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1. WYKAZ PRAC STANOWIACYCH ROZPRAWE DOKTORSKA

Przedstawiona rozprawa doktorska pod tytutem: ,,Zwiazek pomiedzy obecnos$cia wariantow
polimorficznych w genach kodujacych receptor dopaminy D2 (DRD?2), jelitowe bialko wiazace
kwasy thuszczowe 2 (FABP2) oraz neurotroficzny czynnik pochodzenia mézgowego (BDNF) a
efektami potreningowymi obserwowanymi u kobiet realizujacych 12-tygodniowy trening”,
sktada si¢ z cyklu trzech prac opublikowanych w czasopismach o sumarycznej punktacji Impact

Factor (IF) rownej 4,941 oraz Ministerstwa Edukacji i Nauki (MEiN) rownej 310 pkt.:

Publikacja 1

Leonska-Duniec Agata, Switala Katarzyna, Ahmetov I. lldus, Pickering Craig, Massidda Myosotis,
Buryta Maciej, Mastelarz Andrzej, Maculewicz Ewelina. FABP2 Ala54Thr polymorphism and
post-training changes of body composition and biochemical parameters in Caucasian women.

Genes, 2021, 12(7):954; DOI: 10.3390/genes12070954; IF: 4,141; MNiSW: 100 pkt.

Publikacja 2

Switala Katarzyna, Bojarczuk Aleksandra, Hajto Jacek, Piechota Marcin, Buryta Maciej, Leonska-
Duniec Agata. Impact of the DRD2 polymorphisms on the effectiveness of the training program.
International Journal of Environmental Research and Public Health, 2022, 19(9):4942;
DOI: 10.3390/ijerph19094942; MNiSW: 140 pkt.

Publikacja 3

Switala Katarzyna, Leonska-Duniec Agata, Michatowska-Sawczyn Monika, Brodkiewicz Andrzej,
Losinska Kinga, Grzywacz Anna. Association of the G>A (rs6265) polymorphism in the brain-
derived neurotrophic factor gene (BDNF) with posttraining changes in Caucasian women.
Baltic Journal of Health and Physical Activity, 2023; DOI: https://doi.org/10.29359/BJHPA.16.1.02;
IF: 0,8; MNiSW: 70 pkt.

Badania zostaty sfinansowane przez Narodowe Centrum Nauki

(projekt badawczy nr 2012/07/B/NZ7/01155)



https://doi.org/10.3390/genes12070954
https://doi.org/10.3390/ijerph19094942

2. WPROWADZENIE

Aktywnos$¢ fizyczna, rozumiana jako trening wyczynowy i prozdrowotny, niesie za sobg
pozytywny wplyw na zdrowie fizyczne i psychiczne niezaleznie od wieku czy plci, co zostato
potwierdzone licznymi badaniami naukowymi (Paluska i wsp. 2000; Thompson i wsp. 2003; Loprinzi
1 wsp. 2012). Do najpowszechniejszych zalet aktywnosci ruchowej zalicza si¢ profilaktyke i/lub
spowolnienie rozwoju wystapienia wielu obcigzajacych organizm chordb tj. otytosci, cukrzycy typu
2, chordb uktadu sercowo-naczyniowego, choréb ukladu oddechowego, choréb uktadu kostno-
stawowego oraz niektorych nowotwordw np. jelita grubego (Friedenreich 1 wsp. 2002; Boyle 1 wsp.
2012). Udowodniono rowniez, ze regularny wysitek fizyczny ma dziatanie przeciwlgkowe i
przeciwdepresyjne, a co za tym idzie poprawia stan zdrowia psychicznego (Roshanaei-Moghaddam
1 wsp. 2009; Da Silva i wsp. 2012).

Dhugotrwaly i systematyczny trening fizyczny sprzyja rowniez utrzymaniu prawidtowej masy
ciala. Pod jego wplywem obserwuje si¢ zmniejszenie adipocytdw z réwnoczesnym wzrostem
aktywnosci lipazy lipoproteinowej, co skutkuje redukcja masy tkanki thuszczowej (Hansen i wsp.
2007). Regularne ¢wiczenia fizyczne powoduja rowniez wzrost beztluszczowej masy ciata i masy
miegsni szkieletowych, masy tkanki kostnej oraz wptywaja na dystrybucje¢ tkanki ttuszczowej w
organizmie, powodujac prozdrowotny typ jej kumulacji (Tremblay i wsp. 1990; Proctor 1 wsp.
2000). U oso6b aktywnych fizycznie obserwuje si¢ modyfikacje profilu lipidowego krwi
polegajaca na obnizeniu frakcji lipoprotein niskiej gestosci (ang. low density lipoprotein,
LDL) 1 poziomu trdjglicerydow (ang. triglycerides, TG), wzroscie frakcji lipoprotein
wysokiej gestosci (ang. high density lipoprotein, HDL) oraz utrzymaniu prawidtowego
ste¢zenia glukozy we krwi (ang. blood glucose level, BG ), (Jafari i wsp. 2003; Monda i wsp. 2009).

Natomiast zbyt niski poziom aktywnosci fizycznej jest jedng z gtdéwnych przyczyn otyltosci
definiowanej przez Swiatowa Organizacje Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO) jako
choroba przewlekta o zlozonej etiologii. Polega ona na nadmiernym oraz niewlasciwym
nagromadzeniu tkanki thuszczowej, co moze stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia ludzkiego, poniewaz
jest zwigzana z podwyzszonym ryzykiem wystgpienia wielu chorob (WHO 2010). Obecnie liczba
0s0b z nadmierng masg ciala szybko ro$nie, osiggajac skalg epidemii. Nadwaga i otytos¢ dotykaja
prawie 60% dorostych i prawie jedno na troje dzieci (29% chtopcéw i 27% dziewczat) populacji
europejskiej (WHO, 2022). Otylos¢ nalezy postrzegac nie tylko jako problem estetyczny, ale rowniez
schorzenie prowadzace do pogorszenia jakos$ci zycia 1 znaczgco podnoszace ryzyko wystgpienia
zgonu (WHO, 2022). W patogenezie otylosci, oprocz nieprawidiowych nawykéw zywieniowych 1

niskiej aktywnosci fizycznej, znaczaca rolg odgrywaja komponenty genetyczne (Maes i wsp. 1997).
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Udziat tych czynnikbw w rozwoju otylosci jest niezwykle istotny, o czym $wiadcza wysokie
wspotczynniki odziedziczalno$ci dla wskaznika masy ciata (ang. body mass indeks, BMI) (od 0,4 do
0,7) oraz stosunku obwodu talii do bioder (od 0,4 do 0,8), (ang. waist hip ratio, WHR) (Stunkard 1
wsp. 1990; Maes 1 wsp. 1997). Genetyczne podtoze otylosci u wiekszosci 0sob ma charakter ztozony
1 wieloczynnikowy, obejmujacy skomplikowane interakcje w obrebie genu, pomiedzy wieloma
genami, a takze oddzialywania genotyp — srodowisko (McKeigue i wsp. 1991; King i wsp. 2002). Li
1 wspotpracownicy (2010) udowodnili, ze systematyczny wysitek fizyczny moze wptywacé na
obnizenie ryzyka fenotypowego ujawnienia si¢ niekorzystnych efektoéw obcigzajacych wariantow
genow. W konsekwencji promocja aktywnego stylu zycia, zwlaszcza u ludzi z predyspozycjami
genetycznymi, jest priorytetowym dziataniem majacym na celu ograniczenie stale rosngcej skali
epidemii otytosci (Loret de Mola 2009; WHO, 2022).

Liczne badania nad specyfika zmian wybranych wskaznikow fizjologicznych i
biochemicznych, a takze wielkos$ci wyrazenia cech antropometrycznych w fenotypie danej osoby po
wysitku fizycznym zaowocowaty stosunkowo dobrze poznanym schematem odpowiedzi
funkcjonalnej na zaaplikowany trening (Ahmad 1 wsp. 2013). Jednak oszacowanie zakresu zmian
adaptacyjnych zachodzacych w organizmie cztowieka pod wptywem aktywnosci fizycznej nadal
stanowi wazny problem naukowy. Najnowsze badania wskazuja, Ze potreningowa odpowiedz
organizmu jest bardzo podobna u 0s6b bedacych nosicielami takich samych wersji allelicznych
wybranych genoéw (Leonska-Duniec i wsp. 2018).

Na podstawie analizy danych literaturowych do najbardziej obiecujacych genow
markerowych bioragcych udziat w regulacji masy ciata i metabolizmu oraz potencjalnie wptywajacych
na efektywnos$¢ treningu fizycznego zaliczono m.in. geny kodujace: demetylazg 2-oxoglutaranowa
(ang. fat mass and obesity associated gene, F'70), leptyn¢ (ang. leptin gene, LEP), receptor leptyny
(ang. leptin receptor gene, LEPR), receptor dopaminergiczny D2 (ang. dopamine recpetor D2 gene,
DRD?), jelitowe biatko wigzace kwasy tluszczowe 2 (ang. fatty acid binding protein 2 gene, FABP2),
termogening 1 (ang. uncoupling protein 1 gene, UCPI), neurotroficzny czynnik pochodzenia
mozgowego (ang. brain-derived neurotrophic factor gene, BDNF) oraz receptor melanokortyny 4
(ang. melanocortin 4 receptor gene, MC4R) (Switata i Leofiska-Duniec 2021). Majac na uwadze rolg
biologiczng produktow gendéw, do dalszych badan eksperymentalnych wybrano polimorfizmy
pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide polymorphisms, SNPs) zlokalizowane w genach
FABP?2 (Publikacja 1), DRD?2 (Publikacja 2) i BDNF (Publikacja 3), ktore wydawaty si¢ by¢ istotne

w kontekscie réznicowania odpowiedzi potreningowej w organizmie cztowieka (Tabela 1).



Gen FABP2 (Publikacja 1)

Rodzina cytoplazmatycznych biatek wigzacych kwasy tluszczowe (ang. fatty acid binding
proteins, FABPs) dziala w organizmie cztowieka na zasadzie mechanizmu zabezpieczajacego przed
szkodliwym dla komoérek nadmiernym gromadzeniem dtugotancuchowych kwasow tluszczowych.
FABPs transportuja kwasy tluszczowe do komorek, gtownie migsniowych, gdzie ulegaja one [-
oksydacji (termogeneza) lub do adipocytéw w celu ich akumulacji (Ockner i wsp. 1974). Gen FABP2
jest umiejscowiony na chromosomie 4 (locus 4q26) i koduje jelitowa izoforme¢ biatka, ktora
umozliwia wchtanianie, transportowanie 1 przetwarzanie kwasow tluszczowych (Sweetser 1 wsp.
1987; Baier 1 wsp. 1995). Powszechnie wystepujacy polimorfizm rs1799883, scharakteryzowany w
tabeli 1, polega na tranzycji guaniny (G) w adening (A), co powoduje zmian¢ kodonu alaniny (allel
Ala54) na kodon treoniny (allel Thr54). Substytucja nukleotydowa jest przyczyna powstania biatka
o zmienionej budowie aminokwasowej i w konsekwencji wlasciwosciach (Baier i wsp. 1995).
Badania wskazuja, ze allel Thr54 moze by¢ rozwazany jako czynnik niekorzystny w kontekscie

rozwoju otylosci (Baier 1 wsp. 1995; Albala 1 wsp. 2004; Fisher 1 wsp. 2006).

Gen DRD2 (Publikacja 2)

Dopamina (3,4-dihydroksyfenyloetyloamina) nalezy do grupy neuroprzekaznikéw
nazwanych katecholaminami. Syntetyzowana w neuronach dopamina, pobudzajgc swoiste receptory
dopaminergiczne (D1-D5), bierze udzial w kontroli réznych proceséw m.in. utrzymanie postawy
ciata 1 poruszanie si¢, koordynacja ruchowa, uczenie si¢, zapamigtywanie oraz reakcje emocjonalne
(Beaulieu 1 wsp. 2011; Cordeiro i wsp. 2017). W zwigzku z tym geny kodujace receptory i transporter
tego neuroprzekaznika sg brane pod uwage w ocenie predyspozycji zardwno sportowych, jaki 1
zwigzanych z otylo$cia, gdyz warunkujg szlaki w centralnym ukladzie nerwowym zwigzane z
uczuciem przyjemnosci (uklad nagrody) (Martel i wsp. 1996; Drozak i wsp. 2005). Na dostepnosc¢ i
funkcjonowanie dopaminy duzy wptyw maja SNPs zlokalizowane w genie DRD2 (locus 11q23.2)
(Grandy 1 wsp. 1989; Eubanks i1 wsp. 1992; Zhang 1 wsp. 2007). Do badan wybrano pigc¢
funkcjonalnych miejsc polimorficznych (rs1076560, rs12364283, rs1799732, rs1800497 i
rs1800498), ktore zostaly przedstawione w tabeli 1. Badane polimorfizmy byty do tej pory najczesciej
opisywane w kontekscie otytosci i zaburzen odzywiania, uzaleznien od alkoholu, narkotykow i
papierosow, zdolnos$ci uczenia si¢, pamieci 1 koncentracji, predyspozycji sportowych, a takze chordob

psychicznych (Zhang i wsp. 2007; Doehring 1 wsp. 2009; Mi 1 wsp. 2011; Aliasghari i wsp. 2021).



Analizie poddano pojedyncze SNPs i haplotypy, co pozwolilo na zaobserwowanie unikatowych

interakcji.

Gen BDNF (Publikacija 3)

BDNF nalezy do rodziny neurotrofin, polipeptydowych czynnikow wzrostu,
syntetyzowanych w komorkach osrodkowego 1 obwodowego systemu nerwowego. Neurotrofina ta
wykazuje wysokie powinowactwo do receptorow z rodziny kinazy tyrozynowej B (ang. tropomyosin
receptor kinase B, TrkB) oraz receptorow czynnika wzrostu nerwow o niskim powinowactwie (ang.
low-affinity nerve growth factor receptor, LNGFR, zwany rowniez p75NTR), za posrednictwem
ktorych odpowiada za regulacje m.in. neurogenezy, neuroprotekcji, roznicowania, przebudowy i
przezycia neuronéw oraz synaptogenezy i plastycznosci synaptycznej (Leal i wsp. 2014; Akbarian i
wsp. 2018; Malczynska 1 wsp. 2018). Poprzez interakcje ze szlakami regulacyjnymi innych
czynnikow tj. insuliny, leptyny, czy kortykotropiny BDNF uczestniczy roéwniez w regulacji
homeostazy energetycznej organizmu. Obnizenie poziomu BDNF w mo6zgu powoduje wzrost poboru
pokarmu i otylo$¢, a z kolei jego podwyzszenie prowadzi do zmniejszenia apetytu, zwickszenia
wydatku energetycznego 1 redukcji masy ciata (Piotrowicz 1 wsp. 2020; Xu 1 wsp. 2003; Rios 1 wsp.
2001). Dane literaturowe wskazuja, ze na wzrost poziomu BDNF ma wptyw regularna aktywnos$¢
fizyczna (Malczynska i wsp. 2018; Ruiz-Gonzalez i wsp. 2021). Dodatkowo poziom tkankowego 1
krazacego we krwi biatka powigzano z polimorfizmem rs6265 (G/A,Val66Met) w genie BDNF' (locus
11p14.1; tabela 1). Tranzycja guaniny (G) w adening (A) w 196 pozycji tancucha polinukleotydowego
powoduje zmian¢ kodonu waliny (allel Val66) na kodon metioniny (allel Met66) w 66 pozycji
polipeptydu, co wptywa na proces translacji i sekrecji biatka (Egan 1 wsp. 2003; Chiaruttini i wsp.

2009; Han 1 wsp. 2016).



Tabela 1. Charakterystyka badanych miejsc polimorficznych zlokalizowanych w genach DRD2,

FABP2 i BDNF
Polimorfizm genu FABP2
Nazwa Pozycja w Podloze molekularne Znaczenie kliniczne Literatura
genie
Zmiany strukturalne biatka . Formanack i Baier
wplywajace na jego zdolnosci Ryzyko wystapienia 2004;
rs1799883; vpiywajgce na jeg _ nadwagi i otylosci, SOV
i wigzania kwasow thuszczowych: Auinger i wsp.
G/A,; Ekson 2 . . cukrzycy typu 2, zespotu )
allel Thr54 jest zwiazany z . 2010;
Ala54Thr . . metabolicznego, raka .
wyzszym powinowactwem do 1 Zhao i wsp. 2011
. : , jelita grubego
wigzania kwasow thuszczowych
Polimorfizmy genu DRD?2
Wplyw na alternatywne Uzaleznienia od alkoholu  Sasabe i wsp. 2007;
sktadanie genu: allel A jest i narkotykow, fenotypy Matecka i wsp.
rs1076560; . .. . . . :
A/C Intron 6 zZwigzany ze zmniejszeniem  zwigzane ze schizofrenia, 2014
tworzenia krotkiej izoformy w wplyw na pamieé
stosunku do dhugiej robocza i koncentracjg
Zaburzenia odzywiania, Hemidovic
fenotypy zwiazane z i wsp. 2009;
. ) schizofrenia, wptyw na Sullivan i wsp.
rs12364283; Wp%yyv na elfspreSJq gemt reakcje na sytuacje 2013;
Promotor allel G jest zwigzany z wyzsza . 7
A/G aktvwnogeia transkrvpeyin stresowe 1 pamig¢ robocza, Abrahams
y 2 ypeyna autyzm, otylosci, iwsp. 2019
uzaleznienia od alkoholu
i narkotykow
Wptyw na ekspresje genu: Ryzyko wystapienia Cordeiro
rs1799732; Promotor allel C zmniejsza aktywno$¢ nadwagi i otylosci, i wsp. 2009;
—141C Ins/Del promotora, co skutkuje nizsza fenotypy zwigzane ze Lee i wsp. 2013
aktywno$cig transkrypcyjna schizofrenia
Potreningowe zmiany Davis i wsp.
Zmieniona specyficzno$é pamigci roboczej, ryzyko 2008;
1s1800497: 10,5 kb w1qzan1alsubstrat1.1 przez wygtq.plelma otylosci, Zhang i wsp.
i ) P receptory i ekspresja genu: uzaleznienia od alkoholu, 2014;
TaqlA; C/T; ponizej genu . . . . . :
genotypy AA i GA sa nikotyny i narkotykow, Feistauer i wsp.
Glu713Lys DRD?2 . . . . .
Zwigzane ze zmniejszona jedzenie emocjonalne, 2018
liczbg receptorow zaburzenia
neuropsychiatryczne
Ryzyko wystapienia Saraswathy
rs1800498,; Intron 2 Wholvw na ekspresie genu autyzmu, schizofrenii, iwsp. 2010;
TaqID; C/T Py presje & uzaleznienia od alkoholu Sznabowicz
i nikotyny iwsp. 2018
Polimorfizm genu BDNF
Wplyw na ekspresje i sekrecje Ryzyko wystapienia
BDNF: wystepowanie Val w otylosci, cukrzycy typu 2,
mRNA powoduje aktywacje zaburzen odzywiania, Nakazato 2012;
156265; G/A; Ekson 11 translacji i zwigkszona choroby Parkinsona, Han 2015;

Val66Met

sekrecje BDNF; natomiast
obecnos¢ Met prowadzi do
obnizenia jego syntezy i
sekrecji

schizofrenii, choroby
alergiczne, choroby
afektywnej
dwubiegunowej

Szarowicz 2022;
Wang i wsp. 2022




Nalezy zwrdci¢ uwagg, ze prace eksperymentalne dotyczace podtoza genetycznego reakcji
adaptacyjnych organizmu wywotanych zaaplikowanym treningiem wcigz naleza do rzadkosci w
Polsce i na §wiecie. Przeprowadzone dotad nieliczne badania dotyczace wybranych markerow
genetycznych koncentrujg si¢ gldwnie na ich zwigzku z konkretnymi jednostkami chorobowymi, a
uzyskiwane wyniki sg cz¢sto niejednoznaczne. Zatem istnieje potrzeba przeprowadzenia interwencji
eksperymentalnych, w celu opisania nowych zwigzkéw miedzy poszczegdlnymi miejscami
polimorficznymi, aktywnos$cig fizyczng, a parametrami zwigzanymi z otytoscia w roéznych
populacjach. Wykonana analiza pi$miennictwa nie wykazata artykutow dotyczacych wplywu
wybranych polimorfizméw genu FABP2, DRD?2 i BDNF na zmiany masy i sktadu ciata oraz
wybranych wskaznikow biochemicznych wywotanych zaaplikowanym treningiem u 0s6b zdrowych.
Z zwigzku z tym niniejsze badania maja nowatorski charakter i wpisuja si¢ w najnowszy trend
polegajacy na zastosowaniu nowoczesnych metod biologii molekularnej w naukach o kulturze

fizycznej.
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3. CELE, PYTANIA I HIPOTEZY BADAWCZE

Gléwnym celem przeprowadzonych badan byto okreslenie korelacji pomiedzy czestoscia
genotypow i alleli opisywanych w wybranych siedmiu punktach polimorficznych (rs1799883 w genie
FABP2; 151076560, 1s12364283, 1s1799732, rs1800497 1 rs1800498 w genie DRD2; 1s6265 w genie
BDNF) a potreningowg odpowiedzig mierzong w zakresie zmian masy i sktadu ciata oraz wybranych
wskaznikow biochemicznych u kobiet realizujacych 12-tygodniowy program treningowy.
Dodatkowym celem byto ustalenie, czy wybrane polimorfizmy moga by¢ wykorzystywane jako
markery genetyczne umozliwiajace okre§lenie predyspozycji do rozwoju otylosci oraz
niekorzystnych wtasciwosci metabolicznych z nig zwigzanych. Ostatnim zatozeniem bylto okreslenie
korelacji pomiedzy czesto$cig wspolwystepowania genotypow i frekwencji haplotypow wybranych
polimorfizméw genu DRDZ2 oraz okreslenie ich wptywu na ksztattowanie potreningowej reakcji

adaptacyjnej.

Postawiono nastepujace pytania badawcze:

1. Czy wystgpowanie okre§lonych alleli i genotypow opisywanych w wybranych miejscach
polimorficznych zlokalizowanych w genach FABP2, DRD2 i BDNF ma wplyw na potreningowa
reakcj¢ adaptacyjng organizmu w zakresie zmian masy 1 skladu ciala oraz glikemii i poziomu

wskaznikow lipidogramu u kobiet uczestniczacych w 12-tygodniowym treningu?

2. Czy wybrane polimorfizmy zlokalizowane w genach FABP2, DRD2 i1 BDNF moga by¢
wykorzystane jako markery genetyczne umozliwiajace okreslenie predyspozycji do rozwoju otytosci

1 niekorzystnych wtasciwosci metabolicznych z nig zwigzanych?

3. Czy wystgpowanie okreslonych haplotypéw genu DRD2 ma wplyw na potreningowa reakcje
adaptacyjng organizmu w zakresie zmian masy 1 sktadu ciala oraz glikemii 1 poziomu wskaznikow

lipidogramu u kobiet uczestniczacych w 12-tygodniowym treningu?

W odniesieniu do powyzszych pytan badawczych sformutowano hipotezy badawcze:

1. Obecnos¢ okreslonych alleli 1 genotypdw opisywanych w wybranych miejscach polimorficznych
zlokalizowanych w genach FABP2, DRD?2 i1 BDNF ma wplyw na potreningowg reakcje adaptacyjng
organizmu w zakresie zmian masy i sktadu ciata oraz glikemii i poziomu wskaznikow lipidogramu u

kobiet uczestniczacych w 12-tygodniowym treningu.
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2. Wybrane polimorfizmy zlokalizowane w genach FABP2, DRD2 i BDNF moga by¢ wykorzystane
jako markery genetyczne umozliwiajace okreslenie predyspozycji do rozwoju otytosci i

niekorzystnych wiasciwosci metabolicznych z nig zwigzanych.

3. Obecnos¢ okreslonych haplotypow genu DRD2 ma wplyw na potreningowa reakcje adaptacyjng
organizmu cztowieka w zakresie zmian masy i sktadu ciala oraz glikemii i poziomu wskaznikéw

lipidogramu u kobiet uczestniczacych w 12-tygodniowym treningu.
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4. MATERIALY I METODY

Procedury badawcze zostaty pozytywnie ocenione przez Komisj¢ Bioetyczng przy Okregowej

Izbie Lekarskiej w Szczecinie (uchwata nr 09/KB/IV/2011 oraz 01/KB/V1/2017).

4.1. Charakterystyka grupy badanej

Grupe badang stanowito 201 niespokrewnionych ze sobg kobiet pochodzenia kaukaskiego
(studentki AWFiS w Gdansku). Kryteria wlaczenia osob do udzialu w eksperymencie byly
nastepujace:

v’ przedzial wiekowy 19-24 lata;

v’ niski poziom aktywnosci fizycznej oceniany zgodnie z wytycznymi Swiatowej Organizacji
Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO) za pomoca Globalnego Kwestionariusza
Aktywnosci Fizycznej (ang. Global Physical Activity Questionnaire, GPAQ);

v" brak chordb uktadu sercowo-naczyniowego oraz chordb metabolicznych;

v’ nie przyjmowanie na state suplementow i lekdw w okresie 6 miesiecy przed rozpoczeciem
treningu;

V' abstynencja nikotynowa;

v" cheé podjecia regularnego treningu i racjonalnego planu zywieniowego.

Ogoétem komplet wynikow obejmujacych badania genetyczne oraz przeprowadzone
dwukrotnie (przed rozpoczeciem 1 po zakonczeniu treningu) pomiary antropometryczne i
biochemiczne uzyskano dla 182 kobiet. Czgs¢ wymazdéw nie spelniato standardow czystoSci
mikrobiologicznej, dlatego finalnie otrzymano 168 izolatow DNA, a z biegiem czasu kilka z nich
ulegto wyczerpaniu. W zwigzku z tym w opisywanych publikacjach grupe badang stanowito 168
(Publikacja 1), 165 (Publikacja 2) 1 160 (Publikacja 3) uczestniczek.

4.2. Plan zywieniowy i treningowy

Przed rozpoczeciem treningdéw dla kazdej uczestniczki zostat opracowany indywidualny plan
Zywieniowy w oparciu o mas¢ ciata, wskaznik podstawowej przemiany materii (ang. basal metabolic
rate, BMR) oraz wspotczynnik aktywnos$ci fizycznej (ang. physical activity level, PAL). Zalecono
zastosowanie zbilansowane] diety zgodnej z aktualnymi normami Zywienia dla populacji Polski
(Jarosz, 2017). Plan dietetyczny zostal opracowany przez dr Macieja Buryte z Uniwersytetu

Szczecinskiego.
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Uczestniczki realizowaty jednolity 12-tygodniowy trening, poprzedzony tygodniowa faza
zapoznawczg. Trening byt kombinacjg dwoch rodzajéow aerobiku: low impact aerobic 1 high impact
aerobic (Hi-Lo Combo) i obejmowat r6znorodne aktywnosci tj. marsz, bieg oraz naskoki. Kobiety
¢wiczyly 3 razy w tygodniu przez 60 minut. Poszczegolne jednostki treningowe obejmowaty 3 fazy:
rozgrzewke (10 min), cze$¢ gtdwna zawierajacg ¢wiczenia o wysokiej i niskiej intensywno$ci w rytm
muzyki o zmiennym tempie i rytmie (43 min) oraz ¢wiczenia rozciggajaco-oddechowe (7 min). Plan
treningowy zostal podzielony na cztery 3-tygodniowe etapy o wzrastajacej trudnosci i intensywnosci
- od wynoszacej 50% tetna maksymalnego (ang. maximum heart rate, HRmax) w pierwszym etapie
do 75% w ostatnim. Trening byl realizowany pod kierunkiem prof. nadzw. dr hab. Aleksandry
Jazdzewskiej z AWFiS w Gdansku.

Styl zycia oraz zywienie uczestniczek badan w czasie trwania eksperymentu mozna uzna¢ za

porownywalne.

4.3. Analiza masy i skladu ciala

Masa i sklad ciala zostaly oznaczone metoda bioimpedancji (ang. bioelectrial impedance
analysis, BIA), ktérej podstawa jest ocena opornosci organizmu na przeptyw tadunkow
elektrycznych. Pomiaréw dokonano przy zastosowaniu urzagdzenia Tanita TBF 300M (Horton Health
Initiatives, USA) uprzednio podiaczonego i skalibrowanego o wage ubran (0,2 kg). Uczestniczki
otrzymaty szczegotowe instrukcje dotyczace przygotowania si¢ do badan. Wykonano nastgpujace
pomiary:

v' calkowita masa ciata (ang. body mass, BM, kg);
masa beztluszczowa (ang. fat free mass, FFM, kg);
masa tkanki thuszczowej (ang. fat mass, FM, kg);
procentowa zawartos¢ tkanki thuszczowej (ang. fat mass percentage, %FM, %);
wskaznik masy ciata (ang. body mass index, BMI);

indeks impedancji tkanek (ang. tissue impedance, Q);

NN N N R

catkowita zawarto$§¢ wody w organizmie (ang. total body water, TBW, kg);
v wskaznik podstawowej przemiany materii (ang. basal metabolic rate, BMR, kJ lub kcal).
Pomiary przeprowadzono u kazdej badanej osoby dwukrotnie (przed rozpoczgciem oraz po

zakonczeniu treningu) pod kierunkiem prof. dr hab. Zbigniewa Jastrzgbskiego z AWFiS w Gdansku.
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4.4. Pomiar wskaznikow biochemicznych

Analizy biochemiczne zostaty przeprowadzone przed rozpoczgciem i po zakonczeniu planu
treningowego. Probki krwi pobierano od uczestniczek rano, na czczo, z zyty tokciowej, a wykonany
pomiar obejmowat nastepujace wskazniki:

v’ stezenie glukozy we krwi (ang. blood glucose level, BG, mg/dl);

v’ trojglicerydow (ang. triglycerides, TG, mg/dl);

v’ catkowitego cholesterolu (ang. total cholesterol, TC, mg/dl);

v" lipoprotein wysokiej gestosci (ang. high density lipoprotein, HDL, mg/dl);

v" lipoprotein niskiej gestodci (ang. low density lipoprotein, LDL, mg/dl).
Pomiar wskaznikéw biochemicznych zostal wykonany przy zastosowaniu automatycznego
analizatora Al5 (Bio-SYSTEMS S.A, Hiszpania) na zlecenie w Zakladzie Diagnostyki
Laboratoryjnej we Wronkach.

4.5. Analizy genetyczne

Wszystkie analizy genetyczne byty przeprowadzone jako analizy wtasne. Procedury zwigzane
z izolacjag DNA 1 genotypowaniem wykonano w warunkach jalowych z zachowaniem wszelkich

zasad sterylnosci.

4.5.1. Pobor materialu biologicznego

Materiat biologiczny w postaci wymazow nablonka jamy ustnej zostal pobrany od
uczestniczek eksperymentu za pomocg sterylnych szpatutek (Puritan, USA). Najpierw osoby badane
zostaly poproszone o wyplukanie jamy ustnej woda, a nast¢gpnie uzyskano wymazy poprzez
wielokrotne pocieranie wewngetrznej strony policzkow. Wymazdéwki na czas transportu byly
przetrzymywane w lodowce (temp. 4°C), a nastepnie, do momentu rozpoczgcia analiz genetycznych,

w zamrazarce (temp. -20°C).

4.5.2. Izolacja DNA

Izolacja materialu genetycznego z komorek nablonka jamy ustnej zostata wykonana za
pomocyg zestawu odczynnikowego GenElute Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-
Aldrich, Niemcy) zgodnie z protokotem zaproponowang przez producenta. Zastosowana procedura
izolacyjna sktadata si¢ z 6 kluczowych etapow:

v’ trawienie enzymatyczne komorek w obecnosci proteinazy K oraz buforu lizujacego;
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usuni¢cie RNA przez dodanie RNazy;
aktywacja membrany krzemionkowej znajdujacej si¢ w kolumnach filtracyjnych;

zwigzanie DNA z membrang kolumny filtracyjne;j;

AR NEENEEN

dwukrotne przemywanie zwigzanego z membrang DNA za pomocg roztworow ptuczacych;
v' elucja DNA z membrany z wykorzystaniem buforu wymywajacego.

Czysto$¢ izolatow DNA oceniano przy pomocy analizatora Agilent BioAnalyzer 2100 (Agilent,

USA), a nastepnie przechowywano je w zamrazarce do czasu wykonania dalszych analiz

genetycznych.

4.5.3. Genotypowanie

Izolaty DNA byly genotypowane w siedmiu punktach polimorficznych zlokalizowanych w
trzech wybranych genach z wykorzystaniem tancuchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym
(ang. real-time polymerase chain reaction, real-time PCR). W celu uzyskania sygnatu fluorescencji
wybrano znakowane fluorescencyjnie sondy molekularne typu TagMan, czyli sond degradacyjne.

Wykorzystano kompletne zestawy odczynnikow: TagMan® Pre-Designed SNP Genotyping
Assay (Applied Biosystems, USA) o numerach identyfikacyjnych podanych w tabeli 2.

Tabela 2. Punkty polimorficzne poddane genotypowaniu przy uzyciu gotowych zestawow

odczynnikow TagMan® Pre-Designed SNP Genotyping Assay

Numer identyfikacyjny zestawu

Gen Polimorfizm 2

odczynnikow

rs1076560 C_ 2278888 10
rs12364283 C_31503501_10
DRD?2 rs1799732 C_ 33641686 _10
rs1800497 C__ 7486676 _10

rs1800498 C_ 2601166 _10

FABP2 rs1799883 C_761961 10
BDNF 1s6265 C 11592758 10

W sklad kazdego zestawu wchodzily dwa specyficzne startery oraz dwie sondy molekularne
wyznakowane fluorescencyjnie barwnikami VIC i FAM, komplementarne do obu wersji allelicznych
w analizowanych miejscach polimorficznych. Wszystkie proby byty genotypowane dwukrotnie przy
uzyciu termocyklera C1000 Touch Thermal Cycler (Bio-Rad, Niemcy). Otrzymane wyniki
analizowano z wykorzystaniem apletu dyskryminacji alleli dostgpnego w ramach oprogramowania

Bio-Rad CFX Manager 3.1 (Bio-Rad, Niemcy).
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4.6. Analiza statystyczna

Wszystkie analizy statystyczne wykonane w celu oceny zwigzku pomiedzy badanymi
polimorfizmami 1 zmiennymi zaleznymi zostaty oparte na tym samym modelu statystycznym, tj.
og6lnym modelu liniowym. W ramach tego modelu uzyto dwuczynnikowej analizy wariancji
(ANOVA) z powtarzanymi pomiarami (ang. two-way ANOVA with repeated measures) oraz modelu
liniowego z efektami mieszanymi (ang. linear mixed-ffects model). Uzycie wyzej wymienionych
technik statystycznych bylo umotywowane longitudinalng naturg danych, tj. pomiary parametrow
byty wykonywane dwukrotnie — na poczatku badania oraz po zakonczeniu programu treningowego.

Analize wariancji zastosowano w ocenie zwigzku polimorfizmu Ala54Thr genu FABP2 oraz
polimorfizméw rs1076560, rs12364283, rs1799732, rs1800497 i rs1800498 genu DRD2. W
przypadku koniecznos$ci oceny zgodno$ci rozktadéw empirycznych analizowanych zmiennych z
rozktadem normalnym uzyto testu Kolmogorowa—Smirnowa. W analizie post-hoc zastosowano test
NIR (najmniejszych istotnych roznic, ang. Fisher’s Least Significant Difference, LSD). Model
liniowy z efektami mieszanymi zastosowano w ocenie zwigzku polimorfizmu rs6265.

Niezaleznie od zastosowanej techniki, przedmiotem analizy byta interakcja pomiedzy
genotypem, definiowanym w zaleznosci od przyjetego modelu genetycznego, a zmienng
reprezentujacg czas. Dodatkowo, w przypadku genu DRDZ2, oprocz analizy zwigzku dla
pojedynczych loci, wykonana zostata analize haplotypow, w ktorej zmienng zalezng stanowita zmiana
procentowa danego parametru w czasie. W wyzej wymienionych analizach rozpatrywano nastgpujace
modele dziedziczenia: kodominujacy, dominujacy, recesywny 1 naddominujacy. Modele te zostaty
stworzone przy zalozeniu, ze allelem ryzyka jest allel rzadki (ang. minor allele).

Dla kazdego polimorfizmu badano zgodno$¢ obserwowanej czestoSci genotypodw z
czgstoSciami teoretycznymi wynikajacymi z prawa Hardy-Weinberga przy zaloZeniu stanu
rOwnowagi genetyczne] (ang. Hardy-Weinberg Equilibrium, HWE). Obecnos¢ réwnowagi
genetycznej jest zatozeniem wymaganym dla algorytmu maksymalizacji oczekiwan (ang.
Expectation-Maximization, EM), ktory wykorzystano do szacowania czgsto$ci poszczegolnych
haplotypow genu DRD2.

W przypadku analiz wykorzystujagcych model liniowy z efektami mieszanymi, do oceny 1
interpretacji efektow poszczegdlnych genotypdéw uzyto wykresow obrazujacych wielkosci efektu
predyktorow (ang. predictor effect plot), a takze analize kontrastow, w celu oceny istotno$ci
statystycznej wybranych poroéwnan. W uzasadnionych przypadkach zastosowano procedure

Bonferroniego, jako narzedzia kontroli btedu I rodzaju w sytuacji wielokrotnego testowania hipotez.
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Powyzsze analizy wykonano za pomocg jezyka i Srodowiska statystycznego R (R Foundation
for Statistical Computing, Wieden, Austria. Adres URL https://www.r-project.org) oraz nastepujacych
pakietow: effects (wersja 4.2-2), marginaleffects (wersja 0.15.1), SNPassoc (wersja 2.0-18) oraz

haplo.stats (wersja 1.8.7). Istotnosci statystyczne testowano na poziomie alfa 5%.
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5. WYNIKI

5.1. Wyniki badan przedstawione w publikacji pod tytulem: FABP2 Ala54Thr polymorphism
and post-training changes of body composition and biochemical parameters in Caucasian

women

W badanym miejscu polimorficznym zlokalizowanym w genie FABP2 (rs1799883) rozktad
czestosci genotypow (Ala54/Alas54 - 47,62%, Ala54/Thr54 - 47,62%, Thr54/Thr54 - 4,76%) nie
pozostawat w rdwnowadze Hardy'ego-Weinberga (p=0,031).

Zastosowany 12-tygodniowy trening aerobowy w wybranej grupie kobiet wptynat na zmiany
parametréw antropometrycznych (BM, BMI, FM, %FM, FFM i TBW) oraz biochemicznych (HDL i
BG). Analiza czestosci poszczegélnych genotypéw w obrebie polimorfizmu rs1799883 w genie
FABP2 na odpowiedZ potreningowa nie wykazala istotno$ci statystycznej dla zadnego badanego
parametru (brak interakcji genotyp FABP?2 x trening). Natomiast model dominujacy wykazat istotny
statystycznie wptyw genotypu na wskaznik BMI (p=0,033). Nosicielki genotypow Ala54/Th54r i
Thr54/Thr54 miaty wyzsze wartosci wskaznika BMI przez caly okres trwania eksperymentu w

poréwnaniu z nosicielkami genotypu Ala54/Ala54 (Tabela 3).

5.2. Wyniki badan przedstawione w publikacji pod tytulem: Impact of the DRD2

polymorphisms on the effectiveness of the training program

We wszystkich badanych miejscach polimorficznych zlokalizowanych w genie DRD?2 rozktad
czestosci genotypow pozostawat w rownowadze Hardy'ego-Weinberg'a (p=0,946, p=0,206, p=0,183,
p=0,504 1 p=0,674, odpowiednio dla rs1076560, rs12364283, rs1799732, rs1800497 i rs1800498).

W badanej populacji kobiet zaobserwowano wiele istotnych statystycznie réznic w wynikach
pomiaréw antropometrycznych oraz biochemicznych mierzonych przed 1 po zakonczeniu okresu
treningowego. Jednak bioragc pod uwage rownoczesny wplyw treningu 1 genotypu analiza
pojedynczych polimorfizméw wykazata istnienie tylko jednej istotnej statystycznie interakcji
pomigdzy czestoscig genotypow rs1076560 a potreningowa reakcja w zakresie zmian poziomu BMR
(p=0,033, Tabela 4). U nosicielek genotypu rs1076560 CC odnotowano znaczacy ~0,5% spadek BMR
w odpowiedzi na zastosowany trening (p=0,006 z poprawka Bonferroniego) w poréwnaniu z
nosicielami genotypow AA i CA. Jednak w modelu dominujacym nie znaleziono zadnych znaczacych
interakcji genotyp X trening. Nie wykazano istotnos$ci statystycznej dla zadnego parametru podczas

analizy wplywu genotypu na badane parametry.
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Dodatkowo przeprowadzono analize¢ haplotypow w celu zidentyfikowania zwigzku
wyrdznionych haplotypow z parametrami masy i sktadu ciata oraz biochemicznymi. Z 32 mozliwych
teoretycznie haplotypow dla 165 uczestniczek badania otrzymano 8 haplotypow, ktore wystepowaty
z czestoScig wyzsza niz 1%. Najczescie] wystgpujacym haplotypem w badanej populacji (haplotyp
podstawowy) byt CACCT (rs1076560, rs12364283, rs1799732, rs1800497 1 rs1800498).
Przeprowadzona analiza haplotypoéw wykazata istotne statystycznie zaleznosci miedzy pigcioma
haplotypami CACCC, CACTT, CGCCT, AACTC i1 CA-CT, a odpowiedzig potreningowag u
uczestniczek eksperymentu (Tabela 5). Haplotypy CACCC i1 CACTT byly zwigzane z wigkszym
potreningowym spadkiem poziomu glukozy we krwi (odpowiednio p=0,032 i p=0,020) w
poréwnaniu z haplotypem podstawowym. Dodatkowo wykazano, ze haplotyp CGCCT byt zwigzany
z wigkszym potreningowym wzrostem BMR mierzonego w kcal (p=0,003) i FFM (p=0,009).
Obecnos¢ haplotypu CA-CT taczyta si¢ z potreningowym spadkiem poziomu LDL (p=0,0455), a
haplotypu AACTC ze wzrostem poziomu HDL (p=0,0497) w porownaniu z haplotypem
podstawowym (Tabela 5).

5.1. Wyniki badan przedstawione w publikacji pod tytulem: Association of the G>A (rs6265)
polymorphism in the brain-derived neurotrophic factor gene (BDNF) with posttraining changes
in Caucasian women

W badanym miejscu polimorficznym zlokalizowanym w genie BDNF (rs6265) rozktad
czgstosci genotypow: AA - 43 (26.875%), AG - 79 (49.375%), GG - 38 (23.750%) pozostal w
rownowadze Hardy'ego-Weinberga (p=0.875).

Parametry masy i skladu ciata, profil lipidowy oraz poziom glukozy mierzone przed i po
treningu w odniesieniu do genotypoéw BDNF przedstawiono w tabeli 6. Wigkszo$¢ parametréw (BM,
BMI, BMR, %FM, FM, FFM, TBW, HDL i1 BG) zmienito si¢ istotnie po zastosowaniu 12-
tygodniowego treningu. Jednak analiza czestosci poszczegdlnych genotypow w obrebie
polimorfizmu rs6265 w genie BDNF na odpowiedZ potreningowa nie wykazata istotno$ci
statystycznej dla Zadnego badanego parametru (brak interakcji genotyp BDNF x trening). Nie

stwierdzono takze istotnego statystycznie wpltywu genotypu na wybrane parametry (Tabela 6).
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Tabela 3. Korelacja czestosci genotypow opisanych dla rs1799883 w genie FABP2 z uwzglednieniem potreningowych zmian parametrow

antropometrycznych oraz biochemicznych

Ala54/Ala54 Ala54/Th54r + Thr54/Thr54
Zmienna (n=80) (n = 88) wartos¢ p dla
przed po przed po wplywu wplywu treningu réwnoczesnego
treningiem treningu treningiem treningu genotypu wplywu treningu
x = SD x = SD x = SD x = SD i genotypu
BM 59,9+7.8 59,0+ 7,6 61,4+75 60,7+74 0,166 <0,0001 0,583
BMI 21,1 (18,9-23.5) 20,9 (18,8-23,2) 21,9 (19,6-24,4) 21,6 (19,4-24,2) 0,033 <0,0001 0,954
%FM 233+54 21,7+5,7 245+54 23,4+54 0,079 <0,0001 0,128
FM 14,3+5,1 13,2+5.2 15,4450 14,5+4,9 0,124 <0,0001 0,379
FFM 455+32 46,0 + 3,2 459+32 46,2+33 0,465 0,00002 0,235
TBW 33,3+2.8 33,8+24 33,6 £2,4 33,8+£24 0,589 0,002 0,318
TC 170 £ 26 166 £ 26 170 £ 23 171 £28 0,514 0,380 0,068
TG 75,9 (52,6-109,7) 77,4 (52,1-115,2) 74,1 (52,4-104,9) 79,2 (58,4-107,3) 0,719 0,175 0,847
HDL 63,7+ 12,1 59,2+ 12,9 66,6 + 14,5 63,3+ 13,9 0,063 0,000005 0,436
LDL 90,2+233 89,9 +£23.5 87,2 +20,5 91,3+23,7 0,798 0,218 0,147
BG 78,1 +£10,2 74,9 +9.7 78,3+9.4 76,2 £ 10,5 0,579 0,001 0,498

x — warto$¢ $rednia; SD — odchylenie standardowe; BM — catkowita masa ciata; BMI — indeks masy ciata; %FM — procentowa zawarto$¢ tkanki thuszczowej; FM — masa tkanki thuszczowej; FFM — masa beztluszczowa;
TBW — catkowita zawarto$¢ wody w organizmie; TC — cholesterol catkowity; TG — trojglicerydy; HDL — lipoproteiny wysokiej gestosci; LDL — lipoproteiny niskiej gestosci; ; BG — stgzenie glukozy we krwi; réznica
istotna statystycznie przy p<0,05
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Tabela 4. Korelacja czestosci genotypow opisanych dla rs1076560 w genie DRD2 z uwzglednieniem potreningowych zmian parametrow

antropometrycznych oraz biochemicznych

AA (n=6) CA (n=49) CC (n=110) warto$¢ p dla
Zmienna przed po treningu przed po treningu przed po treningu wplywu wplywu réwnoczes  réwnoczesn
treningiem x = SD treningiem x = SD treningiem x = SD genotypu treningu nego ego wplywu
x+SD x+SD x+SD wplywu treningu i
treningu i genotypu
genotypu AA+ CAvs
CC
BM 60,43+6,08 58,845,603 60,86+7,59 60,17+7,6 60,52+7,89 59,8+7,73 0,945  <0,0001 0,379 0,793
BMI 21,7+2,68 21,13+£2,48 21,3742,11 21,1942,06 21,714£2,58 21,4842,54 0,747  <0,0001 0,228 0,983
BMR 6081+261,7  5926,67+206, 6082,18+336, 6053,41+326, 6043,97+330, 6009,3+£319, 0,730  <0,0001 0,033 0,678
8 31 36 79 64 92
%FM 24,5+7,65 21,58+7,02 23,62+5,47 22,41+5,97 23,93+5,41 22,65+5,48 0,956  <0,0001 0,207 0,752
FM 14,9+5,78 13+5,24 14,73£5 13,84+5,2 14,85+5,16 13,94+5,16 0,974  <0,0001 0,344 0,747
FFM 45,17+2,04 46,02+1,65 46,15+3,32 46,4343 44 45,5443 .23 46,01+3,28 0,620 0,005 0,508 0,570
TBW 32,88+1,64 33,67+1,34 34,01£2,77 34,06+2,5 33,26+2,55 33,7+2,45 0,388 0,042 0,204 0,187
TC 160,83+21,  155,33+22,63  167,59428,79  166,51+32,44  171,15£23,01  169,38+24,9 0,392 0,374 0,888 0,954
05 9
TG 81,5+24,17 73,33£25,66 71,39+£23,68 81,69+35,49 84,164+35,49  84,95+35,72 0,268 0,842 0,173 0,173
HDL 68,73£26,5 62,52+17,44 65,56+13,22 59,67+£13,96 64,66£12,44  61,52+13,26 0,851 0,002 0,296 0,118
2
LDL 75,67+14,5 78,15+11,16 87,69+23,32 90,5+27,92 89,57£21,27  90,87+22,01 0,298 0,457 0,904 0,655
7
BG 77,67+6,98 68,83+8,33 79,16+8,63 75,37+9,19 77,88+10,54 76+10,58 0,561 0,001 0,178 0,143

X — warto$¢ $rednia; SD — odchylenie standardowe; BM — calkowita masa ciata; BMI — indeks masy ciata; BMR — podstawowej przemiany materii; %FM — procentowa zawarto$¢ tkanki ttuszczowej; FM — masa tkanki

tluszczowej; FFM — masa beztluszczowa; TBW — calkowita zawarto$¢ wody w organizmie; TC — cholesterol calkowity; TG — trojglicerydy; HDL — lipoproteiny wysokiej gestosci; LDL — lipoproteiny niskiej gestosci;

BG - stezenie glukozy we krwi; réznica istotna statystycznie przy p<0,05
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Tabela 5. Analiza haplotypéw DRD2 (rs1076560, rs12364283, rs1799732, rs1800497, rs1800498) — liniowy model zmian sktadu ciata i parametrow

biochemicznych podczas treningu z warto$ciami wyjsciowymi (przed treningiem) jako zmiennymi towarzyszacymi

CACCC CACTT CGCCC CGCCT AACTC CA-CC CA-CT
. 14,62% 1,79% 3,27% 1,77% 15,34% 6,90% 2,54%
Zmienna
wsp. p wsp. p wsp. p wsp. P wsp. p wsp. p wsp. p
BM 0,0170 0,9673  -0,2562  0,7337 1,3757 0,2163 0,6695 0,1153 1,4922 0,2560 0,5591 0,5075 0,9027 0,3630
BMI 0,0842 0,8245 0,4673 0,4506 1,1705 0,2827 0,6478 0,0977 1,9021 0,0810 -0,0822 009116 0,5959 0,5129
BMR -0,1524  0,2090 0,0049 0,0904 0,3525 0,1068 0,2063 0,003 -0,1967  0,2123  -0,2665  0,3328 0,2850 0,1145
FM -1,0129  0,5500 2,1964 0,3864 6,3480 0,1259  -0,6316  0,7126 3,6267 0,4817 0,1311 0,9695 6,0718 0,1242
FM -0,8987  0,6534 2,1774 0,4781 6,2615 0,1952 1,1277 0,5759  -2,0462  0,7353 1,4107 0,7237 6,8413 0,1413
FFM -0,077 0,8753  -0,3929 0,5492  -1,1845 0,3160 1,1992 0,0093 0,1639 0,8889  -0,2564 0,7754 -1,3644 0,1861
TBW -0,4526  0,5038  -1,1448  0,2426 0,4075 0,8098 0,6765 0,3204 -0,7086  0,6963  -0,6302 0,6468  -1,4940 0,3297
TC -1,2554  0,5265 -4,8291 0,1024 -0,2949  0,9510 0,47330 0,8127 -0,0521 09914 -0,5233 0,9028  -8,0054 0,0708
TG -0,4640  0,9381 -7,0028  0,4185  -5,9037  0,6649 0,1760 0,9761 -15,4462 0,3171 -14,0280 0,2389 5,0381 0,7640
HDL -3,8704  0,1490 -0,3162  0,9365 -5,5992  0,3969 2,4488 0,3677 13,3063  0,0497 2,0698 0,7265  -0,2356 0,9718
LDL 0,4191 09104 -6,6574 0,2144 2,6792 0,7631 -2,4015  0,5245  -8,9420 03162 1,9869 0,8058 -17,2637 0,0455
BG -4,1140  0,0318 -6,8617  0,0204 2,3896 0,6034 0,3082 0,8716  -5,1268 0,3511  -0,5601  0,8862 -8,1499 0,0773

wsp. — wspotczynnik standardowy; BM — catkowita masa ciata; BMI — indeks masy ciata; BMR — podstawowej przemiany materii; %FM — procentowa zawarto$¢ tkanki ttuszczowej; FM — masa tkanki thuszczowej; FFM
— masa bezttuszczowa; TBW — catkowita zawarto$¢ wody w organizmie; TC — cholesterol catkowity; TG — trojglicerydy; HDL — lipoproteiny wysokiej gestosci; LDL — lipoproteiny niskiej gestosci; ; BG — stezenie

glukozy we krwi; roznica istotna statystycznie przy p<0,05
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Tabela 6. Analiza kontrastow dla szacowanych efektow brzegowych dla czasu oraz polimorfizmu
rs6265

. Wartosci
Zmienna S;l;élelllak prieogi:eé;tlr?glgm (;(szacowaﬁ SE P 959% CI
ontrastu
czas po — przed -0.763 0.133 <0.001 -1.02 -0.503
BM (<6265 AG - AA 0.671 1.48 0.651 -2.23 3.58
GG - AA -0.136 1.74 0.938 -3.54 3.27
czas po - przed -0.233 0.0419 <0.001 -0.315-0.151
BMI (<6265 AG - AA -0.143 0.464 0.758 -1.05 0.767
GG - AA -0.255 0.544 0.639 -1.32 0.812
czas po - przed -38.3 9.16 <0.001 -56.2 -20.3
BMR <6265 AG - AA 43.3 62.1 0.486 -78.5 165
GG - AA 12.9 72.9 0.859 -129.9 156
czas po - przed -1.34 0.179 <0.001 -1.69 -0.986
%FM (<6265 AG - AA 0.158 1.06 0.882 -1.92 2.24
GG - AA 0.646 1.24 0.604 -1.79 3.09
czas po - przed -0.954 0.131 <0.001 -1.21-0.697
FM (6265 AG - AA 0.463 0.986 0.639 -1.47 2.39
GG - AA 0.439 1.156 0.704 -1.83 2.70
czas po - przed 0.426 0.0994 <0.001  0.231 0.621
FFM (<6265 AG - AA -0.018 0.620 0.977 -1.23 1.198
GG - AA -0.577 0.727 0.428 -2.00 0.849
czas po - przed 0.336 0.111 0.00241  0.119 0.553
TBW (<6265 AG - AA -0.00768 0.472 0.987 -0.933 0.918
GG - AA -0.39983 0.554 0.470 -1.485 0.686
czas po - przed -1.65 1.69 0.329 -4.96 1.66
TC (<6265 AG - AA 1.30 4.61 0.777 -7.73 10.3
GG - AA 1.07 5.41 0.843 -9.53 11.7
czas po - przed 2.86 2.37 0.226 -1.77 75
TG <6265 AG - AA 2.16 5.23 0.679 -8.08 12.4
GG - AA 3.87 6.13 0.528 -8.15 15.9
czas po - przed -4.12 0.894 <0.001 -5.87 -2.37
HDL (<6265 AG - AA -0.442 2.33 0.850 -5.01 4.13
GG - AA 0.363 2.74 0.895 -5.00 5.72
czas po - przed 1.97 1.62 0.223 -1.2 5.14
LDL (6265 AG - AA 1.2827 3.94 0.745 -6.44 9.01
GG -AA -0.0669 4.62 0.988 -9.13 9.00
czas po - przed -2.82 0.868 0.00114  -4.53 -1.12
BG (<6265 AG - AA 1.32 1.61 0.412 -1.84 4.48
GG - AA 1.18 1.89 0.531 -2.52 4.89

* interakcja rs6265 nie byta znaczaca dla zadnego parametru; SE — odchylenie standardowe, 95% Cl — margines btedu, rdznica istotna statystycznie
przy p<0,05
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6. DYSKUSJA

Regularna aktywno$¢ fizyczna, rozumiana zardwno jako trening wyczynowy i prozdrowotny,
wywotluje szereg korzystnych zmian adaptacyjnych w organizmie czlowieka, ktére wpltywaja
prewencyjnie na wystgpienie i/lub leczenie nadwagi, otytosci czy choréb obcigzajacych uktad
sercowo-naczyniowy. W zwigzku z ogromng dynamikg wzrostu liczby oséb z nadmierng masg ciata
(WHO 2022), badania nad opracowaniem zindywidualizowanego programu treningowego skutecznie
obnizajacego BMI, a przy tym poprawiajacego og6lny stan zdrowia stanowig niezwykle istotny
aspekt we wspotczesnych naukach o kulturze fizycznej (Leonska-Duniec 1 wsp. 2018; Grzywacz 1
wsp. 2020). Prezentowane badania pozwolily okresli¢ po raz pierwszy w Polsce, a w przypadku
niektorych markerdw genetycznych réwniez po raz pierwszy na §wiecie, wptyw wybranych miejsc
polimorficznych na zmiany skladu i masy ciata oraz wybranych wskaznikow biochemicznych w
odpowiedzi na zastosowany trening aerobowy. Przeprowadzony eksperyment pozwolil poznaé
niepowtarzalne interakcje, nieopisywane w prowadzonych wcze$niej badaniach innych naukowcéow,
ktére na ogoét nie uwzgledniajag wptywu treningu. Otrzymane wyniki sg nowatorskie i wyznaczaja
kierunek dalszego rozwoju badan genetycznych w sporcie.

W niniejszej pracy zostaly sformutowane 3 hipotezy badawcze, a przeprowadzony
eksperyment i1 otrzymane wyniki umozliwily ich weryfikacje. Pierwsza hipoteza, dotyczaca
obecnosci okreslonych alleli 1 genotypéw opisywanych w wybranych miejscach polimorficznych
zlokalizowanych w genach FABP2 (rs1799883), DRD2 (rs1076560, rs12364283, rs1799732,
rs1800497 i rs1800498) i BDNF (rs6265) na odpowiedz potreningowg organizmu w zakresie zmian
masy i sktadu ciala oraz glikemii i poziomu wskaznikow lipidogramu u kobiet uczestniczacych w 12-
tygodniowym treningu, zostala zweryfikowana czgsciowo pozytywnie. Wykazano bowiem istnienie
istotnej statystycznie interakcji pomiedzy czgstoscig genotypow DRDZ2 rs1076560 a potreningowa
reakcja w zakresie zmian poziomu BMR. Kolejna hipoteza, dotyczaca mozliwo$ci wykorzystania
wybranych polimorfizméw zlokalizowanych w genach FABP2, DRD2 i BDNF jako markeréw
genetycznych umozliwiajagcych okreslenie predyspozycji do rozwoju otytosci i niekorzystnych
wlasciwosci metabolicznych z nig zwigzanych, réwniez zostata zweryfikowana czesciowo
pozytywnie. Wykazano istotny statystycznie wptyw genotypu w obrebie polimorfizmu genu FABP2
(rs1799883) na wskaznik BMI. Dla pozostatych miejsc polimorficznych powyzsze hipotezy zostaly
zweryfikowane negatywnie, gdyz nie zaobserwowano istotnych statystycznie zaleznosci. Trzecia
hipoteza badawcza zakladata, ze obecnos¢ okreslonych haplotypow genu DRD2 ma wplyw na
potreningow3g reakcje adaptacyjng organizmu cztowieka w zakresie zmian masy i sktadu ciata oraz

glikemii i poziomu wskaznikoéw lipidogramu u kobiet uczestniczacych w 12-tygodniowym treningu

25



aerobowym. Powyzsza hipoteza zostala zweryfikowana pozytywnie. Przeprowadzona analiza
haplotypow pokazata istotne statystycznie zalezno$ci miedzy pigcioma haplotypami: CACCC,
CACTT, CGCCT, AACTC i CA-CT (rs1076560, rs12364283, rs1799732, rs1800497 i rs1800498) a

odpowiedzig potreningowa wsrod uczestniczek eksperymentu.

Gen FABP2 (Publikacja 1)

Badania zaprezentowane w Publikacji 1 wykazaly istotny statystycznie wptyw genotypoéw
rs1799883 genu FABP2 na wskaznik BMI. Nosicielki genotypoéw Ala54/Th54r i Thr54/Thr54 miaty
wyzsze warto$ci wskaznika BMI przez caly okres trwania eksperymentu. W zwigzku z tym
wymienione genotypy moga by¢ zwigzane z wyzszym ryzykiem rozwoju nadwagi i otytosci u kobiet
nalezacych do populacji kaukaskiej. Wczesniejsze badania wykazaty, ze substytucja aminokwasowa
(Ala54Thr) powoduje zmiany strukturalne biatka FABP2, wystepujacego glownie w dojrzatych
enterocytach jelita cienkiego, wptywajace na jego zdolnosci do wigzania i transportu kwaséw
thuszczowych. Obecno$¢ treoniny jest zwigzana z dwukrotnie wyzszym powinowactwem biatka do
wiazania dtugotancuchowych kwasow ttuszczowych, co zmienia metabolizm lipidéw, wptywajac na
ich nadmierng akumulacje¢ (Baier 1 wsp. 1995; Formanack i Baier 2004). W zwigzku z tym allel Thr54
jest rozwazany jako czynnik niekorzystny w kontek$cie rozwoju nadwagi i1 otylosci. Liczne badania
wskazuja, ze nosiciele przynajmniej jednego allelu Thr54 maja istotnie wyzsze BMI (Baier 1 wsp.
1995; Tavridou 1 wsp. 2009; Fisher i wsp. 2006; Khattab 1 wsp. 2017), co réwniez zostalo
potwierdzone w badaniach przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej. Z drugiej
strony niektore publikacje nie potwierdzity tych obserwacji. W meta-analizie przeprowadzonej przez
Zhao i wsp. (2011) nie wykazano zwigzku migdzy tym polimorfizmem a wskaznikiem BMI. Nawet
analiza podgrup obejmujacych osoby o tym samym pochodzeniu, pici i stanie zdrowia nie wykazata
statystycznie istotnych roznic w tym zakresie.

W omawianych badaniach nie udato si¢ wykazac istotnych statystycznie interakcji pomiedzy
czgstoscia genotypow FABP2 a potreningowa reakcja adaptacyjng. Te obserwacje sa zgodne z
wynikami uzyskanymi przez Hana (2013), ktory opisat, ze chociaz 12-tygodniowy trening aerobowy
spowodowat korzystne zmiany parametréw zwigzanych z otyloscig zaden z nich nie zmienit si¢
znaczaco w obrebie genotypu FABP2 (brak interakcji genotyp FABP2 x trening). Badania
przeprowadzone na sportowcach pokazaly, ze podczas gdy nadmierne wchlanianie
dhugotancuchowych kwaséw ttuszczowych u os6b prowadzacych siedzacy tryb zycia uwazane jest
za czynnik ryzyka rozwoju otyto$ci, natomiast u oséb regularnie trenujagcych moze zapewniad

dodatkowg korzys$¢. Nasibulina i in. (2013) opisali, ze allel Thr54 wyst¢epowatl istotnie czesciej u

26



rosyjskich sportowcow wytrzymato$ciowych (50,0%) i1 uprawiajacych sporty walki (46,2%) w
poréwnaniu z grupg kontrolng (32,2%).

Gen DRD2 (Publikacja 2)

Badania z Publikacji 2 potwierdzily istnienie istotnej statystycznie interakcji pomiedzy
czestoscig genotypow DRD2 rs1076560 a potreningowa reakcjg w zakresie zmian poziomu BMR. W
grupie badanych kobiet genotyp CC byt zwigzany ze spadkiem BMR w odpowiedzi na zaaplikowany
trening. W zwigzku z tym genotyp ten moze by¢ uznany za niekorzystny, a jego obecno$¢ by¢
przyczyna braku oczekiwanych efektow poterningowych w zakresie zmian metabolizmu.

Liczne trudno$ci przy organizacji eksperymentu (zwigzane z doborem jednolitej grupy
badanej, przeprowadzeniem dhlugotrwalego programu treningowego 1 dietetycznego oraz
wykonaniem badan antropometrycznych, biochemicznych i genetycznych) sprawiaja, ze tylko
nieliczni autorzy podjeli probg wyjasnienia zwigzkéw miedzy wariantami gendéw a odpowiedzig
organizmu czlowieka na zaaplikowany trening. W badaniu obejmujacym 202 doroste osoby z
otytoscia, Winkler i wsp. (2012) zauwazyli, ze nosiciele genotypow DRD?2 rs1800497 TT i CT mieli
wyzsze BMI na poczatku eksperymentu oraz problemy z utratg i utrzymaniem masy ciala podczas
programu interwencyjnego obejmujgcego m.in. regularng aktywno$¢ fizyczng 1 diete. Ponadto
Cameron 1 wsp. (2013) potwierdzili zwigzek polimorfizmu DRD?2 rs1800497 ze zmianami masy ciala
u 127 otytych kobiet po menopauzie bioracych udziat w 6-miesigcznej interwencji obejmujace;j
ograniczenie kilokalorii pofaczone z treningiem oporowym. U nosicielek allelu T odnotowano
istotnie mniejszy spadek masy ciata, wskaznika BMI 1 FM niz u nosicielek allelu C (Cameron 1 wsp.
2013). Jednak prezentowane wyniki nie potwierdzily zwigzku migdzy polimorfizmem DRD?2
rs1800497 a potreningowymi zmianami masy i sktadu ciata w badanej populacji kobiet. Przyczyna
rozbieznosci wynikdw mogg by¢ takie czynniki jak wiek uczestnikow, pochodzenie etniczne, ptec,
zbyt niski poczatkowy BMI czy za krotki czas trwania eksperymentu. W prezentowanych badaniach
wykazano tylko jeden zwigzek migdzy genotypem rs1076560 CC a spadkiem BMR po treningu.
Jednakze spadek ten byl niewielki (~0,5%) 1 mogt nie by¢ fizjologicznie istotny. Przeglad literatury
nie wykazal innych badah oceniajagcych wptyw tego polimorfizmu na efekty potreningowe, wigc
uzyskany wynik nie moze by¢ poréwnany. Konieczne sg dalsze badania w celu weryfikacji tej
obserwacji.

Nie stwierdzono istotnego statystycznie wplywu genotypéw DRD2 na wybrane parametry
masy 1 sktadu ciata oraz wskazniki biochemiczne. W dostgpnym pi§miennictwie najczescie]

opisywane w kontekscie otytosci i zaburzen odzywiania sg dwa polimofizmy —rs1799732 i rs1800497
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(Barnard 1 wsp. 2009; Winkler i wsp. 2012; Aliasghari i wsp. 2020). Wykazano, ze wystepowanie
allelu T (rs1800497) i Del (rs1799732) bylo znacznie czesciej obserwowane w grupie oséb z
nadmierng masg ciata (Winkler i wsp. 2012; Aliasghari i wsp. 2020). Z drugiej strony, podobnie jak
w prezentowanych badaniach, niektorzy naukowcy nie wykazali zalezno$ci miedzy tymi
polimorfizmami a BMI (Davis i wsp. 2008; Yeh i wsp. 2016).

Przeprowadzona analiza haplotypéw pokazala istotne statystycznie zalezno$ci miedzy
pigcioma haplotypami: CACCC, CACTT, CGCCT, AACTC i CA-CT (rs1076560, rs12364283,
rs1799732, rs1800497 1 rs1800498) a odpowiedzig potreningowa wsrod uczestniczek eksperymentu.
Wykazano, ze haplotyp CGCCT genu DRD?2 jest zwigzany ze wzrostem BMR (p=0,003) i FFM
(p=0,009) w odpowiedzi na zastosowany trening aecrobowy. Nosicielstwo tego haplotypu pozwolito
na uzyskanie oczekiwanych rezultatow potreningowych w zakresie zmian sktadu ciata i metabolizmu
u badanych kobiet. Nosicielki haplotypow CA-CT 1 AACTC genu DRD2 moga tatwiej uzyskac
oczekiwane efekty w odpowiedzi na zastosowany trening w kontekscie poprawy funkcjonowania
gospodarki lipidowej tj. zmniejszenie poziomu frakcji LDL i1 zwigkszenie poziomu frakcji HDL.
Natomiast haplotypy CACCC 1 CACTT genu DRD2 sa zwigzane z wigkszym potreningowym
spadkiem poziomu glukozy we krwi (odpowiednio p=0,032 i p=0,020), co ma przetozenie na
poprawe funkcjonowania gospodarki weglowodanowej. Nalezy zaznaczy¢, ze przed rozpoczgciem
eksperymentu 3 kobiety mialy hiperglikemi¢ (poziom glukozy na czczo we krwi wynosit 106-118
mg/dl). Natomiast po jego zakonczeniu poziom glukozy we krwi u tych osob wrocil do prawidtowego
poziomu, co potwierdza wazng rolg aktywnosci fizycznej 1 diety zwlaszcza u 0sob z predyspozycjami
do podwyzszonego stezenia glukozy we krwi. Obserwacja ta jest zgodna z oczekiwaniami i
doniesieniami w dostepnej literaturze. Badania pokazuja, ze poprzez modyfikacje stylu Zycia
obejmujace diete 1 regularng aktywnos¢ fizyczng mozna op6znia¢ i/lub zapobiega¢ wystepowaniu
cukrzycy typu 2 w grupach ryzyka (Richter i wsp. 2001).

Nalezy podkresli¢, ze cho¢ analiza pojedynczych miejsc polimorficznych jest cennym
narzedziem badawczym, to dopiero jednoczesna analiza wielu miejsc polimorficznych pozwala na
dostrzezenie nowych unikalnych interakcji migdzy nimi (Liu 1 wsp. 2008), co zostato potwierdzone
w niniejszych badaniach. Przeprowadzony przeglad literaturowy nie wykazal podobnego badania
opisujacego zalezno$ci miedzy polimorfizmami genu DRD?2 (rs1076560, rs12364283, rs1799732,
rs1800497 1 rs1800498) a potreningowymi zmianami wybranych pomiaréw masy 1 sktadu ciata, a
takze parametrow biochemicznych u os6b aktywnych fizycznie. W zwigzku z tym uzyskane wyniki
mozna uzna¢ za nowatorskie i nie moga by¢ bezposrednio poréwnanie do innych badan. Natomiast
analizy przeprowadzone przez Zhanga i wsp. (2007) wykazaty skomplikowane interakcje migdzy

wieloma wariantami genu DRD2, ktoére mialy wplyw na modyfikacje poziomu ekspresji i proces
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wycinania intronow. Do tej pory naukowcy analizowali zwigzek miedzy haplotypami DRD2 a
uzaleznieniem od alkoholu, nikotyny i narkotykéw, niektérymi rodzajami nowotwordw czy
zaburzeniami psychiatrycznymi (Chien 1 wsp. 2013; Luo i wsp. 2005; Nyman i1 wsp. 2012; Zhang 1
wsp. 2014; Voisey 1 wsp. 2012; Gemignani i wsp. 2005).

Nadal jest wiele niejasnosci dotyczacych zrozumienia zlozonych mechanizmow
przekazywania sygnatu przez receptory dopaminy. Przeprowadzone niedawno badania ujawnity, ze
receptory DRD2 oddziatywuja z biatkiem Gi/Go 1 hamujg syntez¢ cyklicznego adenozyno-3',5'-
monofosforanu (ang. cyclic adenosine monophosphate, cAMP). Pobudzenie tych receptorow obniza
aktywno$¢ kinazy biatkowej A (ang. protein kinase A, PKA), zmienia stan ufosforylowania biatka
regulowanego przez dopaming i cAMP (ang. dopamine and cAMP regulated phosphoprotein,
DARPP-32), wptywajac na aktywnoéé sodowych (Na®), potasowych (K') i wapniowych (Ca®")
kanatow jonowych. Aktywacja receptorow DRD2 moze takze prowadzi¢ do stymulacji fosfolipazy
C oraz fosfolipazy A> i w konsekwencji do wzrostu wewnatrzkomorkowego stezenia jonow Ca’* oraz
kwasu arachidonowego (Drozak i Bryta 2005; Beaulieu i Gainetdinov 2011). Warto zaznaczy¢, ze do
realizacji wigkszo$ci funkcji dopaminy niezbedna jest rownoczesny efekt pobudzenia/hamowania
receptoréw DRD1 i DRD2. Dopamina jest zwigzana ze szlakiem syntezy hormondéw nadnerczy
(noradrenaliny 1 adrenaliny), co wigze si¢ z istotnym znaczeniem tego neuroprzekaznika w regulacji
odpowiedzi organizmu na wysilek fizyczny. Istnieja takze dowody taczace mechanizmy
dopaminergiczne z innymi cechami majacymi wptyw zardwno na poziom aktywnosci fizycznej, jak
1 mas¢ 1 sklad ciata tj. cechy osobowosci, motywacja czy temperament. Uktad dopaminergiczny to
rowniez uktad nagrody, wzmacniajacy pamig¢ podczas uczenia sig, a takze zdolno$ci motoryczne 1
funkcje egzekucyjne. Dodatkowo najnowsze badania wskazuja, ze dzialanie systemu
dopaminergicznego jest zwigzane z rozwojem zmeczenia poprzez wywieranie wptywu na osrodek

termoregulacji (Cordeiro i wsp. 2017, Grzywacz i Cigszczyk 2021).

Gen BDNF (Publikacija 3)

W Publikacji 3 nie udato si¢ wykazac istotnego statystycznie wptywu genotypéw BDNF na
wybrane parametry masy 1 skladu ciata oraz wskazniki biochemiczne oraz interakcji pomiedzy
czestoscia genotypow BDNF a potreningowa reakcja adaptacyjna. Chociaz nalezy zaznaczy¢, ze
wiekszos$¢ parametrow (BM, BMI, BMR, %FM, FM, FFM, TBW, HDL i BG) zmienito si¢ istotnie

po zastosowaniu 12-tygodniowego treningu. Tym samym potwierdzono, ze regularna aktywno$¢
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fizyczna wiaze si¢ z poprawa wickszo$ci parametréw zwigzanych z otyloscig, co jest wazng
obserwacja dla zdrowia publicznego.

Wedlug danych literaturowych zmiana reszty waliny na metioning w pozycji 66 sekwencji
aminokwasowe] obniza ekspresj¢ 1 sekrecje dojrzatego BDNF, poniewaz zlokalizowana jest w
regionie tworzacym domene, ktora odpowiada za sortowanie biatka do wilasciwych pecherzykow
wydzielniczych i eksport poza komoérke (Egan 1 wsp. 2003; Chiaruttini i wsp. 2009; Szczepankiewicz
2016). Dodatkowo przejscie G w A wplywa na ekspresj¢ genu poprzez mechanizmy epigenetyczne
tj. metylacja wysp CpG (Ursini 1 wsp. 2016). Badania na zwierzetach wykazaty, ze obnizenie
poziomu BDNF w mo6zgu powoduje wzrost poboru pokarmu, a z kolei jego podwyzszenie prowadzi
do zwickszenia masy ciata zwierzat oraz zwigkszenia poziomu leptyny, glukozy, cholesterolu i
insuliny we krwi (Rios i wsp. 2001). W zwiazku z tym zaktlada si¢, ze obecnos¢ allelu A/Met66 jest
zwigzana z otyloScig. Zostalo to potwierdzone przez Skledar 1 wsp. (2011) w badaniach
przeprowadzonych na 300 zdrowych dzieciach i nastolatkach pochodzenia kaukaskiego. Opisali oni
istotny statystycznie zwigzek miedzy obecno$cig jednego lub dwoch alleli A/Met66 a otyloscig w
badanej grupie i udowodnili rol¢ BDNF w regulacji BMI. Jednak wigkszo$¢ badan, zwtlaszcza te
przeprowadzone na duzej grupie badanej, wykazato odwrotng zalezno$¢ i zwiazek allelu G/Val66 ze
zwigkszonym BMI zaréwno u dzieci, jak 1 dorostych pochodzacych z r6znych populacji etnicznych
(Han 1 wsp. 2016). Rowniez badania interwencyjne przeprowadzone na pacjentach z uposledzong
tolerancja glukozy i chorych na cukrzyce potwierdzily niekorzystny wptyw tego allelu na zmiany
masy ciata (Delahanty i wsp. 2012, McCaffery i wsp. 2013). Inne prace nie wykazaty zwigzku migdzy
badanym polimorfizmem a zmianami BMI, jak przyktadowo Perkovic i wsp. 2013 badajac 339
zdrowych os6b w $rednim 1 starszym wieku. Prezentowane wyniki takze nie wykazaty istotnego
statystycznie wptywu genotypéw BDNF na wybrane parametry masy 1 skladu ciata oraz wskazniki
biochemiczne. Dodatkowo nie opisano istnienia istotnej statystycznie interakcji pomigdzy czestoscia
genotypow BDNF a potreningowq reakcja adaptacyjna. Chociaz wcze$niejsze badania pokazaly, ze
czynnik BDNF wptywa na kontrole ukladow: mig§niowego, nerwowego i naczyniowego, a
wykonywanie ¢wiczen fizycznych zwigksza stezenie jego poziomu (Malczynska i wsp. 2018).
Wyjasnieniem tych niespdjnych wynikow moga by¢ réznice w wielkosci grupy badanej, wybranej
metodologii, czasie trwania eksperymentu, pochodzeniu etnicznym, wieku, masie ciata uczestnikow
1 umiarkowanym udziale czynnikdéw genetycznych (Akbarian i wsp. 2018). Dodatkowo mechanizmy
epigenetyczne zwigzane z czynnikami srodowiskowymi, takimi jak aktywnos¢ fizyczna i dieta,

moduluja dziatanie BDNF, ostabiajac w ten sposdb wptyw genotypu (Ursini i wsp. 2016).
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Podsumowanie

Wyniki badan przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej potwierdzajg
znaczenie badan opartych o metody biologii molekularnej we wspotczesnych naukach o kulturze
fizycznej. Zaprezentowane wyniki sg wartosciowym zrodlem wiedzy o podtozu genetycznym zmian
adaptacyjnych obserwowanych w odpowiedzi na realizowany trening. W przysziosci dane
genetyczne moga by¢ wykorzystywane do przewidywania nastepstw regularnych ¢wiczen m.in. do
prognozowania zmian masy ciala 1 tkanki tluszczowej oraz wskaznikow biochemicznych.
Planowanie treningdbw w oparciu o genotyp danego czlowieka pozwoli na zwigkszenie ich
efektywnosci, co umozliwi skuteczne i bezpieczne obnizenie masy ciala oraz prewencj¢ wystapienia

choréb przewlektych takich jak otylo$¢, cukrzyca typu 2 czy choroby uktadu sercowo-naczyniowego.
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7. WNIOSKI

Majac na uwadze sformulowane cele, pytania i hipotezy badawcze oraz otrzymane wyniki

zostaty opracowane nastepujace wnioski:

1. Nosicielki genotypow Ala54/Th54r oraz Thr54/Thr54 genu FABP2 moga by¢ obcigzone
czynnikiem ryzyka rozwoju nadwagi i otytosci, wigc mozna uznaé te genotypy za niekorzystne. Z
tego wzgledu polimorfizm rs1799883 powinien zosta¢ rozwazony jako marker genetyczny

umozliwiajacy okreslenie predyspozycji do rozwoju nadwagi i otytosci.

2. W grupie badanej genotyp CC dla polimorfizmu rs1076560 genu DRD2 moze by¢ uznany za
niekorzystny, a jego obecno$¢ moze by¢ zwigzana za spadkiem BMR w odpowiedzi na zastosowany
trening. Posiadanie tego genotypu moze sta¢ si¢ przyczyng braku oczekiwanych efektow

poterningowych w zakresie zmian metabolizmu.

3. Wplyw na ksztaltowanie potreningowej reakcji adaptacyjnej obejmujacej zmiany masy i sktadu
ciatla oraz glikemii 1 poziomu wskaznikéw lipidogramu moze by¢ niezauwazalny przy analizie
pojedynczych miejsc polimorficznych. Natomiast jednoczesna analiza wielu miejsc polimorficznych
pozwala na dostrzezenie unikalnych interakcji migdzy nimi 1 umozliwia opisanie ich wplywu na

indywidualng zmienno$¢ w odpowiedzi na realizowany trening.

4. Wykazano, ze nosicielstwo haplotypu CGCCT genu DRD?2 (rs1076560, rs12364283, rs1799732,
rs1800497 1 rs1800498) moze by¢ zwigzane ze wzrostem BMR 1 FFM w odpowiedzi na zastosowany
trening fizyczny. Taki haplotyp mozna uznaé za korzystny, a jego nosicielki moga tatwiej uzyskac

planowane efekty potreningowe w zakresie zmian sktadu ciata i metabolizmu.

5. Nosicielki haplotypu CA-CT genu DRD2 (rs1076560, rs12364283, rs1799732, rs1800497 1
rs1800498) moga uzyska¢ oczekiwane efekty w odpowiedzi na zastosowany trening w konteks$cie
poprawy funkcjonowania gospodarki lipidowe;j tj. zmniejszenie poziomu frakcji LDL, wigc haplotyp

ten mozna uznac za korzystny.

6. Nosicielki haplotypu AACTC genu DRD2 (rs1076560, rs12364283, rs1799732, rs1800497 i
rs1800498) moga latwiej uzyska¢ oczekiwane efekty w odpowiedzi na zastosowany trening w
kontekscie poprawy funkcjonowania gospodarki lipidowej tj. zwigkszenie poziomu frakcji HDL,

wiec haplotyp ten mozna uznaé za korzystny.

7. Nosicielstwo haplotypéw CACCC 1 CACTT genu DRD?2 (rs1076560, rs12364283, rs1799732,
rs1800497 1 rs1800498) moze by¢ zwigzane z wigkszym spadkiem glukozy we krwi po
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zaaplikowanym treningu. Haplotypy te moga by¢ uznane za korzystne, a ich nosicielki moga tatwiej
uzyska¢ oczekiwane efekty potreningowe w zakresie poprawy funkcjonowania gospodarki

weglowodanowe;.

8. Wykazano, ze polimorfizm rs6265 w genie BDNF nie wptywa na efektywno$¢ zastosowanego
programu treningowego i nie jest dobrym markerem genetycznym do oceny parametréw zwigzanych
z otyloscia w badanej populacji. Jednak konieczne sa dalsze, poszerzone badania w celu

potwierdzenia tych obserwacji.
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8. STRESZCZENIE

Systematyczny wysitek fizyczny ma pozytywne oddzialywanie na szereg zmian
adaptacyjnych zachodzacych w ludzkim organizmie poczynajac od obnizenia masy ciala i masy
tkanki tluszczowej, zwiekszenia masy miegs$ni szkieletowych, poprawy nawodnienia organizmu,
usprawnienia pracy uktadu sercowo-naczyniowego, poprawy tolerancji glukozy i profilu lipidowego,
konczac na korzystnym wptywie na zdrowie psychiczne. Liczne badania nad specyfika
potreningowych zmian wybranych cech antropometrycznych oraz wskaznikéw fizjologicznych i
biochemicznych zaowocowaly stosunkowo dobrze poznanym schematem odpowiedzi funkcjonalnej
na zaaplikowany trening. Jednak oszacowanie zakresu zmian adaptacyjnych zachodzacych w
organizmie cztowieka pod wptywem aktywnosci fizycznej nadal stanowi wazny problem naukowy.
Najnowsze badania wskazuja, ze potreningowa odpowiedz organizmu jest bardzo podobna u osob
bedacych nosicielami takich samych wersji allelicznych wybranych genow.

Produkty genow FABP2, DRD?2 i BDNF odgrywaja wazne role biologiczne (FABPs biora
udziat w regulacji metabolizmu lipidéw; receptory DRD2 oddziatywuja m.in. na kontrole
motoryczng, motywacj¢ do dziatania, a takze procesy poznawcze; a neurotrofina BDNF petni role w
prawidlowym funkcjonowaniu uktadu nerwowego, jak rowniez uczestniczy w regulacji homeostazy
energetycznej organizmu) i s3 brane pod uwage zar6wno w ocenie predyspozycji zwigzanych z
otyltoscia, jaki 1 sportowych. W zwiazku z tym, gtownym celem przeprowadzonych badan bylo
okreslenie korelacji pomigdzy czestoscig genotypow 1 alleli opisywanych w wybranych siedmiu
punktach polimorficznych zlokalizowanych w genach FABP2 (rs1799883), DRD2 (rs1076560,
rs12364283, rs1799732, rs1800497 1 rs1800498) oraz BDNF (rs6265) na zmiany masy i sktadu ciata
oraz wybranych wskaznikow biochemicznych wywotane 12-tygodniowym treningiem aerobowym.
Dodatkowym celem bylto ustalenie czy wybrane polimorfizmy moga by¢ wykorzystywane jako
markery genetyczne umozliwiajace okreslenie predyspozycji do rozwoju otylosci oraz
niekorzystnych wtasciwos$ci metabolicznych z nig zwigzanych. Ostatnim zaloZeniem bylo zbadanie
czegstosci wspotwystepowania genotypow i frekwencji haplotypow wybranych polimorfizméw genu
DRD? oraz okreslenie ich wplywu na ksztaltowanie potreningowej reakcji adaptacyjne;.

W opisywanych publikacjach grupe badang stanowito 168 (Publikacja 1), 165 (Publikacja 2)
1 160 (Publikacja 3) niespokrewnionych ze sobg kobiet pochodzenia kaukaskiego speiniajacych
kryteria wiaczenia do eksperymentu. Uczestniczki zrealizowaty 12-tygodniowy trening aerobowy i
zostaly objete programem zywieniowym. Przed i po zakonczeniu treningu zbadano u nich metoda
bioimpedancji nast¢pujace parametry: BM, BMI, BMR, FFM, FM, %FM, TBW oraz indeks

impedancji tkanek. Od uczestniczek badan pobrano réwniez dwukrotnie probki krwi, w ktorych
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oznaczano st¢zenia: TC, TG, HDL, LDL i BG. Ponadto pobrano wymazy nabtonka jamy ustnej, z
ktérych wyizolowano DNA. Nastgpnie przeprowadzono genotypowanie z wykorzystaniem reakcji
PCR w czasie rzeczywistym z uzyciem znakowanych fluorescencyjnie sond molekularnych typu
TagMan. Otrzymane wyniki zostaty poddane analizie statystyczne;.

Podsumowujac uzyskane wyniki stwierdzono, ze w badanej populacji nosicielki genotypow
Ala54/Th54r oraz Thr54/Thr54 genu FABP2 (rs1799883) mialy wyzsze wartosci wskaznika BMI
przez caty okres trwania eksperymentu (p=0,033). W zwigzku z tym mozna uzna¢ te genotypy za
niekorzystne, a ich nosicielki moga by¢ obcigzone czynnikiem ryzyka rozwoju nadwagi i otylosci.
Biorac pod uwage rownoczesny wplyw treningu i genotypu analiza wykazata, ze genotyp CC genu
DRD2 (rs1076560) moze by¢ rozpatrywany jako niekorzystny w kontek$cie oczekiwanych
rezultatéw potreningowych w zakresie metabolizmu, poniewaz wigzal si¢ z obnizeniem BMR
(p=0,033). Jednoczesna analiza statystyczna pigciu miejsc polimorficznych w genie DRD2
(rs1076560, rs12364283, rs1799732, rs1800497 1 rs1800498) wykazata, ze haplotypy CACCC i
CACTT sa zwigzane z wickszym spadkiem poziomu glukozy we krwi po zaaplikowanym treningu
(odpowiednio p=0,032 i p=0,020). Haplotypy te moga by¢ uznane za korzystne, a ich nosicielki moga
fatwiej uzyskac¢ oczekiwane efekty potreningowe w zakresie poprawy funkcjonowania gospodarki
weglowodanowej. Dodatkowo wykazano, ze haplotyp CGCCT byl zwigzany z wigkszym wzrostem
BMR (p=0,003) i FFM (p=0,009) w odpowiedzi na regularng aktywno$¢ fizycznga, wigc nosicielstwo
tego haplotypu moze by¢ korzystne w kontekscie zmian potreningowych dotyczacych metabolizmu
1 sktadu ciata. Natomiast haplotypy CA-CT 1 AACTC, ktore wigzaly si¢ z uzyskaniem oczekiwanych
efektow w odpowiedzi na zastosowany trening w kontekscie poprawy funkcjonowania gospodarki
lipidowej tj. zmniejszenie poziomu frakcji LDL (p=0,046) i zwigkszenie poziomu frakcji HDL
(p=0,0497), mozna uzna¢ za korzystne. Analiza czestos$ci poszczegdlnych genotypdéw w obrebie
polimorfizmu rs6265 w genie BDNF na odpowiedZz potreningowg nie wykazala istotnosci
statystycznej dla zadnego badanego parametru (brak interakcji genotyp BDNF x trening). Nie
stwierdzono takze istotnego statystycznie wptywu genotypu na wybrane parametry. W zwigzku z tym
ten SNP nie jest dobrym markerem umozliwiajacym okreslenie predyspozycji do rozwoju nadwagi i
otylosci w badanej populacji.

Zaprezentowane wyniki badan sg cennym Zrodtem wiedzy o podlozu genetycznym zmian
adaptacyjnych obserwowanych w odpowiedzi na realizowany trening. W przysziosci dane
genetyczne moga by¢ wykorzystywane do przewidywania nastepstw regularnych ¢wiczen m.in. do
prognozowania zmian masy ciala 1 tkanki tluszczowej oraz wskaznikéw biochemicznych.

Planowanie treningbw w oparciu o genotyp danego czlowieka pozwoli na zwigkszenie ich
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efektywnosci, co umozliwi skuteczne i bezpieczne obnizenie masy ciala oraz prewencj¢ wystapienia

choréb przewlektych jak otytos¢, cukrzyca typu 2 czy choroby uktadu sercowo-naczyniowego.

36



9. SUMMARY

Regular physical activity has a positive effect on a lot of adaptive changes in the human body,
starting from a reduction in body mass and fat mass, an increase of skeletal muscle mass, an
improvement of the body hydration as well as improving the cardiovascular function, the glucose and
the lipid profile and finally on the mental health. Many studies related to the specifics of post-workout
changes in selected anthropometric traits as well as physiological and biochemical indicators have
resulted in a relatively well known patterns in response to applied training. On the other hand,
estimating the extent of the adaptive changes occurring in the human body due to the influence of the
physical activity is still a significant science problem. The newest research indicates that the body's
post-workout response is similar among individuals who carry the same allelic versions of the
selected genes.

The products of the FABP2, DRD2 and BDNF genes play an important biological roles
(FABPs are involved in the regulation of the lipid metabolism; DRD2 receptors influence on, among
other things, the motor control, motivation to act as well as cognitive processes; while BDNF
neurotrophin plays a role in the proper functioning of the nervous system and also participates in the
regulation of the body's energy homeostasis) and are taken into account in the assessment of both
obesity-related and sports-related characteristics and predispositions. Therefore, the main aim of this
study was to determine the effect of the seven polymorphic sites located in the FABP2 (rs1799883),
DRD?2 (rs1076560, 1512364283, 151799732, rs1800497, and rs1800498) and BDNF' (rs6265) genes
on the changes of the body mass and composition as well as selected biochemical indicators, induced
by a 12-week aerobic training. The additional aim of this study was to determine whether the selected
polymorphisms can be used as the genetic markers in order to identify predisposition to the obesity
development and the adverse metabolic properties associated with it (such as weight gain). Last but
not least aim was to study the co-occurrence of genotypes and frequency of haplotypes of the selected
DRD? gene’s polymorphisms and to determine their impact on the post-training adaptive response.

In the presented publications, the study group consisted of 168 (Publication 1), 165
(Publication 2) and 160 (Publication 3) unrelated Caucasian women who met the inclusion criteria
for the experiment. Participants completed a 12-week of aerobic training and were included in the
nutrition plan. Before and after the training period, students were measured by bioimpedance method
the following parameters such us: BM, BMI, BMR, FFM, FM, %FM, TBW, and tissue impedance
index. Blood samples were taken from the participants twice, with such concentrations determined:

TC, TG, HDL, LDL, and glucose level. Moreover, swabs of oral epithelium were taken which DNA
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was isolated from. The next part was performing genotyping using real-time PCR with fluorescently
labeled TagMan molecular probes. The final results were submitted for statistical analysis.
Summing up the final results, it was found that in the study population, female carriers of the
Ala54/Th54r and Thr54/Thr54 genotypes of the FABP2 gene (rs1799883) had higher BMI values
(p=0,033) throughout the experiment. Therefore, these genotypes may be considered unfavorable
and their carriers may have a higher risk factor for developing overweight and obesity. Taking into
account the concomitant effects of training and genotype, the analysis showed that the CC genotype
of the DRD?2 gene (rs1076560) could be considered unfavorable in the context of expected post-
training metabolic changes, as it was associated with decreased BMR. Simultaneous statistical
analysis of five polymorphic sites in the DRD2 gene (rs1076560, rs12364283, rs1799732, rs1800497,
and rs1800498, respectively) showed that the CACCC and CACTT haplotypes are associated with a
greater decrease in the blood glucose levels after applied training (p=0,032 and p=0,020,
respectively). These haplotypes may be considered beneficial, and their carriers could more easily
achieve the expected post-workout changes in carbohydrate metabolism. What is more, it was shown
that the CGCCT haplotype was associated with a greater increase in BMR (p=0,003) and FFM
(p=0,009) in response to a regular physical activity, therefore, carrying this haplotype may be
beneficial in terms of post-workout changes in metabolism and body composition. Additionally, the
CA-CT and AACTC haplotypes were associated with favorable post-workout changes in the lipid
metabolism e.g. greater decrease in LDL levels (p=0,046) and increase in HDL levels (p=0,0497),
thus carrying these haplotypes may be beneficial. The training response was not modulated by rs6265
BDNF genotype (non-significant BDNF' genotype X training interactions). We also did not find an
effect of the genotype on selected parameters. Therefore, this SNP is not a good marker for
determining the predisposition to the development of overweight and obesity in the study population.
The presented results in this study are a valuable source of the genetic knowledge about the
adaptive changes which are observed in response to the implemented training. In the future, this kind
of genetic knowledge could be useful in order to predict the human body changes resulting from
regular physical activity, for example, to predict changes in body mass, body fat mass, and
biochemical parameters. Training plans that will be based on a person's genotype may help increase
their effectiveness, enabling successful and safe body mass loss and preventing the onset of chronic

diseases, such us obesity, type 2 diabetes or cardiovascular diseases.
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11. INDEKS SKROTOWCOW

A — alanina (ang. alanine)

BDNF — neurotroficzny czynnik pochodzenia mézgowego (ang. brain-derived neurotrophic factor)
BG - stezenie glukozy we krwi (ang. blood glucose level)

BIA — bioimpedancja elektryczna (ang. bioelectrical impedance analysis)

BM - catkowita masa ciata (ang. body mass)

BMI — wskaznik masy ciata (ang. body mass index)

BMR — wskaznik podstawowej przemiany materii (ang. basal metabolic rate)

C — cytozyna (ang. cytosine)

cAMP — adenozyno-3',5'-monofosforan (ang. cyclic adenosine monophosphate)
COMT - o-metylotransferaza katecholowa (ang. catehol — O — methyltransferase)
DNA — kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

DOM — model dominujacy (ang. diminant model)

DRD1 - receptor dopaminy typu pierwszego (ang. dopamine receptor D1)

DRD?2 - receptor dopaminy typu drugiego (ang. dopamine receptor D2)

FABP2 — jelitowe biatko wigzace kwasy tluszczowe 2 (ang. fatty acid binding protein 2)
FFM — masa bezttuszczowa (ang. fat free mass)

FM — masa tkanki ttuszczowej (ang. fat mass)

FTO — demylaza 2-oxoglutaranowa (ang. fat mass and obesity associated)

G — guanina (ang. guanine)

HDL - lipoproteiny wysokiej gestosci (ang. high density lipoprotein)

HRmax — tetno maksymalne (ang. maximal heart rate)

LDL — lipoproteiny niskiej gestosci (ang. low density lipoprotein)

LEP — leptyna (ang. leptin)

LEPR — recpetor leptyny (ang. leptin receptor)

MC4R — receptor melanokortyny 4 (ang. melanocortin 4 receptor)

PAL — wspotczynnik aktywnosci fizycznej (ang. physical activity level)

PCR - reakcja tancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction)

PKA — kinaza bialkowa (ang. protein kinase)

Real-Time PCR — PCR w czasie rzeczywistym (ang. real — time polymerase chain reaction)
RNA - kwas ryboksynukleinowy (ang. ribonucleic acid)

SD — odchylenie standardowe (ang. standard deviation)

SNP — polimorfizm pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide polymorphism)
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T — tyrozyna (ang. tyrosine)

TBW - catkowita zawarto$¢ wody w organizmie (ang. total body water)

TC - stezenie cholesterolu catkowitego (ang. total cholesterol level)

TEE — dobowy catkowity wydatek energetyczny (ang. total energy expenditure)
TG — triglicerydy (ang. triglycerides)

UCP1 — termogenina 1 (ang. uncoupling protein 1 gene)

WHO — Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)
WHR - stosunku obwodu talii do obwodu bioder (ang. waist — hip ratio)

Q — indeks impedanc;ji tkanek (ang. tissue impedance)
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Abstract: The functional FABP2 Ala54Thr polymorphism (rs1799883) is strongly associated with lipid
and carbohydrate metabolism, although the function of its potential modifying effect on training-
induced changes in obesity-related parameters is still unknown. The aim of the present study was
to investigate the influence of the Ala54Thr polymorphism on post-training changes of selected
body mass and body composition measurements, as well as with biochemical parameters of energy
metabolism. Accordingly, alleles and genotypes distribution in a group of 168 young, nonobese
Caucasian women measured for chosen body composition parameters, lipid profile, and glucose
levels before and after the completion of a 12-week aerobic training program were studied. Although
the obtained results showed changes in body mass, BMI, FM, %FM, FFM, TBW, HDL-C, and glucose
levels during the training program, none of the examined parameters changed significantly across
the FABP2 genotypes. Instead, we found a main effect of genotype on BMI (p = 0.033), with carriers
of the Thr54 allele having a higher BMI during the whole study period compared with the Ala54
carriers. We confirm that the FABP2 Ala54Thr polymorphism may help identify women at risk for
overweight and obesity. However, we did not notice evidence of an interaction between physical
activity and the Ala54Thr polymorphism on the examined parameters.

Keywords: sport genetics; physical activity; FABP2 gene; polymorphism; body composition; lipid
profile; adaptation

1. Introduction

Regular physical activity confers many benefits to human health and is a key element
of total everyday energy expenditure; as such, it assists in improving body composition and
reducing excess body weight. Accordingly, the promotion of exercise, and related exercise
training programs, is a key step towards reducing the ever-increasing worldwide epidemic
of obesity [1,2]. Li et al., (2010) revealed that physical activity is related with around a 40%
reduction in genetic predisposition to overweight and obesity, as assessed by the number
of risk alleles carried for genome-wide association studies (GWAS) identified loci [3]. An
understanding of the role the various genetic variants exert on the range of the body’s
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adaptive response to training will support prediction of the consequences of the performed
exercises, making training programs more efficient and safer [2]. Over 1000 chromosomal
regions and genes have been shown to be involved in body weight and energy metabolism
control [4,5]. One of the most promising candidate genetic markers is fatty acid binding
protein 2 (FABP2), the gene encoding for an intracellular protein which is a member of the
FABPs superfamily, acting to bind hydrophobic ligands [6].

FABP2 is a small protein (15 kDa) expressed at high levels in the columnar absorptive
epithelial cells of the villi in the intestine (enterocytes). FABP2 includes a single ligand
binding site that shows a strong affinity for saturated and unsaturated long-chain fatty acids
and is involved in the synthesis of triglyceride-rich lipoproteins. This protein participates
in the absorption, intracellular transport, and metabolism of dietary fatty acids and their
acyl-CoA esters in small intestine [7-9]. There is experimental evidence that high levels of
FABP2, expressed in a differentiated enterocyte model, may inhibit fatty acid incorporation
by a currently-undefined mechanism [10].

In humans, the FABP2 gene is located in the long arm of chromosome 4 (4q28-4q31)
and consists of 4 exons separated by 3 introns [11]. In 1995, Baier et al. described a common
nucleotide transition from guanine (G) to adenine (A) at codon 54 in exon 2 of the FABP2
gene that results in an alanine (Ala) to a threonine (Thr) change (Ala54Thr; rs1799883) [7].
Many, but not all studies, have shown this amino acid substitution to be a functional
mutation which results in physiological consequences at the molecular, cellular, and organ
levels [7,9,12].

Although numerous investigators have shown that carriers of the Thr54 variant
of FABP2 have nearly twice the affinity for long-chain fatty acids compared with those
with the Ala54 allele, supporting the potential function of the Ala54Thr polymorphism
in the etiology of human obesity, others have not [7,13-16]. A sexual dimorphism with
regard to body mass index (BMI) was shown for the Ala54Thr polymorphism [13,14]. The
inconsistency of these results may be explained by the fact that in most of the previous
studies on physical activity and/or diet composition were usually not taken into account.

In light of the evidence that the missense variation is strongly associated with lipid
and carbohydrate metabolism, FABP2 is an extensively studied candidate gene related
to metabolic disorders including obesity, diabetes, and metabolic syndrome [7,9,14-17].
However, it is unclear whether physical activity levels affect the relationship between the
obesity-related traits and genetic variation in FABP2. Accordingly, the aim of the present
study was to investigate the influence of the Ala54Thr polymorphism on post-training
changes of selected body mass and body composition measurements, as well as with
biochemical parameters of energy metabolism. We studied the alleles and the genotype
distribution in women engaged in a 12-week aerobic training program, searching for
any associations.

2. Materials and Methods
2.1. Ethics Statement

The investigation protocols were performed in accordance with the rules of the World
Medical Association Declaration of Helsinki, as well as ethical standards in sport and
exercise science research. The procedures were accepted by the Ethics Committee of
the Regional Medical Chamber in Szczecin (no. 09/KB/IV /2011 and 01/KB/VI1/2017).
Participants received a written information sheet concerning the study purpose, procedures
used, benefits and risks, as well as a consent form. The experimental protocols were
conducted according to the Strengthening the Reporting of Genetic Association studies
(STREGA) Statement.

2.2. Participants

One hundred sixty eight Polish Caucasian women (age: 21 + 1 years; body mass:
61 £ 2 kg; body height: 168 + 2 cm) were included in the study. The following inclusion
criteria were considered: low level of physical activity self-reported by each participant
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with the use of the Global Physical Activity Questionnaire (according to the World Health
Organization in the Polish adaptation), no metabolic, neuromuscular or musculoskeletal
disorders, refrained from using supplements or medications, nonsmokers. The participants
took part in a dietary program and were asked to keep a balanced diet based on their
individual dietary plan which was established during a nutritional appointment including
a recommendation and a prescription of an adequate diet fitted for individual energy need
and nutritional status, as well as a food replacement list. The following average daily
macronutrient ratio was recommended (expressed as a percentage of total calories): 45-65%
from carbohydrates, 10-20% from protein, and 20-35% from fat (with a simultaneous focus
on decreasing the intake of saturated fats and increasing the intake of unsaturated fats). A
daily cholesterol intake was recommended to be lower than 300 mg, while the intake of
dietary fiber was recommended to be higher than 25 g. All participants kept a daily “diet
diary” in which they included everything they ate and drank during the program. The
quantity and quality of meals were assessed during diet consultations, which were carried
out every week.

2.3. Body Composition Measurements

All participants were measured for selected body mass and body composition param-
eters before and after the 12-week training period. The variables were assessed using the
bioimpedance method, using a Tanita TBF 300M electronic scale (Arlington Heights, IL,
USA). The following parameters were measured with the electronic scale: total body mass
(kg), BMI (kg/ m?), fat mass (FM, kg), fat mass percentage (%FM, %), fat free mass (FFM,
kg), and total body water (TBW, kg) [18].

2.4. Biochemical and Hematological Analyses

Fasting blood samples were obtained from the elbow vein in the morning, before the
aerobic fitness training program, and after the 36th training unit, which occurred during the
12th week of the program. The biochemical and hematological analyses were performed
as described earlier, immediately after blood collection [18]. The parameters received
using the Random Access Automatic Biochemical Analyzer for Clinical Chemistry and
Turbidimetry A15 (BioSystems S.A., Barcelona, Spain) were: glucose (mg/dL), triglycerides
(TGL, mg/dL), total cholesterol (TC, mg/dL), high density lipoprotein cholesterol (HDL-C,
mg/dL), and low density lipoprotein cholesterol (LDL-C, mg/dL).

2.5. Training Phase

A week-long familiarization stage preceded the proper training stage. During this
stage, participants exercised 3 times a week for 30 min at an intensity of about fifty percent
of their maximum heart rate (HRmax). After the familiarization stage, the main training
program started. Each training unit consisted of the following stages: warm-up routine
(10 min), main aerobic routine (43 min), stretching and breathing exercises (7 min). The
major aerobic routine consisted of a combination of 2 alternating styles—low and high
impact, as presented by Leoriska-Duniec et al. [18].

2.6. Genetic Analyses

GenElute Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma, Steinheim, Germany) was
used for the extraction of DNA from the buccal cells in accordance with the manufacturer’s
procedure. An allelic discrimination assay on a C1000 Touch Thermal Cycler (Bio-Rad, Feld-
kirchen, Germany) instrument with TagMan probes was used to genotype all samples in
duplicate. TagMan® Pre-Designed SNP Genotyping Assays (Applied Biosystems, Waltham,
MA, USA) (assay ID: C___761961_10), including primers and fluorescently labelled (FAM
and VIC) minor groove binder (MGB) probes were used in order to discriminate the FABP2
Alab54Thr alleles.
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2.7. Statistical Analyses

Gene counting was used to determine allele frequencies. A chi-square test was used
to test the Hardy—Weinberg equilibrium. 2 x 2 mixed-design ANOVA tests were used to
test the influence of the Ala54Thr polymorphism of the FABP2 gene on training response.
In addition, the Kolmogorov-Smirnov test was used to check for data normality, as well as
the post hoc Fisher’s least significant difference (LSD) test. The models of inheritance, i.e.,
codominant, dominant, recessive and overdominant were constructed assuming a minor
allele as the risk allele. The level of statistical significance was set at p < 0.05.

3. Results

Genotype frequencies of the FABP2 polymorphism: Ala54/Ala54—80 (47.62%), Ala54/
Thr54—380 (47.62%) and Thr54/Thr54—8 (4.76%) deviated significantly from the Hardy—
Weinberg expectations (X% = 4.67, p =0.031). The selected body composition and metabolic
parameters before the 12-week training period initialization are presented in Table 1.

Table 1. Body composition and metabolic parameters before training program initialization.

Parameter Pre
body mass (kg) 59.2 (55.2-65.5)
BMI (kg/m?) 21.3 (19.9-22.9)
%EM (%) 24.3(20.2-28.1)
M (kg) 14.5 (11.2-17.4)
FFM (kg) 45.4 (43.6-47.6)
TBW (kg) 33.2(31.8-35.0)

TC (mg/dL) 167.0 (150.5-184.5)

TGL (mg/dL) 73.0 (60.0-92.0)

HDL-C (mg/dL)
LDL-C (mg/dL)
Glucose (mg/dL)

Median (lower quartile-upper quartile).

64.4 (55.0-73.9)
87.3 (71.2-103.9)
80.0 (71.0-85.0)

Pre- and post-training body composition and metabolic parameters with respect to
the FABP2 genotype are presented in Table 2. Most parameters (body mass, BMI, %FM, FM,
FFM, TBW, HDL-C, and glucose) changed significantly during the intervention (main effect
of training), however, the training response did not tend to be modulated by genotype
(non-significant genotype X training interactions).

Table 2. The FABP2 genotypes and response to training (2-way repeated measures ANOVA).

Parameter Ala54/Ala54 Ala54/Th54r + Thr54/Thr54 Genotvpe  Trainin Genotype X
(n = 80) (n =88) P 8 Training Interaction
Pre Post Pre Post p p p
body mass (kg)  59.9+7.8  59.0+7.6  614+75 607 +7.4 0.166 <0.0001 0.583
21.1 209 21.9 21.6
2y *
BMI (kg/m*) (18.9-23.5)  (18.8-23.2)  (19.6-24.4)  (19.4-24.2) 0.033 <0.0001 0.954
%FM (%) 233+54 217457  245+54 234454 0.079 <0.0001 0.128
FM (kg) 143451 132452  154+50 145 + 4.9 0.124 <0.0001 0.379
FFM (kg) 455432  460+32 459432 462433 0.465 0.00002 0.235
TBW (kg) 333428 338424  336+24 338424 0.589 0.002 0.318
TC (mg/dL) 170 + 26 166 + 26 170 + 23 171 + 28 0.514 0.380 0.068
75.9 77.4 74.1 79.2
*
TOLme/dL)™  (5)61007) (521-1152) (524-1049)  (58.4-107.3) 7% 0175 0847
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Table 2. Cont.
Parameter Ala54/Ala54 Ala54/Th54r + Thr54/Thr54 Genot Trainin Genotype x
aramete (n = 80) (n =88) enotype aming Training Interaction
Pre Post Pre Post p p p
HDL-C (mg/dL) 63.7+121 592+129  66.6 £ 14.5 63.3 = 13.9 0.063 0.000005 0.436
LDL-C (mg/dL) 90.2+233 89.9+£235 872£205 91.3 £23.7 0.798 0.218 0.147
Glucose(mg/dL) 781+102  749+97 783 +£9.4 76.2 £10.5 0.579 0.001 0.498

Mean =+ SD; * geometric mean (antiloged mean of the log data), in brackets-antilog of the log mean + log SD and log mean-log SD;
BMI—body mass index; %FM—fat mass percentage; FM—fat mass; FFM—fat free mass; TBW—total body water; TC—total cholesterol;
TGL—triglycerides; HDL-C—high density lipoprotein cholesterol, LDL-C—Ilow density lipoprotein cholesterol; the level of statistical

significance was set at p < 0.05.

Instead, we found a main effect of genotype on BMI (F(1,166) = 4.63, p = 0.033,
n? = 0.027) only under the dominant model. The Fisher’s least significant difference test
was significant at baseline (Ala54/Thr54 + Thr54/Thr54, 21.9 (19.6-24.4) vs Ala54/Ala54,
21.1 (18.9-23.5); p = 0.023) and at the end (Ala54/Thr54 + Thr54/Thr54, 21.6 (19.4-24.2)
vs Ala54/Ala54, 20.9 (18.8-23.2); p = 0.033). No significant associations were found when
other underlying genetic models were assumed.

4. Discussion

A number of papers focusing on physical activity behavior and exercise intolerance,
cardiorespiratory fitness and endurance performance, muscular strength and power, body
weight and adiposity, lipid and lipoprotein metabolism, glucose and insulin metabolism,
as well as hemodynamic traits, have revealed genetic markers influencing the functional
response of human body to regular physical activities [2,19]. One of the proposed genes
associated with obesity, and with potential significance on the body’s adaptive response to
training in healthy individuals, is FABP2.

Although the present study of Caucasian women demonstrated changes of many
selected body mass measurements and biochemical parameters of energy metabolism, such
as body mass, BMI, FM, FFM, %FM, TBW, HDL-C, and glucose levels during the 12-week
training program, none of the selected parameters changed significantly across FABP2
genotypes (genotype X training interaction). Another important finding of the data is the
identification of a statistically significant association between BMI and FABP2 genotype.
Carriers of the Thr54 variant of FABP2 had a higher BMI during the entire study period
compared with the Ala54 carriers, suggesting that the Thr54 allele is a risk allele involved
in excess body weight in Caucasian females. Some genotype effects may be evident only
in Thr54/Thr54 homozygotes. Unfortunately, we had insufficient Thr54 homozygotes to
analyze separately, which may affect our results.

Many studies have generally focused on the role of the intestinal FABP2 in the absorp-
tion, transport, and metabolism of saturated and unsaturated long-chain fatty acids [7-9].
Darimont et al., (2000) showed that a high level of FABP2 expressed in a differentiated ente-
rocyte model inhibits incorporation of fatty acid, but the mechanism is still unknown [10].
Additionally, animal model experiments revealed that Fabp2 null (Fabpi-/-) mice show
changes in body weight and are hyperinsulinemic. Male Fabpi-/- mice had higher plasma
TGL and body weight regardless of the fat content in their diet. In contrast, female Fabpi-/-
mice gained less weight in response to a high-fat diet. The studies on Fabpi-/- mice and
human Ala54Thr polymorphism suggest that FABP2 is not a direct part of fatty acid ab-
sorption but may act as a lipid-sensing component of energy homeostasis that modifies
body weight gain in a gender-dependent fashion [20]. However, the exact physiological
role of the protein has never been revealed clearly.

While the excess absorption of saturated and unsaturated long-chain fatty acids
during sedentary state is considered as a risk factor for obesity, in trained participants
this condition may give additional advantage for endurance performance, as suggested
by Nasibulina et al. [21], who demonstrated that Thr54 allele frequency was significantly
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higher in elite Russian endurance (50.0%) and combat (46.2%) athletes compared to controls
(32.2%). This is in line with a previous study showing that increased availability of free
fatty acids, following a high-fat diet, may provide for increased oxidative potential as
evidenced by a growth in VO,max and a decreased running time in trained runners [22].

The possible relationship between the Ala54Thr polymorphism and BMI, a measure
widely accepted as an index for identifying human overweight and obesity, have been
widely described; however, the obtained results are so far conflicting and inconclusive [23].
Fisher et al., (2006) showed that German women with the Thr54 allele have higher BMI
and suggested that the Thr54 allele is an effect-modifier for BMI in females [13]. These
results are supported by Khattab et al., (2017) who indicated that both the Ala54/Thr54
heterozygotes and carriers of the rare Thr54/Thr54 genotype had significantly higher BMI
among an Egyptian population [24]. The presence of the Thr54/Thr54 homozygotes was
also significantly associated with obesity in a study of 430 Caucasians of Greek ethnic
origin. Here, Tavridou et al., (2009) suggested that the FABP2 Ala54Thr polymorphism
may help identify Caucasian participants at risk for obesity [25]. Additionally, our study
confirmed this association in Polish women. Conversely, several studies do not support
the relationship between the FABP2 Ala54Thr polymorphism and BMI. A meta-analysis
including 27 studies with 10 974 participants revealed a lack of association between the
polymorphism and BMI across populations. Zhao et al., (2011) also analyzed subgroups
stratified by ethnicity, gender, health condition but again detected no statistically significant
differences [26].

Numerous investigators have also looked for associations between the specific FABP2
genotype and a variety of biochemical parameters [7,16,24,27-29]. Previously, Baier et al.,
(1995) revealed that the Thr54-containing protein may increase absorption and/or pro-
cessing of fatty acids in the intestine, therefore increasing fat oxidation. This has been
demonstrated to decrease insulin action, resulting in insulinemia, along with increased
LDL-C, TC, and TGL [7]. In a meta-analysis of 30 studies with 14,401 participants, the
Thr54/Thr54 genotype was strongly associated with increased TC and LDL-C levels, as
well as decreased HDL-C levels [16]. Khattab et al., (2017) confirmed that carriers of
the Thr54/Thr54 genotype had decreased HDL-C concentrations [24]. Conversely, some
studies have reported that lipid profiles do not significantly differ based on FABP2 geno-
type [27,28]. A study performed on the Finnish population indicated that fasting serum
insulin, glucose, lipids and lipoprotein concentrations, BMR, respiratory quotient, glucose
and lipid oxidation levels did not vary among the genotypes [28]. Similar to our results,
Kops et al., (2017) described that Thr54 allele carriers showed higher BMI, but with similar
lipid profiles in both carriers and noncarriers [29]. A study performed on 111 nondiabetic
obese participants following an enriched polyunsaturated fatty acids hypocaloric diet,
De Luis et al., (2012) reported no differences in basal values of insulin, glucose, TGL, or
LDL-C between genotypes. However, participants with the Thr54 allele demonstrated
an improvement in TC, LDL-C, and insulin levels following weight loss [27]. Similarly,
Martinez-Lopez et al., (2013) showed that dietary modification through limitation of satu-
rated fat intake significantly decreases BMI, waist-to-hip ratio, waist circumference, and
CRP in Thr54 allele carriers [17]. We did not confirm the association between the specific
FABP2 genotype and different post-training changes of selected body composition mea-
surements, lipid profile, and glucose levels. Our findings are consistent with Han (2013),
who described that 12-week regular aerobic exercise training may beneficially prevent
obesity-related traits; however, none of the examined parameters changed significantly
across the FABP2 genotypes [15]. Additionally, fasting blood lipids, such as TC, HDL-C,
and TGL levels, were not affected significantly by the related effects of the FABP2 Ala54Thr
genotype and cardiorespiratory fitness in 837 Japanese participants [30].

The gender-specific effects of the functional influence of the FABP2 Ala54Thr poly-
morphism may explain these conflicting results [13,31]. Fisher et al., (2006) reported an
important association of the polymorphism with higher BMI and decreased risk of type 2
diabetes only in German female participants [13]. Nakanishi et al., (2004) described that,
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amongst non-obese women, BMI was higher in the Thr54 carriers [31], which is consistent
with our findings. Unfortunately, the presented study included only women, because men
did not report to our experiment, and, as a result, we could not examine these depen-
dences. Variation in ethnicities, physical activity, diet, methodology, as well as different
statistical approaches in respect to risk ratio estimation, such as pooling homozygous and
heterozygous individuals, may also affect results. Additionally, dietary lipid intake is a
key determinant of blood cholesterol levels; therefore, differences in lipid intake among
different cultures may partly explain the inconclusive results obtained in the mentioned
studies [30].

5. Conclusions

Our results confirm that the FABP2 Ala54Thr polymorphism may help identify Cau-
casian participants at risk for obesity. Carriers of the Thr54 variant had a higher BMI during
the entire study period compared with the Ala54 carriers, suggesting that the Thr54 allele
is a risk allele involved in body weight excess in Caucasian females. However, whilst
many body composition parameters, lipid profile, and glucose levels changed significantly
during the 12-week training program, we did not find evidence of the association between
the FABP2 Ala54Thr polymorphism and physical activity on the examined parameters.
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Abstract: Dopamine receptor D2 gene (DRD2) polymorphisms have been associated with cognitive
abilities, obesity, addictions, and physical-activity-related behaviors, which may underlie differences
in the effectiveness of training programs. What is not yet clear is the impact of DRD2 polymor-
phisms on the effectiveness of exercise programs. Thus, the aim of this study was to investigate the
association between the DRD2 polymorphic sites (rs1076560, rs12364283, rs1799732, rs1800497, and
rs1800498) and the body’s response to regular physical activity. We studied genotypes and haplotypes
distribution in a group of 165 females measured for body mass and body composition measurements,
lipid profile, and glucose levels before and after realization of a 12-week training program. When
tested individually, statistical analyses revealed one significant genotype by training interaction
under the general model (for the basal metabolic rate, BMR, p = 0.033). Carriers of the rs1076560 CC
genotype exhibited a decrease in BMR in response to training (p = 0.006). Haplotype analyses also
showed that (i) the CACCC and CACTT haplotypes were associated with a post-training decrease
in glucose level ( = —4.11, p = 0.032; p = —6.86, p = 0.020, respectively); (ii) the CGCCT with an
increase in BMR ( = 0.65, p = 0.003) and fat free mass (FFM, 3 = 1.20, p = 0.009); (iii) the CA-CT with
a decrease in low-density lipoprotein cholesterol (LDL, 3 = —17.26, p = 0.046). These results provide
some evidence that the DRD2 polymorphisms may play a role in post-training changes in lipid and
carbohydrate metabolism, and, as a consequence, in the effectiveness of training programs.

Keywords: sports genetics; physical activity; DRD2 polymorphisms; post-training effects; obesity-
related traits; Caucasian women

1. Introduction

Since the discovery of the physiological functions of dopamine (DA; 3,4-dihydroxy-
phenylethylamine) in 1957 [1], this catecholamine neurotransmitter and its receptors have
attracted the attention of many scientists from around the world. DA is synthesized from
the amino acid tyrosine (Tyr), and generally acts on neuronal circuitry via a rather slow
modulation of the fast neurotransmission that is mediated by glutamate and gamma-
aminobutyric acid (GABA) [2,3].

DA in the brain is involved in numerous key central nervous system (CNS) functions,
including motivation, feeding, stress tolerance, reward system, sleep regulation, attention,
self-control, working memory, and learning [2,3]. In the periphery, DA plays essential
physiological roles in the control of olfaction, retinal processes, cardiovascular functions,
hormonal regulation, sympathetic regulation, and the immune system, among others [3].
Additionally, its impact on physical-activity-related behaviors was described in animal and
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human studies. More specifically, DA is engaged in the development of fatigue, which leads
to a reduction in exercise intensity or its interruption, through the modulation of circuits
linked to motor control and tolerance to heat stress, as well as the previously mentioned
motivation and reward system [2,4-6].

DA acts through five distinct membrane receptors, which belong to the family of
seven-transmembrane domain G protein-coupled receptors. Based on their structural,
biochemical, and pharmacological properties, the DA receptors (DRDs) were divided
into two subtypes: D1-like (DRD1 and DRD5) and D2-like (DRD2, DRD3, and DRD4).
These receptors, respectively, stimulate and inhibit adenylyl cyclase, thereby regulating
intracellular levels of cyclic adenosine monophosphate (cAMP) [7]. DRD2s are highly
expressed in the striatum and pituitary gland. The deficiency of these receptors has
been associated with decreased locomotor activity, increased prevalence of obesity, and
the modification of the electrophysiological characteristics of DRD2-expressing neurons,
among others [8-10]. Thus, these receptors play a key role at the postsynaptic level, in
addition to acting as autoreceptors, in regulating of synthesis and release of DA [9].

The human DRD?2 gene is localized on the long arm of chromosome 11 at the q23.2
locus, and involves an area of 65.56 kb [11,12]. By the mechanism of alternative splicing,
two main molecularly and functionally distinct isoforms (a short variant—D2S and a long
variant—D2L) are generated [9]. Numerous single nucleotide polymorphisms (SNPs)
are localized within the gene, which is important for the modulation of central nervous
dopaminergic signaling. We selected five functional DRD2 polymorphic sites (rs1076560,
rs12364283, rs1799732, rs1800497, and rs1800498) which are considered to alter expression,
splicing, and /or neuronal activity. Detailed characteristics of selected SNPs are presented
in Table 1 [13-17].

Table 1. Characteristics of the studied DRD2 polymorphic sites.

DRD2 Polymorphisms

Reported Functional

Variant Position in the Gene Consequences at the Molecular Reported Clinical Associations
Level
The A allele:
- higher risk of alcoholism, drug
Affects alternative splicing: the A abuse, non-small cell lung cancer,
rs1076560; A/C Intron 6 allele reduces the formation of schizophrenia;
D2S in favor of D2L. - reduced performance in working
memory and maintaining attention.
The G allele:

1s12364283; A/G

- increased risk of binge eating
disorder, symptoms of

Affects allelic mRNA expression: schizophrenia, response to stressful
Promoter the G allele confers higher situations, better working memory;
transcriptional activity. - decreased risk of autism, obesity

and insulin resistance, alcoholism,
and drug addiction.

The C-del allele:

Affects allelic mRNA expression: - higher risk of overweight/obese;

the C-del allele reduced promoter

1s1799732; —141C Ins/Del Promoter activity which results in decreased - fantips.ychotic—ipduced weight gain
protein expression. in schizophrenia.
The AA and GA genotypes:
- improvements in the working
10.5 kb downstream of DRD2 Altered substrate memory training program;
rs1800497; TaqlA; C/T; in ankyrin repeat and kinase bindingspecificity and D2R - higher risk of obesity, alcohol,
Glu713Lys domain containing-1 gene expression: AA and GA reduced nicotine and drug addiction,
(ANKK1) D2R densities. emotional eating habits, and certain
neuropsychiatric disorders.
The T allele:
- higher risk of autism spectrum
rs1800498; TaqID; C/T Intron 2 Affects allelic mRNA expression. disorders, schizophrenia, alcohol

and nicotine addiction.
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In light of the above-mentioned findings suggesting that the DRD2 variants are associ-
ated with cognitive abilities, obesity phenotypes, and physical-activity-related behaviors,
among others, DRD?2 is a candidate gene related to the body’s training response. These
associations are mainly confirmed in females [18]. However, the potential impact of the
DRD2 polymorphisms on the effectiveness of fitness programs is still unclear. Therefore,
the study aimed to determine whether the selected DRD2 polymorphic sites (rs1076560,
rs12364283, rs1799732, rs1800497, and rs1800498), individually or in haplotype combination,
would influence the post-training changes of selected body mass and body composition
measurements, as well as biochemical parameters (lipid profile and glucose levels). To
investigate the potential association between SNPs and physical outcomes, we assessed the
genotypes and haplotypes distribution in Caucasian females taking part in a 12-week aero-
bic training program. Selected body mass and body composition, as well as biochemical
parameters, were measured before and after the completion of the training program.

2. Materials and Methods
2.1. Ethics Statement

The experimental protocols were positively verified by The Ethics Committee of the
Regional Medical Chamber in Szczecin (no. 09/KB/IV /2011 and 01/KB/VI1/2017), and
were conducted according to the World Medical Association Declaration of Helsinki and
Strengthening the Reporting of Genetic Association studies statement (STREGA). Partici-
pants qualified for the research received an information sheet about the aim of the study,
procedures used, benefits and risks, and gave a written consent form. Pseudonymization
was used as the data protection method.

2.2. Participants

Caucasian women of Polish nationality (n = 165; age: 21 £ 1 years; body mass:
61 & 2 kg; body height: 168 & 2 cm) were selected for the study. The inclusion criteria were
as follows:

- low level of physical activity self-reported with the use of the Global Physical Activity
Questionnaire;

- no metabolic, neuromuscular, or musculoskeletal disorders;

- refrained from using medications and supplements;

- nonsmokers.

2.3. Dietary Program

The women participated in a dietary program, and were asked to keep a balanced diet
based on their dietary plan, which was established during a nutritional appointment. The
meeting included a recommendation and a prescription for a proper diet matched with
nutritional status and individual energy needs. The average daily macronutrient ratio was
recommended (expressed as a percentage of total calories): 45-65% from carbohydrates,
10-20% from protein, and 20-35% from fat (decreasing the intake of saturated fats, and
increasing the intake of unsaturated fats). The participants were also advised to keep a
daily cholesterol intake of less than 300 mg, with a minimum dietary fiber intake of 25 g.
The women wrote down their daily food and drink consumption during the program.
Their diet was assessed at weekly consultations.

2.4. Training Phase

The experimental training sessions were preceded by a week-long familiarization stage
(3 training units, 30 min each, at ~50% of HRmax). Each proper training session included
a warm-up (10 min), aerobic exercise (a combination of two styles, including high and
low impact; 43 min), and a cool-down phase (breathing-relaxing exercise with stretching;
7 min). The high-impact style contained running, jumping, and hopping. The low-impact
style included movements with at least 1 foot on the floor at all times. A 12-week program
of low-high impact aerobics was divided as follows:
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- 3 weeks (9 training units), 60 min each, at 50-60% of HRmax, tempo 135-140 BPM;
- 3 weeks (9 training units), 60 min each, at 60-70% of HRmax, tempo 140-152 BPM;
- 3 weeks (9 training units), 60 min each, at 65—75% of HRmax, tempo 145-158 BPM;
- 3 weeks (9 training units), 60 min each, at 65—80% of HRmax, tempo 145-160 BPM.

More detailed information on the training phase is presented by Leoriska-Duniec et al. [19].
The adherence rate to the exercise program was 80%.

2.5. Body Composition Measurements

The selected body mass and body composition variables were measured before
and after the realization of a 12-week training program. They were assessed using the
bioimpedance method, which was performed using electronic scale Tanita TBF 300 M
(Arlington Heights, IL, USA) as described by Leoriska-Duniec et al. [19]. The following
parameters were noted:

- total body mass (BM; kg);

- body mass index (BMI; kg/m?);
- basal metabolic rate (BMR; kcal);
- fat mass (FM; kg);

- fat free mass (FFM; kg);

- fat mass percentage (%FM; %);

- total body water (TBW; kg).

2.6. Biochemical and Hematological Analyses

Fasting blood samples were obtained from the elbow vein in the morning, before and
after the training program. The biochemical and hematological analyses were performed
as described earlier [19], immediately after blood collection. The parameters obtained
using the Random Access Automatic Biochemical Analyzer for Clinical Chemistry and
Turbidimetry A15 (BioSystems S.A., Barcelona, Spain) were:

- total cholesterol (TC, mg/dL);

- triglycerides (TGL, mg/dL);

- high-density lipoprotein cholesterol (HDL, mg/dL);
- low-density lipoprotein cholesterol (LDL, mg/dL);
- glucose (mg/dL).

2.7. Genetic Analyses

A GenElute Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma, Steinheim, Germany)
was used for the extraction of genomic DNA from the buccal cells according to the manufac-
turer’s protocol. An allelic discrimination assay on a C1000 Touch Thermal Cycler (Bio-Rad,
Feldkirchen, Germany) instrument with TagMan® probes was used to genotype all samples.
To discriminate DRD2 rs1076560, rs12364283, rs1799732, rs1800497, and rs1800498 alleles,
TagqMan® Pre-Designed SNP Genotyping Assays were used (Applied Biosystems, Waltham,
MA, USA) (assay ID: C_2278888_10, C_31503501_10, C_33641686_10, C_7486676_10, and
C_2601166_10, respectively). The assays contained primers and fluorescently-labeled (FAM
and VIC) minor groove binder (MGB) probes to detect alleles.

2.8. Statistical Analyses

All statistical analyses were performed in R (https:/ /cran-r.project.org, accessed on
18 October 2021, version 4.1.0). An HWChisq function from Hardy—Weinberg v. 1.7.4 R
package was used to test for the Hardy-Weinberg equilibrium. No variants violating
HW equilibrium were found. To check the influence of the DRD2 rs1076560, rs12364283,
rs1799732, rs1800497, and rs1800498 polymorphisms on training response, the mixed 2 x 2
ANOVA with one between-subject factor (genotype) and one within-subject factor (time:
before training vs. after training) was used. Additionally, for a parameter with statistically
significant interaction, a normality Kolmogorov-Smirnov test and one-way ANOVA for a
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simple main effect of each variable with Bonferroni correction as post hoc analysis were
performed. Haplotype analysis was conducted with haplo.stats v. 1.8.7 R package and
haplo.glm regression function. Percentage change overtraining was used as the dependent
variable, whereas the DRD2 haplotypes were used as the independent variables. The level
of statistical significance was set at p < 0.05.

3. Results

All variants conformed to Hardy—Weinberg equilibrium (p = 0.946, p = 0.206, p = 0.183,
p = 0.504, p = 0.674, for the rs1076560, rs12364283, rs1799732, rs1800497, and rs1800498,
respectively). Tables 2—6 present the results of the analysis of the training responses by the
DRD?2 genotypes using a mixed 2 x 2 ANOVA. The majority of studied parameters altered
significantly during training; however, these changes did not differ concerning the DRD2
genotypes. We found only one statistically significant genotype by training interaction
under the general model (for the BMR, p = 0.033, Table 2). Carriers of the DRD2 rs1076560
CC genotype exhibited a significant ~0.5% decrease in BMR in response to applied training
(p = 0.006 with Bonferroni correction). However, under the dominant model, no significant
genotype X training interactions were found.

Reconstruction of haplotypes revealed 8 haplotypes with frequency > 1%. The most
common (a baseline haplotype) was CACCT (rs1076560, rs12364283, rs1799732, rs1800497,
and rs1800498, respectively). We found a significant association of four haplotypes CACCC,
CACTT, CGCCT, and CA-CT (Table 7). The CACCC and CACTT haplotypes were as-
sociated with a greater decrease in glucose ( = —4.11, p = 0.032; § = —6.86, p = 0.020,
respectively) compared with the baseline haplotype. The CGCCT haplotype was associated
with a greater increase compared with a baseline haplotype in BMR (3 = 0.65, p = 0.003)
and FEM (p = 1.20, p = 0.009), whereas the CA-CT was associated with a greater decrease
in LDL (3 = —17.26, p = 0.046).
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Table 2. Training responses by DRD2 rs1076560 genotypes.
DRD2 rs1076560 Genotypes p Values
AA (n=6) CA(n=49) CC (n =110
Parameter . Genotype x Genthpe X
Before After Before After Before After Genotype Training Training Training
Training Training Training Training Training Training AA +CAvs. CC
Body mass (kg) 60.43 & 6.08 58.8 £ 5.63 60.86 + 7.59 60.17 = 7.6 60.52 + 7.89 59.8 +7.73 0.945 0.000 0.379 0.793
BMI (kg/m?) 21.7 £ 2.68 21.13 £2.48 21.37 £2.11 21.19 £ 2.06 21.71 £ 2.58 2148 £ 254 0.747 0.000 0.228 0.983
BMR (kJ) 6081 + 261.78 5926.67 +206.31  6082.18 £336.36  6053.41 4 326.79  6043.97 £ 330.64  6009.3 £ 319.92 0.730 0.000 0.033 0.678
%FM (%) 24.5 +7.65 21.58 £7.02 23.62 +5.47 2241 £597 2393 +5.41 22.65 + 5.48 0.956 0.000 0.207 0.752
M (kg) 149 +£5.78 13 £5.24 1473 £ 5 13.84 £ 5.2 14.85 £ 5.16 13.94 £ 5.16 0.974 0.000 0.344 0.747
FEM (kg) 45.17 £ 2.04 46.02 £+ 1.65 46.15 £ 3.32 46.43 + 3.44 4554 + 3.23 46.01 £ 3.28 0.620 0.005 0.508 0.570
TBW (kg) 32.88 £ 1.64 33.67 £1.34 34.01 £2.77 34.06 2.5 33.26 £ 2.55 33.7 £2.45 0.388 0.042 0.204 0.187
TC (mg/dL) 160.83 & 21.05 155.33 4 22.63 167.59 £ 28.79 166.51 & 32.44 171.15 £+ 23.01 169.38 + 24.99 0.392 0.374 0.888 0.954
TGL (mg/dL) 81.5 +24.17 73.33 £ 25.66 71.39 & 23.68 81.69 + 35.49 84.16 £ 35.49 84.95 + 35.72 0.268 0.842 0.173 0.173
HDL (mg/dL) 68.73 & 26.52 62.52 +17.44 65.56 & 13.22 59.67 + 13.96 64.66 = 12.44 61.52 +13.26 0.851 0.002 0.296 0.118
LDL (mg/dL) 75.67 = 14.57 78.15 £ 11.16 87.69 & 23.32 90.5 £ 27.92 89.57 + 21.27 90.87 £ 22.01 0.298 0.457 0.904 0.655
(Cri;;(ésf) 77.67 £ 6.98 68.83 + 8.33 79.16 + 8.63 75.37 £9.19 77.88 +10.54 76 +10.58 0.561 0.001 0.178 0.143
Mean = standard deviation; p values (ANOVA) for main effects (genotype and training) and genotype X training interaction; bold p values—statistically significant differences (p < 0.05).
Table 3. Training responses by DRD?2 rs12364283 genotypes.
DRD2 rs12364283 Genotypes p Values
Parameter AA (n=147) GA (n=16) GG (n=2) Genot Teain Genotype Genotype X
enotype rainin, ini Training GG
Before Training After Training Before Training After Training Before Training After Training P 8 x Training :2;12135 AA
Body mass (kg) 60.62+7.9 59.85+7.79 60.61 £ 6.36 60.08 £+ 6.17 60.45 + 4.74 60.1 & 4.53 0.998 0.174 0.801 0.516
BMI (kg/m?) 21.61 +2.51 21.39 £ 2.47 21.82 +1.86 21.53 +1.8 20.05 +0.78 19.95 £ 0.64 0.652 0.117 0.816 0.692
BMR (kJ) 6056.8 & 336.52 6020.04 £ 325.18 6053.5 & 278.96 6008.69 + 274.83 6072 + 203.65 6057.5 & 195.87 0.989 0.265 0.926 0.869
%FM (%) 23.83 £ 5.59 22.45 £5.74 2433 £4.8 23.23 £5.24 22.65 £ 3.46 23.25 £2.05 0.905 0.269 0.431 0.415
M (kg) 14.81 £ 5.24 13.83 £5.29 15.04 & 4.02 14.28 £ 4.04 13.75 +3.18 14 +£2.26 0.961 0.228 0.515 0.420
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Table 3. Cont.
DRD2 rs12364283 Genotypes p Values
Parameter AA (n=147) GA (n=16) GG (n=2) L Genotype Genotype X
Before Training After Training Before Training After Training Before Training After Training Genotype Training x Training Iréizi‘r:g ii
FFM (kg) 45.69 £ 3.28 46.15 + 3.36 45.75 £2.93 45.98 +2.63 46.7 £ 1.56 46.1 +2.26 0.975 0.925 0.403 0.299
TBW (kg) 33.46 + 2.67 33.82+25 3351 +2.14 33.69 £ 1.9 342+1.13 33.75+1.63 0.979 0.928 0.647 0.471
TC (mg/dL) 168.59 + 24.91 167.84 + 27.48 177.31 £22.47 169.06 + 28.27 192 £19.8 173 £ 11.31 0.528 0.078 0.201 0.098
TGL (mg/dL) 80.12 & 32.77 84.04 & 36.46 81.25 4+ 32.42 78.31 4 24.42 83.5£9.19 90.5 £+ 16.26 0.930 0.752 0.729 0.490
HDL (mg/dL) 64.79 £13.2 60.83 £ 13.61 65.11 £ 13.01 60.51 £ 12.93 85.95 + 2.9 7825+ 5.3 0.087 0.048 0.870 0.716
LDL (mg/dL) 87.7 £21.74 90.19 & 23.53 95.81 +21.95 92.95 + 25.87 89.05 & 21.28 76.85 & 19.59 0.546 0.404 0.362 0.199
(Cigjgsf) 78.4 £10.05 75.67 £ 10.39 77.88 £+ 7.44 76 £6.23 70.5 + 16.26 63.5 £16.26 0.264 0.134 0.795 0.909
Mean =+ standard deviation; p values (ANOVA) for main effects (genotype and training) and genotype X training interaction; bold p values—statistically significant differences (p < 0.05).
Table 4. Training responses by DRD2 rs1799732 genotypes.
DRD2 rs1799732 Genotypes p Values
Parameter €O =38 CCn=127) Genotype X
Before After Before After Genotype Training Training
Training Training Training Training
Body mass (kg) 60.78 = 7.34 59.84 £ 7.11 60.57 - 7.84 59.89 £7.76 0.956 0.000 0.391
BMI (kg/mz) 21.58 =211 21.32£1.92 21.62 £ 2.55 21.4 4+ 2.53 0.893 0.000 0.595
BMR (k]) 6068.74 & 310.58 6023.82 £ 311.16 6053.06 & 335.31 6018.07 £ 321.59 0.856 0.000 0.636
%EM (%) 24.02 = 4.84 22.78 £ 4.5 23.82 £ 5.68 22.47 £5.97 0.800 0.000 0.796
FM (kg) 14.9 = 4.64 13.96 £ 4.47 14.79 £5.25 13.85 £ 5.34 0.911 0.000 0.996
FEM (kg) 45.67 £ 3.14 4593 £+ 3.18 45.71 & 3.25 46.2 £3.31 0.792 0.002 0.332
TBW (kg) 3344 £2.3 33.71 245 33.48 2.7 33.84 +£2.43 0.844 0.018 0.731
TC (mg/dL) 170.45 £ 24.64 165.66 £ 25.41 169.5 + 24.91 168.72 £ 27.92 0.811 0.154 0.302
TGL (mg/dL) 88.37 & 43.07 83 +27.01 77.85 £ 28.29 83.73 £ 37.46 0.372 0.933 0.067
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Table 4. Cont.

DRD2 rs1799732 Genotypes p Values
Parameter COwm=39 cCwn=129 Genotype X
Before After Before After Genotype Training Training
Training Training Training Training
HDL (mg/dL) 61.69 £9.75 58.86 = 11.88 66.09 £+ 14.03 61.65 £ 14.01 0.114 0.000 0.420
LDL (mg/dL) 90.99 & 21.26 90.19 4 20.81 87.76 £ 21.93 90.33 £ 24.52 0.684 0.632 0.360
Glucose (mg/dL) 78.71 £10.27 73.87 £9.65 78.12 £9.78 76.06 £ 10.28 0.619 0.000 0.140
Mean =+ standard deviation; p values (ANOVA) for main effects (genotype and training) and genotype x training interaction; bold p values—statistically significant differences (p < 0.05).
Table 5. Training responses by DRD2 rs1800497 genotypes.
DRD2 151800497 Genotypes p Values
Parameter C/T (n=57) CC (n=103) TT (n =5) Genotype x Ge‘nc‘)type X
Before Training ~ After Training  Before Training  After Training  Before Training  After Training Genotype Training Training Tré};li,r;.g gg *
Body mass (kg) 60.55 + 7.93 59.78 +7.75 60.64 + 7.69 59.96 + 7.63 60.84 + 6.71 59.32 + 6.13 0.993 0.000 0.514 0.558
BMI (kg/mz) 21.36 +2.19 21.12 £ 2.04 21.73 £ 2.57 21.52 £2.57 21.96 + 291 21.42 + 2.66 0.612 0.000 0.366 0.524
BMR (K]) 6067.28 - 350.35  6031.6 - 339.09  6050.59 £ 321.28 6017.22 + 311.69  6060.8 + 287.41 5925 + 230.61 0.910 0.000 0.140 0.569
%EM (%) 23.89 + 5.49 2245+ 5.63 2385+ 5.4 22.63 +5.61 23.76 + 8.31 21.58 + 7.85 0.973 0.000 0.572 0.427
M (kg) 14.85 £ 5.13 13.75 £5.15 14.81 £ 5.08 13.98 £ 5.16 14.58 + 6.4 13.18 £ 5.84 0.973 0.000 0.491 0.259
FFM (kg) 45.71 £3.32 46.07 £ 3.24 457 +3.24 46.16 £+ 3.37 4582 +1.41 464 £1.52 0.989 0.024 0.840 0.651
TBW (kg) 33.66 + 2.75 33.78 £ 2.36 33.37 + 2.58 33.82 £2.52 3332+1.4 3394+ 1.3 0.951 0.079 0.352 0.217
TC (mg/dL) 168.21 4 26.93 167.11 £ 30.24 170.92 £ 23.7 169.18 £+ 25.74 162 + 23.31 154.4 £ 25.18 0.500 0.301 0.804 0.974
TGL (mg/dL) 73124247 81.65 + 34.34 83.92 4 35.96 84.91 + 36.31 86.6 £ 23.14 77.6 +26.21 0.355 0.974 0.275 0.253
HDL (mg/dL) 66.08 = 13.77 60.92 + 15.05 64.18 =12 60.92 £ 12.51 7212 £ 28.16 63.88 + 19.14 0.593 0.001 0.387 0.217
LDL (mg/dL) 87.45 +21.82 89.88 + 26.17 89.87 4 21.84 91.27 + 22.53 72.4 +13.61 75 £9.02 0.186 0.501 0.949 0.745
(Ci;;?jsf) 79 £ 8.49 75.05 +9.31 77.94 +10.71 76.23 - 10.56 76.2 & 6.69 67.2 +8.17 0.393 0.003 0.153 0.106

Mean =+ standard deviation; p values (ANOVA) for main effects (genotype and training) and genotype X training interaction; bold p values—statistically significant differences (p < 0.05).
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Table 6. Training responses by DRD2 rs1800498 genotypes.

DRD2 rs1800498 Genotypes p Values
Parameter CIT (n =78) CC (n=34) TT (n = 53) . Genotype x
Before Training  After Training  Before Training  After Training  Before Training  After Training Genotype Training Training

Body mass (kg) 6125 +7.78 60.47 +£7.78 59.63 £+ 6.28 58.96 + 6.24 60.33 + 8.44 59.59 £+ 8.15 0.575 0.000 0.945
BMI (kg/m?) 2192 +25 21.7 +2.46 21.08 £1.78 20.87 £ 1.7 21.48 +2.69 21.24 4+ 2.64 0.211 0.000 0.948
BMR (k) 6074.36 = 334.49  6027.65 +324.7  6042.59 +278.89 6007.68 & 256.45 6039.66 + 353.95 6014.75 4 348.48 0.885 0.000 0.554
%EM (%) 24.53 £ 5.58 23.09 £5.75 23.75 £ 5.06 22.23 +5.67 22.96 + 5.56 21.92 £+ 5.52 0.363 0.000 0.515
M (kg) 1541 £5.2 14.38 £5.2 14.38 £ 4.35 135 £4.71 14.24 £5.39 13.37 £5.35 0.420 0.000 0.844
FEM (kg) 45.79 £ 3.32 46.22 + 3.54 452 £2.75 45.95 £ 2.53 4591 £ 3.37 46.12 £ 3.34 0.783 0.000 0.160
TBW (kg) 33.66 & 2.66 33.86 £+ 2.59 33.06 + 2.04 33.66 £ 1.85 33.45 +2.85 33.83 £ 2.55 0.724 0.001 0.384
TC (mg/dL) 171.08 £ 23.76 167.33 + 26.88 162 + 28.65 162.38 4 29.85 172.66 £ 22.99 172.64 + 25.98 0.135 0.517 0.497
TGL (mg/dL) 79.73 £ 35.01 79.18 £29.6 76.71 £29.9 84.29 + 35.37 83.36 £+ 30.33 89.55 + 41.98 0.395 0.109 0.368
HDL (mg/dL) 65.77 + 11.89 60.42 £ 13.39 62 +15.74 59.95 + 12.89 66.02 £+ 13.45 62.56 + 14.34 0.473 0.000 0.290
LDL (mg/dL) 89.29 4 21.45 91.08 &+ 25.16 84.6 +23.78 85.64 & 21.95 89.86 & 20.98 92.13 +22.42 0.383 0.303 0.961
&;;355 79.64£10.17  76.65 £ 1037 78.82 £ 8.42 73.47 £ 8.98 75.85 + 10 75.26 + 10.49 0.205 0.000 0.096

Mean = standard deviation; p values (ANOVA) for main effects (genotype and training) and genotype X training interaction; bold p values—statistically significant differences (p < 0.05).
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Table 7. Haplotype analysis with a relative change as the dependent variable, and haplotype and baseline value as independent variables.

C/A/CIC/C C/A/CITIT C/G/C/C/C C/G/C/CIT A/A/CITIC C/A/-ICIC C/A/-ICIT
Parameter 14.62% 1.79% 3.27% 1.77% 15.34% 6.90% 2.54%
coef P coef p coef p coef P coef p coef p coef p

Body mass (kg) 0.0170 0.9673 —0.2562 0.7337 1.3757 0.2163 0.6695 0.1153 1.4922 0.2560 0.5591 0.5075 0.9027 0.3630
BMI (kg/m?) 0.0842 0.8245 0.4673 0.4506 1.1705 0.2827 0.6478 0.0977 1.9021 0.0810 —0.0822 0.9116 0.5959 0.5129
BMR (k]) —0.1524 0.0000 0.0049 0.0000 0.3525 0.0000 0.2063 0.0000 —0.1967 0.0000 —0.2665 0.0000 0.2850 0.0000
FM (%) —1.0129 0.5500 2.1964 0.3864 6.3480 0.1259 —0.6316 0.7126 3.6267 0.4817 0.1311 0.9695 6.0718 0.1242
Extent of fat mass (kg) ~ —0.8987 0.6534 2.1774 0.4781 6.2615 0.1952 1.1277 0.5759 —2.0462 0.7353 1.4107 0.7237 6.8413 0.1413
FFM (kg) —0.0707 0.8753 —0.3929 0.5492 —1.1845 0.3160 1.1992 0.0093 0.1639 0.8889 —0.2564 0.7754 —1.3644 0.1861
TBW (kg) —0.4526 0.5038 —1.1448 0.2426 0.4075 0.8098 0.6765 0.3204 —0.7086 0.6963 —0.6302 0.6468 —1.4940 0.3297
TC (mg/dL) —1.2554 0.5265 —4.8291 0.1024 —0.2949 0.9510 0.4733 0.8127 —0.0521 0.9914 —0.5233 0.9028 —8.0054 0.0708
TGL (mg/dL) —0.4640 0.9381 —7.0028 0.4185 —5.9037 0.6649 0.1760 0.9761 —15.4462  0.3171 —14.0280  0.2389 5.0381 0.7640
HDL (mg/dL) —3.8704 0.1490 —0.3162 0.9365 —5.5992 0.3969 2.4488 0.3677 13.3063 0.0497 2.0698 0.7265 —0.2356 0.9718
LDL (mg/dL) 0.4191 0.9104 —6.6574 0.2144 2.6792 0.7631 —2.4015 0.5245 —8.9420 0.3162 1.9869 0.8058 —17.2637  0.0455
Glucose (mg/dL) —4.1140 0.0318 —6.8617 0.0204 2.3896 0.6034 0.3082 0.8716 —5.1268 0.3511 —0.5601 0.8862 —8.1499 0.0773

Bold p values—statistically significant differences (p < 0.05).
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4. Discussion

Systematic physical activity is one of the key factors for the prevention of lifestyle
diseases, such as obesity. The number of people with overweight and obesity is growing
worldwide; consequently, the prevention of weight gain is a very important health prob-
lem [19,20]. Currently, the difficulty is still in defining the detailed molecular mechanism
of post-training changes in the human organism. Numerous components affect the body’s
response to training, including individual predispositions, different types of physical effort
and training, degree of training, age, gender, diseases, and others [17,21,22]. To answer
the question of whether the DRD2 polymorphisms influence effectiveness of the train-
ing program, we assessed the genotypes and haplotypes distribution described in five
DRD?2 polymorphic sites (rs1076560, rs12364283, rs1799732, rs1800497, and rs1800498) in
Caucasian females taking part in the 12-week training program. The changes of selected
body mass and body composition measurements, as well as biochemical parameters (lipid
profile and glucose levels) measured before and after the training, have been analyzed in
the context of carrying the DRD2 genotypes their haplotypes combinations.

Although the majority of studied parameters altered significantly during the 12-week
aerobic training program, these changes did not differ concerning the DRD2 genotypes.
Only one statistically significant genotype by training interaction under the general model
was found. Carriers of the rs1076560 CC genotype exhibited a decrease in BMR in re-
sponse to applied training in comparison with individuals carrying AA and CA. Although
the declines in BMR were significant, they were small (~0.5%), and may not have been
physiologically relevant, especially because under the dominant model (where rare AA
homozygotes were added to CA heterozygotes), no significant genotype by training inter-
action was found.

The animal studies demonstrated an association between DRD2 and both movement
patterns and overall locomotor activity level. The DRD2 knockout mice showed decreased
initiation of spontaneous activity in comparison to wild-type mice [8]. The higher expres-
sions of DRD2 and DRD4 (19% and 24%, respectively) in mice selectively bred for high
levels of physical activity than the controls were also shown [23]. In human studies, the
associations between these genes and physical activity are mainly confirmed in women. In
a study including a cohort consisting of 721 participants, Simonen et al. (2003) revealed that
variation in the DRD2 gene was significantly associated with the level of sport participation
and occupational physical activity among white women [18]. Another study performed
on 900 Polish adults showed a lack of relationship between selected DRD2 polymorphic
variants and the level of physical activity in men [24]. In addition, Lee et al. (2020) revealed
that the effect of the DRD2 polymorphisms, particularly rs1800497, on females participating
in sport is much greater in the younger population, suggesting that genetic influences on
physical-activity-related behaviors reduce with age. They implied that adult physically
active women are weakly affected by DRD2 because adult females are more exposed to
behavioral and environmental factors that may influence physical-activity-related behav-
iors for a much longer period in comparison to adolescents [25]. This observation was
confirmed by other studies, which have shown that adult females are more susceptible
to the social environment than males [26]. Unfortunately, our study only included adult
women (men did not report to the experiment); thus, we did not have the opportunity to
compare the results between genders and different age groups.

The influence of the DRD2 polymorphisms on the post-training effects is largely un-
known. Organization of the experiment, consisting of careful regulation of both food intake
and physical activity of a homogeneous population, is very difficult. Thus, only a few
authors have tried to explain this problematic issue. In a study including 202 obese adults
participating in a 1-year weight-loss program, Winkler et al. (2012) analyzed whether
rs1800497 polymorphic site within DRD2 was associated with body mass changes in re-
sponse to applied training and diet. They revealed that younger hetero- or homozygous for
the T allele (often referred to as Al+) participants showed higher BMI at baseline, and had
problems in losing weight and maintaining weight loss during the experiment [27]. Addi-



Int. J. Environ. Res. Public Health 2022, 19, 4942 12 of 14

tionally, Cameron et al. (2013) examined if the rs1800497 genotype was related to changes
in body weight, energy expenditure, and food preference in 127 obese postmenopausal
women taking part in a 6-month intervention including caloric restriction with or with-
out resistance training. The carriers of the T allele lost significantly less body mass, BMI,
and FM than the C allele carriers, and had increased carbohydrate intake in the group in
which diet was connected with training [28]. However, our results did not confirm the
relationship between rs1800497 polymorphism and post-training changes in body weight
and composition. The reasons for the inconsistency of results may be due to factors such
as the age of the participants, ethnical origin, too low initial BMI, or too short time of the
experiment. We established only one association between the rs1076560 CC genotype and
post-training decrease in BMR; however, the declines in BMR were small and may not have
been physiologically relevant. The obtained results cannot be discussed because we did not
find studies that assessed the influence of this polymorphism on the post-training effects.

When the obtained results were included in the complex haplotype analysis, the novel
finding was that carriers of the CACCC and CACTT haplotypes displayed greater post-
training effects, in terms of glucose level decrease, in comparison with individuals carrying
the most common CACCT haplotype. This result suggests that harboring these specific hap-
lotypes might be favorable for achieving the desired training-induced glucose level changes.
Additionally, the CGCCT haplotype was significantly associated with an increase in BMR
and FFM in response to applied training, when compared with a baseline haplotype. These
results imply that some individuals might benefit from carrying the CGCCT haplotype, as
regards the post-training FFM and BMR changes. Another observation was that carriers of
the CA-CT haplotype displayed a greater post-training decrease in LDL, suggesting that
harboring this haplotype might be beneficial for achieving the training-induced LDL level
changes. Our results confirmed that methods based on haplotypes referring to multiple
SNPs which are located closely together on the same inherited chromosome are more
informative than methods based on individual SNP. The haplotypes analysis may provide
additional power for mapping genes, and insight on factors affecting the dependency
among genetic markers. Such results may give information important for understanding
complicated interactions between numerous gene variants. Biologically, polymorphisms
on a haplotype may cause several changes in coding, expression, or splicing, and, therefore,
lead to a greater joint effect on the studied trait than the single change caused by SNP [29].

To the best of our knowledge, this is the first study to analyze the association of the
DRD?2 rs1076560, rs12364283, rs1799732, rs1800497, and rs1800498 polymorphisms in haplo-
type combination with post-training changes of selected body mass and body composition
measurements, as well as biochemical parameters in physically active participants. There-
fore, the obtained results cannot be discussed with direct comparisons to other studies.
However, Zhang et al. (2007) performed a detection of allelic mRNA expression in the hu-
man striatum and prefrontal cortex, and then performed SNP scans of the DRD2 locus and
genotyped 23 SNPs. The analysis showed complicated interactions between DRD2 variants
that modify mRNA expression and splicing [13]. So far, many authors have analyzed the
relationship between DRD2 haplotype and alcohol, nicotine, or drug addiction; some types
of cancer; and psychiatric disorders such as ADHD or schizophrenia; confirming that this
type of analysis is more informative and provides new associations [30-35].

5. Conclusions

The obtained results provide some evidence that DRD2 may play an important role
in post-training changes of lipid and carbohydrate metabolism, and, as a consequence, in
the effectiveness of training programs. The individual and complex haplotype analysis
provided new information about the associations between training-induced glucose levels
and lipid profile changes and the DRD2 polymorphisms. More specifically, novel findings
of the study were: (i) the rs1076560 CC genotype exhibited a small decrease in BMR in
response to applied training, but only under the general model; (ii) the CACCC and CACTT
haplotypes might be favorable for achieving the desired training-induced glucose level
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changes; (iii) the CGCCT haplotype might be favorable for achieving the desired training-
induced BMR and FFM changes; and (iv) the CA-CT haplotype might be beneficial for
achieving the training-induced LDL level changes. This preliminary data suggest that
DRD2 may be a promising molecular marker to predict the benefits from training programs
or a physically active lifestyle; however, more studies are needed to establish precisely the
DRD?2 gene x physical activity interactions. An understanding of the genetic background of
training-induced body changes will allow us to clarify the conditions of physical activities
for individuals. In the future, this knowledge may help to identify people who are expected
to react well or poorly to exercise, which may help reduce the number of obese people, and
improve their health.
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Abstract: The brain-derived neurotrophic factor (BDNF) rs6265 (G196A; Val66Met) polymorphism
has been associated with obesity and type 2 diabetes, with contradictory results involving either A
or G as the risk allele. The main aim of this study was to examine whether the BDNF rs6265 poly-
morphism would influence the efficiency of a training program. An additional aim was to determine
whether selected polymorphism can be used as a genetic marker for obesity-related parameters. We
studied the genotype distribution in a group of 160 Caucasian females in whom body mass and
composition parameters, lipid profile, and glucose levels were measured before and after the 12-week
aerobic training program. The majority of obesity-related parameters significantly changed during
the intervention (main effect of training); however, the training response was not modulated by
genotype (non-significant genotype x training interactions). We also did not find an effect of geno-
type on selected parameters. Our study showed that the rs6265 polymorphism does not affect the
efficiency of the applied training program and is not a good genetic marker for assessing the obesity-
related parameters in the studied population. However, we confirmed that regular physical activity
is associated with an improvement in obesity-related parameters, which is an important observation
for public health.

Keywords: sport genetics, obesity, physical activity, BDNF, genotype x training interaction.

1. Introduction

Human obesity is a serious medical abnormality worldwide that has a well-con-
firmed genetic basis, but requires behavioral, developmental, and/or environmental fac-
tors to develop [1-3]. Numerous studies have shown the role of the lifestyle factor, includ-
ing caloric intake and physical activity, in weight control [4-6]. However, the problem lies
in defining the specific genes and polymorphisms related to obesity and describing the
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mechanisms by which they exert their effects [2]. A complex meta-analysis of genome-
wide association studies (GWAS) for the body mass index (BMI) in ~700,000 individuals
of European ancestry revealed 941 near-independent single nucleotide polymorphisms
(SNPs) associated with BMI. These variants are frequently localized in genes involved in
neurogenesis and more generally involved in the development of the central nervous sys-
tem (CNS) [7]. Thus, the gene encoding brain derived neurotrophic factor (BDNF) seems
to be a promising genetic marker for both a risk of developing obesity and post-training
changes in selected body mass, body composition, and biochemical parameters of energy
metabolism.

BDNF belongs to the neurotrophin family of nerve growth factors (NGF) and is
widely expressed in CNS. It plays a key role in the proliferation, differentiation, survival,
outgrowth, and death of central and peripheral neurons [8]. In addition, its expression in
the hypothalamus, a key region of the brain involved in controlling appetite, seems to
affect balance between energy consumption and energy expenditure [9]. Mechanistically,
BDNF is supposed to function as a downstream regulator of the leptin proopiomelano-
cortin pathway, which controls body mass and general metabolic fitness [10]. Thus, poly-
morphisms of the BDNF gene, which is located at chromosomal position 11p14.1, may
affect energy homeostasis and, consequently, lead to the development of the obese phe-
notype. One common polymorphism rs6265 present in the coding region (exon 11) of the
BDNF gene involves G—A transition at the nucleotide position 196 (G196A), which in
turn results in valine to methionine substitution at the amino acid position 66 (Val66Met)
of the N-terminal domain region of pro-BDNF. This single nucleotide substitution affects
BDNF expression, localization, and signal transduction contributing to alterations in the
phenotype [11-13]. Numerous studies have associated this SNP with early seizures, bipo-
lar affective disorders, obsessive-compulsive disorders, eating disorders, and obesity [8, 14—
18]. The G allele has been usually connected with increased risk for obesity and type 2
diabetes, as well as appearing to predict weight regain in treatment studies [18-20]. How-
ever, some authors have shown a lack of association or even the opposite direction of
association [15, 22, 23].

Although, the association of BDNF with overweight and obesity in both children and
adults has been observed in diverse ethnic populations, including European, Asian, and
Hispanic individuals [18], a connection between this gene, physical activity, and obesity-
related traits is still unclear. Therefore, the main aim of this study was to examine whether
the rs6265 polymorphism in the BDNF gene would influence the efficiency of a 12-week
training program. An additional aim was to determine whether the selected polymor-
phism can be used as a genetic marker to determine the predisposition to the development
of obesity and the unfavorable metabolic properties associated with it.

2. Materials and Methods

2.1. Participants

One hundred sixty Polish Caucasian females (age: 21 + 1 years) were selected for the
study. The inclusion criteria were as follows: low level of physical activity (the Global
Physical Activity Questionnaire was used); no musculoskeletal, neuromuscular or meta-
bolic diseases; having refrained from using medications and supplements for 6 months
before the experiment and being nonsmokers. Participants received an information sheet
and a written consent form. The experiment was approved by the Ethics Committee of the
Regional Medical Chamber in Szczecin (no. 09/KB/IV/2011 and 01/KB/V1/2017).

2.2. Dietary and training program

Participants took part in a dietary program and were expected to keep a balanced
diet based on their personal dietary plan, which was established during a nutritional
meeting involving a recommendation of an adequate diet matched with personal energy
needs and nutritional status. The medium daily macronutrient ratio was proposed
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(expressed as a percentage of total calories): 45-65% from carbohydrates, 20~35% from fat
(reducing the intake of Saturated fats and increasing the intake of unsaturated fats), and
10-20% from proteins. The women were also asked to maintain a daily cholesterol intake
of less than 300 mg, with a minimum dietary fiber intake of 25 8,

The proper training was preceded by a week-long familiarization stage (3 units, 30

a warm-up (10 min), the main low and high impact aerobic exercises (43 min), and a cool-
down phase (7 min). The training program was previously described in detail [24].

2.3. Body mass and body composition measurements

Table 1. Investigated body mass, body composition, and biochemical parameters

Body mass and body composition parameters
body mass BM kg

body mass index BMI kg/m?
basal metabolic rate BMR kJ
fat mass EM kg
fat free mass FFM kg
fat mass percentage %oFM %
total body water TBW kg
Biochemical parameters
total cholesterol TC mg/dL
triglycerides TGL mg/dL
high density lipoprotein HDL mg/dL
low density lipoprotein LDL mg/dL

blood glucose BG mg/dL

2.5. Genetic analyses

ufacturer’s procedures. The assay C__11592758 10 included primers and fluorescently la-
beled (FAM and VIC) probes to discriminate the BDNF alleles.



Balt ] Health Phys Act. 2023;15(4):Article3. 40f9

2.6. Statistical analyses

Statistical analysis was performed in R statistical software (R Core Team, 2022).
R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria. URL https://www.R—projectorgf). Hardy-Weinberg equilib-
rium was evaluated using an exact test implemented in the R package SNPassoc (version
2.0-18). A linear mixed effect model was used for association analysis between rs6265 gen-
otypes and outcome variables over time. The R packages effects (version 4.2-2) and mar-
ginal effects (version 0.15.1) were used to visualize predictor effects and estimate con-
trasts, respectively.

3. Results

Genotype frequencies of the BDNF polymorphism: AA - 43 (26.875%), AG — 79
(49.375%), GG - 38 (23.750%) were tested for Hardy-Weinberg equilibrium, and no signif-
icant deviations from theoretical frequencies were found (p=0.875).

Body mass and composition parameters, lipid profile, and glucose levels measured
before and after the training period with respect to the BDNF genotype are presented in
Table 2. Most parameters (BM, BMI, BMR, %FM, FM, FEM, TBW, HDL, and BG) signifi-
cantly changed during the intervention (main effect of training); however, the training
response was not modulated by genotype (non-significant genotype x training interac-
tions). We also did not find an effect of genotype on selected parameters.

Table 2. Contrast of estimated marginal effects for the time and rs6265*

Parameter Term Contrast Estimate SE P 95% CI
Time After — Before -0.763 0.133 <0.001 -1.02 -0.503
BM AG-AA 0.671 1.48 0.651 -2.23 3.58
156265
GG-AA -0.136 1.74 0.938 -3.54 327
Time After — Before -0.233 0.0419 <0.001 -0.315-0.151
BMI AG-AA -0.143 0.464 0.758 -1.05 0.767
156265
GG-AA -0.255 0.544 0.639 -1.32 0.812
Time After — Before -38.3 9.16 <0.001 -56.2 -20.3
BMR AG-AA 43.3 62.1 0.486 -78.5 165
156265
GG-AA 129 729 0.859 -129.9 156
Time After — Before -1.34 0.179 <0.001 -1.69 -0.986
% FM AG-AA 0.158 1.06 0.882 -1.92 224
156265
GG-AA 0.646 1.24 0.604 -1.79 3.09
Time After — Before -0.954 0.131 <0.001 -1.21 -0.697
FM AG-AA 0.463 0.986 0.639 -1.47 239
156265
GG-AA 0.439 1.156 0.704 -1.83 2.70
Time After — Before 0.426 0.0994 <0.001 0.231 0.621
FFM AG-AA -0.018 0.620 0.977 -1.23 1.198
156265
GG-AA -0.577 0.727 0.428 -2.00 0.849
Time After — Before 0.336 0.111 0.00241 0.119 0.553
TBW AG-AA -0.00768 0472 0.987 -0.933 0.918
156265

GG-AA -0.39983 0.554 0.470 -1.485 0.686
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Parameter Term Contrast Estimate SE P 95% CI
Time After — Before -1.65 1.69 0.329 496 1.66
TC AG-AA 1.30 461 0.777 -7.73 10.3

156265
GG-AA 1.07 5.41 0.843 953 11.7
Time After — Before 2.86 2.37 0.226 -1.77 75
TGL AG-AA 2.16 5.23 0.679 -8.08 124
156265
GG-AA 3.87 6.13 0.528 -8.15 15.9
Time After — Before -4.12 0.894 <0.001 -5.87 237
HDL AG-AA -0.442 2.33 0.850 -5.01 4.13
186265
GG-AA 0.363 2.74 0.895 -5.00 5.72
Time After — Before 1.97 1.62 0.223 -1.2 5.14
LDL AG-AA 1.2827 3.94 0.745 -6.44 901
156265
GG-AA -0.0669 4.62 0.988 9.13 900
Time After — Before -2.82 0.868 0.00114 -453 -1.12
BG AG-AA 1.32 1.61 0412 -1.84 448
rs6265

GG-AA 1.18 1.89 0.531 -2.52 4.89
¥ time by rs6265 interaction was not significant for any parameter, SE — standard error, 95% CI - confidence

interval, the level of statistical significance was set at p < 0.05

4. Discussion

To answer the question of whether the common BDNF rs6265 polymorphism influ-
ences the post training changes in selected body mass and composition parameters, lipid
profile, and glucose levels, we assessed the allele and genotype distribution in young
healthy women participating in 12-week aerobic training. The obtained results provide

ences in physical activity and sedentary behavior, which can greatly affect the interpreta-
tion of the noticed associations [18]. Consequently, variants in the BDNF gene may be
responsible for obesity and eating disorders [8, 16, 18]. A meta-analysis study, which has
been conducted to evaluate the association of the BDNF gene polymorphisms with BMI,

tion of BDNF at the synapse. The amino acid substitution also causes different signal
transduction events and functional results among the three isoforms of the BDNF
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peptides. This change directly modifies the BDNF precursor (proBDNF), subsequent sig-
naling, and confers an acquired binding ability of the cleaved prodomain to sortilin re-
lated Vps10p-domain sorting receptor 2 (SorCS2). The Met proBDNF variant shows de-
creased binding to sortilin, changed intracellular trafficking, and a reduction in the activ-
ity-dependent secretion of BDNF. This SNP even impacts downstream signaling of the
otherwise identical “mature portion, albeit indirectly via aberrant compartmentalization
and dysregulation of the balance of ProBDNF/p75 neurotrophin receptor (p75NTR) and ma-
ture BDNF/TrkB signaling complexes [13, 31].

With regard to obesity-related parameters, the majority of studies, particularly those
with larger sample sizes, have shown the G allele (Val66 variant) to be associated with
increased BMI in both children and adults across diverse ethnic populations. The G allele
also appears to predict body mass regain in interventional studies [18]. In patients with
impaired glucose tolerance in the Diabetes Prevention Program (DPP) and patients with
diabetes in the Look Action for Health in Diabetes (AHEAD) study, the G allele was con-
nected with greater body mass regain across interventions, reaching significance in the
DPP [32] and borderline significance in the Look AHEAD [33]. However, some studies
have shown a lack of association Or even inverse association, with the A allele (Met66
variant) being identified as the obesity risk allele [15, 22, 23]. Our results also did not show
any relationship between the SNP and obesity-related traits or training effectiveness. Dif-
ferences in sample sizes and selection, methodology, variation in study duration, ethnic-
ity, age, body mass of participants, moderate genetic effects, and other characteristics may
explain the inconsistent results [8]. In addition, epigenetic mechanisms related to environ-
mental factors, such as physical activity and diet, modulate the effect of BDNE 186265, thus
weakening the effect of the rs6265 genotype [30].

We have also shown that the majority of the tested parameters changed significantly
during the training program. We noticed a favorable decrease in BM, BMI, BMR, %FM,
EM, TC, and BG, as well as an increase in FFM and TBW. Thus, we confirmed that living
a physically active lifestyle is associated with an improvement in obesity-related parame-
ters, which is still an important observation for public health. This observation is con-

pose tissue, and improved obesity-related parameters [34, 35]. However, the unfavorable
changes in some lipid profile parameters, such as an increase in TGL and LDL, and a de-
crease in HDL were also noticed. Other authors confirmed that the effect of exercise on
lipid profile is inconsistent in humans, and there are even results opposite to expected [36,
37]. Wang and Xu [36] explained that the differences in results may be due to variations
in people’s weight. Some studies showed that aerobic exercise alone did not change the
lipid profile levels unless the weight during this period also changed. O'Donovan et al.
[37] suggested that changes in coronary heart disease risk factors such as TC, TGL, LDL,
and HDL concentrations are influenced by exercise intensity. They showed that high-in-
tensity training is more effective than moderate-intensity training at the same energy cost.
In a study including 34 young women divided into three groups: underweight, normal
weight, and overweight, participating in a 12-week training program, Kostrzewa-Nowak
[38] showed favorable changes in body compositions together with a significant decrease
in TGL, TC, HDL, and LDL concentrations only in the overweight group (in underweight
and normal weight groups they did not observe those changes).

5. Conclusions

In conclusion, although BDNF is an important regulator of energy balance, the com-
mon BDNF rs6265 polymorphism does not affect the efficiency of the applied training
program and is not a good genetic marker for assessing the obesity-related parameters in
the studied population. We have also demonstrated that the majority of tested parameters
significantly changed during the training program. Thus, we confirmed that living a
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physically active lifestyle is associated with an improvement in most obesity-related pa-
rameters, which is an important observation for public health.
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