Macekova S. a kol.: Analyza FTO ...

ANALYZA FTO GENETICKEHO VARIANTU U PACIENTOV
S DIABETES MELLITUS 2. TYPU

Macekova S., Bernasovska J., Boroniova 1., Dojc¢adkova D., Gal'ova J., Biro§ Hronska D.,
Klobusovska I., Jurco T.

Katedra biologie, Fakulta humanitnych a prirodnych vied, Presovskd univerzita v Presove

Uvod Jednym z neddvno objavenych génov asociujiicich s diabetes mellitus 2. typu je gén FTO (fat mass and obesity as-
sociated), ktorého vplyv na vznik a rozvoj diabetu je pravdepodobne sprostredkovany cez adipozitu.

Ciel’ Cielom studie bolo zistit asocidaciu polymorfizmu rs9939609 T >A génu FTO s vybranymi antropometrickymi para-
metrami u pacientov s diabetes mellitus.

Material a metédy Vysetrili sme 255 pacientov s diagnézou diabetes mellitus 2. typu. Genotypizaciu sme vykonali podla
Standardného protokolu s pouzitim pristroja 7 500 Fast Real-Time PCR System.

Vysledky Genotypovo-fenotypovou analyzou sa zistili Statisticky vyznamné rozdiely medzi genotypmi a telesnou hmotnos-
fou (p = 0,002), BMI indexom (p = 0,025), ako aj obvodom pdsa (p = 0,005). Skimané parametre s kazdou pribiuidajuicou
rizikovou alelou asociujui s rasticim trendom ich priemernych hodnot.

Zaver Zo zisteni mozZeme konstatovat, Ze pritomnost mutovanej alely skiumaného polymorfizmu rs9939609 génu FTO
predznamendva vyssie riziko obezity u diabetickych pacientov.
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Uvod a ciel’

Diabetes mellitus je definovany ako metabolické
ochorenie mnohopocetnej etiologie, patogeneticky charak-
terizované chronickou hyperglykémiou, ktora vedie k de-
fektom inzulinovej sekrécie a funkcie [18]. Diabetes mel-
litus 2. typu je najrozsirenejSou formou diabetu, typicky
charakterizovany poklesom pankreatickej sekrécie inzuli-
nu v kombinacii s inzulinovou rezistenciou. S inzulinovou
rezistenciou je spata obezita a zvySené mnozstvo visceral-
neho tuku. To predstavuje jeden z najzavaznej$ich riziko-
vych faktorov pre vznik DM 2. typu [14]. Asocidcia medzi
zvySenou hmotnostou a rizikom diabetu 2. typu je linear-
na. Celosvetovo sa obezita podiel'a z 58 % na vyvoji dia-
betu [17].

Obezita je vSeobecne povazovana za ochorenie sivi-
siace so Zivotnym $tylom, avSak ide o komplexné multi-
faktorové ochorenie, Vv patogenéze ktorého vyznamni
ulohu zohrava vzajomna suhra roznych environmental-
nych faktorov na vhodnom genetickom pozadi. Vplyv
genetickych faktorov na rozvoj obezity je Castokrat pod-
ceflovany a to aj napriek tomu, ze sa odhaduje na 30 az 70
% [10, 11].

Jednym z ostatych identifikovanych génov obezity je
gén FTO (fat mass and obesity associated). Celogenémo-
va asocia¢na $tidia vykonana Fraylingom et al. (2007) pre
vyhladavanie génov pre diabetes mellitus 2. typu, odhalila
asociaciu s ochorenim, ktora vSak bola sprostredkovana
cez adipozitu. Gén FTO predstavuje riziko vzniku diabe-
tes mellitus 2. typu prave prostrednictvom silnej asocid-
cie jeho polymorfizmov s obezitou. Aj ked’ biologicka
funkcia génu FTO a jeho produktu este nie je celkom ob-
jasnend, génovy profil u I'udi odhal'uje, Ze 'udsky gén pre
FTO sa exprimuje v mnohych tkanivach vratane pankrea-
tickych ostrovéekov, tukového tkaniva a svalov [1, 3, 4,
16], priCom najvyraznejSia expresia Sa zistila v hypota-
lame, Vv oblasti mozgu zodpovednej za regulaciu energe-

tickej homeostazy [5]. Tieto zistenia naznacuju, ze gén pre
FTO by sa mohol podiel'at’ na centrdlnom riadeni energe-
tickej homeostazy a hrat’ kI'i¢ovli ulohu pri rozvoji obezi-

ty.

Gén pre FTO je viac ako 400 kb dlhy, ma 9 exonov, 8
intrébnov anachadza sa na chromozéme 16q12.2 [8].
U l'udi najsilnejSie asociuju S obezitou génové varianty
V prvom intréne génu [3, 4, 13], tak ako polymorfizmus
rs9939609. Ciel'om tejto Stidie bolo pomocou Statisticke;j
analyzy testovat’ a vyhodnotit' genotypovo-fenotypovy
vztah vybraného polymorfizmu rs9939609 génu FTO
s antropometrickymi parametrami u pacientov s diabetes
mellitus 2. typu.

Material a metodika vySetreni

Predmetom vyskumu bolo 255 pacientov s klinickou
diagnozou diabetes mellitus 2. typu (priemerny vek 60,09
+ 7,77 rokov). Vyber pacientov sa realizoval v spolupraci
s endokrinologickymi ambulanciami v PreSovskom kraji.
Pri vybere pacientov sa re$pektovali vietky etické princi-
py vyzadované pre priebeh vyskumu a kazdy pacient
podpisal informovany stihlas. Antropometrické parametre
sme merali podl'a $tandardnych metod. U pacientov bola
po odobrati vzorky periférnej krvi pouzitim beznych ko-
merénych kitov extrahovand DNA a nasledne bola pouzi-
tim TagMan SNP sond (Applied Biosystems, Foster City,
CA) podla standardného protokolu vykonana genotypova
analyza vybraného polymorfizmu rs9939609. Fluorescen-
cia bola detegovana pomocou pristroja 7500 Fast Real-
Time PCR System (Applied Biosystems). Pri $tatistickej
analyze dat boli pouzité metoddy deskriptivnej Statistiky,
Pearsonov Chi’-kvadratovy test a ANOVA test. K Statis-
tickému testovaniu sa pouzil program PASW pre Win-
dows verzia 17.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA), pricom
kritériom pre Statistickil vyznamnost' bola hodnota p <
0,05.
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Vysledky

Deskriptivna charakteristika analyzované¢ho suboru
pacientov s diabetes mellitus 2. typu je uvedena v tabul’ke
1.

Table 1 Characteristics of patients with type 2 DM

Parameter Study group (N = 255)
Mean + SD
Age (years) 60.09 + 7.77
Height (cm) 168.02 + 8.23
Weight (kg) 96.83 + 15.06
BMI (kg/m?) 3434+ 5.09
WC (cm) 113.04 + 11.33
HC (cm) 120.71 + 12.15

Data are presented as mean =+ standard deviation (SD), N-
number of individuals, DM-diabetes mellitus, BMI-body mass
index, WC-waist circumference, HC-hip circumference

V distribucii genotypov analyzovaného polymorfizmu
rs9939609 génu FTO sa nezistili Statisticky vyznamné
rozdiely v odchylke od Hardy-Weinbergovej rovnovahy
(p = 0,605). Distribucia genotypovych a alelovych frek-
vencii analyzovaného polymorfizmu v subore diabetic-
kych pacientov je znazornena v tabul’ke 2. U 255 pacien-
toch sme detegovali 73 (28,6 %) jedincov homozygotnych
pre protektivnu alelu T, 123 (48,2 %) jedincov s genoty-
pom AT (heterozygot) a 59 (23,2 %) jedincov homozy-
gotnych pre mutantnu alelu A, pricom jej frekvencia bola
47,3 %.

V tabulke 3 je uvedend zakladna charakteristika ana-
lyzovaného suboru podl'a genotypov. Z tabul’ky vyplyva,
ze jestvuju Statisticky vyznamné rozdiely medzi jednotli-
vymi genotypmi, okrem telesnej hmotnosti (p = 0,002) aj
vindexe telesnej hmotnosti (BMI indexe (p = 0,025)
a v obvode péasa (p = 0,005). Jedinci s mutantnym genoty-
pom (AA) mali v priemere 0 6,93 kg vys§iu telesnu hmot-
nost’, v porovnani s jedincami S pritomnou len jednou
rizikovou alelou (heterozygot AT) aaz o0 8,51 kg vyssiu
hmotnost’ ako jedinci bez pritomnosti rizikovej alely (ho-
mozygot TT). Priemerna hodnota BMI indexu u jedincov
s rizikovym genotypom AA bola 35,83 + 5,09 kg/m?, kym
u jedincov s protektivnym genotypom TT sme zistili index
BMI nizsi 0 2,35 kg/m?. Signifikantny bol aj rozdiel me-
dzi jednotlivymi genotypmi V priemernych hodnotach
obvodu pasa (Tab. 3). Priemerna hodnota obvodu pasu
bola u jedincov s rizikovym genotypom AA v porovnani s
jedincami homozygotnymi pre protektivnu alelu T vys$Sia
06,23 cm.

Table 2 Allele and genotype frequencies of rs9939609
polymorphism of FTO gene in diabetic patients

Polymorphism rs9939609 Study group
N (%)
Homozygotes AA 59 (23.2 %)
Heterozygotes AT 123 (48.2 %)
Homozygotes TT 73 (28.6 %)
HWE p = 0.605
Frequency of mutant allele A 47.3 %
Frequency of protective allele T 52.7 %

DM-diabetes mellitus, N-number of individuals, HWE-Hardy-
Weinberg equilibrium

Table 3 Comparison of parameters between the different genotypes of rs9939609 polymorphism for the FTO gene

gene in diabetic patients

Paeameters Genotype (mean + SD)
TT AT AA p

Value

Total N 73 123 59

Age (years) 60.99 + 6.84 59.60 £+ 8.38 60.02 = 7.53 0.483

Height (cm) 167.97 £ 7.32 167.42 £ 8.81 169.34 + 8.01 0.340

Weight (kg) 94.10 + 10.01 95.68 £ 16.71 102.61 £15.35 0.002

BMI (kg/m?) 33.48 £4.26 34.13 £ 541 35.83 +5.09 0.025

WC (cm) 110.74 £ 8.62 112.53 £12.36 116.97 £11.19 0.005

HC (cm) 122.53 £12.15 117.88+11.18 124.83 £ 13.41 0.064

Data are presented as mean = standard deviation (SD), N-number of individuals, BMI-body mass index, WC-waist circum-

ference, HC-hip circumference
Diskusia

Obezita je zavazny zdravotny problém a znacna Cast’
obéznych l'udi zomiera na ochorenia sposobené komplika-
ciami zo zvySenej hmotnosti [2]. Obezita ako chronické
ochorenie multifaktorového pdvodu, vyplyva zo vzajom-
nej interakcie environmentalnych a genetickych faktorov
a predstavuje vyznamny rizikovy faktor pre rozvoj mno-
hych chronickych ochoreni vratane diabetes mellitus 2.
typu. Asociaciu variant pre gén FTO srizikom vyssej
hmotnosti az obezity ako prvy zistili Frayling et al.
(2007). Vykonanim celogenomovej asociacnej Studie za-
meranej na vyhladavanie génov s vnimavostou k dia-

betes mellitus 2. typu zistili silni a vysoko signifikantnu
asociaciu medzi skupinou beznych jednonukleotidovych
polymorfizmov (SNP) v prvom intréone génu FTO a ocho-
renim. Skriningom viac nez 490 000 SNP zistili, ze bezné
varianty v FTO regione silne asociuju k diabetu 2. typu,
avsak, ked’ sa analyzou polymorfizmu rs9939609 u 3757
pacientov s diabetom a 5346 kontrol zamerali na index
BMI, zistili signifikantni asociaciu rizikovej alely A
s vy$8im indexom BMI. Asociacia pre gén FTO k diabetes
bola pravdepodobne sprostredkovana obezitou, ¢o zdoraz-
fluje patogénne prepojenie medzi obezitou a diabetom 2.
typu. Neskor sa objavuje mnoho d’al$ich stadii s réznym
dizajnom a réznym pocétom jedincov, u ktorych sa nasled-
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ne potvrdila asocidcia s jednonukleotidovymi polymor-
fizmami pre gén FTO, nielen s hodnotami v BMI indexe,
ale tiez s d’al$imi parametrami telesného zloZenia, ktoré sa
pouzivaju pri hodnoteni obezity [1, 3, 6, 7, 9, 12, 13, 15].
Cielom §tudie bolo analyzovat asociaciu medzi beznym
variantom rs9939609 a obezitou u diabetickych pacientov
na Slovensku. Zistili sme signifikantné rozdiely medzi
jednotlivymi genotypmi polymorfizmu rs9939609 génu
FTO v telesnej hmotnosti (p = 0,002), indexe BMI (p =
0,025), ako aj v obvode pasu (p = 0,005). U vsetkych
parametrov sme zistili rastaci trend priemernych hodnét
s kazdou pribudajtcou rizikovou alelou. Na zaklade ziste-
nych skuto¢nosti mozeme konstatovat’, ze rs9939609 po-
lymorfizmus pre gén FTO asociuje s telesnou hmotnos-
tou, indexom BMI a obvodom pasu. Ztoho vyplyva, ze
pritomnost’ mutantnej alely v skimanom polymorfizme
predstavuje u diabetickych pacientov vysSie riziko obezi-
ty.

Zaver

Genotypovo-fenotypova analyza odhalila, ze pritom-
nost mutantnej alely A polymorfizmu rs9939609 génu
FTO predstavuje u diabetickych pacientov zvysené riziko
obezity. Poznanie rizikového genotypu a nasledné pouzitie
genetickych poznatkov v klinickej praxi, by mohlo vylep-
Sit’ pristup k prevencii a liecbe obezity a tak napomoct’
znizit’ riziko vzniku mnohych kardiometabolickych kom-
plikacii, vratane diabetes mellitus 2. typu.
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ANALYSIS OF FTO GENETIC VARIATION IN PATIENTS WITH TYPE 2 DIABETES MELLITUS
Macekova S., Bernasovska J., Boronova 1., Dojcakova D., Galova J., Biros Hronska D., Klobusovska I., Jurco T.

Introduction One of the recently discovered genes associated with type 2 diabetes is FTO (fat mass and obesity associat-
ed) gene, its effect on formation and development of diabetes is likely mediated through adiposity.
Objective The aim of this study was to examine the association of the rs9939609 polymorphisms T >A in FTO gene with

selected anthropometric parameters in diabetic patients.

Materials and Methods The study group comprised 255 patients with type 2 diabetes mellitus. Genotyping was performed
according to standard protocol using the 7 500 Fast Real-Time PCR System.
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Results Genotype-phenotype analysis revealed statistically significant differences between the genotypes in body weight (P
= 0.002), the body mass index (P = 0.025) and in the waist circumference (P = 0.005). For all these parameters it has
been found a growing trend in the mean values with each additional risk allele.

Conclusion Based on our results, we can conclude that the presence of mutant allele of the analyzed rs9939609 polymor-
phism in FTO gene is inflicting higher risk of obesity in diabetic patients.

Key words: obesity, DM 2.type, gene, polymorphism, association
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