadku pobierania $liny w
poréwnaniu z pobieraniem krwi [154]. Jednak ta nieinwazyjna metoda ma wigksza szanse
zanieczyszczenia obcym DNA ze wzgledu na obecno$¢ mikrobiomu w jamie ustnej
cztowieka. Redukcje zanieczyszczenia przez obcy genotyp DNA, ustalono przez
zastosowanie etapOw przetwarzania zalecanych przez firme¢ Illumina i1/lub dlugosci

uzywanych sond na macierzach beadchip firmy [llumina.

3. Wskaznik BMI liczony jest tylko z wagi oraz wzrostu nie pokazuje on doktadnego
sktadu ciata. Niestety nie jest on idealnym wskaznikiem otytosci, poniewaz
wysportowane osoby réwniez moga wazy¢ wigcej. W uzytej bazie danych nie mamy
dostepnych innych parametrow takich jak np. aktywno$¢ fizyczna czy sklad masy ciala,

dlatego nie mozna zweryfikowac¢ czy dana osoba jest otyta czy bardzo wysportowana.

4. Nie mamy potwierdzenia przy uzyciu innej metody np. techniki FISH, Ze rzeczywiscie
w tym konkretnym regionie u tych pacjentow wystepuje inwersja. W tym badaniu

mozemy opiera¢ si¢ tylko na narzgdziach bioinformatycznych.

5. Istotne wyniki warto$ci p nie przetrwaja wielokrotnych korekt testowych (np. korekty
Bonferroniego).
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4.6 Whioski.

Podsumowujac, pomimo mozliwych problemow, jakie mozna napotkaé przy
wykonywaniu takiego badania, teoretycznie mozliwe jest znalezienie powigzan
genetycznych ze zwickszonym BMI przy bardzo duzych bazach danych. W powyzszym
badaniu prawdopodobnie znaleziono powigzania inwersji chromosomu 16, genu TUFM,
genu CCDC101 oraz genu SPNS1 ze zwigkszong waga oraz w przypadku genu
CCDCI101 réwniez z prawdopodobng predyspozycja do dziatania ochronnego.

Jednakze biorgc pod uwage limitacje badania, a zwtaszcza to, ze chociaz liczebnos¢ grupy
badawczej byta duza, nie byla ona na tyle duza, aby da¢ statystycznie istotne rdznice po
korektach (np. korekcie Bonferroniego). Podobnie jak w przypadku wszystkich
niereplikowanych wynikéw, oprocz biedu losowego, nie mozna wykluczy¢ dos¢ licznych
mozliwo$ci  wystagpienia bledow systematycznych (oprocz skorygowanych i
wynikajacych z ograniczen, np. dotyczacych regresji), dla wszystkich wynikow

konieczna jest replikacja.

Mimo wszystko uzyskane wyniki dajg nam poglad na to, ze chromosom 16 jest ciekawym
miejsce do zbadania i jest szansa , ze zard6wno inwersja jak 1 geny lezace obok niej moga
predysponowac do zwickszonej wagi lub dziata¢ ochronnie. Jako, Ze otyto$¢ jest chorobg
cywilizacyjng, niesie ze soba wiele powiklan oraz przyczynia si¢ do powstania innych
grozniejszych chorob, tak naprawde kazda wskazowka co do genetycznej predyspozycji
jest warta zbadania. Im wigcej znajdziemy genetycznych powigzan tym wigksza szansa,
aby uchroni¢ przyszte pokolenia przed ta chorobg. Oczywiscie nalezy rowniez pamigtac,
ze otyto$¢ to nie tylko genetyka ale rowniez styl zycia i Srodowisko, ktore ma bardzo
duzy wptyw na pojawienie si¢ tej choroby. Nie wszystkie osoby otyte to osoby, ktore
maja genetyczne predyspozycje. Mimo wszystko badania genetyczne w kierunku otytosci
moga pomde w zapobieganiu tej choroby, poniewaz wiedzac o byciu genetycznie podatng
na t¢ chorobe, dana osoba begdzie mogta zadbaé bardziej o swoj styl zycia czy dietg.
Uwazam , ze badania genetyczne w tym kierunku to przysztos$¢ a uzyskane wyniki z tej
pracy badawczej moga znacznie zawezi¢ obszar poszukiwan wsrod wszystkich genow

czy mutacji.
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Streszczenie

Inwersje chromosomowe sa zréznicowang klasg mutacji chromosomowych. Mogg by¢
mate lub duze, o dtugosci nawet do 900 000 par zasad. Naukowcy odkryli, ze inwersje
chromosomowe prawdopodobnie biorg udzial w ewolucji genomu oraz moga by¢
odpowiedzialne za choroby takie jak na przyktad Zespot Sotosa czy uposledzenie
umystowe. Inne badania wykazaty, ze inwersje mogg mie¢ wptyw na naszg ptodnos¢ lub

by¢ odpowiedzialne za predyspozycje do otytosci.

Otylo$é jest uwazana za pandemie obecnego stulecia przez Swiatowa Organizacje
Zdrowia (WHO). Jest to zaburzenie charakteryzujace si¢ nieproporcjonalnym wzrostem
masy ciala w stosunku do wzrostu, gléwnie na skutek gromadzenia si¢ tkanki
thuszczowej. . Dieta oraz czynniki spoleczne, ekonomiczne i $Srodowiskowe to gtéwne
przyczyny otytosci. Na prawdopodobienstwo otylosci moze mie¢ wplyw natura i
wychowanie, zwigkszane przez genetyke rodziny lub styl Zycia. ROwniez waznym
czynnikiem wptywajacym na otyto$¢ wedle najnowszych badan jest mikrobiom. Niektore
z chorob wspotistniejacych zwigzanych z nadwagg i otyloscig to cukrzyca typu 2,
nadci$nienie, udar, choroba wiencowa, zastoinowa niewydolno$¢ serca, astma |,
przewlekty bol plecow, choroba zwyrodnieniowa stawow, zatorowos¢ ptucna, choroby
pecherzyka zotciowego, a takze zwigkszone ryzyko niepetnosprawnosci. Jednak jednym
z najpowazniejszych skutkow otytosci sg nowotwory takie jak rak piersi, endometrium,
jajnika, jelita grubego, przetyku, nerek, trzustki czy prostaty. Jak dotad najskuteczniejsze
metody leczenia obejmuja zmiany stylu zycia 1 diety. Osobom z chorobami
wspotistniejacymi, ktére nie sg w stanie schudna¢ poprzez samg modyfikacje stylu zycia,

zaleca si¢ farmakoterapig¢ 1 chirurgi¢ bariatryczng.

Biorac pod uwage fakt, ze otylo$¢ jest bardzo powazng chorobg o zagrazajacych zyciu
konsekwencjach, bardzo wazna jest znajomo$¢ jej mechanizméw 1 czynnikow
predysponujacych. Stad coraz wigksza popularnos¢ badan, w ktorych poszukiwane sg
predyspozycje genetyczne do nadwagi i otylosci. Na przyktad badania wykazaty, ze
mutacje w genach LEPR, MCA4R czy FTO moga predysponowac do otytosci.
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Cel pracy:

Glownym celem pracy byla analiza zwiagzku inwersji chromosomowej 16p11.2 oraz
genow wystepujacych w regionie z predyspozycja do wystgpienia otytosci i nadwagi w
populacji Polski, ktore sa kontynuacja badania zawartego w mojej pracy magisterskiej

(,,A genetic sequence inversion on chromosome 16 in the Polish population.” 2018).
Materialy i Metodyka:

Po wykonaniu genotypowania 6047 osdb przez ,,Laboratorium Biobanku w Zaktadzie
Biofizyki Molekularnej Uniwersytetu L.odzkiego™ dane zostaly przekazane do PUM w
drodze umowy transferowej. Na podstawie obliczen w tej pracy utworzono kodowanie R
za pomocg PLINK zaimplementowanego w dedykowanym skrypcie R, a nastgpnie za
pomoca MAFFT i JalView ustalono inwersje chromosomu 16. Nastgpnie za pomoca R
wygenerowano baz¢ danych zawierajaca tylko polimorfizmy pojedynczych nukleotydow
w obszarze inwersji. Analiz¢ statystyczng przeprowadzono w programie R za pomoca
testow: rho Spearmana, testu Kruskala-Wallisa, testow asocjacji z wykorzystaniem
biblioteki R [SNPassoc] z funkcja WGassociation oraz testow Fishera i Cochrana.
Funkcja WGassociation przeanalizowata nastepujace modele genetyczne: dominujacy,

recesywny, heterozygotyczny i logarytmiczny.
Wyniki:

Po przeprowadzeniu analizy badan asocjacyjnych migdzy modelami genetycznymi
nadwagi i otytosci, a SNP’ami w obszarze inwersji chromosomu 16 wykazano, ze jedyna
istotna roznica statystyczna wystgpuje w modelu recesywnym RS149299 (p=0,043)
mig¢dzy grupg osob z prawidtowa masg ciata oraz grupa osob z otyloscia. W przypadku
tego SNP’u, u 0s6éb otytych genotyp C/C byl czgstszy niz u oséb o wadze prawidlowe;.
W przypadku gendéw lezacych w obszarze inwersji, istotnos¢ statystyczng osiggnat gen
TUFM w modelu dominujagcym dla RS8061877 (p=0.032) zaréwno dla grup BMI ( grupa
z wagg normalng i grupa z otyloscia) jak i BMI jako zmiennej numerycznej, gdzie osoby
z genotypem CC mialy wyzsze wartosci BMI. Gen CCDC101, osiagnat istotno$¢
statystyczng W modelu przewagi heterozygoty dla RS4788073 (p=0.025, p=0.00012) w
przypadku poréwnania grupy z niedowaga i waga prawidtowa i w przypadku grupy z
niedowagg i otytoscig oraz w modelu recesywnym dla RS11401 (p=0.017) w przypadku
pordwnania grupy z wagg normalng i nadwagg. Zaréwno RS4788073 jak 1 RS11401

dziataty ochronnie i prawdopodobnie mogg predysponowacé do nizszej wagi. Wartos¢
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p.value dla RS4788073, przy porownaniu grupy osob z niedowaga i otyloscig, przeszta
jako jedyna korekte Bonferroniego. Gen SPNS1 w modelu przewagi heterozygoty dla
RS3922668 (p=0.03) przy poréwnaniu grupy z waga prawidlowg i otytoscig réwniez
osiggnat istotnos¢ statystyczng. Przemawia to w tym przypadku za tym, ze osoby bedace
homozygotami moga mie¢ wigksze predyspozycje do otylosci niz heterozygoty.
Powigzania z innymi genami nie osiagnely istotnosci statystycznej. Wszystkie analizy, z

wyjatkiem wynikow dla RS4788073, nie przeszty korekty Bonferroniego.

Whioski:

Podsumowujac, powyzsze badanie prawdopodobnie wskazuje na zwigzek inwersji
chromosomu 16 z otylo$cia (trzy SNP’y daty podobne wyniki, ale tylko jeden przekroczyt
istotnos¢ statystyczng z powodu dodatkowej mutacji w jednej z wersji inwersji). Rowniez
prawdopodobny zwigzek ze zwigkszong waga moze mie¢ gen TUFM, gen CCDC101 oraz
gen SPNS1. W przypadku genu CCDC101 rowniez prawdopodobna jest predyspozycja
do dziatania ochronnego. Jednakze biorgc pod uwagg limitacj¢ badania, a zwtaszcza to,
ze chociaz liczebno$¢ grupy badawczej byta duza, nie byta ona na tyle wystarczajaca, aby
da¢ statystycznie istotne réznice po korektach (np. korekcie Bonferroniego), co udato si¢
tylko osiggna¢ w przypadku tylko jednej analizy. Niemniej jednak uzyskane wyniki
pozwalaja sadzi¢, ze chromosom 16 jest potencjalnie interesujacym miejscem do
zbadania i istnieje szansa, ze zarOwno inwersja, jak i ocenione geny moga predysponowaé

do zwigkszenia wagi lub dziata¢ ochronnie.
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Abstract

Chromosomal inversions are a diverse class of chromosomal mutations. They can be
small or large, varying in length up to 900 000 base-pairs. Scientists have discovered that
chromosomal inversions are likely involved in genome evolution and may be responsible
for diseases such as Sotos Syndrome and mental retardation. Other studies have shown

that inversions may affect fertility or be responsible for predisposition to obesity.

Obesity is considered a pandemic of this century by the World Health Organization
(WHO). It is a disorder characterized by a disproportionate increase in body weight in
relation to height, due to the accumulation of adipose tissue. Diet and social, economic
and environmental factors are the main causes of obesity. The likelihood of obesity can
be influenced by family genetics or lifestyle and increased by upbringing and the
environment, including the microbiome. Some of the comorbidities associated with being
overweight and obese are type 2 diabetes, high blood pressure, stroke, coronary artery
disease, congestive heart failure, asthma, chronic back pain, osteoarthritis, pulmonary
embolism and gallbladder disease, as well as an increased risk of disability. However,
one of the most serious effects of obesity are cancers such as breast, endometrial, ovarian,
colon, esophageal, kidney, pancreatic and prostate cancers. The most effective treatments
so far involve lifestyle and dietary changes. For people with comorbidities and who are
unable to lose weight through lifestyle modification alone, pharmacotherapy and bariatric

surgery are recommended.

Considering the fact that obesity is a very serious disease with life-threatening
consequences, knowledge of its mechanisms and predisposing factors is very important.
Hence the growing amount of research in which genetic predispositions to overweight
and obesity are sought. For example, studies have shown that mutations in the LEPR,

MCA4R or FTO genes can predispose to obesity.
Goal:

The main purpose of the thesis was to analyze the relationship between the 16p11.2
chromosome inversion and genes occurring in the region with the predisposition to
obesity and overweight in the Polish population which is the continuation of the research
included in my master's thesis (,,A genetic sequence inversion on chromosome 16 in the

Polish population.” 2018).
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Materials and Methodology:

Following the genotyping of 6047 subjects, carried out by ,,Laboratorium Biobanku w
Zaktad Biofizyki Molekularnej Uniwersytetu Lodzkiego”, the data was transferred to
PUM by a transfer agreement. For the basis of the calculations in this thesis, R coding
was created using PLINK implemented in a dedicated R script, and then, using MAFFT
and JalView, the chromosome 16 inversion was established. Then, using R, a database
was generated including only single nucleotide polymorphisms in the inversions area. In
this thesis: statistical analysis were performed in the R program using the following tests:
Spearman's rho, Kruskal-Wallis tests, and association tests using the R library
[SNPassoc] with the function WGassociation, as well as Fisher and Cochran tests. The
WGassociation function analyzed the following genetic models: dominant, recessive,

heterozygote and log-additive.
Results:

After performing the analysis association studies between overweight and obesisty versus
SNP genetic models in the area of chromosome 16 inversion, it was shown that the only
significant statistical difference before Bonferroni correction was found with the
recessive model RS149299 (p=0.043) between the group of people with normal weight
and the group of people with obesity. For this SNP in obese people, the C/C genotype
was more common than in normal weight people. As for genes lying in the inversion area,
statistical significance was achieved with the TUFM gene in the dominant model for
RS8061877 (p=0.032) between BMI groups (hormal weight group and obese group) and
BMI as a continuous variable versus the genetic model, where people with the CC
genotype had higher BMI. The CCDC101 gene in the heterozygote model for
RS4788073 (p=0.025, p=0.00012) when comparing underweight and normal weight
groups or comparing underweight and obesity, and in the recessive model for RS11401
(p=0.017) with normal weight compared with overweight also were statistically
significant. RS4788073 and RS11401 were possibly protective and predisposing to lower
weight. The p.value for RS 4788073 when comapring underweight and obesity passed
the Bonferroni correction. The SPNS1 gene with the heterozygote model for RS3922668
(p=0.03) comparing normal weight and obesity also gave a low p-value, suggesting that

people who are homozygous for either allele - may have a greater predisposition to
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obesity than heterozygotes. Associations with other genes did not reach statistical
significance. All associations , except RS4788073, did not pass Bonferroni correction.

Conclusions:

In summary, the above study possibly indicates anassociation of the inversion of
chromosome 16 with obesity (the three inversion SNPs gave similar results, but only one
crossed statistical significance because of additional mutation on one version of the
inversion in the other SNPs). SNP minor allele genotypes from the TUFM gene, the
CCDC101 gene and the SPNS1 gene were also possibly associated with increased weight
and, in the case of the CCDC101 gene, with a possible predisposition to a protective
effect. Consdiering the limitations of the study, and especially the fact that although the
size of the study group was large, it was not large enough to give statistically significant
differences after adjustments (e.g. Bonferroni adjustment) for most comparisons, and
only one analysis passed thise correction, these results should be treated with caution.
Nevertheless, the obtained results give us the idea that chromosome 16 is possible
interesting place to investigate and there is a chance that both the inversion and the genes
assessed may predispose to increased weight or act protectively.
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