SveuciliSte Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku
SveuciliSte u Dubrovniku

Institut Ruder Boskovi¢

Doktorski studij Molekularne bioznanosti

Ana — Marija Popovi¢ Juri¢

DISTRIBUCIJA POLIMORFIZAMA GENA FTO |
NJEZINA POVEZANOST S DULJINOM TELOMERA |
KLINICKIM STATUSOM ZENA S PRETILOSTI

Doktorski rad

Osijek, 2023.



TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

SveuciliSte Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku Doktorski rad
SveuciliSte u Dubrovniku

Institut Ruder Boskovic¢

Doktorski studij Molekularne bioznanosti

Znanstveno podrudje: Interdisciplinarno podrucje znanosti
Znanstvena polja: biologija, temeljne medicinske znanosti

DISTRIBUCIJA POLIMORFIZAMA GENA FTO | NJEZINA POVEZANOST S DULJINOM
TELOMERA I KLINICKIM STATUSOM ZENA S PRETILOSTI

Ana — Marija Popovi¢ Juri¢

Doktorski rad je izraden u: Laboratorij za molekularnu i stani¢nu biologiju, Zavod za molekularnu
biologiju, Institut Ruder Boskovi¢, Zagreb

Mentori: prof. dr. sc. Ivica Rubelj, znanstveni savjetnik; dr. sc. Martina Matovinovi¢, dr. med. visi
znanstveni suradnik

Kratki sazetak doktorskog rada:

Gen FTO (fat-mass and obesity associated gene) se prvi put u cjelogenomskim studijama
povezuje s povecanim indeksom tjelesne mase (ITM) i pretiloSéu te sa ekspresijom i funkcijom
susjednih gena $to upu¢uje na naruseni odgovor na sitost, prejedanje i hranjenje bez osjecaja gladi. U
ovom istrazivanju ispitali smo genetsku osnovu nastanka pretilosti te kako se ista reflektira na
metabolizam telomera. Dobiveni rezultati potvrduju povezanost gena FTO s poveéanim ITM i
nastankom pretilosti. Distribucija polimorfizama pokazuje bimodalni efekt izmedu nula rizi¢nih
varijanti i tri koliko je analizirano u ovom istrazivanju, odnosno ukupno $est rizi¢nih varijanti koliko je
uzeto za usporedbu. Polimorfizami gena FTO utjeu na dinamiku skraéivanja telomera gdje analiza
pokazuje da prisutnost rizi¢nih varijanti dovodi do veceg skraéivanja telomera u odnosu na pretilost bez
rizi¢nih varijanti ¢iji je utjecaj na skraéivanja telomera jednak kao i kod pojedinaca normalne tjelesne
mase. Pojedinci s krac¢im telomerama i rizi€nim varijantama gena FTO u buduénosti bi mogli imati
koristi u vidu brzeg i u¢inkovitoijeg pristupa u lijeCenju gubitka tjelesne mase ako bi individualni pristup
ukljucivao mjerenje duljine telomera i odredivanje FTO genotipa.

Broj stranica: 105

Broj slika: 26

Broj tablica: 8

Broj literaturnih navoda: 195

Jezik izvornika: hrvatski

Kljuéne rije¢i: pretilost, gen FTO, polimorfizmi, telomere

Datum obrane:

Stru¢no povjerenstvo za javnu obranu:
1.

2.
3.
4.
Doktorski rad je pohranjen u: Nacionalnoj i sveuciliSnoj knjiznici Zagreb, Ul. Hrvatske bratske

zajednice 4, Zagreb; Gradskoj 1 sveuciliSnoj knjiznici Osijek, Europska avenija 24, Osijek; Sveucilistu
Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku, Trg sv. Trojstva 3, Osijek.



BASIC DOCUMENTATION CARD

Josip Juraj Strossmayer University of Osijek PhD thesis
University of Dubrovnik

Ruder Boskovi¢ Institute

Doctoral Study of Molecular biosciences

Scientific Area: Interdisciplinary area of science
Scientific Fields: biology, basic medical sciences

DISTRIBUTION OF FTO POLYMORPHISMS AND ITS ASSOCIATION WITH TELOMER
LENGTH AND CLINICAL STATUS OF WOMEN WITH OBESITY

Ana — Marija Popovi¢ Juri¢

Thesis performed at: Laboratory for molecular and cellular biology, Division of molecular biology,
Ruder Boskovi¢ Institute, Zagreb

Supervisor/s: prof. dr. sc. Ivica Rubelj, senior scientist; dr. sc. Martina Matovinovi¢, dr. med. senior
research associate

Short abstract:

For the first time in whole-genome wide studies, the FTO (fat-mass and obesity associated) gene
is associated with an increased body mass index (BMI), with the expression and function of neighboring
genes and points to an impaired response to satiety, overeating and feeding without feeling hungry. In
this research, we have examined the genetic basis of obesity and how it is reflected on telomere
metabolism. Obtained results confirmed association between FTO gene with increased BMI and obesity.
Distribution of polymorphisms displays a bimodal effect between zero risk variants and three, the
number analysed in this research or total of six risk variants analysed for comparison. FTO gene
polymorphisms have effect on the dynamics of telomere shortening where analysis shows that the
presence of risk variants leads to greater telomere shortening compared to obesity without risk variants
whose effect on telomere shortening is the same as in individuals of normal body weight. Individulas
with shorter telomeres and risk variants could benefit in the future from effcient and effective approach
to weight loss treatment if the individual approoach would include measuring telomere length and
determining the FTO genotipe.

Number of pages: 105

Number of figures: 26

Number of tables: 8

Number of references: 195

Original in: croatian

Key words: obesity, FTO gene, polymorphisms, telomeres

Date of the thesis defense:

Reviewers:
1.

2.
3.
4
Thesis deposited in: National and University Library in Zagreb, Ul. Hrvatske bratske zajednice 4,

Zagreb; City and University Library of Osijek, Europska avenija 24, Osijek; Josip Juraj Strossmayer
University of Osijek, Trg sv. Trojstva 3, Osijek.



Doktorsku disertaciju izradila sam u Laboratoriju za molekularnu i stani¢nu biologiju,
Zavoda za molekularnu biologiju, Institut Ruder Boskovi¢ u Zagrebu, pod mentorstvom prof.
dr. sc. lvice Rubelja, znanstvenog savjetnika u trajnom zvanju i dr. sc. Martine Matovinovié,

viSe znanstvene suradnice.



Non quia difficilia sunt non audemus, sed quia non audemus difficilia sunt. Nulla dies sine
linea, nulla regula sine exceptione.

Sapere aude! Qui audet adipiscitur!

Nije da se ne usudujemo jer je tesSko, vec je tesko jer se ne usudujemo. Nijedan dan bez
poteza, nijedno pravilo bez izuzetka.

Usudi se znati! Tko se usudi, pobjeduje!

Zahvaljujem se, prije svega, svojim roditeljima koji su tijekom svih ovih godina mog
Skolovanja bili strpljivi, pruzali mi maksimalnu podrsku, ljubav i1 razumijevanje tijekom mog
zivotnog i intelektualnog usavrSavanja. Zahvaljujem se svom suprugu na neizmjernoj podrsci i
razumijevanju tijekom pisanja i izrade doktorske disertacije, rije¢ima podrske i motivacije za

krajnji uspjeh.

Nadalje, zahvaljujem se svom mentoru prof. dr. sc. Ivici Rubelju koji me je poticao i
vodio svojim stru¢nih znanjem i savjetima tijekom izrade ovog doktorskog rada. Takoder,
zahvaljujem se svojoj komentorici, dr. sc. Martini Matovinovi¢, dr. med. spec interne med,
dijabetolog i1 endokrinolog na pomoc¢i i usmjeravanju prema kvalitetnoj izradi doktorske
disertacije, ali i na toplim rijeCima podrske. Zahvaljujem se prof. dr. sc. Miljenku Huzaku na
stru¢noj pomoc¢i prilikom statisticke obrade podataka, savjetima te slobodnom vremenu
prilikom izrade ove disertacije. Zahvaljujem se dr. sc. Luciji Nani¢ na savjetima i pomoci
prilikom izrade eksperimentalnog dijela ove disertacije. Na kraju, zahvaljujem se prof. dr. sc.

Veri Cesar na strpljenju i pomoc¢i bez koje ovaj rad ne bi postojao.

Na kraju, zahvaljujem se svima koji su se na$li sa mnom na ovom izazovnom ali lijepom

putovanju i ucinili ga moguéim.

Ovaj rad posveéujem svojoj obitelji bez ¢ije pomoéi, podrske, ljubavi i razumijevanja

ne bih postigla sve $to jesam.



SADRZAJ

LU UVOD ettt e e et e e sttt s ettt e e s h bt e e e e bte e e e e bttt e e eabe e e e saabbeee e eanraeeeean 1
R T o ] I | I ) T PP PPUPUPRR 1
1.1.1. Dijagnosticiranje debIJINE .......cc.eooieiiiiiieiere et e 2
1.2. EPIDEMIOLOGIJA PRETILOST L.uuiiiiiiiiitiiiiieee ettt eitee st e e st e s sibee e s ssveee e ssiraee s 4
1.2.1. U SVIJBEU 1ttt ettt sttt e b e bt et e bbbt et e naeenareen 4
1.2.2. U HIVAESKOJ ettt et st s en 4
1.3.  RIZICNI CIMBENICI ZA RAZVOJ PRETILOSTT.....covuieiiieeieieieiseeseiseiseesesssseseeseeeens 6
1.3.2.  Prehrambene NAVIKE.........cocoviiiiiiiiiiiiecc e 6
131, TJelesna aKEIVIOST ......ccccuvieiiiieiiee ettt st e e e st e e ea e e ste e e sereeenreeenees 6
1.3.2.  SoCioeKONOMSKE OUrEANICE .......eevviiiiiriieiiiiiieie sttt 7
1.4. PRETILOST | KOMORBIDITET ..cciiiieititiiiiieteiiiieeessiieeessnieeeessnreeessareeessssnsessssnsenessnns 8
141, Pretilost i NIPErtENZIJA .....veeeveeeiiee ettt e e e e 8
1.4.2.  Pretilost i kardiovaskularne DOIESti............covueviiriiiiiiiiiiiiieee 9
1.4.4. Inzulinska rezistencija i dijabetes tip 2 (DT2) ..cccveevceeeiiee e 10
1.5.  LIJECENJE PRETILOSTI ...ooviiiiiieieeeeeeee ettt s sttt en st eeseseas 11
1.5.1. FarmMaKOtEraAPIJA . ...vveeeereeeree et e et ettt e rre e e re e e e e st e e st e e e st e e sareeesareeesneeennns 11
1.6, GEN FTO ittt ettt ettt e st e st esab e e st e e ebb e e sabeeenareeeanee 13
1.6.1. Biologija gena FTO ...ccueii ettt e st e e 13
1.6.2.  GEN FTO I PretilOSt.....cccvviiieiiieiiee ettt ettt e e tae e staeesareeenseeens 15
1.6.3. FUNKCija Proteina FTO ....couiiiciee ettt et et e e e e 16
1.6.4. Demetilacija RINA. .. ...t st e e e e e e s ate e eeneeeaees 18
LT T o [ToTo o =T g4 RSP USRUS 19
1.6.6.  Gubitak FUNKCIje gena FTO .....ccoviiiiiieiiei ettt st e e eas 20
1.6.7. Uloga RPGRIPLL U Q0IPOGENEZI c..vveeeeviieceieeeiiee ettt e 21
1.6.8.  Polimorfizmi gena FTO .....ccuiiiiiieciee ettt sttt e et tee e sre e earaeens 23
1.6.9.  Signalni puteVi geNa FTO .....ooiiiiiiiieciec ettt ettt e e rtve e s bae e s areeeareeens 25
1.6.20.  TEIOMEIE ..ottt b et sb et sb e b nne e 27

2. CILI RADA ettt e e sttt e e ettt e s s bt e e s aa bttt e e s aabe e e e e aab bt e e e anbeeeeennes 28
2.1, HIPOLEZE ISIIAZIVAINJA .eeeeeuerreeeeiutieeeeaiieeeeeeiteee e sttt e e s sttt e e s sbbeeeesaabeeeessnbeeeesnbeeeesaabbeeeesannes 28
2.2, CilJeVi IStTAZIVAN]A...c.ueiiiieeriieeiiee ettt s sere e s ne e sre e e sr e e ennnee e 28
3. MATERIJALI T METODE ... ittt ettt ettt et e e s e st e e e eanes 29
TS |V T (< (T 1 OO RO UTRPPURRRPRPT 29
3.1.1. OSNOVNE KEMIKAIJE «...eeeeiieeiiee ettt ettt ettt e e e e 29
3.1.2. KOMEICHAINT KITOVI ..eeeviieei ettt e st e e e st e e e e nree e e snraeeeeans 29

3.1.3. Enzimi, proteini, NUKIEOTIAI.........ccceeeriiiiiiee e 29



32, ANAIIZA UZOTAKA ..cceeeeeeeeeeeeeeeee e e ettt e e e e e e e et e e s e e e et e ee e eeseeeereeaaaaeeaeaenes 30

3.2.1. 1ZOIACHA DNA TZ KIVi .t 30
3.2.2.  Provjera koncentracije i kvalitete izolirane DNA ..........coooiiiiiiieiieneeeee e 30
3.2.3.  Genotipizacija i analiza polimorfizma metodom gPCR..........ccceeveenieriieeneeniceeeeen 31
3.2.4.  Analiza relativne duljine telomera metodom gPCR........ccccooiiriieiiinicnieereee e, 35
3.2.5.  StatistiCka obrada podataka ..........cceecueeriiieiiiiei e 37
3.2.6. ISPITANICE ...ttt st sttt nees 38

A REZULTAT oottt bbbttt b e ebe et sbe b nnenne 39
4.1.  Distribucija ispitivanin polimorfizama ...........ccceevcieeiciiiiee e 39
4.2.  Rezultati duljine telomera s obzirom na distribuciju ispitivanih polimorfizama................... 43
4.3.  Rezultati klini¢kih parametara u skupini § pretiloSCU ....uvevevruvereriiiiiereiiiieee e sieee e 45
4.4,  Laboratorijski parametri SKUpine s PretiloSCU .oovvuuririiriieeeiiiieresiiieeeesrieeeesrireeessereeessssnens 48

5. RASPRAVA ..ttt 56
6. ZAKLIUCCT ..ot 63
T LITERATURA L.ttt b e bbbt bt bbbt bbbt bt eae e 64
8. SAZETAK ...oieietietetei e 89
9. SUMMARY .ttt h bbbt bbbt bbb bbb bbbt h bttt n e 90
L0, PRILOZL. ...ttt bbb bbb bbbt bbbt bbbt nne e 91



1. UVOD
1.1. PRETILOST

Pretilost ili debljina je kroni¢na metabolicka bolest, a nastaje kao posljedica prekomjernog
nakupljanja masti u organizmu, neuravnotezene prehrane, smanjene fizicke aktivnosti te
neravnoteze izmedu unosa i potroSnje energije (1). Predstavlja vodeci globalni problem
epidemijskih razmjera te Svjetska zdravstvena organizacija (SZO) procjenjuje da je 2016.
godine preko 1.9 milijardi osoba imalo prekomjernu tjelesnu masu od kojih je 650 milijuna

pretilo, a 340 milijuna ima dijagnozu pretilosti medu djecom i mladim osobama (2).

Pretilost se smatra jednom od vodec¢ih bolesti modernog doba i sjedilatkog nacina zivota,
te doprinosi sve vecoj zdravstvenoj krizi koja ima utjecaj i na sljedece generacije. Sa sve brzim
na¢inom zivota i informatizacijom dolazi do pojave pretilosti i kod male djece. Debljina je
kroni¢na bolest te je uvrStena u Medunarodnu klasifikaciju bolesti (3) pod medicinskim
dijagnozama E65 i E66. Pretilost koja nastaje kombinacijom poligenske podloge, prehrambenih
navika, fizicke neaktivnosti, metabolickih i epigenetickih ¢imbenika doprinosi razvoju mnogih

drugih zdravstvenih problema poput hipertenzije, inzulinske rezistencije (IR) i dijabetesa. (4).

Bays i sur. su (5) opisali patogenezu adipoznog tkiva novim terminom "bolesna mast",
adipozopatija te pretilost nazvali "bolest masnog tkiva" (6). Adipozopatija se javlja kod osoba
koje imaju visoki kalorijski unos i sjedilacki na¢in zivota s genetickim i okolisnim
predispozicijama za razvoj pretilosti (7).

Cimbenici koji utje¢u na stupanj pretilosti su dob, spol, podetak pretilosti te broj i teZina
povezanih komorbiditeta. Moguc¢i patoloski putevi pretilosti povezani su s disfunkcijom
leptina. Leptin je peptidni hormon koji se izlucuje iz adipocita, a njegova uloga je dugoro¢no
odrzavanje energije u organizmu. Djeluje na mozak, posebno na hipotalamus kako bi inhibirao
unos hrane u organizam. Osobe s pretilo§¢u imaju vece razine leptina u plazmi od osoba s

normalnom tjelesnom masom (4,8).



1.1.1. Dijagnosticiranje debljine

Pretilost se dijagnosticira mjerenjem tjelesne mase, obujma struka te izraCunavanjem
indeksa tjelesne mase (ITM). ITM se racuna po formuli gdje se tjelesna masa podijeli s
kvadratom visine, ITM = m(kg) /h?(cm). Indeks tjelesne mase nije precizna i savriena mjera jer
¢e osobe koje su vise /ili imaju ve¢u misi¢énu masu imati ve¢i indeks tjelesne mase. Normalni

udio masnog tkiva u Zena iznosi 20-25%, a kod muskaraca 15-20% ukupne tjelesne mase.

Prema SZO indeks tjelesne mase izmedu 25-29.99 kg/m? je u kategoriji prekomijerna
tjelesna masa, dok se ITM > 30 kg/m? Klasificira u 3 stupnja. Indeks tjelesne mase od 30 do
34.9 kg/m? predstavlja pretilost prvog stupnja, indeks tjelesne mase od 35 do 39.9 kg/m?
pretilost drugog stupnja, dok indeks tjelesne mase iznad 40 pretilost treceg stupnja (9,10)
(Tablica 1).

Tablica 1. Kategorizacija ITM (10).

Potranjenast 85 nizka (ali je povedan rizik 74
druge zoravstvene probleme)

PoZelina tielesna masa 185-249 | prosjetna

Povecana tislesna masa 250-299 | hlago povedana

Debljina ili pretilost =300 POVECAHA
Stupani | I00-3449 srednje povesans
Stupanj 1| 35,0-33,9 jako povedtara
Stupani 1 =400 izrazito jako povetans

Metoda odredivanja ITM ima ograni¢enu upotrebu u svrhu procijene uhranjenosti pa se
koriste i druge metode poput antropometrije koja mjeri debljinu potkoznih masnih naslaga na
raznim dijelovima tijela poput kuka, bicepsa i tricepsa (10). Antropometrijom se odreduje je li

povecanje mase nastalo zbog povecanja udjela miSi¢nog ili masnog tkiva.



Abdominalno nakupljena mast predstavlja znac¢ajno veci rizik za razvoj stanja nepovoljnog
za organizam u usporedbi s ravnomjerno rasporedenom masti u tijelu. Abdominalna pretilost
se obi¢no izrazava kao omjer struka i bokova (eng. waist to hip ratio - WHR), te je uz ITM
dodatna mjera za procjenu rizika. Grani¢ne vrijednosti koje ukazuju na vece kardiometabolicke
rizike su opseg struka > 94 cm kod muskaraca i > 80 cm kod Zena, te na pretilost ukoliko je

opseg struka u muskarca > 102 cm, a u zena > 98 cm (11,12).

Omijer struka/bokova se pokazao kao dobra mjera za procjenu rizika jer za razliku od ITM-
e mozemo vidjeti je li osoba u riziku od nastanka bolesti, iako po kriterijima ITM ne spada u
pretilost ili prekomjernu tjelesnu masu. WHR > 1.0 za muskarce i > 0.85 za zene korelira s

povecanim rizikom za metabolicke komplikacije (13).

Masne nakupine na visceralnim organima u podrucju trbusne Supljine predstavljaju vecu
opasnost nego masne nakupine u potkoznom tkivu jer se masne naslage nakupljaju oko organa
koji su metabolicki jako aktivni i neophodni za Zivot. Masne naslage oko organa poti¢u luc¢enje
raznih upalnih faktora, medu kojima se nalaze i citokini, tzv. adipokini koji imaju ulogu u
nastanku inzulinske rezistencije i metabolickih sindroma (14). Konstantno naruSena
proliferacija i diferencijacija adipocita, rast adipoznog tkiva te lucenje pro-inflamatornih
molekula karakterizira pretilost kao stanje stalne upale niske razine. Najé¢esc¢e poviseni markeri
upale su interleukin-6 (IL-6), interleukin-1 (IL-1), tumor-nekrotizirajuéi faktor-alfa (TNF-a) i
C-reaktivni protein (CRP). Kontinuirano stanje upale moze djelovati na unos glukoze u stanice
te isto tako uzrokovati blagu hiperglikemiju. Prolongirana hiperglikemija uzrokuje
glukotoksi¢nost gdje stanice gusterace vise nisu u moguénosti povecati unos glukoze u stanice.
U hiperglikemiji stanice su izloZzene glukotoksi¢nosti i lipotoksi¢nosti (povecava se razina
slobodnih masnih kiselina te se nakupljaju toksi¢ni metaboliti) te posljedi¢no uzrokuju nastanak

inzulinske rezistencije.

ITM je orijentacijska metoda koja ima najSiru upotrebu i o0sobito je korisna u
epidemioloskim istrazivanjima, ali ju ipak treba uzeti s rezervom zbog nepreciznih rezultata
koje moze dati. Za dijagnozu prekomjerne tjelesne mase ili pretilosti potrebno je vise nego
odrediti indeks tjelesne mase. Za kona¢nu dijagnozu pretilosti potrebno je pogledati i

sveukupno stanje organizma (10).



1.2. EPIDEMIOLOGIJA PRETILOSTI
1.2.1. U svijetu

Pretilost polako poprima pandemijske razmjere te isto tako postaje sve vece opterecenje na
ekonomskoj i zdravstvenoj razini. Pretilosti se naj¢es¢e povezuje s bogatim zemljama, medutim
pojavljuje se i u siromasnijim zemljama svijeta i U malim zemljama u razvoju. Problem je
poznat pod nazivom "dvostruki teret pothranjenosti” (engl. The Double Burden of Malnutrition
- DBM) te podrazumijeva probleme malnutricije i pretilosti. Infektivne bolesti nastaju zbog
slabo i/ili nikako razvijenog zdravstvenog sustava, a pothranjenost zbog nerazvijenog

gospodarstva.

Male zemlje u razvoju nailaze na problem velike dostupnosti hrane koja je jeftinija ali slabe
nutritivne vrijednosti. Pri vrhu liste drzava s najve¢im udjelom pretilog stanovnistva nalaze se
Sjedinjene Americke Drzave (SAD), gdje se vise od tre¢ine populacije klasificira kao pretilo
(15). U 2016. godini 38% svjetske populacije (povecanje s 3.2% 1975. godine na 10.8% za
muskarce i s 6.4% na 15% za Zene) je imalo prekomjernu tjelesnu masu, a 13% je bilo pretilih
(16). Prekomjerna tjelesna masa i pretilost zahvacaju i djecu do 5 godina starosti i adolescente.
Tako je prevalencija prekomjerne mase u djece i adolescenata izmedu 5 i 15 godina porasla od
1975. godine sa 4% na 18% u 2016. godini (2).

1.2.2. U Hrvatskoj

Pretpostavlja se da je 2/3 odraslih u Hrvatskoj pretilo ili imaju prekomjernu tjelesnu masu.
Podaci za 2019. godinu pokazuju da 65% Hrvata ima povisenu tjelesnu masu od toga 41.7%
prekomjernu tjelesnu masu i 23% koji su pretili (17). Zanimljivo je da imamo najdeblje
muskarce u Europi prema EUROSTAT-u iz 2019. godine, ¢ak 73% muskarca ima prekomjernu

tjelelsnu masu i/ili pretilost, u odnosu na 59% Zzena.

Broj osoba koje su imale prekomjernu tjelesnu masu i/ili su bili pretili u CroHort studiji
(2003. god.) je 757 muskaraca i 1586 Zena. Ponovnim mjerenjem nakon pet godina Hrvatska je
na 757 muskaraca sa prekomjernom tjelesnom masom/pretilos¢u imala 66
novodijagnosticiranih pretilih muskaraca. Od 1586 zena s ITM < 30 kg/m? nakon pet godina

bilo je 325 novodijagnosticiranih Zena u skupini pretilih (18) sto bi upuéivalo na veci porast



pretilosti kod Zena u odnosu na muskarce (19). Godisnja stopa pretilosti se povecava za 10.6%
u muskaraca i 11.08% u Zena §to je u skladu sa slicnim istrazivanjima kumulativne incidencije
za druge zemlje (20,21). Broj muskaraca i zena s pretilosti se smanjuje s dobi. Dok je za zene
najveéa vjerojatnost za pretilost izmedu 35 i 65 godina Zivota, muskarci su U konstantnom

dobitku kilograma tijekom godina (19).

Rezultati prijasnjih istrazivanja od 1991. do 2007. godine pokazuju najvecu prevalenciju
pretilosti/prekomjerne tjelesne mase u Madarskoj s 65.4%, nakon toga slijedi Hrvatska s 58.2%
i Engleska s 56%, dok se najmanja prevalencija nalazi u Italiji s 38.5% i Francuskoj s 41.7%
(22) gdje prevladava mediteranski stil zivota i na¢in prehrane (23-26). Prema podacima
EUROSTAT-a za 2019. godinu Hrvatska se nalazi na vrhu ljestvice s 65% populacije s ITM >
25 kg/m?, slijede Ceska i Madarska s 60%, dok najmanji postotak ima Italija s 46% i Francuska
s 47% (17).

Istrazivanje po regijama u Hrvatskoj, Fister i sur. (27) 2009. godine otkrilo je najvecu
prevalenciju prekomjerne tjelesne mase za muskarce u sjevernom dijelu Hrvatske (71.57%), a
najmanju u isto¢nom dijelu (55.91%). Prekomjernu tjelesnu masu ima 50.81% Zzena, najc¢esce
u Zagrebu, §to je neznatno viSe nego za zene koje Zive u priobalnom dijelu (50.03%). Najveca
prevalencija pretilosti za muskarce takoder se odnosi na sjeverne dijelove Hrvatske 28.62%,
dok najnizu prevalenciju imaju muskarci u predjelima planina, 13.75%. Najveca prevalencija
pretilosti u Zena nalazi se u sredi$njim dijelovima Hrvatske i iznosi 26.24 %, a najmanja je u
Dalmaciji svega 13.62 %. Raspodjela po spolu u Hrvatskoj za prekomjernu tjelesnu masu i
pretilost za muskarce iznosi 43.2% 1 20.1%, a za Zene 33.6% i 20.06%, s§to se podudara s

istrazivanjima u susjednim zemljama (28,29).



1.3. RIZICNI CIMBENICI ZA RAZVOJ PRETILOSTI

1.3.2. Prehrambene navike

Razvoj prehrambene industrije i modernog nac¢ina zivota znaci i "zivot u pokretu" $to dovodi
do gubitka tradicionalnog nac¢ina pripremanja hrane i njene konzumacije kod kuce te se sve vise
prihvaca konzumacija hrane u restoranu ili automobilima. Porast je restorana s brzom hranom
(fast food) dok s druge strane preskakanje obroka dovodi do prejedanja i povecanog
energetskog unosa hrane koja je siromasna vlaknima poput ve¢ine gotovih ili polugotovih
proizvoda. Hrana koja osigurava nutritivnu vrijednost zamjenjuje se s hranom koja je siromasna
vlaknima poput gotovih ili polugotovih proizvoda koji su dostupni na policama supermarketa.
Jedna od rafiniranih namirnica koju se preporucuje izbjegavati su transmasne kiseline koje
povisuju lipoproteine male gustoce (eng. Low Density Lipoprotein - LDL), a smanjuju

lipoproteine visoke gustoce (eng. High Density Lipoprotein - HDL).

Konzumacija brze hrane najveci utjecaj ima u djetinjstvu. Veliko istrazivanje provedeno u
cetiri velika kineska grada zabiljezilo je povecanu tjelesnu teZzinu kod 26.2%, pretilost kod
11.1% te je 19.7% ucenika imalo centralnu debljinu (prekomjerno nakupljena mast u predijelu
trbuha), a 9% hipertenziju. Prevalencija je bila veca u djeCaka te je polovica djece konzumirala
brzu hranu u protekla tri mjeseca (30). Sli¢no istrazivanje provedeno u Brazilu povezalo je
konzumaciju procesuirane hrane i nastanak pretilosti u predskolskoj i Skolskoj dobi gdje je udio
djece s pretilos¢u iznosio 20.6% u dobi od Cetiri godine te se povecao za 6.9% u osmoj godini
zivota (31). Konzumacija slatkisa, slatkih pica ili brze hrane je veéa u djece koja dobivaju veci
dzeparac, ¢ak 69% djece. Veci dzeparac korelira s navikama roditelja za konzumacijom hrane
izvan kuce. Pretilost u djece i mladih se moze sprijeciti pove¢anjem znanja o hrani, Skolskom
politikom hranjenja djece u Skoli sa zdravom hranom i cjelovitim obrocima. Povezanost
dZeparca s nezdravim navikama je manja u Skolama koje imaju restrikcije za nezdravu hranu

(32).

1.3.1. Tjelesna aktivnost

Niska razina tjelesne aktivnosti je rizi¢ni ¢imbenik za nastanak masnog tkiva te ispitanici s
nizom tjelesnom aktivno$éu imaju ve¢u zudnju za hranom (33). Fizicka aktivnost ima ulogu u

odrzavanju tjelesne mase s potrosnjom energije i regulacijom apetita. Kalorijski unos se
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povecava s fizickom aktivnosc¢u dok kod fizicke inaktivnosti dolazi do povecanja u kalorijskom
unosu (34,35).

Znacajan gubitak tjelesne mase i njeno odrzavanje na normalnim razinama dovodi do
poboljsanja inzulinske osjetljivosti te su prisutna i pobolj$anja zdravlja kardiovaskularnog
sustava (36). Tjelesna aktivnost je vazan ¢imbenik u gubitku kilograma zajedno s ograni¢enjem
kalorijskog unosa. Vecina pretilih ne uspijeva odrzati izgubljene kilograme kroz duzi period.
Za odrzavanje izgubljene tjelesne mase potrebno je 200-300 min/tjedan umjerene fizicke
aktivnosti (36,37).

1.3.2. Socioekonomske odrednice

Uz ve¢ prije navedene rizi¢ne ¢imbenike za nastanak pretilosti nije zanemariv utjecaj
socijalnog i ekonomskog statusa. Nizi socioekonomski status (SES) ima ulogu u nastanku
pretilosti, dijabetesa i kardiovaskularnih bolesti te ukljucuje rizi¢no ponasanje poput pusenja,
alkohola te manjak tjelesne aktivnosti. Osobe viSeg sociockonomskog statusa su u prosjeku vise
fizi¢ki aktivne i manje sklone konzumaciji duhana, te je stoga manje Vvjerojatno da ¢e kod njih
do¢i do nastanka prekomjerne tjelesne mase i pretilosti. Takoder, zene u nizem SES ¢e$¢e imaju
abdominalnu pretilosti i dijabetes, dok Zene u visem SES imaju bolje prehrambene navike (38).
Osobe u nizem SES imaju neadekvatnu prehranu te su razine dnevnog unosa mikronutrijenata
(kalcija, vitamina A, C, D, E) ispod preporu¢enih vrijednosti. Neadekvatna prehrana i
visokokalorijska dijeta doprinose razvoju dijabetesa tipa 2 (DT2) u viS§im socijalnim skupinama
dok pojedinci u nizem SES imaju ¢e$¢e abdominalnu pretilost. Unos ugljikohidrata, manjak
voca i povrca te vlaknaste hrane je povezan s inzulinskom rezistencijom i metaboli¢kim
komplikacijama (39,40).

Namece se potreba za §to ranijim uspostavljanjem ucinkovitijih mjera i zdravstvenih
programa koji bi smanjili visoku stopu pretilosti u mladih, a posebno za osobe nizeg SES. Nizi
SES donosi vise rizicnog ponasanja, neadekvatne prehrambene navike, a slabija zdravstvena
skrb dovodi do smanjene mogucnosti pravovremenog dijagnosticiranja kroni¢nih bolesti $to

dovodi do razvoja tezih komplikacija bolesti (41,42).



1.4. PRETILOST | KOMORBIDITETI

1.4.1. Pretilost i hipertenzija

Hipertenzija predstavlja ozbiljni zdravstveni problem koji znacajno povecava oboljenja
srca, mozga i bubrega. Hipertenzija se Cesto naziva "tihim ubojicom”, zbog nesvjesnosti
problema, ali i izostanka simptoma (43,44). Rizi¢ni ¢imbenici za razvoj hipertenzije su
mnogobrojni, a ukljucuju genetske ¢imbenike, dob, spol, unos alkohola, sjedilacki na¢in zivota
te inzulinsku rezistenciju (45). Inzulin djeluje na bubrege i ima ulogu u reapsorpciji natrija

fizioloskoj kontroli krvnog tlaka te reapsorpciji nutritivno vaznih analita (46,47).

Povezanost debljine i hipertenzije dokazana je u brojnim studijama. U istrazivanju Foucan
i sur. (48) u skupini ispitanika s hipertenzijom, 30% je bilo pretilo, 23.2% su imali dislipidemiju,
11.5% je bilo pusaca i 8.2% je imalo poviSenu razinu glukoze. Udio ispitanika koji je imao viSe
rizicnih ¢imbenika je veéi u grupi s hipertenzijom u odnosu na kontrolu (55.5% vs. 6.5%).
Sli¢no istrazivanje proveli su Jenei i sur. (49) koji su pokazali prevalenciju rizicnog faktora
pretilosti u 68.49% kod ispitanika s hipertenzijom u odnosu na 45.06% pretilosti kod
normotenzivnih ispitanika. Vise rizi¢nih ¢imbenika ima visoku prevalenciju u hipertenzivnih
ispitanika gdje su pusaci zastupljeni s 28.38%, fizicki neaktivni s 64.78%, a velike koli¢ine
alkohola je konzumiralo 1.91% ispitanika. Takoder upucuju na vaznost prevencije svih rizi¢nih
faktora i potrebu za globalnim pristupom te u¢inkovitim preventivnim programom u kontroli i

spriecavanju hipertenzije (50).

Uz mnoge rizi¢ne ¢imbenike na koje se moze utjecati spada i fizicka aktivnost. Ako se
fizicka aktivnost prilagodi dnevnoj potros$nji energije moze znacajno doprinijeti smanjenju
hipertenzije (51). Zasigurno vaznu ulogu imaju i masne stanice, adipociti, koji izlu¢uju razne
adipocitokine, a najvazniji medu njima su adiponektin i leptin. Postoji povezanost izmedu
leptina u plazmi 1 visceralnih masti te moguénost predvidanja pocetka hipertenzije pomocu
leptina (52-57). Leptin djeluje i na krvni tlak putem renalne simpaticke aktivnosti i
termogeneze smedeg adipoznog tkiva (eng. Brown Adipose Tissue - BAT) posredovanjem
centralnog renin-angiotenziskog sustava (RAS). Na taj na¢in mozak je u moguénosti modulirati
ucinke leptina (58,59).



1.4.2. Pretilost i kardiovaskularne bolesti

Kardiovaskularne bolesti (KVB) su bolesti koje zahvacéaju srce i krvozilni sustav, vodeci su
uzrok smrtnosti i invaliditeta u svijetu (60,61). Kardiovaskularne bolesti su veéinom
uzrokovane aterosklerozom ili promjenama na stjenkama krvnih zila. Ukljucuju bolesti srca, a
najées¢e medu njima su sréani udar, koronarna bolest srca, bolest perifernih arterija,
ateroskleroza aorte (62), ali i cerebrovaskularne bolesti poput mozdanog udara. Hipertenzija,
dislipidemija, inzulinska rezistencija, pretilost te fizicka inaktivnost su vode¢i faktori rizika za
nastanak kardiovaskularnih bolesti (62—64). U odnosu na Europu, Hrvatska spada u zemlje koje
imaju srednje visoke stope smrtnosti od kardiovaskularnih bolesti iako postoji pozitivan trend
smanjenja smrtnosti od KVB u Hrvatskoj. Unutar drzave postoje geografske razlike, pa tako
kontinentalni dio ima vece stope smrtnosti od priobalja (65). Mnoga istrazivanja pokazuju

odnos rizi¢nih faktora u njihovom znacajnom doprinosu razvoja bolesti.

1.4.3. Dislipidemija i metabolicki sindrom

Metaboli¢ki sindrom predstavlja skup rizicnih ¢imbenika koji se javlja zajedno s
hipertenzijom i dijabetesom (66,67). Metaboli¢ki sindrom je obiljezen nastankom rizi¢nih
faktora, ali i dislipidemijom - poveéanim trigliceridima, smanjenim HDL-om te povec¢anim
LDL-om (68-70). Promjena nacina zivota moze imati povoljan utjecaj na smanjenje lipida u
krvi, ali i na krvni tlak. Redovito vjezbanje moze doprinijeti smanjenju kardiovaskularnih i
metaboli¢kih bolesti (dijabetesa, debljine) (71). Postoji povezanost jednostrukih nukleotidnih
polimorfizama (eng. Single Nucleotide Polymorphism - SNP) nekih gena i sréanih oboljenja ili
komplikacija. Primjerice, gen UCP (eng. uncoupling protein - UCP) kodira protein termogenin
koji ima glavnu funkciju u proizvodnji topline iz smedeg adipoznog tkiva (BAT) (72).
Pronadena su dva SNP-a u ovom genu koja su povezana s rizikom za nastanak KVB i Seéerne

bolesti tip 2 te pretilosti (73,74).



1.4.4. Inzulinska rezistencija i dijabetes tip 2 (DT2)

Inzulinska rezistencija definira se kao smanjeni fizioloski odgovor masnog tkiva, jetre i
skeletnih misic¢a na inzulin u odrZavanju normalne razine glukoze u tijelu (75). Smatra se da je
rezistencija na inzulin glavni patoloski faktor u nastanku DT2 s metabolickim komplikacijama
(76,77).

Dijabetes tipa 2 je progresivna, kroni¢na bolest poremecaja metabolizma glukoze
uzrokovana neosjetljivos¢u stanica na inzulin (78,79). Upalne molekule mogu utjecati na
signalne puteve te posljedi¢no utjecati na funkciju B stanica (80). Pretilost potiCe stvaranje
kroni¢ne upale te ima znacajnu povezanost s IR. U visceralnoj masti nalaze se adipociti kao
skladiSte viska masti, ali oni isto tako izluuju vece koli¢ine masnih kiselina te imaju vecu

sekreciju proupalnih citokina (76,80-83).

Adipozno tkivo lu¢i mnoge kemijske supstance koje imaju razlicite funkcije. U IR 1 DT2
vaznu ulogu imaju adipocitokini s velikim doprinosom u nastanku pretilosti (8). Adiponektin
je jedan od glavnih adipocitokina uklju¢enih u metabolizam lipida, reguliranje energije i
poboljSanja inzulinske rezistencije (84). Uloga leptina je u kontroli energije, metabolizma i
krvnog tlaka (85). Istrazivanje Brand i sur. (86) pokazalo je da je leptin te omjer
leptina/adiponektina (L/A) povezan s IR, stovise, njihovo medudjelovanje modulira pretilost i
IR. Rezultati studije su otkrili kako debljina objasnjava 57% povezanosti izmedu IR i L/A
omjera. Istrazivanja drugih studija takoder su pokazala da je L/A omjer potencijalni faktor za
nastanak IR (87,88).
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1.5. LIJECENIJE PRETILOSTI

Pretilost je kompleksna i dugotrajna bolest, prema tome takvo je i lijeCenje te bolesti.
Osnovno nacelo gubitka kilograma podrazumijeva kalorijski deficit te povecanje ili uvodenje
fizicke aktivnosti kako bi organizam umjesto ugljikohidrata poceo koristiti i mast kao izvor
energije. Postoje razne vrste dijeta koje garantiraju brzi gubitak kilograma ali nedostatak tih
dijeta je restriktivna prehrana koja osim $to je nezdrava za organizam, ima i tzv. "jo - jo" u¢inak.
LijeCenje pretilosti podrazumijeva pravilnu prehranu s uravnotezenim unosom bjelancevina,

masti i ugljikohidrata te vitamina i ostalih mikronutrijenata uz primjenu fizicke aktivnosti.

1.5.1. Farmakoterapija

Temeljno lijecenje debljine je promjena stila Zivota §to ukljucuje promjenu prehrambenih
navika i povecanje tjelesne aktivnosti, a ukoliko se ne uspijeva smanjiti tjelesna masa ukljucuje
se i farmakoterapija. Farmakoterapija moze biti od velike pomo¢i ali uz uvjet pridrzavanja
reducirane prehrane i tjelesne aktivnosti. Trenutno je preporuka za primjenu lijekova uz
reduciranu prehranu i aktivnost samo za bolesnike s ITM > 27 kg/m? s komorbiditetima te za
bolesnike s ITM > 30 kg /m?(89).

Orlistat je medu prvim odobrenim lijekovima za lijeCenje pretilosti. Orlistat blokira
apsorpciju masti te poti¢e gubitak tjelesne mase, dovodi do poboljSanja osjetljivosti na inzulin,

dovodi do poboljsanja u razinama glukoze, kolesterola, triglicerida i LDL-a.

Liraglutid je glukagonu sli¢an peptid-1 (GLP-1) receptor agonist koji se koristi za lijeGenje
dijabetesa tipa 2 i za lije¢enje debljine. GLP-1 je hormon koji se oslobada iz gastrointestinalnog
trakta kao odgovor na unos hrane i djeluje kao fizioloski regulator apetita. U¢inak liraglutida je
vidljiv u poboljsanju razine glukoze, HbAlc, razine kolesterola i krvnog tlaka (90). U sije¢nju
2022. godine EMA (Europska medicinska agencija) je odobrila primjenu jo$ jednog GLP-1
receptor agonista za lijeCenje debljine, semaglutida. Podudaranost sekvence semaglutida s
ljudskim GLP-1 je 94% te omogucuje selektivno vezanje za GLP-1 receptor. Ucinak
semaglutida se vidi u smanjenom unosu energije, poveavanom osjecaju sitosti, punoce te

manjoj Zudnji za hranom s visokim udjelom masnoce.
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Ako se uz primjenu fizicke aktivnosti, pravilne prehrane doda i farmakoloska terapija
lijeCenja debljine, a ne uspijeva se posti¢i znacajan napredak u gubitku na tjelesnoj masi moze
se pristupiti i kirurSkom lijeCenju debljine - barijatrijskoj Kkirurgiji. Kirursko lijecenje
podrazumijeva operaciju zeludca te djelomi¢no odstranjivanje zeludca i1 tankog crijeva.

Operacija Zeludca se primjenjuje kada sve prethodne intervencije nisu dale rezultate.

Rezultati studije koja je ispitivala povezanost rizicnih polimorfizama i povratka izgubljenih
kilograma nakon lije¢enja barijatrijskom Kirurgijom je pokazala da je za uspje$sno dugoro¢no
odrZavanje izgubljene tjelesne mase potrebno uzeti u obzir i utjecaj genetike. Prisutnost rizi¢nih

varijanti gena FTO dovodi do ponovnog povecanja tjelesne mase (91).
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1.6. GENFTO
1.6.1. Biologija gena FTO

Gen FTO ili alfa-ketoglutarat-ovisna deoksigenaza, prvi put se spominje kao gen odgovoran
za pretilost u analizama cjelogenomskih studija (92—94) i od tada dobiva najvecu pozornost u
istrazivanjima povezanim s lijeCenjem pretilosti na genetskoj razini, ali i u definiranju
molekularnog mehanizma s utjecajem na metabolizam. Jednostruki nukleotidni polimorfizmi
(SNP) predstavljaju varijacije u jednom nukleotidu koje se ¢esto pojavljuju u populaciji, tipicno
u vise od 1% populacije (95). SNP-ovi su najéesci oblik varijacija u genomu. Primjerice, ljudski
genom u prosjeku sadrzi jedan SNP na svakih 1.000 nukleotida pa ih ¢esto nalazimo i u genima.
Nije jasno utjecu li varijacije gena FTO koje su povezane s pretilos¢u na funkciju samog gena

i/ili djeluju na ekspresiju i funkciju susjednih gena FTO.

Gen FTO sadrzi 9 egzona, nalazi na vise od 400 kb dugoj regiji na 16 kromosomu (16q12.2)
te kodira za Alkb protein neovisan o Zeljezu i 2-oksoglutarat deoksigenazu (Slika 1A). Najcesce
varijante koje se povezuju s pretilos¢u su otkrivene u intronu 1 i 2 te egzonu 2. Protein FTO se
sastoji od 505 aminokiselina, ima molekularnu masu 58 282 Da te mu je kofaktor Fe?*. Nalazi
se u jezgri (96) gdje ima moguénost demetilacije nuklearne RNA (eng. small nuclear RNA -
snRNA) dok u citoplazmi posreduje u demetilaciji najcesce epigeneticke modifikacije
glasni¢ke RNA (eng. messenger RNA - mRNA), 6 metiladenozina, te N!-metiladenozina (mA)
u transportnoj RNA (eng. transfer RNA — tRNA) (Slika 1B). Gen FTO sudjeluje u popravku
dvostrukin lomova DNA te FTO varijante u mehanizmu nastanka pretilosti (97). Analiza
strukture proteina pokazuje da FTO ima dvije domene, N terminalnu domenu koja sadrzi
kataliticku jezgru i C terminalnu domenu koja ima ulogu u stabilizaciji konformacije N

terminalne domene (96).
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Slika 1. Shematski prikaz gena FTO (slika 1A) i molekularni put proteina FTO (slika 1B).

Preuzeto i prilagodeno iz Popovic i sur., 2022 (98).
mBAm: N®, 2-O-dimetiladenozin; mbA: 6 — metiladenozin; m3U: 3-metiluracil; m*A: 1-
metiladenozin; m®T: 3-metiltimin; ssSRNA: jednolan¢ana RNA; tRNA: transportna RNA;

snRNA: mala jezgrina RNA; ssDNA: jednolancana DNA; METLL3: metiltransferaza 3;
METLL14: metiltransferaza 14.
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Protein FTO ima ulogu u ranom razvoju i prisutan je u svim tkivima s visokom ekspresijom
u mozgu (99), posebno u hipotalamusu i hipofizi te nadbubreznoj Zlijezdi $to upucuje da FTO
sudjeluje u ekspresiji homeostaze i kontrolira potro$nju energije. Narusena funkcija proteina
FTO moze uzrokovati zastoj u rastu, malformacije mozga i mikrocefaliju, teski psihomotorni
zastoj, malformacije lica te ranu smrt (100). Studije (101,102) provedene na miSevima ukazuju
na ulogu u ziv€éanom sustavu te na asocijaciju s ITM, rizikom za pretilost i uvjetovani dijabetes
tipa 2. Varijante za nastanak pretilosti nalaze se na lokusu 14 (103), a najéesc¢e prouc¢avani SNP-
ovi su rs9909609 AA, rs1421085 CC irs17817449 GG. Patogena varijanta rs1421085 narusava
evolucijski oCuvan motiv za vezanje AT-bogatog interaktivnog proteina 5B s domenom
(ARID5B), ¢iji gubitak rezultira u pretjeranoj ekspresiji dva susjedna gena, gena za lroquois
homeobox protein 3 (IRX3) i gena za Iroquois homeobox protein 5 (IRX5). Pretjerana ekspresija
tih gena djeluje na diferencijaciju adipocita iz smedih u bijele §to dovodi do nakupljanja masti

i gubitka termogeneze (104).

Takoder postoji korelacija izmedu nastanka pretilosti koja moze biti posredovana genima
koji se nalaze usko uz lokus gena FTO. U tom smjeru najviSe se spominje gen za RPGRIP1L
(retinitis pigmentosa GTPase regulator interacting protein 1) koji se nalazi uzvodno od gena
FTO te geni IRX3 i IRX5 koji se nalaze nizvodno od gena FTO. Polimorfizmi koji se javljaju u
genu FTO mogu imati utjecaj na susjedne gene tako da mijenjaju njihovu ekspresiju,

transkripcijsku regulaciju ili funkciju samog gena.

1.6.2. Gen FTO i pretilost

Otkri¢e gena FTO kao glavnog i odgovornog za nastanak pretilosti dolazi 2007. godine u
cjelogenomskim studijama povezanosti (eng. Genome Wide Association Study - GWAS)
dijabetesa tipa 2. Skupina polimorfizama u intronu 1 pokazala je povezanost s dijabetesom tipa
2 (92,93). Medutim, prilagodba za ITM dovodi do zakljucka da FTO i DT2 imaju poveznicu
preko ITM. Studija Dina i sur. (105) potvrduje gen FTO kao prvi identificirani gen koji utjece
na pretilost u populaciji. Najznacajnije varijante u 1. intronu rs9909609, rs9930506, rs1421085
i rs17817449, povezane su s fenotipom pretilosti. Fenotipske osobine uklju¢uju povisenu razinu
leptina, smanjenu razinu HDL-a i povisen LDL, nastanak potkoznog masnog tkiva i masnih
naslaga, abdominalne masti te povecan omjer struka u odnosu na bokove. Studije koje su

uslijedile u razli¢itim populacijama identificirale su polimorfizme gena FTO, te se tako u
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zemljama Isto¢ne Azije (Koreja, Kina, Japan) najées¢e pojavljuju SNP-ovi rs99096009,
rs17817449 i rs12149832. Studija PAGE (eng. Population Architecture using Genomics and
Epidemiology - PAGE) (106) identificirala je SNP rs56137030 kao najznacajniji u europskoj
populaciji koji je povezan s ITM (107). SNP-ovi rs8050136 i rs1421085 imaju specifi¢ne vezne
afinitete za razliCite transkripcijske faktore ukljucuju¢i faktor Cut Like Homeobox 1
(CUTL1/CUX1) (108,109). Homozigoti za rs9939609 AA imaju 1.67 puta veci rizik za

pretilost $to je ekvivalentno 3 kg dodatne tjelesne mase u usporedbi s TT homozigotima.

1.6.3. Funkcija proteina FTO

Protein FTO Katalizira Fe?* i 2-oksoglutarat (2-OG) ovisnu demetilaciju 3-metiltimina (3-
meT) na jednostrukoj DNA te 3-metiluracila (3-meU) i N-6 metiladenozina (m®A) u mRNA,
Stoga protein FTO ima veliku sli¢nost s bakterijskom DNA demetilazom alkilatin B (AlkB),
pripada u obitelj alkilatin B enzima za popravak DNA, demetilaze koja sudjeluje u popravku
metilnih lezija (110). Funkcija drugih enzima iz AIkB obitelji proteina je poniStavanje
alkiliranog oSte¢enja DNA i RNA nastalog uslijed oksidativne demetilacije. Gen FTO sadrzi
motive koji sli¢e onima iz Alkb obitelji dioksigenih enzima i koji djeluju na DNA i RNA
nukleotide koji su oSte¢eni (111). N-6 metiladenozin je najucestalija post-transkripcijska
modifikacija i glavni supstrat proteina FTO, koja potencijalno moze doprinijeti pretilosti,

medutim to¢na fizioloska uloga gena jo$ uvijek nije poznata (112,113).

FTO kao supstrat pre®rira 3-meT u jednolan¢anim DNA (eng. Single Stranded DNA -
sSDNA) i 3-meU u jednolan¢anim RNA (eng. Single Stranded RNA - ssRNA) te njegovi
homolozi alkilatin B homolog 1 (ALKBH1) i alkilatin B homolog 3 (ALKBH3) imaju
mogucnost demetilacije 1-metiladenina i 3-metilcitozina. Kataliticka domena proteina FTO
sadrzi pet visoko konzerviranih aminokiselinskih ostataka, histidin i asparaginsku kiselinu koje
su potrebne za vezanje Fe?* te, histidin i dva arginina za vezanje 20G. Protein FTO posjeduje
dugu petlju L1 ¢iji su aminokiselinski ostatci insercije u usporedbi s ostalim ¢lanovima AlkB
obitelji, ali su visoko konzervirani u proteinima FTO drugih vrsta (96). L1 petlja dolazi u
kontakt s nemetiliranom stranom DNA dupleksa dok metilirana strana sluzi kao supstrat za
FTO. Uloga L1 petlje je u blokiranju nemetilirane strane dsSDNA/RNA da dobije pristup

veznom mjestu supstrata. Za L1 petlju se misli da daje specifi¢nost za jednostruke nukleinske

16



kiseline tijekom vezanja supstrata (96). Mogu¢nost razlikovanja 3-meT i 3-meU omogucuje se

interakcijom vezanja vodika s dva atoma karbonilnog kisika u 3-meT i 3-meU.

Kataliticka aktivnost proteina FTO koja je ovisna 0 2-OG moze regulirati transkripciju
(114), a daljnje studije su potvrdile da utjece na postranskripcijske modifikacije m°A u sSRNA,
ali i da sluzi kao senzor koriStenja aminokiselina. U iskoriStenju svih aminokiselina protein
FTO utjece na smanjenu aktivaciju mTORC1 (eng. mammalian target of rapamycin complex 1
- mTORCY1) signalnog puta i ukljucuje gene za autofagiju (114) Sto moze regulirati ekspresiju
gena FTO. m°A je mRNA modifikacija koja se nalazi u odredenim mRNA obi¢no locirana oko
3" UTR regije oko stop i start kodona. Razina ove modifikacije varira ovisno o razvoju i
odgovoru na stres (115). Protein FTO se preferencijalno veze za pre-mRNA u intronskim
regijama i tako posreduje u uklanjanju m®A iz introna, u blizini alternativno spojenih egzona i

poly-A mjesta (116).

lako se prethodno smatralo da protein FTO demetilira m8A, nova istrazivanja ne govore u prilog
toj Cinjenici:

1. Razine m°A su konstantne sve dok se mMRNA ne razgradi (117)

2. lako protein FTO ima 50 puta veéu kataliti¢ku aktivnost prema m®A u odnosu
na m3U, pokazuje nizak reakcijski odgovor na supstrat $to &ini demetilacijsku
aktivnost neuc¢inkovitom zbog brzog mRNA eksporta iz jezgre

3. Protein FTO ne pokazuje demetilaciju m®A specifi¢nu za sekvencu (118)

4. Vezna mjesta proteina FTO su siromasna m®A konsenzusima

Objavljeni rezultati ukazuju da protein FTO prefencijalno demetilira m®Am (2-O-
dimetiladenozin) za kojeg pokazuje 100 puta veéu demetilacijsku aktivnost u odnosu na mbA
(119). Wei i sur. (120) su otkrili da se distribucija demetilacije razlikuje izmedu jezgre i
citoplazme gdje bi m°®A bio supstrat u primarno poliadeniliranoj RNA u nukleusu, dok u
citoplazmi ima ve¢i afinitet prema m®Am $to ukazuje na postojanje demetilacijske aktivnosti i

u jezgri i u citoplazmi.

N®, 2-O-dimetiladenozin (MPAm) je strukturno sli¢an m°A jer oba imaju metilnu skupinu
na Sestom atomu adeninskog prstena. m°Am, jedna od najucestalijih modifikacija, visoko je
selektivna i lokalizirana na 1. kodirajuéem nukleotidu, pridruzena m’G nalazi se na 5' kraju

mMRNA (119,121). Istrazivanje Mauer i sur. (119) pokazalo je veéu otpornost m®Am na mRNA
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dekapiraju¢i enzim 2 (eng. mMRNA decapping enzyme 2 - DCP2), medutim kako se protein FTO
veze na m®Am tako smanjuje stabilnost mMRNA. Transkripti koji po¢inju s méAm preveniraju

DCP2 posredovano uklanjanje kape i mikro RNA posredovanu degradaciju.

Zanimljivo otkri¢e u radu Wei i sur. su (120) nepromijenjene razine mRNA transkripcijskih
produkata koji sadrze m®Am nakon utisavanja gena FTO u odnosu na grupu produkata koja
sadrzi samo m°A. Obzirom da je prije opisano kako poveéanje m°A znaci poveéanje mRNA
transkripata, pretpostavka je da ée i m®Am razine biti vece. Rezultati ukazuju da samo nuklearna
demetilacija m®A korelira s poveéanim razinama MRNA transkripata. Uti§avanje ¢e takoder
dovesti do poveéanja m*A razina u odredenih tRNA koje su supstrati za protein FTO te tako

negativno utjecati na translaciju.

1.6.4. Demetilacija RNA

Metilacija uobicajeno ne mijenja sekvencu ve¢ utjece na funkciju RNA tako §to utjece na

translaciju, stabilnost i lokalizaciju.

mCA je post-transkripcijska modifikacija mMRNA, tRNA, snRNA. Metilaciju adenozina vrsi
veliki m®A metiltransferaza kompleks koji sadrzi enzim sli¢an metiltransferazi 3 (eng.
Metiltransferasa like 3 - METTL3) sa S-adenozil-metionin podjedinicom (SAM) kao donora
metilne skupine dok proteini ALKBH5 i FTO rade demetilaciju. Ve¢inom se metiliraju
oligonukleotidi koji sadrze GGACU motiv (122).

Demetilacija RNA zasigurno ima veliku ulogu u genskoj ekspresiji, ali i metilacija DNA
takoder daje svoj doprinos u funkcioniranju gena. Metilacija CpG otoka inhibira promotorsku
aktivnost. Tako je povecéana metilacija introna 1 gena FTO u raznim studijama povezana s
mnogim bolestima poput pretilosti i dijabetesa. Bell i sur. (123) su identificirali pove¢anu stopu
metilacije na haplotipu koji sadrzi riziéni polimorfizam rs8050136 povezan s pretilos¢u. Daljnja
analiza je otkrila 7.7 kb dugu regiju kao raspon sa najviSe znacajnih razlika u metilaciji koja
inkapsulira visoko konzervirani ne kodirajuci element identificiran kao "pojadiva¢ dugog

dometa" (eng. long-range enhancer).

Istrazivanje provedeno na kineskoj populaciji dokazalo je da hipometilacija specificnih
CpG otoka u genu FTO potice njegovu ekspresiju. Porodajna tezina je povezana s ekspresijom

gena FTO i metilacijom promotora. Djeca s velikom i srednjom porodajnom masom imaju
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znacajno povecanu placentarnu mMRNA ekspresiju gena FTO, a kod novorodencadi s velikom

porodajnom masom znacajno je smanjena stopa metilacije na CpG otoku 1 (124)

1.6.5. Adipogeneza

Adipogeneza je proces prekomjernog stvaranja i akumulacije masnih stanica u tijelu, kao
subkutano ili visceralno masno tkivo (125). Uloga proteina FTO u alternativhom prekrajanju
MRNA upucuje na njegovu vaznost u adipogenezi. Prema istrazivanju Zhao i sur. (126)
pokazalo se da modifikacija mPA regrutira regulatore prekrajanja, faktor spajanja bogat
serinom/argininom 1 (eng. Serine/arginine-rich splicing factor 1 - SRSF1) i faktor spajanja
bogat serinom/argininom 2 (eng. Serine/arginine-rich splicing factor 2 - SRSF2) koji su vazni
za procesiranje introna. Ako je gen FTO utisan, SRSF2 ¢e se vezati na transkript koji sadrzi
mPA te ¢e onda taj transkript biti ukljuden u protein. Primjer je gen Runt (eng. Related
Transcription Factor 1-RUNX1tl) gdje vezanje proteina SRSF2 dovodi do ukljucivanja
egzona 6 te nastanka duge forme RUNX1t1 koja blokira adipogenezu. Uz ekspresiju gena FTO
dolazi do demetilacije m®A, onemoguéeno je vezanje proteina SRSF2 i egzon 6 se ne ukljuéuje
u transkript pa tako nastaje kratka forma RUNX1tl koja promovira adipogenezu (Slika 2).
Utisavanje gena FTO smanjuje ekspresiju kratke izoforme RUNX1t1.
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Slika 2. Prekrajanje RUNX1t1 posredovano SRSF2 vezanjem na egzon. Prilagodeno prema
Zhao X. isur., 2014 (126).
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1.6.6. Gubitak funkcije gena FTO

Ekspresija gena FTO u hipotalamusu je izrazena u regijama zaduZenima za regulaciju
unosa i potrosnje energije Sto upucuje da ekspresija gena FTO mozZe biti regulirana osjetom
gladi ili sitosti. Ekspresija gena FTO u hipotalamusu misa je smanjena u gladovanju u pretilih
i mrSavih miSeva. Nalazi upucuju da gen FTO nije reguliran samo s pretilo$¢u. Istrazivanje
provedeno na Sest razlicitih sojeva misa s pretilim fenotipom pokazalo je da nema znacajne

razlike u ekspresiji u hipotalamusu u usporedbi s divljim tipom (108).

FTO knockout (KO) misevi imaju promjene u dopaminergi¢énim neurotransmiterima,
misi¢noj masi, metabolizmu te imaju visoku stopu postnatalne smrtnosti. Kod ljudi s to¢kastom
mutacijom u genu FTO koja inaktivira protein FTO, fenotipski izgled uklju¢uje mikrocefaliju,
tezi psihomotorni razvoj, postnatalnu retardaciju te funkcionalne deficite u mozgu (115). FTO

KO rezultira promjenama u pre-mRNA prekrajanju s prevalencijom preskakanja egzona (116).

Do parcijalnog gubitka funkcije proteina FTO u miseva dolazi mutacijom u kodonu za 367.
aminokiselinu koja za posljedicu ima zamjenu izoleucina fenilalaninom (Fto'*%’F). Mutirani
protein ima smanjenu kataliticku aktivnost i reducirane razine proteina FTO §to vjerojatno
narusava funkciju proteina. Zarazliku od FTO KO, mutacija proteina FTO'"7F nema isti u¢inak
zbog djelomicne ekspresije u nukleusu. Redukcija tjelesne mase ima svoj pocetak u kasnijoj
zivotnoj dobi, dok potpuni gubitak funkcije ima pocetak u ranoj dobi (127) te miSevi s potpunim
gubitkom funkcije imaju do 40% manju tjelesnu masu u usporedbi s divljim tipom. Sojevi miSa
s potpunim gubitkom funkcije gena FTO fenotipski su imali zastoj u rastu, smanjen postotak

masti u tijelu te visoki postotak postnatalne smrtnosti (128).

Zamjena glutamina argininom u kodonu za 316. aminokiselinu uzrokuje u ljudi mutaciju
gubitka funkcije (eng. loss of function) proteina FTO koja dovodi do nemogucnosti vezanja 2-
oksoglutarata kojem je potreban arginin. Takva mutacija dovodi do fenotipa koji ukljucuje
postnatalnu smrtnost, retardaciju, mikrocefaliju, psihomotorne smetnje te malformacije mozga
i lica (100). Mutacija koja inaktivira funkciju proteina FTO uzrokuje autosomno recesivan
letalni sindrom, te mutacije u AIKB obitelji proteina rezultiraju teskim malformacijskim
sindromima. Fenotipski mutacija se o¢ituje u cjelokupnom zastoju u rastu, bilateralnom gubitku

sluha, smanjenim vidom te hipertrofijom srca (129).

Gen FTO je eksprimiran najve¢im dijelom u hipotalamusu, ali i u §titnoj i nadbubreznoj

zlijezdi te ima znac¢ajnu ulogu u pravilnom funkcioniranju organizma poput odgovora na stres
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I anksioznost i za razvitak kognitivnih funkcija. S tom ¢injenicom namece se pitanje utjecaja
polimorfizma i njihovih negativnih posljedica na mozak. Gubitak funkcije gena FTO dovodi
do narusenog omjera izoformi mozdanog neutrofnog faktora (eng. Brain Derived Neutrophic
Factor - BDNF) koji dolazi u dva oblika, prekursorni BDNF (proBDNF) i zreli BDNF
(mBDNF). Narus$eni omjer izoformi BDNF-a nastaje kao posljedica smanjene koli¢ine matriks
metaloproteinaze 9 (eng. Matrix Metaloproteinase 9, MMP - 9) uslijed gubitka funkcije gena
FTO. Razina mBDNF-a je znatno snizena kod gubitka gena FTO. mBDNF sudjeluje u
prezivljenju, razvoju i diferencijaciji stanica te njegova niska razina dovodi do smanjene
aktivnosti mitogen aktivirane protein kinaze (eng. Mitogen Activated Protein Kinase - MAPK)
koji je takoder ukljuéen u ove procese (130). Ova saznanja mogu doprinjeti razvoju novih
terapijskih pristupa u lijeCenju bolesti neuroloskog sustava koje nastaju uslijed propadanja

neurona poput Alzheimerove bolesti.

1.6.7. Uloga RPGRIP1L u adipogenezi

Varijacije u genu FTO mogu utjecati na funkciju susjednih gena na nacin da mijenjaju
aminokiselinski slijed ili utjeu na njihovu ekspresiju. Jedan od najistrazivanijih gena u
neposrednoj blizini gena FTO je retinitis pigmentosa GTPase regulator-interakcija protein 1
gen (eng. Retinitis Pigmentosa GTPasa Regulator-interacting Protein-1-like - RPGRIP1L).
Gen RPGRIPL1L se nalazi u blizini transkripcijskog startnog mjesta gena FTO, ali se transkribira
u suprotnom smjeru s$to upucuje na to da su ova dva gena koregulirani. Gen RPGRIP1L moze
sudjelovati u putevima energije homeostaze u kojima sudjeluje i gen FTO. Preklapajuca
regulatorna regija u intronu 1 sadrzi minimalno dva vezna mjesta za transkripcijske faktore koji

se preklapaju (108).

Polimorfizmi u genu FTO koji imaju najveéu povezanost s pretilos¢u i prekomjernom
tielesnom masom nalaze se u blizini transkripcijskog mijesta gena RPGRIP1L (Slika 3).
RPGRIPLL je lokaliziran u cilijama i centrosomima stanica cilija. Cilije su strukture bez
motiliteta koje su jednako prisutne u mozgu, posebno u hipokampusu i hipotalamusu (131,132).
Mutacija gubitka funkcije u genu RPGRIP1L uzrokuje Joubert sindromtip 7 ili Meckel sindrom
tip 5 (133), cilijopatije (133,134), ali niti jedan od poznatih SNP-a gena RPGRIP1L nema

poveznicu s pretiloséu (135). Joubert sindrom ocituje se u malformacijama cerebeluma i
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mozdanog debla, ¢esto je i zatajivanje bubrega medutim, ne postoje fenotipski izrazene osobine

koje bi se mogle povezati s debljinom.

SNP rs8050136 se nalazi u intronu 1 gena FTO, veze se za transkripcijski faktor CUTL1, i
povezan je s nastankom DT2 i ITM (136). CUTLL1 dolazi u dvije izoforme, P200 koja se veze
na gen FTO i inhibira njegovu ekspresiju, te izoforma P110 koja potic¢e transkripciju gena FTO
i RPGRIP1L. Polimorfizam rs8050136 utjece na izoformu P200 i P110 te na njihove vezne
afinitete. Istrazivanje Stratigopoulos i sur. (109) otkrilo je da vezanje P200 izoforme smanjuje
transkripcijsku aktivnost FTO dok P110 izoforma potice transkripcijsku aktivnost gena FTO i
RPGRIP1L. Naime, ekspresija P110 izoforme je povecala aktivnost poja¢iva¢a promotora gena
u prisutnosti alela A (rizik od pretilosti) s jo§ ve¢om aktivnosti promotora u prisutnosti alela C
rs8050136 polimorfizma. Izoforma P110 takoder je povecala aktivnost pojacivaca promotora
gena RPGRIP1L u prisutnosti alela C rs8050136 vise nego li uz prisutnost alela A. Alel za
povecan rizik od pretilosti (alel A) rs8050136 ima smanjen afinitet za gen FTO koji onda moze
dovesti do smanjenog odgovora na leptin. Ekspresija P200 nije uspjela inhibirati aktivnost gena
RPGRIPLL ali suprimira gen FTO $to upucuje na to da P200 inhibira transkripcijsku aktivnost
samo gena FTO dok P110 aktivira i jedan i drugi gen (Slika 3).

egzon 1 intron 1 FTOGEN
RPGRIPTL Eils 213 4156|7189 N E/E]
rs8050136, rs1421085
rs1421085 |
rs8050136, ~FTO0 M
rs142l1085 g :
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narusena CUX1 P110 L l;lzgl:nl IRX 3/5¢p01acwac
OSJethnvgst ¥ T Y IRX 3/5
naleptin | (| RPGRIPIL |
; . bijeli

<« | tunos hrane SEGNELEN | adipocit
lipida

‘adipogeneza

Slika 3. Pozicija RPGRIP1L u odnosu na gen FTO te najznacajniji polimorfizmi u intronu 1.

Preuzeto i prilagodeno iz Popovic i sur., 2022 (98).
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1.6.8. Polimorfizmi gena FTO

Polimorfizam gena FTO gena se odnosi na jednostruke nukleotidne varijante koje se mogu
nalaziti na razli¢itim mjestima unutar samog gena te time mogu dovesti do razli¢itih posljedica.
Ako se nalaze u promotorskoj regiji utjeCu na promjenu regulacije i ekspresije proteina. Mogu
promijeniti samu strukturu proteina, ako se nalaze na mjestima koja su klju¢na za alternativno
izrezivanje RNA transkripata (engl. alternative splicing) i time odgovorna za sadrzaj egzona u
procesiranom transkriptu. Polimorfizmi unutar kodiraju¢ih regija mogu biti sinonimi i
nesinonimi. Nesinonimi uzrokuju promjenu aminokiseline, §to moze rezultirati promjenom

funkcije proteina.

Gen FTO ima polimorfizme u intronu koji mogu pogoditi RNA procesiranje, utjecati na
transkripciju, translaciju, promijeniti stabilnost i utjecati na poja¢ivace (eng. enhancers) te se
mogu promijeniti afiniteti transkripcijskih faktora za ciljane sekvence. Polimorfizmi gena FTO
imaju mogucnost promijeniti vezno mjesto za transkripcijske faktore te tako uzrokovati alelno-

specificnu ekspresiju.

U intronu 1 te egzonu 2 gena FTO se nalaze SNP-i povezani s pretiloS¢u. Neki od najcesce
istrazivanih  SNP-ova  povezanih s pretiloS¢u su rs9926289, rs9939609, rs17817449,
rs1421085, rs9930506, rs8050136 i rs1121980. Veza gena FTO i pretilosti se ocituje u
povec¢anom ITM, opsegu struka (eng. Waist Circumference - WC), opsegu bokova (eng. Hip
Circumference - HC), potro$nji odnosno skladistenju energije, ali i raznim poremecajima u
transkripciji i ekspresiji kako gena FTO, tako i susjednih gena. Rezultati istrazivanja su pokazali
ve¢u razinu transkripcije s rizi¢nog alela u odnosu na nerizi¢ni alel (rs9939609 SNP) i
sugeriraju da se ve¢ina varijacije u ekspresiji gena FTO moZe objasniti varijacijom cis-

regulatorne regije u intronu 1 (136).

e 159930506

Nositelji riziéne varijante GG SNP-a rs9930506 u prosjeku imaju veéi ITM za 2,18 kg/m?
u odnosu na zdrave homozigote (137). Saber-Ayad i sur. (138) su u svom istrazivanju pokazali
vece razine glukoze i HOMA-IR te nize razine inzulina u ispitanika DT2 u usporedbi s divljim
tipom. Povezanost ovog polimorfizma i povecanog ITM dokazana je i u istrazivanju Chuenta i

sur. (139) gdje homozigoti rizicnog alela GG imaju vecu srednju vrijednost ITM-a od 38.03
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kg/m? u odnosu na zdravi alel AA koji ima srednje vrijednosti od 28.0 kg/m?. IstraZivanje
povezanosti ITM-a i polimorfizma gena FTO dokazalo je znaCajnu povezanost s pretiloscu
kategorije 11/111. Polimorfizam rs9930506 pokazuje pozitivnu povezanost s dobi i ITM-om
ovisno o spolu, te je pokazan znacajniji utjecaj na ITM u Zzena nego u muskaraca, P = 0.028 vs
P =0.184 (Pearson’s hi-kvadrat test) (138). Znanstvenici su otkrili da je rs9930506 povezan s

nizim unosom masti u ispitanika s polimorfizmom rs9939609 (138).

e 1s9939690

Rizi¢ni alel A polimorfizma rs9939609 je povezan s nizim razinama potros$nje energije u
mirovanju (eng. Resting Energy Expenditure - REE), ve¢im razinama leptina i TSH. Hormoni
Stitnjace u 0soba s pretilosti su obi¢no normalnih vrijednosti. Iako je odnos ITM-ai TSH obi¢no
u pozitivnoj korelaciji, ovo je prva studija koja je pokazala da postoje vece razine TSH u
odraslih s A alelom, neovisno o ITM (140). Sljedece istrazivanje je potvrdilo povezanost veceg
ITM-a s alelom A rs9939609 za u prosjeku 0.4 kg/m?, s veéom koncentracijom inzulina,
glukoze i triglicerida te nizim HDL-om (141). Sli¢ne rezultate dobili su i znanstvenici u
Rumunjskoj gdje je rizicni alel rs9939609 povezan sa svim biokemijskim parametrima
pretilosti osim HDL, TSH, AST i ALT (142).

e 151121980

Polimorfizam rs1121980 je pokazao statisticki zna¢ajnu povezanost s pretilos¢u (137) gdje
homozigoti za rizi¢ni alel AA imaju veéi ITM u prosjeku za 1.54 kg/m?. Istrazivanje provedeno
u Japanu pokazalo je znac¢ajnu povezanost polimorfizma rs1121980 s HOMA-IR, te inzulinom
(143). Sli¢no istrazivanje provedeno u Hrvatskoj, dokazalo je statisticki znacajnu povezanost
izmedu rs1121980 i pretilosti te DT2: tezina P = 0.001, BMI P = 0.0013, WC P = 0.006, HC P
=0.0022 i inzulin P = 0.0457, te od biokemijskih pokazatelja HDL P = 0.0425 (144).

e 158050136

Homozigoti za rizi¢ni alel A SNP-a rs8050136 imaju 1.4 puta veéi rizik za nastanak DT2,
dok hetereozigoti imaju 1.2 puta povecan rizik za DT2. Polimorfizmi gena FTO imaju zna¢ajnu

povezanost s razvojem hipertenzije u pretilih u Europskoj i Azijskoj populaciji, P = 0.028, P
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< 0.001 (Z test), ali nakon podeSavanja po ITM povezanost ostaje znacajna samo za Azijsku

populaciju, P = 0.035 (Z test) (145).

Pronadena je povezanost izmedu polimorfizma rs8050136 i aterosklerotske
kardiovaskularne bolesti u Zena koje su manje fizic¢ki aktivne. Kada su rezultati prilagodeni po
ITM, manje aktivne Zene s rizicnim alelom su imale 54% veéi rizik od razvoja
kardiovaskularnog incidenta u usporedbi s fizi¢ki aktivnijim Zenama koje imaju zdravi alel.
Rizi¢ni alel je povezan s nizim HDL-om, ve¢im CRP-om te veCom prevalencijom hipertenzije,

DT2 i metabolickog sindroma (146).

Meta analiza 62 studije iz razli¢itih regija je dokazala povezanost rs8050136 s DT2 ovisno
0 regiji, gdje povezanost s DT2 u Isto¢noj Aziji ostaje i kada se rezultati prilagode za ITM, dok

u Europi ostaju znacajni bez uskladivanja prema ITM (147).

Istrazivanje Karns i sur. (144) provedeno u Hrvatskoj na 22 polimorfizma koja su u
cijelogenomskim studijama povezani s DT2 potvrdilo je povezanost svih odabranih
polimorfizama na genu FTO s antropometrickim obiljezjima pretilosti. Polimorfizam
rs8050136 ima statisticki znacajnu povezanost s DT2 i pretilo$¢u: tezina P = 0.051, BMI P =
0.0179, WC P = 0.0026, HC P = 0.0078, te za biokemijske pokazatelje HDL P = 0.0379
(HelixTree softver (Golden Helix, Inc., Bozeman, MT, SAD)). Biokemijski pokazatelji su vazni
jer mogu biti sekundarno ukljuceni u pretilost, dijabetes ali i metabolicki sindrom. Primije¢ena
je povezanost alela A i ukupnog unosa energije gdje AA ili AT genotip znac¢ajno doprinose
pove¢anom unosu energije u odnosu na nerizican genotip. Takoder je povezan s niZzom
glomerularnom filtracijom bubrega u Ameri¢kih Indijanaca (148). Kao i kod prethodnih
polimorfizama srednje vrijednosti ITM kod homozigota s nerizicnim alelom su manje (27.5

kg/m?) u odnosu na homozigote s rizi¢nim alelom (38.0 kg/m?) (139).

1.6.9. Signalni putevi gena FTO

Polimorfizam rs8050136 korelira s ekspresijom gena RBL2 (eng. retinoblastoma like 2
protein). Protein RBL2 inhibira DNA metiltransferaze 3a/3b (DNMT-3a/3b) sto onda dovodi
do hipometilacije ukljucujuci i podruc¢je subtelomerne regije (149). Polimorfizam rs8050136
pogada ekspresiju AKT interakcijskog proteina (eng. AKT interaction protein - AKTIP) te tako

mijenja vezno mjesto za CUX1 transkripcijski faktor (150).
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Istrazivanje Wu i sur. (151) omoguéilo je nova saznanja u mehanizmu aktivirane protein
kinaze (eng. AMP-activated protein kinase - AMPK), kljuénog regulatora lipidnog
metabolizma u miSi¢ima. Inhibicijom AMPK se povecava lipidna akumulacija, dok se
aktivacijom smanjuje. AMPK negativno regulira ekspresiju gena FTO i MRNA mPA metilaciju.
Ako su razine AMPK smanjene, povecana je ekspresija gena FTO. Medutim, ako je AMPK
aktivirana, dolazi do smanjene ekspresije gena FTO, $to uzrokuje poveéanje metilacije i

aktivacije gena za lipolizu s rezultatom smanjenja lipidne akumulacije.

Neki od stani¢nih karakteristika pretilosti su povecani adipociti, reduciran mitohondrijski
sadrzaj, gubitak termogeneze, pretjerana akumulacija triglicerida, smanjeni udio smedih

adipocita zbog smanjenog tamnjenja adipocita.

Od molekularnih karakteristika izdvaja se gubitak UCP1 odgovora (eng. Uncoupling
protein 1 - UCP1) na stimulaciju, npr. vjeZbanje ili na gene regulatore termogeneze. Gen UCP1
uzrokuje u normalnim uvjetima depolarizaciju membrane mitohondrija i nastanak topline,
termogenezu. Geni IRX3 i IRX5 imaju ulogu u represiji termogeneze te utjecu na diferencijaciju
adipocita. Geni IRX3 i IRX5 se eksprimiraju u bijelom adipocitnom tkivu, te njihovom
inhibicijom dolazi do redukcije tjelesne mase i poveéanja potrosnje energije, dok utiSavanje
dovodi po ponovnog uspostavljanja termogeneze u primarnim adipocitima. Zamjena baze T za
C kod polimorfizama rs1421085 narusava konzervirani motiv za ARID5B represor koji korelira
s genima IRX3 i IRX5 kod zdravih homozigota (TT). U rizi¢nih homozigota (CC) pretjerana
ekspresija ARID5B nema znac¢ajan utjecaj na funkciju gena IRX3 i IRX5 $to upucuje na gubitak
represorske funkcije, uvjetovano polimorfizmom. Popravak narusenog ARID5B motiva S
CRISP-Cas9 u ispitanika s rs1421085 C/T ponovno uspostavlja represorsku aktivnost nad

genima IRX3 i IRX5 te stimulira tamnjenje adipocita i uspostavlja termogenezu (152).

De novo metilacija se odraduje uz pomo¢ DNMT-3a/3b dok DNMT-1 ima za ulogu
odrzavanje metilacije (153). Metilacija je jedan od mehanizama kojim se moZze utjecati na
ekspresiju gena. Primjerice, epigeneticki pristup u regulaciji gena FTO je mogu¢ uz regulaciju
prehrane. U tom kontekstu se spominje kravlje mlijeko. Mlijeko je bogato esencijalnim
aminokiselinama koje povecavanju ekspresiju gena FTO, ali i mikro RNA (miRNA) koje
inhibicijom DNMT1 promoviraju hipometilaciju introna 1. IskoriStenje aminokiselina dovodi
do inhibicije gena FTO. Suprimiranjem nove metilacije i/ili odrzavanjem ve¢ postojece
metilacije, te u isto vrijeme demetiliranje introna 1 gena FTO uzrokuje njegovu pretjeranu

ekspresiju (153).
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1.6.10. Telomere

Telomere su specijalizirane repetetivne sekvence nukleotida TTAGGG na krajevima
kromosoma sa zastitnom ulogom protiv fuzije i degradacije kromosoma. Telomere se skracuju
svakom diobom te tijekom zivota dosegnu kriti¢nu razinu u kojoj gube svoju funkciju
(154,155). Duljina telomera je prihvacena kao geneticki marker starenja i stresa. Najcesce se
koristi duljina telomera leukocita (eng. leukocyte telomere length — LTL) u analizama
povezanosti bolesti i telomera. Krace telomere su povezane s oksidativnim stresom, upalom,
povisenim ITM, pretilo$¢u, dijabetesom, kardiovaskularnim bolestima i akumulacijom masti
(156).

Pretilost dovodi organizam u stanje povecanog oksidativnog stresa s proupalnim citokinima
gdje su gvaninom bogate sekvence podloznije oksidativnom oStecenju i imaju smanjeni
kapacitet za popravak DNA (156). Pretilost dovodi do ubrzanog starenja organizma.
Istrazivanje Lee i sur. (157) povezalo je ukupnu i abdominalnu mast s kra¢im telomerama, a
duzina telomera obrnuto je proporcionalna ITM. Zhou i sur. (158) opisali su pozitivnu
korelaciju izmedu metilacijskih razina gena FTO i duljine telomera dok je istrazivanje Shin i
sur. (159) opisalo obrnutu korelaciju izmedu polimorfizma rs9939609 i duljine telomera te
izmedu duljine telomera leukocita i opsega struka. Prisutnost rizicnog polimorfizma gena FTO
je neovisan faktor koji utje¢e na LTL (158). Rezultati studije (160) provedene na intronu 1 gena
FTO pokazuje krac¢u duljinu telomera leukocita u nositelja rizi¢nog polimorfizma rs17817449.
Takoder, opisana je krac¢a duljina telomera u osoba s hipertenzijom, aterosklerozom (161) i
bolestima srca (162). Studija pra¢enja nakon 10 godina opisala je 0.130 kbp krace telomere u
osoba s pretilo§¢u u odnosu na kontrolnu skupinu $to odgovara priblizno 9 godina starenja.
Takoder, prelazak s normalne tjelesne mase na pretilost ima utjecaj na duljinu telomera i dovodi
do skracivanja telomera za 0.094 kb tijekom 10 godina dok prelazak na prekomjernu tjelesnu
masu ima blazi efekt i skracuje telomere za 0.074 kb (163). Ovi rezultati potvrduju utjecaj

pretilosti na ubrzano starenje organizma.
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2. CILJ RADA

2.1.

2.2.

Hipoteze istrazivanja

Rizi¢ni polimorfizmi rs8050136, rs9930506 i rs1121980 utjeu na nastanak pretilosti

kod ispitivane populacije.

Rizi¢ni polimorfizmirs8050136, rs9930506 1rs1121980 utjecu na dinamiku skra¢ivanja

telomera.

Rizi¢ni polimorfizmi rs8050136, rs9930506 1 rs1121980 utje€u na klinicki status i

biokemijske pokazatelje metaboli¢kog stanja pretilih.

Ciljevi istrazivanja

Cilj ovog istrazivanja je testiranje navedenih hipoteza polimorfizama gena FTO i duljine

telomera kako slijedi:

i)

iD)

Prouciti distribuciju polimorfizama gena FTO rs8050136, rs9930506, rs1121980 na
ispitivanoj populaciji pretilih u odnosu na kontrolnu skupinu te komparativna analiza

istih u odnosu na neke ve¢ analizirane polimorfizme.

Odrediti duljinu telomera s obzirom na distribuciju polimorfizama gena FTO
rs8050136, rs9930506, rs1121980 na ispitivanoj populaciji pretilih u odnosu na

kontrolnu skupinu.

Odrediti postoje li razlike u klinickom statusu, biokemijskim pokazateljima

metabolickog stanja u odnosu na rs8050136, 19930506, rs1121980 polimorfizme.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Osnovne kemikalije

Agaroza (Sigma), agaroza za gel-elektroforezu u pulsirajucem polju (Bio-Rad), etanol
(Kemika), etidijev bromid (Roth), Tris-(hidroksimetil)-aminometan (Tris) (Sigma), destilirana
voda (deH20), etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA) (Kemika), kloridna kiselina (HCI)
(Kemika), natrijev-hidroksid (NaOH) (Kemika), natrijev-dodecilsulfat (SDS) (Sigma),
natrijev-hidrogenfosfat (Na:HPO4) (Kemika), natrijev-klorid (NaCl) (Kemika), kalijev-
dihidrogenfosfat (KH2PO4)

3.1.2. Komercijalni kitovi

Komplet za izolaciju ukupne DNA iz animalne krvi, tkiva i stanica: DNeasy Blood & Tissue
Kit (Qiagen)

3.1.3.  Enzimi, proteini, nukleotidi

AmpliTagq Gold™ DNA polimeraza (Termo Fischer)
proteinaza K (Qiagen)

ribonukleaza A (Qiagen)

TagqMan®SNP genotipizacijski test (Termo Fischer)

HotStarTag DNA polimeraza (Qiagen)

29



3.2.  Analiza uzoraka

3.2.1. lzolacija DNA iz krvi

Ispitanicama je uzet uzorak pune krvi u epruvete volumena 2 ml s EDTA antikoagulansom
(etilendiamintetraoctena kiselina). Uzorci su pohranjeni na temperaturi -20°C. U postupku
izolacije koristen je komercijalni komplet DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen) prema uputama
proizvodaca. U sterilne Eppendorf tubice volumena 1.5 ml stavljeno je 100 pl pune krvi, dodano
je 20 pl proteinaze K i 4 pl RNaseA koncentracije 100 mg/ml. Volumen je izjednac¢en s PBS
puferom (pH=7.4) do 200 ul kona¢nog volumena te inkubiran 2 minute na sobnoj temperaturi.
Poslije inkubacije u tubice je dodano 200 ul pufera za lizu stanica bez etanola AL*, vorteksirano
te potom inkubirano u termobloku (PHMT) 10 minuta na 56°C. Po zavrsenoj inkubaciji u tubice

je dodano 200 pul etanola (96-100%) te snazno vorteksirano.

Sadrzaj tubica je prebacen u DNeasy Mini spin kolonice s kolekcijskim tubicama volumena
2 ml i centrifugiran na 8000 rpm 1 minutu. Sadrzaj kolekcijskih tubica je odbagen a sadrzaj
DNeasy Mini spin kolonica je stavljen u novu kolekcijsku tubicu te je potom dodano 500 pl
pufera AW1* i centrifugirano na 8000 rpm 1 minutu. Sadrzaj kolekcijske tubice je odbacen, a
kolonica je stavljena u novu kolekcijsku tubicu te je dodano 500 pl pufera AW2, centrifugirano
na 14 000 rpm 3 minute kako bi se isuSila DNeasy membrana. Nakon centrifugiranja sadrzaj je
bacen, a kolonica je stavljena u novu Eppendorf tubicu i eluirana s 200 ul pufera AE*,

inkubirana 1 minutu na sobnoj temperaturi te potom centrifugirana na 8000 rpm 1 minutu.

*sastav pufera je zasti¢en od strane proizvodaca (QIAGEN GmbH, QIAGEN Str. 1, 40724
Hilden, Germany)

3.2.2. Provjera koncentracije i kvalitete izolirane DNA

Izolirana DNA je izmjerena spektrofotometrijski na uredaju NanoPhotometer® NGO,
IMPLEN. Vrijednosti koncentracija DNA izrazeni u ng/pl te omjeri A260/A280 i A260/A230
uzeti su kao pokazatelji koncentracije i €istoce izolirane DNA. Kao dodatni korak provjere,

uzorci DNA su stavljeni na horizontalnu gel elektroforezu u 1% agaroznom gelu
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(Electrophoresis Power Supply EPS 601, Amersham Biosciences). lIzolirana DNA je

pohranjena na -20°C do daljnje analize.

3.2.3. Genotipizacija i analiza polimorfizma metodom gPCR

Za ovo istrazivanje odabrana su 3 jednostruka nukleotidna polimorfizma: rs8050136 AA

rizi¢ni genotip, AC heterozigot, CC nerizi¢ni genotip; rs1121980 AA rizi¢ni genotip, AG

heterozigot, GG nerizi¢ni genotip; rs9930506 GG rizi¢ni genotip, AG heterozigot, AA nerizi¢ni

genotip. Metoda odredivanja genotipa je lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu

(eng. quantitative real-time polymerase chain reaction; g°PCR) metodom alelne diskriminacije

polimorfizama.

Za genotipizaciju koristeni su komercijalni kompleti TagMan®SNP Genotyping Assay
C_2031259 10 za rs8050136 A/C, C_2031261_10 za rs1121980 A/G, C_29819994 10 za
rs9930506 A/G proizvodaca Termo Fischer Scientific Applied Biosystems (Tablica 2).

TagMan™ real-time PCR je laboratorijska tehnika ¢iji se princip temelji na komplementarnom

sparivanju probe i zeljenog fragmenta DNA molekule.

Tablica 2. Sekvence pocetnica koristene u PCR reakcijama

rs8050136*
rs1121980*
rs9930506*
TEL-F
TEL-R
IFNB1-F
IFNB1-R

CATGCCAGTTGCCCACTGTGGCAATIA/CIAATATCTGAGCCTGTGGTTTTTGCC
TCCTAGTCACGTGTCTTGGTACTAT[A/G]TGAGATTTCAGATCCACCTGCCTAC
AGGGACACAAAAAGGGACATACTACIA/G]ITGAATTACTAATATCTAAGAAAATA
5-CGGTTTGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTT-3

5-GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCT-3
5-GGTTACCTCCGAAACTGAAGA-3
5-CCTTTCATATGCAGTACATTAGCC-3

*sekvenca koja okruzuje SNP i na koju je proba specificna
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Genotipizacijski test se sastoji od dvije probe koje su obiljezene fluorescentnom bojom na

5'kraju, bojom VIC je obiljezen alel 1, a bojom FAM alel 2, te dvije specificne pocetnice koje

se vezu za DNA kako bi se umnozio fragment od interesa. TagMan® MGB probe na 3' kraju

nose neflourescencijski priguSiva¢ (eng. nonflourescent quencher - NFQ) koji sluzi za

eliminaciju pozadinske fluorescencije, i grupu MGB (eng. Minor Groove Binding - MGB) koji

omogucuje bolju stabilnost kompleksa DNA i probe, povecava temperaturu taljenja (eng.

Temperature melting - Tm) bez da se povecava duljina probe.

Tijekom hibridizacije AmpliTag Gold™ DNA polimeraza cijepa samo probe koje su

hibridizirane na ciljanu sekvencu. 5' egzonukleazna aktivnost DNA polimeraze omogucava

cijepanje reporter boje od probe. Kada proba nije komplementarno sparena, blizina prigusivaca

na probi s reporter bojom rezultira supresijom fluorescencije (Slika 4). Zbog tako strogih

zahtjeva, nespecificne amplifikacije nije moguce detektirati, te fluorescencijski signal prikazuje

samo alel na koji se proba vezala.

1. Komponente testa
"y proba \-3 proba e
oroRsa poletiica v g Q & ,E Q straznja pocetnica
® _ DNAuzorak (G/A) >
A ~ —————————— - ‘,."‘/’
UL LR R R e ity
o ‘\'er
3 cm 5
S i 5 s I 5 LEGENDA
2. Denaturirani kalup i komponente pocetnica :
T 0
. P proba WGB proba NGB ¥ vic Mboja
prednja pocetnica - = straznja pocetnica T
N v @ @® g @ & FAM™boja
y G \ / A
N &k @ Prigusiva¢
— —
b [cm 5 i
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RIS Binder
3. Polimerizacija i stavranje signala S . AmpliTaq Gold
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straznja poéetnica} 8
/ Proba
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komplementarni par pocetnica

Slika 4. TagMan™SNP tehnika detekcije. Prilagodeno prema Schleinitz i sur., 2011 (164).
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Metoda alelne diskriminacije svrstava svaki uzorak na njegovo individualno mjesto na
dijagramu alelne diskriminacije. Tipi¢ni primjer alelnog dijagrama prikazuje nakupine
homozigota, heterozigota i kontrole (voda bez DNA). Uzorci u nakupinama su zbijeni, dok su

nakupine medusobno udaljene (Slika 5).

Ako postoji detekcija samo jedne boje, npr. VIC™ boje, radi se 0 homozigotu za alel 1
koji je pozicioniran u donjem desnom kutu dijagrama. Homozigoti za alel 2 obiljezeni FAM ™
bojom nalaze se u gornjem lijevom kutu, dok se heterozigoti nalaze priblizno na sredini izmedu
alela 1 i alela 2. Kontrola se nalazi u donjem lijevom kutu, neodredeni uzorci (uzorci kojima
nedostaje pasivna referenca ili DNA) se nalaze bilo gdje izvan navedenih podrucja, dok se

uzorci kod kojih nije detektirana fluorescencija nalaze kod kontrole.
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Slika 5. Primjer dijagrama alelne diskriminacije (165).

Rn — unutarnji fluorescentni signal prema kojem se reporterska boja moZe normalizirati
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3.2.3.1. Priprema uzoraka za qPCR reakciju

Priprema uzoraka za qPCR reakciju sastoji se od pripreme SNP Assay-a i podeSavanja

koncentracije DNA.

SNP Assay ima volumen od 187 pl, koncentriran 40x. Potrebno je pripraviti 20x radnu
koncentraciju SNP Assay-a s 1x TAE puferom. SNP Assay je razrijeden s 187 pl TAE pufera
te je ukupni volumen od 374 pl vorteksiran, centrifugiran, alikvotiran, te potom zbog

fotolabilnosti zamotan u aluminijsku foliju i smrznut na -20°C za daljnju analizu.

Kako uzorci izolirane DNA imaju razli¢ite koncentracije, potrebno je podesiti masu DNA

na 1-20 ng/jazici, finalne koncentracije minimalno 0.2 ng/pl.

U tubicu za PCR reakciju je otpipetirano 1.25 pul SNP Assay-a od interesa, 12.50 pl 2x
TagMan® Master Mix-a (Applied Biosystems), i 11.25 ul pripremljenog uzorka DNA. Sadrzaj
je pomijeSan laganim uvlaenjem u pipetu, te potom centrifugiran kako bi se otklonili
eventualni mjehuriéi zraka. Tako pripremljene PCR tubice su postavljene u uredaj 7300 real-
time PCR system (Applied Biosystem) te su namjesteni uvjeti PCR reakcije. Ukupni volumen
reakcijske smjese je 25 pl. Za obradu rezultata koristen je program 7300 System SDS Software

v2.3. Uvjeti PCR amplifikacije su prikazani u tablici 3.

Tablica 3. Uvjeti PCR reakcije

Temperatura Vrijeme Broj ciklusa
95 °C 10 minuta 1
95 °C 15 sekundi 40
60 °C 1 minuta
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3.2.4. Analiza relativne duljine telomera metodom gPCR

Relativna duljina telomera analizirana je gPCR metodom. Ovom metodom se za svaki
uzorak odreduje koli¢ina produkta telomernih ponavljajucih sekvenci (T) te koli¢ina produkta
endogene kontrole (S), a njihov omjer (T/S) je u korelaciji s relativnom duljinom telomera.
Nastali PCR produkti detektiraju se interkaliranjem spoja SYBR Green (QuantiTect, Qiagen) u
dvostruku uzvojnicu DNA. Budu¢i da SYBR Green emitira fluorescenciju tek kad je
interkaliran u DNA, taj efekt omogucuje prac¢enje porasta fluorescencije sa svakim ciklusom

PCR-a i sluzi kao indirektna mjera za koli¢inu nastalog PCR produkta.

Kao endogena kontrola koriSten je interferon beta 1 (IFNB1), gen koji pripada skupini
interferonskih gena na kromosomu 9, a prisutan je u jednoj kopiji u haploidnom genomu (166).
Prema njemu se izraCunava relativna koli¢ina telomernih ponavljanja. Svaki uzorak analiziran
je u triplikatu za telomerne ponavljajuc¢e sekvence i IFNBI1. Na svakoj plocici analiziran je i
jedan odabrani uzorak koji je koriSten kao kalibrator 1 prema kojem su svi uzorci normalizirani

kako bi se osigurala reproducibilnost izmedu razli¢itih plocica.

Preuzeti protokol za kvantifikaciju duljine telomera je prema Vasilishina i sur. (166).

Relativna razlika u duljini telomera izraCunava se na sljede¢i nacin:
1. IzraCunati srednju Ct vrijednost za TEL i IFNB1 svakog uzorka
2. IzraCunati ACt = CtTEL — CtIFNBL1 svakog uzorka

3. Izradunati T/S omjer (=2") svakog uzorka

4. Normalizacija prema uzorku kalibratoru:

AACt = ACt uzorak — ACt kalibrator

Relativna promjena (eng. fold change) = 244
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3.2.4.1. Priprema uzoraka za kvantifikaciju duljine telomera

Priprema uzoraka za qPCR reakciju sastoji se od pripreme reakcijske smjese s bojom SYBR

Green, pocetnicama i vodom te podesavanja koncentracije DNA.

QuantiTech boja SYBR Green dolazi u 2x poc¢etnoj koncentraciji u volumenu od 25uL te
je potrebno pripraviti boju u 1x kona¢noj koncentraciji. PCR mix 2x QuantiTech SYBR Green
sadrzi pasivnu referencu ROX koja pruza unutarnju fluorescenciju prema kojoj se reporterska
boja moze normalizirati te sluzi za korekciju fluorescencije zbog promjene volumena ili
koncentracije DNA. DNA polimeraza HotStarTaq sadrzana u mix-u zahtjeva aktivaciju na
95°C/15".

Za reakcijsku smjesu potrebno je optimizirati koncentraciju pocetnica koje su u 5uM
pocetnoj koncentraciji. Prednja pocetnica za telomernu sekvencu (TEL-F) ima finalnu
koncentraciju 0.3 uM, a straznja pocetnica (TEL-R) finalnu koncentraciju 0.4 pM (Tablica 4).
Prednja i straznja pocetnica za endogenu kontrolu (IFNB1-F i IFNB1-R) imaju finalnu
koncentraciju od 0.4 uM (Tablica 5). Reakcijski mix je pripremljen, zamotan u aluminijsku
foliju zbog fotolabilnosti i spremljen na +4°C do upotrebe. Masa DNA koja ide u reakcijsku
smjesu je 10 ng/jazici finalne koncentracije 2 ng/pl. Do ukupnog volumena reakcijske smjese

od 25 pul je dodana voda.

Pripremljene tubice za PCR su postavljene u uredaj CFX (Bio Rad) te su namjesteni uvjeti
PCR reakcije (Tablica 6).

Tablica 4. Reakcijska smjesa za telomernu sekvencu

TEL
POCETNA FINALNA VOLUMEN U
KONCENTRACIJA KONCENTRACIJA REAKCIJSKOJ SMIJESI

(ML)
SYBER 2X 1x 12.5 uL
GREEN
TEL-F 5uM 0.3 uM 1.5puL
TEL-R 5uM 0.4 uM 2 uL
DNA 9-12 ng/uL 2 ng/uL 4-55puL
H.O - - 4 uL
UKUPNI 25 uL
VOLUMEN
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Tablica 5. Reakcijska smjesa za sekvencu endogene kontrole

IFNB1
POCETNA FINALNA VOLUMEN U
KONCENTRACIJA ~ KONCENTRACIJA  REAKCIJSKOJ SMJESI
(uL)

SYBER 2x 1x 12.5 uL

GREEN

IFNB1-F 5 UM 0.4 uM 2 UL

IFNB1-R 5 uM 0.4 uM 2 uL

DNA 9-12 ng/uL 2 ng/ulL 4-55uL

H,0 - - 3.5uL

UKUPNI 25 pL

VOLUMEN

Tablica 6. Uvjeti PCR reakcije za kvantifikaciju duljine telomera

3.2.5. Statisticka obrada podataka

Rezultati istrazivanja su statistiCki obradeni u Microsoft Excel 2013 i Graph Prism
programu (version 9.1.1.). Ucestalost pojedinih genotipova u kontrolnoj skupini i skupini
pretilih je odredena i usporedena s odstupanjem od ocekivane distribucije u skladu s Hardy-
Weinbergovim pravilom. Znacajnost odstupanja genotipova od ocekivane distribucije odredena
je X? testom pomocu racunalnog programa. Rezultat nije u skladu s Hardy-Weinbergovim

pravilom ukoliko je P vrijednost < 0.05.

Frekvencija pojavljivanja odredenog genotipa u grupi pretilih ili kontrola je odradena
deskriptivnom statistikom, a hi-kvadrat test je koristen da bi se odredila statisticki znac¢ajna
povezanost genotipa sa skupinom. Povezanost od P < 0.05 se smatra statisti¢ki znaajnom.
Izmjerene vrijednosti analita su podijeljene u dvije grupe, grupa 1 u kojoj se izmjerene
vrijednosti nalaze u deficitu, i grupa 2 gdje se izmjerene vrijednosti nalaze u suficitu. Iznimka

je HOMA-IR, ¢ije vrijednosti mjerenja su podijeljene u tri grupe (vidjeti Tablicu 8). Analiza
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povezanosti biokemijskih pokazatelja i prisutnosti polimorfizma je provedena uz pomo¢ hi-
kvadrat testa i Anova tablice. StatistiCcki znaCajna vrijednost je postavljena na P < 0.05.
Biokemijske analize su napravljene na biokemijskom analizatoru eCobas 6000, Roche
Diagnostics, Mannheim, Njemacka. Metoda analize biokemijskih parametara je
elektrokemiluminiscencija na platformi Roche (ECLIA). Za usporedbu polimorfizama gena
FTO s odabranim pretragama takoder su u obzir uzeti i prate¢i komorbiditeti pretilosti.
Komorbiditeti koji su ukljuceni jesu: hipertenzija, intolerancija na glukozu, predijabetes te
inzulinska rezistencija i dislipidemija (podatci prikupljeni na KBC Zagreb, Zavod za
Endokrinologiju) (167).

3.2.6. Ispitanice

U ovom istrazivanju sudjeluje 64 Zene starije od 18 godina podijeljene u dvije skupine: 45
zena s ITM > 30 kg/m? kao ispitivana skupina i 19 Zzena s normalnim ITM ( 18-25 kg/m?) kao
kontrolna skupina ¢iji su uzorci prikupljeni u Klinickom bolniCkom centru Zagreb pri
Referentnom centru RH za lijeenje debljine Zavoda za Endokrinologiju. Raspon godina je od
21 do 66 godine.

Ukljuéni kriteriji u istrazivanju su bili ITM > 30 kg/m?, s ili bez hipertenzije, predijabetesa,
dijabetesa. Antropometrijske veli¢ine ispitanica su ukljucivale tjelesnu visinu (cm), tjelesnu
masu (kg). Isklju¢ni kriterij su: ne lijeCena bolest §titnjace, bolest hipofize, nadbubrezne
zlijezde, Cushingov sindrom, transplantirani i onkoloski bolesnici. Pristanak na istrazivanje je
isklju¢ivo dobrovoljan. Ispitanice su upoznate s podatcima i specifi¢nostima istrazivanja,
ciljevima istrazivanja, povjerljivosti 1 zastiti osobnih podataka te su potpisale informirani

pristanak za sudjelovanje. Ispitanice su ispunile anketni upitnik, te im je uzet uzorak krvi.

Istrazivanje "Povezanost odabranih jednostrukih nukleotidnih polimorfizama u ljudskom
genu FTO s tjelesnom masom i mikrobiomom usne Supljine u zena Zagrebacke Zupanije" je
odobrilo Eti¢ko povjerenstvo Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu, a istrazivanje pod
naslovom "Retrospektivne analize podataka pretilih bolesnika koji su lijeceni individualnim ili
5-dnevnim grupnim strukturiranim pristupom kroz dnevnu bolnicu” je odobrilo Eti¢ko

povjerenstvo KBC Zagreb.
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4. REZULTATI

Ovo istrazivanje obuhvaca analizu tri jednostruka nukleotidna polimorfizma na genu FTO:
rs8050136, rs9930506, rs1121980. Ova tri polimorfizma ¢e se usporediti S polimorfizmima
rs9939609, rs17817449 i rs1421085 polimorfizma koji su analizirani ranije na istim uzorcima
u istrazivanju Hudek i sur. (167). Ispitanicama su napravljene i biokemijske pretrage povezane

S pretiloScu 1 dijabetesom.

4.1. Distribucija ispitivanih polimorfizama

Kontrolna skupina ima prosjek godina 31.53 £ 9.56, raspon 23-55, srednja vrijednost ITM-
e je 21.74 + 2.23, raspon 18.5 — 24.8 kg/m?. Ispitivana skupina ima prosjek godina 43.67 +
11.12, raspon godina 21-66, srednja vrijednost ITM-e 43.10 + 8.38, raspon 30-62.2 kg/m?.

Istrazivanje polimorfizma rs8050136 je pokazalo vecu ucestalost riziénog genotipa AA
(40.00%), i heterozigota AC (37.78%) kod osoba s pretilos¢u, dok je kod kontrola opazena
najveca prisutnost heterozigota AC (63.16%), a rizi¢ni genotip AA je bio potpuno odsutan.
Prisutnost nerizi¢nog genotipa u kontrolnoj skupini je ve¢a od one u ispitivanoj skupini (36.84%

Vs 22.22%). Rezultati su prikazani na slici 6A.

Veca zastupljenost rizicnog genotipa AA izmedu ispitivane skupine i kontrolne je
statisti¢ki znacajna, P = 0.00115 te prisutnost AC rs8050136 genotipa u ispitivanoj skupini u
odnosu na kontrolnu, prema hi-kvadrat testu ima statisticki znacajnu vrijednost, P = 0.00152.
Ucestalost nerizicnog genotipa CC izmedu ispitivane i1 kontrolne skupine nema statisticki

znacajnu vrijednost, P = 0.13.

Analiza polimorfizma rs9930506 pokazala je u skupini s pretilosti ve¢u zastupljenost
rizi¢nog genotipa GG (48.89%), dok u kontrolnoj skupini rizi¢ni genotip nije zastupljen. U
skupini ispitanica s pretilos¢u zastupljenost heterozigota je manja u usporedbi s kontrolnom
skupinom (33.33% vs 73.68%), dok je nerizi¢ni genotip AA vise zastupljen u kontrolnoj skupini
(26.32% vs 17.78%). Rezultati su prikazani na slici 6B.
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Zastupljenost rizi¢nog alela GG rs9930506 izmedu ispitivane skupine je statisti¢ki
znacajna, P = 0.00017. Distribucija heterozigotnog genotipa AG izmedu skupina ima statisticku

znacajnost, P = 0.00013, dok zastupljenost nerizi¢nog genotipa AA izmedu skupina nema

statisticki znacajnu vrijednost, P = 0.27.

Rizi¢ni genotip AA rs1121980 u skupini s pretilosti ima veéu zastupljenost u odnosu sa
kontrolnu skupinu (44.44% vs 5.26%), zastupljenost heterozigota AG je veéa u kontrolnoj
skupini u odnosu na ispitanice s pretilosti (68.42% vs 37.78%), dok je za nerizi¢ni genotip GG

prisutna nesto veca frekvencija u kontrolnoj skupini (26.32% vs 17.78%). Odnos genotipova je
prikazan na slici 6C.

Raspodjela rizicnog genotipa AA rs1121980 ima statisticki znac¢ajnu razliku u odnosu na
kontrolnu skupinu, P = 0.00153. Distribucija heterozigotnog alela AG izmedu skupina ima
statisticki znacajnu razliku, P = 0.00092, dok distribucija nerizi¢nog genotipa nema statisti¢ki

znacajnu razliku izmedu skupina, P = 0.27.
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rs8050136 rs9930506 rs1121980

Slika 6. Distribucija genotipova ispitivanih polimorfizama.

*statistiCki znacajna vjerojatnost, P < 0.01, Pearsonov hi-kvadrat test

Usporedbom rizi¢nih genotipova istrazivanih polimorfizama i ITM u kontrolnoj skupini i
skupini s pretilosti dobivamo bimodalnu distribuciju ucestalosti rizicnog genotipa U pretiloj
skupini. Ispitanice s pretilos¢u (n=18) vecinom imaju rizi¢ni genotip za sva tri analizirana SNP-

a ili nemaju rizi¢ni genotip za niti jedan od ispitivanin SNP-a (n=23).
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Za razliku od skupine s pretiloscu, ispitanice normalnog ITM (kontrolna skupina) nemaju
riziénih polimorfizama osim jedne iznimke (Slika 7A). Bimodalna distribucija rizi¢nih
genotipova ostaje sli¢na kad se rezultatima pridruze podaci za dodatna tri SNP-a, analizirani u
prethodnoj studiji (167). Kod 40% ispitanica s pretilo$¢u rizi¢ni genotip se pojavljuje na svim
analiziranim SNP-a, dok se kod samo cetiri ispitanice rizi¢ni genotip moze detektirati na
jednom ili dva SNP-a (Slika 7B). Kod ostalih ispitanica s pretilos¢u (51.11%) nije detektiran

rizi¢ni genotip. Niti jedna ispitanica iz kontrolne skupine nije imala tri ili Sest rizi¢nih

Broj SNP-a s rizi¢énim genotipom

Broj SNP-a s rizicnim genotipom

polimorfizama.
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Slika 7. Distribucija rizi¢nih polimorfizama u odnosu na ITM, za tri SNP-a analizirana u ovoj
disertaciji (A) te ukljucujuci i podatke za dodatna tri SNP-a analizirana u Hudek i sur. (167) (B).

HZ-heterozigot; NER-nerizi¢ni genotip.

Distribucija genotipova SNP-a rs8050136 unutar kontrolne skupine i ispitanica se slaze s
Hardy-Weinbergovim pravilom (HWE) P = 0.132 za kontrolnu skupinu i P = 0.33 za ispitivanu
skupinu (Tablica 7). Distribucija genotipova SNP-a rs9930506 kod ispitivane skupine ne
odstupa od Hardy-Weinbergove distribucije, P = 0.213, dok distribucija genotipova u
kontrolnoj skupini nije u skladu s HWE P =0.039. U ispitivanoj skupini, P = 0.456 i kontrolnoj
skupini, P = 0.17 distribucija genotipova rs1121980 ne odstupa od Hardy-Weinbergove

ravnoteze (Tablica 7).
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4.2. Rezultati duljine telomera s obzirom na distribuciju ispitivanih polimorfizama

Provedena genotipizacija na tri polimorfizma omogucila je uvid u detaljnije stanje

distribucije polimorfizama. S obzirom na rezultate genotipizacije dodatno je provedena analiza

duljine telomera (T/S omjer). T/S omjer u kontrolnoj skupini ima srednju vrijednost 0.83 a u

ispitivanoj skupini srednja vrijednost je 0.80 (t test; P = 0.26) (Slika 8).

2.0
.\'

ra 1.5- 9;
2 )
5 X
6 A &
:L_" 1.0 4.":_3§§.-.’; :0
E '*«,-_)08‘ <
¢] ¢ 8)

0.5+ ' :

0.0 T :

Slika 8. Prikaz distribucije T/S omjera za kontrolnu i ispitivanu skupinu.

SQRT - korijen (eng. square root)
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| —_
pretiloscu

S obzirom na razliku u duljini telomera izmedu ispitivane 1 kontrolne skupine, dalje se

analizirala duljina telomera u odnosu na broj SNP-a s rizi¢nih genotipom. Duljina telomera je

jednaka u ispitivanoj i kontrolnoj skupini kod ispitanica koje nemaju niti jedan SNP s rizi¢nim

genotipom (Slika 9A), te ukazuje da se populacijske srednje vrijednosti SQRT T/S omjera ne

razlikuju, P = 0.41. Takoder, jednaka je i duljina telomera bilo da imaju rizi¢ni genotip za tri ili
Sest SNP-a (Slika 9B). Tako razlika izmedu nula i tri (P = 0.23) i/ili Sest SNP-a (P = 0.23) nije

statisticki znacajna, razlika u distribuciji duljine telomera ukazuje na utjecaj rizicnih SNP-a na

skra¢ivanje telomera.
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Slika 9. Odnos duljine telomera s brojem rizi¢nih genotipa ispitivanin SNP-a. Na slici 8A
nisu prikazana dva ispitanika iz kontrolne skupine, jedan ispitanik s jednim riziénim SNP-
om te jedan ispitanik s dva rizicna SNP-a. Na slici 8B nisu prikazana ¢etiri uzorka iz
skupine ispitanica s pretilo§¢u, dva ispitanika s jednim rizicnim SNP-om te dva ispitanika s
dva rizicna SNP-a zbog jednostavnijeg grafickog prikaza.

HZ-heterozigot; NER-nerizi¢ni genotip, SQRT — korijen (eng. square root)

Obzirom da se duljina telomera skracuje svakom diobom stanica, proveli smo analizu

duljine telomera ovisno o dobi (Slika 10). Analiza duljine telomera ovisno o dobi je pokazala
neovisnost T/S omjera o dobi u kontrolnoj skupini, Y (T/S) = -0.0009 x X (Dob) + 0.8058 te
skupini ispitanica s 0 polimorfizama, Y (T/S) =-0.0003 x X (Dob) + 0.8341. Kod ispitanica koje
nose rizi¢ni genotip svih Sest SNP-a postoji koeficijent pada T/S omjera s povec¢anjem dobi ali

bez statisti¢ke znacajnosti, Y (T/S) =-0.0045 x X (Dob) + 0.9381.
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Slika 10. Ovisnost telomera o dobi.
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4.3. Rezultati klini¢kih parametara u skupini s pretiloséu

Skupina s pretilosti dalje se analizirala prema prisutnosti rizi¢nih polimorfizama,

komorbiditetima i laboratorijskim nalazima.

Ispitanice s pretilos¢u imaju vecu zastupljenost predijabetesa koja se dijagnosticirala s
intolerancijom glukoze natasSte ili postprandijalno u usporedbi s klini¢ki dijagnosticiranim
dijabetesom (30.56% vs 15.56%; Slika 11). Takoder, ispitanice s pretiloS¢u imaju vecu
zastupljenost inzulinske rezistencije u odnosu na ispitanice s pretilos¢u bez inzulinske

rezistencije (62.50% vs 37.50%), a hipertenzija se pojavljuje u 46.67% ispitanica.
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Slika 11. Frekvencija komorbiditeta u ispitivanoj skupini.

HOMA-IR (eng. Homeostatic Model Assessment of Insulin Resistance)

Kada analiziramo frekvenciju pojavljivanja komorbiditeta ovisno o prisutnosti riziénog
genotipa tada se vidi veca pojavnost predijabetesa kod ispitanica bez rizicnog genotipa u odnosu

na one ispitanice sa Sest rizi¢nih polimorfizama, dok razlike u pojavljivanju dijabetesa nisu
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uocene. Veca pojavnost inzulinske rezistencije i vece zastupljenosti hipertenzije vidljiva je kod

ispitanica s pretilosc¢u i Sest rizicnih SNP-a (Slika 12).
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Slika 12. Frekvencija komorbiditeta uz prisutnost rizi¢nih polimorfizama.

Dalje provedena analiza frekvencije pojavljivanja komorbiditeta ovisno o genotipu
pokazala je da prisutnost nerizi¢nog genotipa CC rs8050136, AA rs9930506 i GG rs1121980
imaju vecu pojavnost predijabetesa (Slika 13A). Nerizi¢ni genotip CC rs8050136 i GG
rs1121980 te heterozigotni genotip rs9930506 imaju vecu frekvenciju dijabetesa (Slika 13B).
Rizi¢ni genotipovi ispitivanin SNP-a imaju vecu frekvenciju inzulinske rezistencije (Slika
14A). Nerizi¢ni genotip CC rs8050136 ima ne$to manju pojavnost inzulinske rezistencije u
odnosu na rizi¢ni genotip AA rs8050136, ali vecu u odnosu na ostale nerizi¢ne genotipove. Na
slici 14B je vidljiva veéa pojavnost hipertenzije kod rizicnog genotipa AA rs1121980 dok

rizi¢ni genotipovi za ostala dva polimorfizma imaju jednaku pojavnost hipertenzije.
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Slika 13. Prikaz frekvencije predijabetesa i dijabetesa ovisno o genotipu polimorfizma.
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Slika 14. Prikaz frekvencije inzulinske rezistencije i hipertenzije ovisno o genotipu
polimorfizma.
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4.4, Laboratorijski parametri skupine s pretilos¢u

Daljnje analize ispitanica s pretilos¢u obuhvacaju detekciju razlike u laboratorijskim

parametrima metabolickog stanja kod ispitanica bez riziénog genotipa i ispitanica sa Sest

rizi¢nih SNP-a (Tablica 8).

Tablica 8. Laboratorijski parametri ispitivanih analita

Analit n
HOMA — 32
IR*

VitaminD 35
(50 — 200
nmol/L)

Folna 30
(7 -39.7
mmol/L)
Vitamin By 30

(145 - 637

pmol/L)
LDL 29
(<3
mmol/L)
HDL 28
>1.2
mmol/L)
TGL 29
(<17
mmol/L)
Ca 35

(2.14 -2.53
mmol/L)

Mg 34

(0.65-1.05
mmol/L)

Fosfor 34

(0.79-1.42

3mmol/L)

Mean

4.16

38.87

15.59

291.27 158.58

3.08

1.31

1.31

231

0.82

1.05

SD

2.24

18.79

6.44

0.91

0.32

0.62

0.10

0.10

0.13

min

1.02 12.99

12

74

1.11

0.69

0.56

2.17

0.45

0.84

max

97

315

781

5.6

2.2

2.84

2.55

0.96

1.39

Cut-
off
3

50

13.5

250

1.2

1.7

2.5

0.85

0.79

Grupa 1

3
(9.38%)

29
(82.86%)

12
(40.00%)

12
(40.00%)

12
(41.38%)

10
(35.71%)

22
(75.86%)

33
(94.29%)

22
(64.71%)

/

Grupa 2

19
(59.38%)

6
(17.14%)

18
(60.00%)

18
(60.00%)

17
(58.62%)

18
(64.29%)

s
(24.14%)

2
(5.71%)

12
(35.29%)

34
(100%)

Grupa 3

10

(31.25%)

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

*HOMA-IR je jedan od jednostavnijih alata dijagnostike inzulinske rezistencije, a racuna se po formuli: HOMA-
IR= (razina glukoze nataste x razina inzulina nataste)/22.5. Referentni interval 3 — 5 predstavlja inzulinsku

osjetljivost, a > 5 inzulinsku rezistenciju.
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Vrijednosti vitamina D < 50 nmol/L su deficit vitamina D, vrijednosti 50 — 75 nmol/L su insuficijencija vitamina
D, a vrijednosti > 75 nmol/L su suficijencija vitamina D.

S vrijednost mjerenja ispod koje se uzorak svrstava u Grupu 1 (analit u deficitu), a iznad koje se svrstava u Grupu
2 (analit u suficitu)

Od 32 ispitanice kojima je odredena vrijednost HOMA-IR, 20 (62.50%) ima vrijednost
HOMA-IR > 3. Ne postoji statisticki znacajna razlika u vrijednosti HOMA-IR izmedu
ispitanica bez rizicnih SNP-a i sa Sest rizicnih SNP-a, P = 0.99. Vrijednost HOMA-IR je manja
kod ispitanica sa Sest rizicnih SNP-a (Slika 15A). Kod ispitivanih polimorfizama ve¢i HOMA-
IR je prisutan kod heterozigotnog genotipa, gdje se istice polimorfizam rs1121980. Medutim
najnize vrijednosti HOMA-IR imaju nerizi¢ni genotipovi medu kojima se isti¢e genotip GG
rs1121980 genotip (Slika 15B). Nije pronadena zna¢ajna povezanost izmedu polimorfizma i
HOMA-IR (rs8050136 P = 0.22; rs9930506 P = 0.37; rs1121980 P = 0.62).

A
4.26 4.02
15=
@ Homa<3
A B Homa>3
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510- A NER+HT>3
<
3 g
AApA [ ]
T 54 m -
—_— —_———
AﬁA B
oA 6] g
AQ®
0 T T
0 snp 6 snp

Broj SNP-a s riziénim genotipom
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Slika 15. Distribucija HOMA - IR u odnosu na rizi¢ne polimorfizme i distribucija po
genotipu ispitivanih polimorfizma. Na slici 15A su izostavljene Cetiri ispitanica koje

spadaju u grupu MR* zbog jednostavnijeg grafickog prikaza.

*MR- minimalno rizi¢ni (ispitanice koje uz nerizi¢ne genotipove imaju barem jedan

heterozigotni genotip i/ili jedan rizi¢ni genotip); HT-heterozigot; NER-nerizi¢ni genotip.

Vise od 80% ispitanica ima snizene vrijednosti vitamina D. Poveéanje broja rizi¢nih
polimorfizama nije povezano s vrijednostima vitamina D, odnosno ne postoji razlika u
koncentraciji vitamina D izmedu ispitanika bez rizi¢énih SNP-a i ispitanika sa Sest rizi¢nih SNP-

a (Slika 16A; P =0.8).

Distribucija vitamina D po genotipu detaljnije je prikazana na slici 16B koja prikazuje vise
vrijednosti vitamina D kod heterozigota u usporedbi s rizi¢nim i nerizi¢nim genotipom Kkoji
imaju nize vrijednosti, pri ¢emu nerizi¢ni genotip ima najnize vrijednosti. Distribucija vitamina
D kod polimorfizma rs1121980 se statisticki grani¢no znacajno razlikuje, P = 0.048.
Ispitanicima kojima je izmjerena vrijednost vitamina D (n = 35), 3 ispitanice (8.57%) imaju
suficijenciju vitamina D, 32 ispitanice (91.43%) ima insuficijenciju vitamina D, od toga je 29

ispitanica (82.63%) u rangu deficita vitamina D.

50



A 3.56 3.60

5.0
e |og Vitamin D < 3.91

4.5+ = ® log Vitamin D > 3.91
Q 404 . A NER+HT <391
e i o
= o, .
5 3.5 —A e —°'§—"_Oa
— [}
= o 8
k) 3.0 [

2.5+ e

2.0 T T

0 snp 6 snp
Broj SNP-a s rizi€nim genotipom
B
3.60 3.64 3.41 3.56 3.78 3.29 3.55 377 325

o
)
o
°
o
°

* log Vitamin D < 3.91

45 3 4.5 45 .
a ’ ” a o, 2 a .® - * log Vitamin D > 3.91
c 40 & c 40 » £ 40 &
£ Saae o2 £ s Wi £ eee 3., ‘
S 354 e P 8 35 it 8 35 I .
> . > — > . ——
g0 g0 230

25 25 25

2.0 T T T 2.0 T T T 2.0 T T T

AA AC cc GG AG AA AA AG GG
rs8050136 rs9930506 rs1121980

Slika 16. Distribucija vitamina D u odnosu na rizi¢ne polimorfizme i distribucija po genotipu
ispitivanih polimorfizma. Na slici 16A su izostavljene Cetiri ispitanice koje spadaju u grupu
MR* zbog jednostavnijeg grafickog prikaza.

*MR-minimalno rizi¢ni; HT-heterozigot; NER-nerizi¢ni genotip.

Analiza vrijednosti folne kiseline ne pokazuje razliku izmedu ispitanica bez rizi¢nih SNP-
a i kod ispitanica sa Sest rizi¢nih SNP-a, P = 0.65 (Slika 17A). Ispitanice s pretilosti koje imaju
heterozigotni genotip polimorfizma rs9930506 imaju najnize koncentracije folne kiseline dok
nerizi¢ni genotip rs9930506 ima najvise vrijednosti (Slika 17B). Nije pronadena statisticki
znaajna povezanost polimorfizma s koncentracijom folne kiseline (rs8050136 P = 0.82;

rs9930506 P = 0.37; rs1121980 P = 0.94).
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Slika 17. Distribucija folne kiseline u odnosu na rizi¢ne polimorfizme i distribucija po
genotipu ispitivanih polimorfizma. Na slici 17A su izostavljene tri ispitanice koje spadaju u
grupu MR* zbog jednostavnijeg grafickog prikaza.

*MR-minimalno rizi¢ni; HT-heterozigot; NER-nerizi¢ni genotip.

Analiza koncentracije vitamina B12 pokazuje nize vrijednosti kod ispitanica sa Sest rizi¢nih
polimorfizama (Slika 18A), te je vidljivo kako su nize vrijednosti zastupljene kod rizi¢nog, a
vece vrijednosti kod nerizi¢nog genotipa (Slika 18B). Analiza povezanosti koncentracije
vitamina B12 kod ispitanica bez rizicnih SNP-a ili sa Sest rizicnih SNP-a nije pokazala statisticki
znad¢ajnu razliku, P = 0.09, kao ni analiza povezanosti koncentracije Bi> s polimorfizmom

takoder nije pokazala statisticCku znacajnost (rs8050136 P = 0.07; rs9930506 P = 0.026;
rs1121980 P = 0.36).
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Slika 18. Distribucija Vitamina Bi> u odnosu na rizi¢ne polimorfizme i distribucija po
genotipu ispitivanih polimorfizma. Na slici 18A su izostavljene tri ispitanice koje spadaju u
grupu MR* zbog jednostavnijeg grafickog prikaza.

*MR-minimalno rizi¢ni; HT-heterozigot; NER-nerizi¢ni genotip.

Slika 19A prikazuje povecane vrijednosti LDL-a na Sest rizi¢nih polimorfizama, iako
razlika nije statisticki znacajna (P = 0.49). Rizi¢ni i nerizi¢ni genotip pokazuju podjednake
vrijednosti izmjerenog LDL-a s neSto visim vrijednostima kod rizi¢nog genotipa, dok
heterozigoti imaju najnizu vrijednosti (Slika 19B). Nije pronadena statistiCki znacajna
povezanost LDL-a i polimorfizama (rs8050136 P = 0.44; rs9930506 P = 0.56; rs1121980 P =
0.36).

Slika 20 prikazuje povecane vrijednosti triglicerida na $est riziénih polimorfizama, ali bez
statisticki znacajne razlike izmedu ispitanica bez riziénih SNP-a i ispitanca sa Sest riziénih SNP-
a, P = 0.46. Rizi¢ni genotip ima vece vrijednosti triglicerida, dok najnize vrijednosti triglicerida

imaju heterozigotni genotipovi (Slika 1, u Prilogu). Statisticki znacajna povezanost izmedu
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vrijednosti triglicerida i polimorfizama nije pronadena (rs8050136 P = 0.22; rs9930506 P =
0.37; rs1121980 P = 0.67).

Laboratorijska analiza lipidograma nije pokazala statisticki znaCajnu razliku izmedu
izmjerene vrijednosti HDL-a s rizi¢nim polimorfizmima (Slika 2A, u Prilogu), P = 0.60.
Distribucija izmjerenih vrijednosti HDL-a po genotipu pokazuje bolje vrijednosti kod
heterozigota (Slika 2B, u Prilogu), ali bez statisticki zna¢ajne povezanosti HDL-a i genotipa
ispitivanih polimorfizama (rs8050136 P = 0.25; rs9930506 P = 0.52; rs1121980 P = 0.429).
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Slika 19. Distribucija LDL-a u odnosu na riziéne polimorfizme i distribucija po genotipu
ispitivanih polimorfizma. Na slici 19A izostavljene su ¢etiri ispitanice koje spadaju u grupu
MR* zbog jednostavnijeg grafickog prikaza.

*MR-minimalno rizi¢ni; HT-heterozigot; NER-nerizi¢ni genotip.
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Slika 20. Distribucija triglicerida u odnosu na riziéne polimorfizme. Izostavljena su cetiri
ispitanice koje spadaju u grupu MR* zbog jednostavnijeg grafickog prikaza.

*MR-minimalno rizi¢ni; HT-heterozigot; NER-nerizi¢ni genotip.

Vrijednosti kalcija opadaju s porastom broja rizi¢nih polimorfizama (Slika 3A, u Prilogu),
ali bez statistiCke zna¢ajnosti izmedu ispitanica bez riziénih SNP-a i ispitanica sa Sest rizi¢nih
SNP-a, P = 0.34. Nije pronadena statisticki znacajna povezanost polimorfizma i kalcija
(rs8050136 P = 0.30; rs9930506 P = 0.18; rs1121980 P = 0.20) (Slika 3B, u Prilogu).

S porastom broja polimorfizama kod magnezija (Slika 4A, u Prilogu), P= 0.65 i fosfora
(Slika 5A, u Prilogu), P = 0.06 uo¢ava se neznatno smanjivanje vrijednosti. Analiza magnezija
(slika 4B, u Prilogu) (rs8050136 P = 0.66; rs9930506 P =0.80;rs1121980 P =0.79) i fosfora
(Slika 5B, u Prilogu) nije pokazala statisticki zna¢ajnu povezanost (rs8050136 P = 0.66;
rs9930506 P = 0.11; rs1121980 P = 0.36). Sve izmjerene koncentracije fosfora su iznad cut-
off vrijednosti od 0.79 mmol/L.
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5. RASPRAVA

Razumijevanje odnosa nastanka pretilosti i genetske podloge zajedno s epigenetickim
utjecajem poput prehrambenih navika i stila zivota moze doprinijeti novim metodama
dijagnostike i lijeCenja, ali i prevenciji. U ovom istrazivanju analizirana je distribucija tri
polimorfizma gena FTO: rs9930506, rs1121980 i rs8050136, prisutnost komorbiditeta
pretilosti, duljinu telomera i razlike u biokemijskim pokazateljima s obzirom na distribuciju

polimorfizama gena FTO.

Ovo istrazivanje je potvrdilo povezanost gena FTO i pretilosti u ispitivanoj populaciji zena.
Rezultati pokazuju akumulaciju rizi¢nih polimorfizama u osoba s pretilos¢éu. Ucestalost rizi¢nih
genotipova na SNP-a rs9930506, rs1121980 i rs8050136 pozitivno korelira s ITM-om i
pretilos¢u. Prethodne studije (93,137-139,144) su ukazale na vezu izmedu pretilosti i ekspresije
gena FTO i susjednih gena, ekspresije gena FTO u tkivima zaduZenim za regulaciju obrazaca
hranjenja ili utjecaj na razine hormona koji sudjeluju u regulaciji apetita. Rezultati ovog
istrazivanja pruzaju dodatne dokaze povezanosti gena FTO i pretilosti. Iako su dosadasnja
istrazivanja pokazala da su polimorfizmiu genu FTO povezani s ponasanjem prilikom hranjenja
te s odabirom odredene vrste kalorijski bogate hrane, jo$ uvijek nije poznat tocan mehanizam

nastanka pretilosti.

Polimorfizmi nastaju kao pogreska u prepisivanju DNA te se nasljeduju od roditelja.
Zanimljiv rezultat ove studije je da su 40% ispitanica s pretiloS¢u trostruki nositelji rizicnog
genotipa, a 31.11% ispitanica s pretiloS¢u nemaju niti jedan rizi¢ni genotipa ispitivanih
polimorfizama. 28.89% ispitanica s pretilo§¢u su nositelji kombinacije rizi¢nog i nerizi¢nog
alela. Rezultati mnogih studija (137,139,141) prijavljuju povezanost polimorfizma i povecanog
ITM-a, medutim ne nalazi se studija koja bi prikazala visestruko prisutne rizi¢ne genotipove
kod osoba s pretilos¢u. Takoder, u dostupnim istrazivanjima pretilosti i polimorfizama gena
FTO nije pronadeno odsustvo rizi¢nih polimorfizama u osoba s pretilos¢u kao jednog od
rezultata studije. Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na utjecaj genetike dok istovremeno
upucuju na postojanje drugih metabolickih, epigenetickih ili genetic¢kih faktora koji doprinose
nastanku pretilosti neovisno o genu FTO. S obzirom na navedeno, mozemo pretpostaviti da
bimodalna distribucija polimorfizama nastaje zbog nasljedivanja u DNA koje su sklone
mutaciji (eng. hotspot mutations) u intronu 1 gena FTO koja se nalazi na 35 kb dugoj regiji.

Uc¢inak gena nasljedenih od roditelja je vidljiv i u studiji (168) koja je analizirala nekoliko
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polimorfizmama u intronu 1 u kojima se nalazi i rs1121980. Rezultati te studije sugeriraju da
se nasljedivanje rizika za pretilost prenosi polimorfizmima gena FTO, a fenotip ovisi o porijeklu
roditeljskih gena. Efekt nasljedivanja rizika za pretilost je primjeéen za polimorfizme u intronu
2 i 3. Istrazivanje (169) koje je analiziralo efekt mutacija gena FTO na strukturu i funkciju
proteina ukazuje na smanjenu stabilnost i konformaciju proteina te naru$eno vezanje substrata.
Rezultati ovih studija ukazuju na izmjenjenu ekspresiju i patoloski utjecaj rizicnih varijanti gena

FTO na nastanak pretilosti.

Polimorfizmi gena FTO utjecu na hipotalamus, odnosno imaju ulogu u obrascima prehrane
te utjeCu na neuralni odgovor prilikom odabira vrste hrane. Imaju utjecaj na hranjenje u
odsustvu gladi, prejedanje ili gubitak kontrole prilikom hranjenja te naruSen odgovor na sitost
(98). Ovi mehanizmi dovode do povecanog unosa energije koja se skladisti u obliku masti u
adipocitima. Obrasci ovakvog ponasanja su prijavljeni u osoba s rizi¢nim genotipom rs9939609
koji je povezan s manjim osjetom sitosti nakon hranjenja te s hranjenjem bez osjecaja gladi
(170,171). Nositelji riziénog genotipa su vise konzumirali hranu koja je bogata mastima (172—
174), dok je druga studija prijavila ve¢u konzumaciju proteinski bogate hrane (175). Opisan je
slican utjecaj polimorfizma rs8050136 na unos energije 1 konzumaciju hrane. Rizi¢ni alel
polimorfizma rs8050136 je u korelaciji s ve¢im unosom energije iz masti i nizm unosom
energije iz ugljikohidrata (176). Takoder, riziéni polimorfizam rs9930506 je povezan s
povecanim unosom proteina i ugljikohidrata iz hrane (177), pove¢anom ekspresijom gena FTO
ali i sa smanjenom ekspresijom gena IRX3 (178). Koli¢ina unesenih kalorija i vrsta
makronutrijenata i mikronutrijenata poput folata, kobalmina i epigalokatehtingalata (EGCG)
djeluje na ekspresiju gena FTO. Najpotentniji epigeneticki regulator je epigalokatehtin Koji
djeluje kao inhibitor ekspresije gena FTO zbog velike sli¢nosti i visokog afiniteta prema

veznom mjestu koje ima i orlistat, jedan od lijekova za redukciju tjelesne mase (98,179).

Rezultati vecine studija ukazuju na utjecaj polimorfizma u energiji homeostaze i na vaznu
ulogu ekspresije gena FTO u hipotalamusu koja moze narusiti ponasanje prilikom hranjenja
dovodeci do povecanja tjelesne mase i uzrokujuéi pretilost. To¢an mehanizam djelovanja na
regulacijski metabolizam u mozgu nije u potpunosti razjasnjen, ali buduéa istrazivanja Ce
pomo¢i rasvijetliti je li put djelovanja gena FTO na neuralnu aktivnost direktan ili indirektno

utjece na susjedne gene koji sudjeluju u adipogenezi.
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Duljina telomera u osoba s pretilo$¢u i kontrolne skupine se razlikuje u srednjoj vrijednosti
T/S omjera telomera od 0.03 $to je razlika od 3.61%. Ovaj rezultat je u skladu s istrazivanjem

Zhang i sur. (163) koje ukazuje na utjecaj debljine na duljinu telomera.

Analiza duljine telomera pokazala je da prosje¢na duljina telomera kod osoba s pretilo§¢u
bez rizi¢nih polimorfizama je jednaka onoj kod kontrolne skupine, dok osobe s pretilosc¢u i
riziénim polimorfizmima imaju kracu prosjecnu duljinu telomera koja se ne razlikuje s obzirom
na broj rizi¢nih polimorfizama. Rezultati ovog istrazivanja su dijelom u skladu s prethodno
objavljenim studijama ¢iji rezultati pokazuju da pretilost ima utjecaj na skracivanje telomera
(157,159,160,163). Ali novitet je da nije sama pretilost dovoljna odrednica i da pristup lije¢nju
treba biti individualan ovisno o prisutnosti riziénih polimorfizama. Prisutnost rizicnog
polimorfizma povezana je s kra¢im telomerama bez obzira na status pretilosti. To upucuje na
potrebu agresivnijeg lijeCenja osoba s pretiloS¢u i riziénim polimorfizmima kada bi se uz
temeljno lijeCenje pretilosti promjene prehrambenih navika 1 povecanje tjelesne aktivnosti
odmabh pristupalo specifiécnim farmakoloskim metodama u odnosu na osobe s pretilosti koje
nemaju rizi¢nih polimorfizama gena FTO 1 kod kojih mozemo duzi vremenski period posvetiti
samo temeljnom lijeCenju. Posebno se treba obratiti pozornost na nutrigenomski pristup
lije¢enju debljine koje osim odredivanja polimorfizama gena FTO ukljucuje i analizu vitamina
B12 i By te savjetovati optimizaciju vrijednosti istih iz prehrambenih izvora i/ili prirodnih
suplemenata koji bi bili bogati izvor metilne skupine (metilkobalmin, folat,
metiltetrahidrofolat) kao i unos supstanci poput katehtina i kurkume, ¢ime se moze smanjiti
ekspresija rizi¢nog gena FTO epigenetskim pristupom (98), a izbje¢i unos lijeka (Slika 21).
Ranim uvodenjem lijeka liraglutida za lijeCenje debljine, pogotovo kod pretilih osoba s rizinim
alelima gena FTO koji imaju i kraée telomere moze se upravo ostvariti i najveci klini¢ki benefit

u tih osoba u vidu smanjenja apetita i gubitka na tjelesnoj masi (180).

U istrazivanjima je potrebno obratiti pozornost na skupinu osoba s pretiloS¢u koje se
razlikuju po metabolickom statusu. Za razliku od metabolicki bolesnih osoba, metaboli¢ki
zdrave pretile osobe ne obolijevaju od komplikacija povezanih s pretilo§éu poput dijabetesa,
hipertenzije, dislipidemije te inzulinske osjetljivosti. Studija Molli i sur. (181) je otkrila
povezanost kracih telomera s metabolickim komplikacijama u odnosu na metaboli¢ki zdrave
ispitanika s pretiloscu ili ispitanike normalne tjelesne mase. Takoder, nije pronadena razlika u
duljini telomera izmedu ispitanika normalne tjelesne mase i metabolicki zdravih ispitanika s
petilos¢u. 15-godisnja studija pracenja (182) je prijavila tranziciju 73% metabolicki zdravih

ispitanika s pretilos¢u u metabolicki bolesne. Polimorfizam rs1121980 je povezan s povecanim
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rizikom za nastanak metabolickog sindroma u osoba s pretilos¢u, ali je ta povezanost znacajna
samo u zena. Zajedno ovi rezultati upucuju na razlicite vrste pretilosti, s pojedincima koji su
metabolicki zdravi s pretilo$¢u i bez rizi¢nih polimorfizama koji imaju duze telomere, te s druge
strane metabolicki bolesne s pretilo$¢u i riziénim polimorfizmima koji imaju krace telomere.
Ove dvije skupine zahtjevaju razli¢ito lijeenje jer je dinamika skraéivanja telomera u skupini

metabolicki bolesnih i s rizi€nim alelima znatno izraZenija.

Analiza pravaca T/S omjera u odnosu na dob ne razlikuje se statisticki, koeficijent smjera
je 0 Sto govori u prilog da T/S omjer nije ovisan o dobi. Ispitanice s pretiloS¢u sa Sest rizicnih
polimorfizama imaju relativno kracée telomere u odnosu na ispitanice s pretilo§éu bez rizi¢nih
SNP-a, ali razlika nije statisticki podrzana zbog premalog broja podataka. Smjer pravca T/S
omjera izmedu kontrolne skupine i skupine ispitanica s pretilo§¢u bez rizi¢nih polimorfizama
se ne razlikuje znacajno. Mozemo zakljuciti da pravac T/S omjera ima drugaciji smjer pada
ovisno o broju rizicnih polimorfizama. Pretilost dovodi do skra¢ivanja duljine telomera u
odnosu na kontrolnu skupinu, ali se taj efekt skracivanja povecava s brojem rizi¢nim
polimorfizmima. Najznacajniji rizi¢ni elementi za skraivanje telomera su genetiki i
epigeneticki faktori koji utjecu na Zivotni vijek 1 imaju dugorocne posljedice u vidu razli¢itih
bolesti. Poznato je da ¢imbenici poput stresa, hrane, fizicke aktivnosti i stila Zivota imaju ulogu
u dinamici skra¢ivanja telomera, pa se negativni utjecaj geneti¢kih ¢imbenika moze ublaziti

pozitivnim u¢incima antioksidansa, vitamina i minerala te promjenom stila Zivota.

Istrazivanje je pokazalo da je predijabetes zastupljen u 30.65% ispitanica s pretilo$¢u, a
dijabetes s 15.56%. Ispitanice koje su u trenutku prikupljanja podataka imale predijabetes su
razvile dijabetes unutar Sest godina. Osobe s pretiloS¢u imaju viSe komorbiditeta pretilosti.
Rezultati istrazivanja Popovi¢ i sur. (183) pokazali su da metabolicki status osoba s pretiloséu
nije pod utjecajem polimorfizama rs9939609, rs1421085 i rs17817449 gena FTO. Stovise,
rezultati pokazuju da metabolicki bolesni ispitanici s pretiloS¢u imaju manje rizicnog genotipa
u odnosu na metaboli¢ki zdrave ispitanike s pretilos¢u. Rezultat drugog istrazivanja (184) je

pokazao da polimorfizmi gena FTO ne utjecu na status dijabetesa/predijabetesa.

Hipertenzija je zastupljena u 46.67% ispitanica s pretiloS¢u, medutim nije pronadena
statisticki znaCajna povezanost izmedu ispitivanih polimorfizama i hipertenzije. U literaturi je

pronadeno da je rizi¢ni genotip polimorfizma rs17817449 povezan s ve¢im rizikom za nastanak
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hipertenzije gdje od 47.83% ispitanica s pretiloscu i S hipertenzijom njih 40.91% imaju genotip
GG rs17817449 (185).

Distribucija HOMA-IR u odnosu na broj rizi¢nih polimorfizama pokazuje nize vrijednosti
kod ispitanica s tri kao i sa Sest rizicnih polimorfizama, ali povecane vrijednosti kod
heterozigotnog genotipa polimorfizma rs1121980. U istrazivanju povezanosti polimorfizma
gena FTO s inzulinskom rezistencijom pronaden je veci rizik za razvoj inzulinske rezistencije
ako su ispitanice u genotipu imale rizican alel, AA/AT za polimorfizam rs1421085 i GG/GT za
polimorfizam rs17817449 (186).

Povezanost polimorfizma rs1121980 i povecanih vrijednosti HOMA-IR je opisana u
istrazivanju Shimaoka i sur. (143). Rezultati drugog istrazivanja (138) pokazuju vece
vrijednosti glukoze, HOMA-IR, te nize vrijednosti inzulina. Istrazivanje Agostinis-Sobrinho i
sur. (187) pokazalo je da je uz redovnu tjelovjezbu i aktivnost kod djece i adolescenata moguce
smanjiti rizik za nastanak IR. Vjerojatnost da ¢e dijete s pretiloSc¢u ostati pretilo u odrasloj dobi

je u rasponu 20 - 50% prije puberteta i 50 - 70% nakon puberteta (188).

Analiza vitamina D nije pokazala razlike izmedu ispitanica bez rizicnih SNP-a, S tri rizi¢na
SNP-a kao ni sa Sest rizicnih SNP-a iz ¢ega se moze zakljuciti da su koncentracije vitamina D
neovisne o polimorfizmu veé su vezane samo uz pretilost. 1z literature je poznato da osobe s
pretilo$¢u imaju nize vrijednosti vitamina D zbog iskoriStavanja u metabolizmu masnih stanica.
Kako je vitamin D topiv u mastima, nalazi se zarobljen u masnim stanicama. Osobe s poviSenim
ITM-om trebaju vece koliCine vitamina D kako bi se sprijeCio deficit i osiguralo pravilno

funkcioniranje organizma (189).

Distribucija vitamina B1. je niza kod ispitanica s tri kao i sa Sest riziénih SNP-a (Slika
18A), teisto tako kod rizi¢nih genotipa ispitivanih polimorfizama (Slikal8B), ali bez statisti¢ke
znacajnosti. Varijante polimorfizma rs805136 su povezane s niZim vrijednostima vitamina B1
(190). Vitamin Bi» ako je u obliku metilkobalmina je donor metilne skupine te je
deficijencija/insuficijencija vitamina Bi» povezana s naru$enom metilacijom. Takoder ima
vaznu ulogu u fetalnom 1 neuralnom razvoju. Nize koncentracije vitamina B12 Su povezane s

pretilo$c¢u i inzulinskom rezistencijom u trudnica (191).

U ovom istrazivanju ispitanice s pretiloscu s tri rizicna SNP-a 3 kao i sa Sest rizicnih SNP-
a imaju nize vrijednosti HDL-a te viSe vrijednosti LDL-a i triglicerida. Istrazivanje Karns i sur.
pokazalo je da su polimorfizmi rs1121980 i rs8050136 povezani s nizim vrijednostima HDL-a

(144), dok rezultati drugog istrazivanja nisu pokazali povezanost polimorfizama rs9939609,

60



rs1421085 i rs17817449 i koncentracije lipida u ispitanica s pretilos¢u (192). U literaturi je
opisano istrazivanje koje ne pokazuje povezanost polimorfizma rs9939609 i poviSenih
vrijednosti lipida (193), ali je takoder pronadeno istraZivanje koje je prijavilo utjecaj rizicnog
alela polimorfizma rs9939609 na veée vrijednosti triglicerida (194). Meta analiza (195)
potvrdila je povezanost kardiometabolickih bolesti i rizicnog alela polimorfizma rs9939609.
Pretilost je povezana s dislipidemijom i povecanim rizikom za razvoj kardiometaboli¢kih
bolesti koja moze biti posredovana utjecajem polimorfizama gena FTO na lipide. Pregledom
literature rezultati istrazivanja na polimorfizmima rs9939609, rs1421085 i rs17817449 su
sukladni s rezultatima ovog istrazivanja za polimorfizme rs8050136, rs9930506 i rs1121980.

Rezultati ove studije sugeriraju da se medu osobama s pretiloS¢u mogu prepoznati one
osobe ¢ija je pretilost povezana s genom FTO za razliku od onih kojima je uvjetovana

metabolickim putem.
Razlikujemo bimodalnu distribuciju pretilih prema FTO rizi¢cnom genotipu:

1. pretilost bez rizi¢nih polimorfizama

2. pretilost s tri, odnosno sa $est rizi¢nih polimorfizama

Razlikujemo bimodalnu distribuciju pretilih i prema duljini telomera koje se poklapaju s

rizi¢nim genotipom FTO gena.

Sukladno rezultatima predlazem uvodenje novog termina "pretilost s dva karaktera" koji
naglasava potrebu za razlikovanjem osoba ¢ija je pretilost uvjetovana genetickim ili

metabolickim putem te razli¢it utjecaj te pretilosti na duljinu telomera.

Prevencija 1 mjere za sprjeCavanje debljine pocinju se implementirati u drustvo kako se
prevalencija pretilosti povecava. Doprinos sjedilackog nacina Zivota u razvoju pretilosti postaje
sve izrazeniji. Pretjerana mehanizacija i/ili digitalizacija takoder dovodi do smanjene fizicke
aktivnosti s posljedicom razvoja kroni¢nih bolesti. Javnozdravstvene akcije ve¢inom nemaju
dobre rezultate jer se fokusiraju na pojedince poti¢uéi ve¢inom samo zdrav nacin Zivota i fizicku
aktivnost, a to ako je u pitanju rizi¢ni genotip nije dostatno ve¢ je potreban mutidisciplinarni
pristup, odredivanje mikronutrijenta i ukljucivanje farmakoloske terapije kao (Slika 21) i
barijatrijske Kirurgije kao zadnji vid terapije. Uspjeh preventivnih akcija ovisi 0 osobnom

shvacanju 1 percipiranju pojma debljine i1 njezinih dugoro¢nih posljedica.
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Zakljucno, ovo je istrazivanje, potvrdilo hipotezu distribucije polimorfizama i njihovu
povezanost s pretilo§¢u. Takoder, analiza duljine telomera je otkrila krace telomere u osoba s
pretiloS¢u 1 rizicnim polimorfizmima. Analizom metaboli¢kih parametara nisu otkrivene
statisticki znacajne razlike izmedu ispitivane skupine s rizicnim polimorfizmima i bez njih,
medutim kod vitamina B12, vitamina D i lipida je vidljiva razlika izmedu dvije grupe ispitanica
s pretiloS¢u s obzirom na prisutnost rizicnog polimorfizma. Iz rezultata proizlazi razliciti
klinicki pristup osobi s pretilosti, rizi€nim aleleima i kra¢im telomerama u odnosu na osobe s
pretilosti bez rizicnog alela 1 duljim telomerama. Pojedinci s kra¢im telomerama 1 rizi€énim
polimorfizmom gena FTO u buduénosti bi mogli imati koristi u vidu brzeg i u¢inkovitijeg
pristupa u lijjeCenju gubitka tjelesne mase ako bi individualni pristup ukljucivao mjerenje

duljine telomera i odredivanje FTO statusa.

Detaljne metode lijeCenja osoba s pretilos¢u koje bi se implementirale u zdravstveni sustav

s obzirom na rezultate ovog istrazivanja potrebno je analizirati na ve¢em broju ispitanika.
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& T/S omj /5 om *
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Slika 21. Pristup lije¢enju s obzirom na polimorfizme gena FTO i duljinu telomera.
TT, tjelesna tezina
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6. ZAKLJUCCI

1. Rizi¢ni polimorfizmi gena FTO rs8050136, rs9930506, rs1121980 povezani su s
pretilos¢u kod ispitivane populacije.

2. Ucestalost rizicnih polimorfizama ima izrazito bimodalnu distribuciju te jasno pokazuje
da se populacija s pretilos¢u dijeli na dvije glavne skupine: osobe koje nemaju rizi¢ni
genotip niti jednog SNP-a, te osobe koje imaju rizi¢ni genotip na svih Sest analiziranih
SNP lokusa.

3. Rezultati sugeriraju da je pretilost povezana sa skra¢ivanjem telomera te da su rizi¢ni
polimorfizmi gena FTO rs8050136, rs9930506, rs1121980 vezani uz krace telomere, ali
s obzirom da razlika nije statistiCki znacajna, potrebne su daljnje analize na znatno

ve¢em broju uzoraka.

4. Ispitanice sa Sest rizicnih SNP-a imaju tendenciju nizih vrijednosti vitamina B1> i HDL-
a te vec¢ih vrijednosti LDL-a i TGL. Pretostavku da rizi¢ni polimorfizmi gena FTO
rs8050136, rs9930506 i rs1121980 ne doprinose razlici u klinickom statusu i
biokemijskim pokazateljima metabolickog stanja osoba s pretilos¢u potrebno je

potvrditi s detaljnim analizama koje ¢e obuhvacati vec¢i broj uzoraka.

5. Obzirom na dobivene rezultate, predlaze se novi pristup lijecenju pretilosti koji bi

uklju¢ivao analizu polimorfizama gena FTO i duljine telomera.
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8. SAZETAK

Pretilost je vode¢i globalni javnozdravstveni problem koji nastaje kao posljedica
prekomjernog nakupljanja masti uz smanjenu potros$nju i povecan unos energije. Ova bolest
svjetskih razmjera koja nastaje kao posljedica stila zivota uz razne riziéne ¢cimbenike ima u sebi
i genetsku podlogu. Gen FTO (eng. fat-mass and obesity associated gene) otkriven je u
cijelogenomskim studijama gdje se s indeksom tjelesne mase (ITM) dovodi u korelaciju s
pretilos¢u. Istrazivanja pretilosti najéeS¢e povezuju varijante gena FTO s ITM ili s ekspresijom
1 funkcijom susjednih gena te upucuju na naruseni odgovor na sitost, prejedanje 1 hranjenje bez

osjecaja gladi.

U ovom istrazivanju ispitana je genetska osnova nastanka pretilosti te kako se ista reflektira
na metabolizam telomera. Dobiveni rezultati potvrduju povezanost gena FTO s pove¢anim ITM
i nastankom pretilosti. Distribucija polimorfizama pokazuje bimodalni efekt izmedu odsustva
riziénih SNP-a i tri kao odnosno $est rizicnih SNP-a. Analiza utjecaja polimorfizama gena FTO
na dinamiku skracivanja telomera pokazuje da prisutnost riziénih polimorfizama dovodi do
veCeg skraCivanja telomera u odnosu na pretilost bez rizi¢nih polimorfizama kod koje je

dinamika skra¢ivanja telomera jednaka kontrolnoj grupi.

Ovi rezultati predstavljaju temelj za razli¢iti klinicki pristup i specifi¢nije lijeCenje osoba
s pretiloScu, rizicnim aleleima gena FTO 1 kra¢im telomerama u odnosu na osobe s pretilosti,
ali bez rizicnog alela 1 s duljim telomerama. Pojedinci s kra¢im telomerama i rizi¢nim
polimorfizmom gena FTO u buduénosti bi mogli imati koristi u vidu brzeg i ucinkovitoijeg
pristupa u lijeCenju gubitka tjelesne mase ako bi individualni pristup uklju¢ivao mjerenje

duljine telomera i odredivanje FTO statusa.
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9. SUMMARY

Obesity is a leading global public health problem that occurs as a result of excessive fat
accumulation with reduced consumption and increased energy intake. This disease of global
proportion, which develop as a result of a lifestyle in addition to various risk factors, also has a
genetic basis. The FTO (fat-mass and obesity associated) gene was discovered in genomewide
studies where it is correlated with obesity regarding body mass index (BMI). Research on
obesity most often associates variants of the FTO gene with BMI or with the expression and
function of neighboring genes and points to an impaired response to satiety, overeating and

feeding without feeling hungry.

In this research, we have examined the genetic basis of obesity and how it is reflected on
telomere metabolism. Obtained results confirmed association between FTO gene with increased
BMI and obesity. Distribution of polymorphisms displays a bimodal effect between absence of
risk polymorphisms and three or six risk polymorphisms. FTO gene olymorphisms have effect
on the dynamics of telomere shortening where analysis shows that the presence of risk
polymorphisms leads to greater telomere shortening compared to obesity without risk

polymorphisms where the dynamics of telomere shortening is equal to the control group.

These results represent the basis for a different clinical approach and a more specific
treatment of a individuals with obesity, FTO risk alleles and shorter telomeres compared to
individuals with obesity but without risk alleles and longer telomeres. Individulas with shorter
telomeres and risk polymorphisms could benefit in the future from effcient and effective
approach to weight loss treatment if the individual approoach would include measuring

telomere length and determining the FTO status.
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Slika 2. Distribucija HDL-a u odnosu na rizi¢ne polimorfizme i distribucija po genotipu

ispitivanih polimorfizma.

Na slici 2A su izostavljene cetiri ispitanice koje spadaju u grupu MR* zbog jednostavnijeg

grafickog prikaza.

*MR-minimalno rizi¢ni; HT-heterozigot; NER-nerizi¢ni genotip.
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Slika 3. Distribucija kalcija u odnosu na rizi¢ne polimorfizme i distribucija po genotipu
ispitivanih polimorfizma

Na slici 3A su izostavljene Cetiri ispitanice koje spadaju u grupu MR* zbog jednostavnijeg
grafickog prikaza.

*MR-minimalno rizi¢ni; HT-heterozigot; NER-nerizi¢ni genotip.
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Slika 4. Distribucija magnezija u odnosu na riziéne polimorfizme i distribucija po genotipu
ispitivanih polimorfizma

Na slici 4A su izostavljene Cetiri ispitanice koje spadaju u grupu MR* zbog jednostavnijeg
grafickog prikaza.

*MR-minimalno rizi¢ni; HT-heterozigot; NER-nerizi¢ni genotip.
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Slika 5. Distribucija fosfora u odnosu na rizi¢ne polimorfizme i distribucija po genotipu

ispitivanih polimorfizma

Na slici 5A su izostavljene Cetiri ispitanice koje spadaju u grupu MR* zbog jednostavnijeg

grafickog prikaza.

*MR-minimalno rizi¢ni; HT-heterozigot; NER-nerizi¢ni genotip.
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