STRESZCZENIE

Nadwaga i otytos¢ stanowiag ztozone zaburzenia o poligenicznej architekturze. Genetyczne
podfoze nadwagi i otytosci obejmuje setki a nawet miliony wariantéw genetycznych (SNP), z ktérych
kazdy ma niewielki wptyw na ryzyko tej choroby. Ustalenie genetycznych uwarunkowan otytosci

wielogenowej stanowi w dalszym ciggu cel duzych badan miedzyosrodkowych.

W biezgcej pracy przeprowadzono badania asocjacyjne catego genomu (GWAS), towarzyszaca
im analize PheGWAS oraz badania asocjacyjne catego transkryptomu (TWAS), w celu zidentyfikowania
wariantéw i potwierdzenia powigzan genotyp — fenotyp zwigzanych z nadmierng masg ciata
w populacji polskiej. W tym celu, przeprowadzono trzy niezalezne GWAS obejmujgce > 500 000
i>1 700 000 polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNP) zlokalizowanych na przestrzeni catego
genomu na platformie Illlumina (odpowiednio dla uzytych zestawdw mikromacierzy: Infinium Core
Exome i Infinium Multi-Ethnic). Badania te wykonano na trzech kohortach pochodzenia polskiego:
jednej dzieciecej, DZ (N = 431) i dwdch dorostych (N=350), wydzielonych ze wzgledu na zastosowang
mikromacierz (CE, ME). GWAS przeprowadzono w kazdej z badanych grup dla trzech réznych cech
zwigzanych z nadmierng masg ciata: BMI [kg/m2] wyznaczonego na drodze pomiaréw
antropometrycznych oraz masy ttuszczowej FM [kg] i kata fazowego PA [°] wyznaczonych za pomocy
impedancji bioelektrycznej (BIA). W kazdym GWAS uwzgledniono réwniez interakcje SNP z pficia.
Pierwszy GWAS bada powigzania z BMI w kazdej z wydzielonych kohort. Drugi GWAS bada powigzania
z FM, a analiza uwzglednia mase ciata jako wspdtzmienng w modelu statystycznym. W trzecim GWAS
analizowano asocjacje pomiedzy badanymi SNP a wartosciami PA oznaczonymi w BIA. W obrebie
badanych kohort, wykonano wizualizacje pheGWAS, w celu eksploracji badanego fenotypu otytosci, na
ktéry globalnie sktadajg sie wszystkie testowane w biezacej pracy zmienne (BMI, FM i PA). Na koniec
przeprowadzono analize TWAS dla grupy dzieci, majacg na celu ocene wptywu komponenty
genetycznej ekspresji (w podskdrnej — SAT i wiscelarnej — VAT tkance ttuszczowej) na wartos¢ BMI, FM

i PA przy kontrolowanym wptywie pfci i wieku badanych osdb.

Przeprowadzona analiza wykazata istnienie loci, na przestrzeni catego genomu majacych
wptyw na badane zmienne. Wykazany za pomocg GWAS efekt wptywu tgcznie 500 SNP (we wszystkich
badanych grupach) na BMI, FM i PA byt w wiekszosci przypadkdw sugestywny (ang. suggestive
association, SA, p < 1x10®°). Sposréd 500 wspomnianych wyzej SNP, 80 wykazywato poziom istotnosci
dla badan catego genomu (ang. genome-wide significance, GWS, p < 5x10%). Loci, dla ktérych
obserwowano najnizsze p-wartosci w badanej grupie oséb pochodzenia polskiego, byty w wiekszosci,

we weczesniejszych badaniach, zwigzane z rozmiarem ciata. Uwzglednienie w analizie interakcji



badanych SNP z ptcig uwidocznito dymorfizm ptciowy wptywu SNP na wartosci BMI, FM i PA. Efekt
zalezny od ptci obserwowano dla 183/500 zidentyfikowanych wariantéw (SA, p < 1x107), a allele ryzyka
w wiekszosci tych przypadkdw wywieraty silniejszy efekt na BMI, FM i PA w grupie kobiet niz mezczyzn.
Zidentyfikowano jedno nowe /oci na chr 15 w obrebie genu PCDHGA1 (rs2240700, Joint.pval = 1,90
x1077) zwigzane z masg ttuszczowa w grupie dzieci, ktére nie byto wczesniej powigzane z nadwaga ani

otytoscia.

Wykazano, ze na warto$¢ kata fazowego (PA) maja wplyw czeste warianty genetyczne.
Zidentyfikowano 6 loci, ktére osiggnety poziom GWS (p < 5x10®): rs112877691 w genie TMEM132B
(chr 12, Joint.pval 2.99 x 10'1!), rs13079964 w obrebie genu ALCAM (chr 3, Joint.pval = 1.61 x 109),
rs7640978 w genie CMTME6 (chr 3, Joint.pval = 3.34x10°), rs151111787 w ME1 (chr 6, Joint.pval 3.61
x 10°°) oraz locus na chr 2 w obrebie genu CCDC85A i chr 8 w niekodujgcym obszarze miedzygenowym
pomiedzy RFPL4AP7 i RN75SKP294. Pie¢ z powyzszych loci wykazywato efekt zalezny od pfci, silniejszy
u ptci zenskiej w poréwnaniu z ptcig meska (poza locus na chr 8, w przypadku ktdrego, efekt ptci nie

byt istotny).

Ponadto w toku prowadzonych analiz, przy uzyciu narzedzia PheGWAS, zidentyfikowano
regiony na chromosomach, w obrebie ktérych statystycznie znamienne SNP, wywotujg wspdlny efekt
na BMI, FM i PA. Dzieki zastosowanej w niniejszej pracy analizie TWAS, przeprowadzonej
z wykorzystaniem sumarycznych statystyk opisanych w GWAS, na kohorcie dzieciecej, w dwdch
rodzajach tkanki ttuszczowej SAT i VAT, zidentyfikowano tacznie 55 unikalnych gendw (p.val < 0.01),
ktdrych ekspresja zalezna byta od wariantéw genetycznych zwigzanych z analizowanymi parametrami

masy ciata.

Podsumowujgc, przeprowadzone analizy asocjacyjne umozliwity zidentyfikowanie
polimorfizmdéw genetycznych i regiondw genomu przyczyniajgcych sie do rozwoju nadmiernej masy
ciata u Polakéw, wykazujgc ich zwigzek z BMI i FM. Wykazano ponadto, ze na PA majg wptyw czeste
warianty genetyczne, a sam PA moze byé waznym parametrem do badania stanu zdrowia zwigzanego
ze sktadem ciata. Otrzymane wyniki stanowig podstawe do dalszych badan majgcych na celu ustalenie
mechanizméw wptywu czynnikéw genetycznych na wartosci zmiennych wykorzystywanych do

charakterystyki fenotypu otytosci.



ABSTRACT

Overweight and obesity are common, complex disorders with a polygenic architecture. The
genetic basis of overweight and obesity includes hundreds or even millions of genetic variants (SNPs),
each of which has little effect on the risk of the disease. The genetic architecture of polygenic obesity

is still the basis of large multi-centre studies conducted on a global scale.

In the current work, genome-wide association studies (GWAS) and accompanying PheGWAS
visualisation and transcriptome-wide association studies (TWAS) were performed to identify variants
and confirm genotype-phenotype associations with excessive body weight in the Polish population.
For this purpose, first, three independent GWAS were performed covering > 500,000 and > 1,700,000
(microarray kits used: Infinium Core Exome and Infinium Multi-Ethnic, respectively) single nucleotide
polymorphisms (SNP) on the Illlumina platform for three cohorts of Polish origin: two groups of adults
(ME, N =223 and CE, N = 127) and one to which schoolchildren were included (DZ, N=431). GWAS was
carried out in each of the study groups (ME, CE and DZ) for three different variables related to excessive
body weight: body mass index BMI [kg/m2] determined by anthropometric measurements, fat mass
FM [kg] and phase angle PA [°] determined by bioelectrical impedance. The interaction of SNPs with
sex was also considered in each GWAS. The first GWAS examines associations with BMI in each of the
identified cohorts, focusing solely on body mass index values. The second GWAS examines associations
with FM, and the analysis considers body weight as a covariate in the statistical model. In the third
GWAS, associations between the tested SNPs and PA values determined in the BIA, were attempted.
Within the studied cohorts, pheGWAS visualization was performed in order to explore the studied
obesity phenotype, which globally consists of all variables tested in the current study (BMI, FM and
PA). Finally, a TWAS was performed for a group of children. The aim of TWAS was to assess the impact
of genetic expression components (in subcutaneous - SAT and visceral — VAT adipose tissue) on the

BMI, FM and PA values, taking into account the sex and age of the subjects.

The analysis presented in this dissertation showed the existence of many /oci throughout the
genome, affecting the studied variables. A total of 500 SNPs (in all study groups) reached suggestive
association threshold (SA, p < 5x10°). From them, as many as 80, reached the genome-wide
significance level (GWS, p < 5x10%). Nevertheless, the loci for which the lowest p-values of statistical
significance were observed in the Polish population were associated with body size in previous studies.
To identify variants with sex — specific effects, we examined SNP — sex interaction. The analysis
revealed the sexual dimorphism of the analyzed BMI, FM and PA values associated with excessive body

weight. A gender dependent effect was observed for 183/500 variants identified (SA, p < 1x107). Risk



alleles in most of these cases had a stronger effect on BMI, FM and PA in females than in males. One
new locus was identified on chr 15, in PCDHGA1 gene (rs2240700, Join.pval = 1,90 x107) which was
associated with FM in the group of children and was not previously reported as related to overweight

or obesity, neither in adults nor the childhood.

A total of 6 loci have been shown to influence the value of the phase angle (PA) at the GWS
level (p < 5x10®): rs112877691 in TMEM132B (chr 12, Joint.pval = 2.99 x 10?), rs13079964 in ALCAM
(chr 3, Joint.pval = 1.61 x 109), rs7640978 in CMTM6 (chr 3, Joint.pval = 3.34x10°), rs151111787
in ME1 (chr 6, Joint.pval 3.61 x 10°°) and two other loci: on chr 2 which overlapped CCDC85A gene and
on chr 8 mapped to non-coding, intergenic regions, in which the nearest were two pseudogenes:
RFPL4AP7 and RN7SKP294. Five of them showed a sex-specific effect at SA (p<1x10®), which was
stronger in females compared to males. However, there was no evidence of significant sex interaction

for the chr 8 locus.

The graphical visualistaion using the PheGWAS tool, revealed the regions on the chromosomes
within which the identified SNPs cause a common effect on BMI, FM and PA in tested groups. A total
of 55 unique genes (p.val < 0.01) were identified in the TWAS, the expression of which is associated

with the analyzed body weight parameters in two types of adipose tissue, SAT and VAT .

In conclusion, the association analyses made it possible to identify genetic polymorphisms and
genome regions contributing to excessive body weight in Poles. The body components, i.e. BMI and
FM, which are commonly used to classify overweight and obesity were affected by frequencies of risk
alleles of presented SNPs. PA has been shown to be influenced by genetic variants, and PA itself can
be an important parameter to investigate nutritional status related to body composition. The obtained
results underline the need for a deeper understanding the genetic factors influence on the values

describing the variables used to characterize the obesity phenotype.



