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Abstract: Dilated cardiomyopathy (DCM) is a primary myocardial disease characterized by
progressive systolic dysfunction due to cardiac chamber dilatation and inefficient myocardial
contractility. The phenotype of idiopathic DCM is characterized by cardiac muscle dysfunction in
the absence of secondary causes. Genome-wide association studies (GWASs) on DCM indicate that
the ZBTB17 gene rs10927875 single nucleotide polymorphism is associated with DCM. The aim of
the study was to identify the distribution of ZBTB17 gene rs10927875 polymorphism in 70 Slovak
patients with DCM and 80 healthy control subjects. Genomic DNA was extracted from leukocytes
by a standard methodology. Genotyping was performed using the Custom Taqman®SNP
Genotyping assays (Step One Applied Biosystems). The distribution of investigated genotypes of
rs10927875 polymorphism within ZBTB17 gene in the cohort of Slovak patients with DCM was as
follows: CC (35.7%), CT (55.7%), TT (8.6%), in controls: CC (43.8%), CT (51.2%), TT (5.0%).
The risk allele T was more common among the patients with dilated cardiomyopathy than in normal
controls (36.4% versus 30.6%), the differences were not statistically significant (y2=1.00;
p=0.3162) (x2=1.13; p=0.2874). The results of our study suggest that ZBTB17 gene rs10927875
polymorphism may be a risk factor for susceptibility to DCM in Slovak patients with DCM. Further
studies are necessary for obtaining of more reliable results on the larger population for clarification
molecular mechanisms with practical use in clinical practice.

Key words: heart disease, genetics, genotyping, cardiomyopathies, molecular-genetic analyses,
Central Europe

Introduction

Dilated cardiomyopathy (DCM) is a disease of the heart muscle characterized by ventricular
dilatation and impaired systolic function (Burkett and Hershberger 2005). This disorder is clinically
heterogeneous, ranging differently in affected individuals with clinical presentations of severe
symptoms, including heart failure, sudden death and asymptomatic individuals. Both genetic and
non-genetic factors have been linked to DCM pathogenesis. Currently, myocarditis, immunological
abnormalities, genetic factors, environmental factors, and persistent cardiotropic viral infections are
all assumed to be causes of DCM (Maron et al. 2006, Richard et al. 2006).

DCM is genetically heterogeneous disease, it seems clear that multiple genes, including “genes
encoding sarcomeric proteins” are involved in the pathophysiology of cardiac muscles (Richard et
al. 2006). Research on DCM found that 20 — 50% of IDCM cases are caused by familial genetics
(Burkett and Hershberger 2005, Zhang et al. 2015), which has been linked to rare mutations in more
than 40 genes (Fatkin, Otway and Richmond 2010). In 90% of cases, inheritance is autosomal
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dominant, while the autosomal recessive and X-linked inheritance cases are rare (Hershberger,
Morales and Siegfried 2010). Multiple gene variants have been identified to be associated with
DCM, with variable individual prevalence ranging from 1% to 10% (Karkkainen and Peuhkurinen
2007).

Single nucleotide polymorphism rs10927875 is located in an intron of ZBTB17 gene on the
chromosome 1p36.2-p36.1. The locus of interest covers approximately 210 kb in a genomic region;
exhibits strong LD; and spans several other genes, including SPEN (spen homolog, transcriptional
regulator), HSPB7, CLCNKA (chloride channel Ka), and CLCNKB (chloride channel Kb) (Fig. 1).

Chromosome 1 - NC_000001.11
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FL 257453 ZETEL 7t HiFE?

Fig. 1: Chromosome localization of ZBTB17 gene

The ZBTB17 gene encodes protein 17, which contains both zincfinger and BTB domains.
Protein 17 is also known as myc-interacting protein 1 (MIZ-1) and is a transcription factor of 87
kDa containing 13 zinc finger domains at its carboxy-terminal end and a BTB/POZ domain at its N-
terminus (Peukert et al. 1997). Recently, a GWAS (genome-wide association study) study on DCM
indicated that the ZBTB 17 gene SNP rsl0927875 was associated with DCM (Villard et al. 2011).
Based on these findings, we hypothesized that the rs10927875 polymorphisms of ZBTB17 gene
might be involved in the pathogenesis of dilated cardiomyopathies.

Subjects and methods

Analyzed survey consist of 70 patients with DCM and 80 healthy controls. The clinical diagnosis
of idiopathic dilated cardiomyopathy was based on the revised criteria established by the World
Health Organization (Richardson et al., 1996). After obtaining the medical history, all DCM
patients underwent physical examination. Written informed consent was obtained from all subjects
in order to use blood samples. Venous blood samples were collected from the patients with DCM
and healthy control subjects. For DNA analysis, venous blood samples were collected in
ethylenediamine tetra acetic acid (EDTA) tube. Genomic DNA was extracted from leukocytes by a
standard methodology. Genotyping was performed using the Custom Taqman®SNP Genotyping
assays (Step One Applied Biosystems). Statistical analysis was performed with the SPSS® version
17.0 statistical package (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) for Windows®. Fisher’s exact test was used
to computes P-values and 95% confidence intervals (CI) for the odds ratios (OR). A P-value <0.05
was considered statistically significant.

Results

70 DCM patients (mean age of 54.7+12.5 years) and 80 healthy controls (mean age of 53.6+11.9
years) were included in our study. Genotyping using the Custom Tagman®SNP Genotyping assays
disclosed the genotype and allelic distribution of ZBTB17 gene rs10927875 polymorphism in DCM
patients and controls (Table 1).

The distribution of investigated genotypes of rs10927875 polymorphism within ZBTB17 gene in
the cohort of Slovak patients with DCM was as follows: CC (35.7%), CT (55.7%), TT (8.6%), in
controls: CC (43.8%), CT (51.2%), TT (5.0%). Hardy-Weinberg equilibrium was tested for each
group of participants using y2 test. Using this test we compared the genotype and allele frequencies
between patients with dilated cardiomyopathy and controls. The risk allele ,,T* was more frequent
in patients with dilated cardiomyopathy than in controls (36.4% versus 30.6%). Also, the genotype
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,» 1T was more frequent in DCM patients (8.6% vs. 5%). The differences were not statistically
significant (32=1.00; p=0.3162) (¥2=1.13; p=0.2874), the odds ratio was 1.30 (95%CI 0.802-2.100)
and 1.40 (95%CI 0.740-2.071), respectively. The results of this study suggest that the rs10927875
of ZBTB17 gene might play a role in pathogenesis of DCM.

Table 1: Genotype and allele distribution of ZBTB17 gene rs10927875 polymorphism in Slovak
patients with dilated cardiomyopathy and controls

Patients (n=70) Controls (n=80)

Genotype CC 25 357% CC 35 43.8%
distribution CT 39 55.7% CT 41 51.2%
TT 6 8.6% TT 4  5.0%

x2 test = 1.00 p=0.3162
Allele C 89 63.6% C 111 69.4%
distribution T 51 364% T 49 30.6%

x2 test = 1.13 p=0.2874

Discussion
Dilated cardiomyopathy represents a major cause of cardiovascular morbidity and mortality,
often leading to the chronic heart failure and eventually requiring cardiac transplantation.
Pathogenesis of dilated cardiomyopathies is modulated by the interaction of genetic and
environmental risk factors. The response of cardiac tissue may be modulated by multiple genes that
interact with each other, resulting in phenotype, which is likely the outcome of the interaction of the
responsible genes with the genetic background and the environment (Brugada et al. 1997).
Mutations in both sarcomeric (Chang and Potter 2005) and cytoskeletal genes (Jefferies and
Towbin 2010) have been implicated in DCM, but the variable expression and penetrance of each
gene that harbors a different mutation result in vast clinical heterogeneity among patients.
Understanding the genetic heterogeneity of complex polygenic diseases like DCM is
challenging. One of the many achievements in medical genetics over the past decades has been the
ability to visualize sequence differences directly in DNA. These differences, or polymorphisms,
serve as genetic markers of disease (Alameddine and Zafari 2002). The most common form of
genetic variation is the SNP (single nucleotide polymorphism), defined according to the variation of
a single nucleotide occurring in more than 1% of the population. The majority of SNPs are likely to
be allelic variants that do not affect the expression or function of a protein. Such SNPs are
commonly used as genetic markers to localize nearby disease-causing variations in linkage and
association analyses. Single nucleotide polymorphisms that directly influence phenotype may be
located within coding or regulatory regions of genes and can result in disease. In contrast, SNPs
within regulatory regions tend to have more quantitative effects; for example, they may alter the
expression level of a receptor or signaling protein, resulting in a more subtle variation in the
associated phenotype (Ho et al. 2011). To date, only a few common susceptibility alleles for
sporadic DCM have been identified from candidate-gene approaches (Rampersaud et al. 2010).
Recently, a GWAS was performed on a sporadic form of DCM in an European population.
Another study screened approximately 2,000 candidate genes previously implicated in
cardiovascular disease in more than 1,900 sporadic DCM cases in German and French populations.
These studies showed that the SNP rs10927875 in ZBTB17 was associated with DCM (Stark et al.
2010, Villard et al. 2011). Preliminary data suggest that M1Z-1 (a tran-scription factor encoded by
ZBTB17 ) may play a role in the transcriptional activation of numerous other genes (Adhikary et al.
3



2005). Buyandelger et al. (2015) revealed new functions for ZBTB17 gene in the heart,
a transcription factor which may play a role as a novel cardiomyopathy gene.

In this study, we analyzed the relationship between DCM and SNP rs10927875 in the ZBTB17
gene. It has been shown that the ,,T* allele and the ,,TT* genotype of ZBTB17 gene rs10927875
polymorphism were more prevalent in DCM patients compared with the controls, the differences
were not statistically significant (p=0.3162; p=0.2874). Our data, together with the results from
previous GWAS on DCM, substantiate the importance of rs10927875 and related polymorphisms in
the ZBTB17 locus for DCM susceptibility. As it is well known that both immunity and apoptosis
play an important role in the pathology of DCM, the polymorphism rs10927875 in the ZBTB17
gene might be associated with DCM. Clearly, functional studies are required to support these
hypotheses.

Conclusion

The results of the study suggest that rs10927875 polymorphism of ZBTB17 gene might be a risk
factor for the susceptibility to DCM in Slovak patients. The biological mechanism explaining the
association between the polymorphism rs10927875 of ZBTB17 gene and DCM risk remains
unclear. Further studies are necessary to elucidate of the molecular basis of cardiomyopathies.
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VYSKYT DEFORMIT NOH U DETi BRATISLAVSKYCH SKOL

Maria Fuchsova', Eva Nei¢dkova®, Miroslava Duri¢kova’, Dominika Phamova’, Petra
Uhrova?, Tom4§ Zeman?, Silvia Bodorikova®, Monika Zemanova®

! Centrum $pecialnopedagogického vyskumu, Ustav $pecidlnopedagogickych §tadii , Pedagogicka
fakulta, Univerzita Komenského, Racianska 59, 813 34 Bratislava, Slovenska republika, e-mail:
fuchsova@fedu.uniba.sk

? Katedra antropoldgie Prirodovedeckej fakulty UK, Mlynska dolina B2, Ilkovicova 6, 842 15
Bratislava, Slovenska republika, e-mail: nescakova@fns.uniba.sk

¥ Ustav antropologie, Prirodovédecka fakulta, Masarykova univerzita, Kotlafska 2, 611 37 Brno,
Ceska republika

Abstract: The incidence of foot deformities in children from Bratislava schools (Slovakia). The
most common foot deformity is flat foot (pes planus), high arch of foot (pes excavatus) and juvenile
bunion (hallux valgus). In our study, we focused on the presence of these deformities in the
population of Bratislava children aged 6-12 years. We used the method of Chippaux-Smitak index
for analysis of the arch of foot. The results indicate that in the measured children aged 6-12 years
the normal arched foot is most common. The occurrence of flat foot is more frequent than high foot
and more common in boys. The high body mass has a major impact on long-term loading arch of
the foot and it is the main cause of flat foot. The angle of the thumb magnifies in older girls, which
increases the risk of hallux valgus deformity.

Key words: pes planus, pes excavatus, hallux valgus, children aged 6 to 12 years, Central Europe

Uvod

Noha je vel'mi domyselne vytvoreny aparat sliziaci k pohybu ¢loveka. Narusenie prirodzeného
vyvinu obvykle vedie k postihnutiu funkénej kapacity nohy (Kaminek, Gallo a Ditmar 2003).
K najcastejSim deformitdm nohy patri plocha a vysokd noha a vboceny palec. Ploch4d noha (pes
planus) je deformita charakterizovana vyraznym znizenim pozdiznej klenby nohy. V obdobi rastu
vznika Casto flexibilna detskd plocha noha, kedy dochadza k zvySenému ochabnutiu vaziv. Jej
pri¢inou mdze byt’ aj obezita, malnutricia, chronicka inava alebo nevhodna obuv (Adamec 2005).
Pri vysokej nohe (pes excavatus) je abnormalne vyklenuta pozdizna klenba nohy. Jej pri¢inou je
nerovnovéha ¢innosti svalov nohy alytka na kiby nohy a asto vznikd pri vrodenych alebo
ziskanych neurologickych ochoreniach (Novotna 2001). Vboceny palec (hallux valgus) je u deti
pomerne malo Castd deformita nohy. Pacienti pred 20. rokom Zivota sa obyCajne st'azuju iba na
pretrvavajuci pluzgier a jeho kozmeticky vzhl'ad. Odhaduje sa, Ze priblizne 40 az 50 % pluzgierov
Vv dospelosti ma svoj pociatok uz v detstve (Chell a Dhar 2014). V tejto $tadii sme sa zamerali na
vyskyt deformit v populécii deti z Bratislavy vo veku 6 az 12 rokov, kde hodnotime, ako sa vyskyt
deformit meni vekom zvlast' u diev¢at achlapcov, aako sa meni so zvySujucou sa telesnou
hmotnost’ou.

Subor a metody

Vyskumu zaoberajicim sa deformitou nohy sa dobrovolne, so stihlasom zakonného zastupcu,
zG&astnilo 297 deti (158 dievéat a 139 chlapcov) vo veku 6 az 12 rokov zo ZS Turnianskej
a Spojenej skoly Tilgnerovej v Bratislave. Plantografickou metodou, metédou odtlackov néh, sme
hodnotili najvacsiu a najmensiu Sirku odtlacku nohy. Tieto rozmery sme pouzili na analyzu klenby
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nohy pomocou metddy indexu Chippaux-Smiiak (CHSI) na lavej aj pravej nohe (Klementa 1988).
Ak bol pomer najvéacsej a najmensej Sirky vacsi ako 45 %, jedinec mal plochu nohu (1. stupeii — P1
=45 % — 50 %, 2. stupenn — P2 = 50 % — 60 %, 3. stupen — P3 = viac ako 60 %). Vysoka noha je
uréena vzdialenostou medzi proximalnou a distalnou ¢astou plantogramu (1. stupeni — V1 = menej
ako 1,5 cm, 2. stupeit — V2 = 1,5 cm — 3 cm, 3. stupeii — V3 = viac ako 3 cm). Standardnymi
somatometrickymi postupmi sa zstili rozmery telesnej vysky a telesnej hmotnosti, ktoré sme pouzili
na vypoCet Body mass indexu (BMI). Body mass index sme nasledne korelovali s indexom
hodnotiacim klenbu nohy (indexom Chippaux-Smiiak). Uhol palca sme hodnotili podla Weisfloga
(Riegerova, Zeravova a Pestukova 2003), ktory poklada uhol 9° za limitujuci. Palec sa poklada za
relativne rovnobezny s osou nohy, ak ma uhol palca mensiu hodnotu ako 9°. Pri uhle va¢som ako
9° mozno hovorit" o deformite (ide o valgdéznu polohu). Negativna hodnota uhla (velkost uhla
vyjadrena zapornou hodnotou) poukazuje na var6znu polohu palca.

Na Sstatistické spracovanie udajov sa pouzil Statisticky program SPSS vs. 17. Analyza sa
zamerala na testovanie intersexualnych rozdielov strednych hodnét indexu Chippaux-Smiiak
pouzitim dvojvyberového t-testu alebo neparametrickych testov — V zavislosti od normality
rozdelenia parametrov. Na vyjadrenie zavislosti medzi priemernymi hodnotami indexov Chippaux-
Smitak a BMI, prip. vekom a uhlom palca, sa vypocitali korelaéné koeficienty (rp — normalne
rozdelenie, rs — ak data nemali normalne rozdelenie). V tab. 1 su zobrazené zakladné Statistické
udaje jednotlivych rozmerov a indexov.

Tab. 1: Zakladné Statistické tidaje antropometrickych rozmerov dievcat a chlapcov vo veku 6 az 12
rokov
Table 1: The basic statistics of anthropometric dimensions of girls and boys aged 6-12 years

Antropometrické rozmery — dievcata | Priemer | Median | Min Max SD
Uhol palca (lavy) (°) 3,47 4,00] -18,00 17,00 5,66
Uhol palca (pravy) (°) 2,06 3,00 -22,00 18,00 6,68
Chippaux-Smifak index (lavy) 27,20 27,27 429| 6087| 10,46
Chippaux-Smifak index (pravy) 28,47 28,47 5,88 67,06 10,44
Body mass index 17,20 16,53 11,84 30,56 2,83
Antropometrické rozmery — chlapci | Priemer | Median | Min Max SD
Uhol palca (I'avy) (°) 3,48 4,00/ -18,00 16,00 6,31
Uhol palca (pravy) (°) 2,98 4,00/ -13,00 23,00 6,47
Chippaux-Smifak index (Pavy) 32,51 31,70 6,94| 8281| 13,40
Chippaux-Smifak index (pravy) 32,78 31,14 8,54| 73,33| 12,58
Body mass index 17,66 17,16 12,47 27,16 2,82

Vysledky a diskusia

Tab. 2 zobrazuje vyskyt jednotlivych foriem nohy hodnotenej z plantogramov podla metody
indexu Chippaux-Smitak u deti vo veku 6 az 12 rokov. Zistili sme, Ze deti skimaného siiboru maji
najéastejSie normalne klenut nohu, konkrétne 2. stupen (N2 = 45,86 % — 48,73 %). Vyskyt plochej
nohy sa pohyboval v rozpéti 3,18 % — 12,96 %, kym vyskyt vysokej nohy sa pohyboval v rozpati
4,34 % — 6,37 % (tab. 2). Reimers, Pedersen a Brodersen (1995) poukazuju na zvySujuce sa
percento vyskytu vysokej nohy u deti od 3 do 16 rokov z dvoch na sedem percent. V nasom subore
6- az 12-ro¢nych deti sa vysoka noha vyskytovala najcastejSie vo vekovej skupine 9-ro¢nych (Styri
dievcata = 2,53 %; traja chlapci = 2,16 %). Vzhl'adom na nizky pocet deti, ktoré mali vysoka nohu,
sme vztah medzi vyskytom deformity a vekom deti nezistovali, preto nemdézeme jednoznacne
potvrdit’, ako sa meni vyskyt vysokej nohy v skupine naSich deti od 6 do 12 rokov. Obojstrannii
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plochost’ néh sme zaznamenali u troch dievéat (1,9 %) a desiatich chlapcov (7,19 %). Obojstrannti
vysoka nohu malo 3,16 % dievéat a 2,16 % chlapcov (pét’ dievcat a traja chlapci). Obojstranne sa
vyskytujuca plocha alebo vysoké noha je nasledne va¢sim lieCebnym a rehabilitacnym problémom
ako vyskyt deformity jednostranny (Klementa 1988).

Tab. 2: Percentualny vyskyt normalnej, plochej a vysokej nohy u deti vo veku 6 az 12 rokov
Table 2: The percentage of normal, flat and high foot in children aged 6 to 12 years

Dievcata Chlapci
Lava noha Prava noha Lava noha Prava noha
N % N % N % N %
Normalne N1 61 38,85 54 34,18 38 27,34 38 27,54
klenuta N2 72 45,86 77 48,73 67 48,20 65 47,10
noha N3 9 5,73 13 8,23 9 6,47 13 9,42
Plocha P1 2 1,27 3 1,90 7 5,04 4 2,90
el p2 2 1,27 2 1,27 7 5,04 5 3,62
P3 1 0,64 1 0,63 4 2,88 7 5,07
i V1 4 2,55 2 1,27 2 1,44 3 2,17
Vrf gﬁlga V2 4 255 4| 253] 5 360 2 1,45
V3 2 1,27 2 1,27 0 0,00 1 0,72
Spolu 157 100,00 158| 100,00| 139 100,00 138 100,00

Poznamka: N1 = 0,1 — 25,0 %, N2 = 25,1 — 40,0 %, N3 = 40,1 — 45,0 %, P1 = 45 — 50 %, P2 = 50 — 60 %, P3 = viac ako
60 %, V1 =menej ako 1,5cm, V2=15cm -3 cm, V3 =viac ako 3 cm

Pfeiffer et al. (2006) sa zaoberali vyskytom plochej nohy u deti vo veku troch az Sest’ rokov.
Percento vyskytu plochej nohy u deti tejto vekovej skupiny predstavuje 44 %. NizSie percento
vyskytu plochej nohy (9,76 % deti) Vv tejto $tudii mozno pripisovat’ vyssiemu veku deti skimaného
stboru (6 — 12 rokov). Rose (1990) potvrdzuje, ze kritickym vekom pre vyskyt plochej nohy je
prave vek Sest’ rokov auréenie plochej nohy pred tymto vekom mdze viest k nadhodnoteniu
problému. Ezema, Abaraogu a Okafor (2014) zaznamenali prevalenciu plochej nohy u deti
z Nigérie vo veku 6 az 10 rokov s hodnotou 22,4 %, kym deti zo Spanielska vo veku 4 az 13 rokov
mali zase niz$i vyskyt plochej nohy — menej ako 2,7 % (Pfeiffer et al. 2006). Nemo6zeme preto
vyludit’ ani etnické rozdiely v morfologii nohy.

Ziskané vysledky nasledne preukazali vyssiu pravdepodobnost’ vyskytu plochej nohy u chlapcov
(11 — 13 %) ako u dievéat (3 — 4 %) vo veku 6 az 12 rokov. Statisticky vy3si vyskyt plochej nohy
mali 8- a 11-ro¢ni chlapci na pravej nohe a 9- a 12-ro¢ni chlapci na I'avej nohe (p < 0,05, tab. 3).
Tento vztah potvrdzuju viaceré vyskumy: vyskum taiwanskych autorov na vzorke 2083 deti vo
veku 7 az 12 rokov (Chang et al. 2010) a vyskum gréckych autorov na vzorke viac ako 5 000 deti
vo veku 6 az 17 rokov (Mueller, Host a Norton 1993). Vacsi vyskyt plochej nohy u deti muzského
pohlavia sa da vysvetlit vacSou valgozitou zadnej Casti nohy a zaostdvanim vo vyvine oproti
dievCatam. Vacsi vyskyt plochej nohy u zien zaznamenal Eluwa et al. (2009) az vo vekovej skupine
20 az 30 rokov. Otazkou zostava, v ktorom veku sa tento vztah meni v smere jedincov Zzenského
pohlavia. Vyskum na zdkladnych a strednych Skoldch v Bratislave nad’alej pokracuje, preto
Vv blizkej budicnosti budeme mozno schopni na danu vyskumnt otazku odpovedat’.

Dalej sme zistili, Ze vyskyt plochej nohy klesa so zvysujiicim sa vekom. Statisticka vyznamnost’
tohto vzt'ahu sa potvrdila iba na l'avej nohe (p < 0,05 tab. 4). Podobné vysledky dosiahli viaceri
autori (Ezma, Abaraogu a Okafor 2014, Pfeiffer et al. 2016). U Sestro¢nych deti skimaného suboru
bola hodnota indexu Chippaux-Smitak vyssia ako u 12-roénych deti, a to bez ohladu na pohlavie,



rovnako na lavej aj pravej nohe (tab. 3). Pozitivne zistenie mohol ovplyvnit’ fakt, Ze deti prvych
roc¢nikov (6- az 7-rocné) naozaj nosili poc¢as vyucovania ortopedicku obuv ako prezuvky.

Tab. 3: Intersexualne rozdiely indexu Chippaux-grpifék v jednotlivych vekovych skupinach

Table 3: The intersexual differences of Chippaux-Smirdk’s index in individual age groups

Vek Dievcata Chlapci Spolu t-test
CHSL L |CHSI_P | CHSI L | CHSI_P | CHSI L’ | CHSI_P|CHSI | CHSI_P

6,00 — 7,00 26,11 30,77 32,89 30,66 26,63 30,77| ns. n.s.

7,00 - 8,00 32,00| 30,77 32,92 32,39 32,45 32,39 ns. n.s.

8,00 - 9,00 31,44 28,19 27,50 32,91 29,55 29,58| ns. *
9,00 - 10,00 24,47 27,03 31,58 30,83 28,57| 30,00 * n.s.
10,00 -11,00 25,61| 26,49 31,82 28,40 27,941 27,06 n.s. n.s.
11,00 - 12,00 2532 29,95 31,22 31,05 27,71 30,25| ns. *

12,00 - 13,00 18,82 22,97 32,97 29,79 19,74 24,58 * n.s.

Pozndamka: CHSI L a CHSI_P — hodnota medidnu indexu Chippaux-Smiiak na lavej a pravej nohe,
Nn.s. — nesignifikantné, * —p < 0,05

Tab. 4: Korelacie medzi vekom (6 — 12 rokov) a hodnotou indexu Chippaux-Smitak
Table 4: The correlation between chronological age and Chippaux-Smirdk’s index

Dievdéata Chlapci Spolu
CHSI & CHSI. P | CHSL I | CHSI_P | CHSI L | CHSI_P
Vek Ip - 0,161 - 0,098 - 0,097 - 0,018 - 0,128 - 0,089
p 0,590 0,247 0,285 0,837 0,032 0,135

Poznamka: rp — hodnota Pearsonovho korelacného koeficientu vyjadrujica zavislost medzi vekom
a indexom urcujiicim plochost néh (Chippaux-Smiréak index — CHSI), p — najvicsia hodnota, pri
ktorej este nezamietame nulovii hypotézu (Hy = ukazovatele vek a index Chippaux-Smirdk sii
nezavisle)

Vysok4 telesnd hmotnost’ ma vel’ky vplyv na dlhodobé zat'azovanie a pretaZovanie klenby nohy
atym aj na vznik plochej nohy (Riegerova, Zeravova a PeStukova 2003). Vysledky tejto tudie
preukazali vztah medzi telesnou hmotnost'ou a vyskytom plochej nohy (tab. 5). So zvySujicou sa
hodnotou BMI indexu sa zvyS$ovala hodnota indexu Chippaux-Smiték, ¢im sa zvysuje riziko vzniku
plochej nohy.

Tab. 5: Korelacie medzi hodnotou indexu BMI a indexu Chippaux-Smitak
Table 5: The correlation between BMI and Chippaux-Smirdk’s index

Dievcata Chlapci Spolu
CHSI CHSI P | CHSILE | CHSI P | CHSI L | CHSI_P
BMI r's 0,213 0,197 0,073 0,079 0,161 0,132
p 0,012 0,019 0,419 0,386 0,007 0,027
Poznamka:

rs —hodnota Spearmanovho korelacného koeficientu vyjadrujica zdavislost’ medzi indexom obezity
(BMI) a indexom urcujiicim plochost néh (Chippaux-Smirak index - CHSI)

p — najvdcsia hodnota, pri ktorej este nezamietame nulovii hypotézu (Ho = ukazovatele BMI a index
Chippaux-Smirdk sii nezavislé)



Deformita hallux valgus u deti je pomerne zriedkava. Viac ako 80 % deti, ktoré maju tuto formu
deformity, je zenského pohlavia, a priblizne u polovice z nich sa objavuje deformita pred desiatym
rokom zivota (Chell a Dhar 2014). V skimanom subore sme zaznamenali vyskyt vbo¢eného palca
(>9°) ull % (prava noha) a 14 % (I'ava noha) 6- az 12-rocnych dievcat a 12 % (pravéa noha) a 16
% (lava noha) 6- az 12-ro¢nych chlapcov (tab. 6). Abnormalne hodnoty (> 15°) dosiahli Styri
dievcata (2,53 %) a osem chlapcov (5,75 %).

Tab. 6: Percentualne zobrazenie vyskytu valgéozneho (> 9°) a varézneho (< 0°) postavenia palca u
deti vo veku 6 az 12 rokov
Table 6: The percentage of valgus and varus position of thumb in children aged 6 to12 years

Dievcata (N = 158) Chlapci (N = 139)
Lava noha Prava noha Lava noha Prava noha
N % N % N % N %
>9° 22 13,92 18 11,39 23 16,55 17 12,23
<0° 21 13,29 40 25,32 28 20,14 27 19,42

U dievcat sa uhol palca vekom (od 6 do 12 rokov) zvysSoval (p < 0,05, tab. 7), ¢im sa so
zvySujucim vekom zvySuje aj riziko deformity hallux valgus. Vyssi vyskyt deformity u zien (v
dospelosti v pomere 15:1) byva Casto spajany s nosenim prilichavej obuvi a topanok s vysokym
opitkom. U zien navyse rychlejsie dochadza k ochabnutiu véziv a svoju ulohu méze tiez zohravat
aj ina kostna anatomia nohy (Hecht a Lin 2014).

Tab. 7: Korelacie medzi vekom (6 — 12 rokov) a uhlom palca
Table 7: The correlation between age (6 to 12 years) and angle of thumb

Dievcata Chlapci Spolu
UP L UP_P UP L UP_P UP L UP_P
Vek I's 0,217 0,181 -0,179 -0,146 0,021 0,003
p 0,008 0,027 0,053 0,101 0,727 0,083

Poznamka: UP L' aUP_P — hodnota uhlu palca na lavej apravej nohe, rs — hodnota
Spearmanovho korelacného koeficientu vyjadrujica zavislost medzi vekom a uhlom palca, p —
najvdcsia hodnota, pri ktorej este nezamietame nulovu hypotézu (Ho = ukazovatele vek uhol palca
Su nezavisleé)

Zaver

Zo zistenych udajov vyplyva, Ze udeti vo veku 6 az 12 rokov z Bratislavy sa najcastejSie
vyskytuje normalne klenutd noha. Vyskyt plochej nohy je v tejto vekovej skupine CastejSi ako
vyskyt vysokej nohy a castejsi je u chlapcov. Vekom sa vyskyt plochej nohy u oboch pohlavi
znizuje. Velka telesna hmotnost’ mé vyznamny vplyv na dlhodobé zatazovanie klenby nohy a tym
aj na vznik plochej nohy. Vyskyt vboceného palca vo vekovej kategorii 6 az 12 rokov je nizky.
Vekom sa jeho hodnota zvySuje hlavne u dievéat, ¢im sa zvySuje riziko vzniku deformity hallux
valgus.
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Abstract: Polymorphism of FTO gene as risk factor for obesity in patients with dilated
cardiomyopathy. The genetic variation of FTO gene is risk factor for obesity. Considering the
obesity is serious cardiometabolic risk factor, its neurohormonal and metabolic abnormalities would
contribute to the pathogenesis of cardiomyopathies. The aim of this study was to analyse the FTO
rs9939609 A/T single nucleotide polymorphism in patients with dilated cardiomyopathy. A total of
47 patients were compared to 104 healthy controls. Genotyping was performed by the real-time
polymerase chain reaction method using Tagman® SNP genotyping assay. On ANOVA analysis,
we found significant differences in mean values of BMI (p=0.004). The frequency of risk allele A of
rs9939609 polymorphism was significantly higher in obese (60%) than in non-obese (38%) patients
with dilated cardiomyopathy (OR (95%Cl1)=2.353 (1.024-5.405), p=0.044). The FTO is associated
with risk of obesity in patients with dilated cardiomyopathy. Awareness of the FTO risk genotype
may help to identify to obesity susceptible individuals what could improve the overall approach to
preventing and treating cardiomyopathies in clinical practice.

Key words: heart disease, genetics, neurohormonal and metabolic abnormalities, Central Europe

Uvod

Epidémia obezity predstavuje jednu z najzavaznejSich vyziev pre verejné zdravotnictvo, pretoze
zdravotnu starostlivost’ spolo¢nosti.

Obezita je vyznamnym rizikovym faktorom, ktory prispieva k vzniku arozvoju mnohych
metabolickych a kardiovaskuldrnych ochoreni. U pacientov s obezitou je z dovodu zabezpecenia
vyS§Sich metabolickych potrieb zvySeny aj srdcovy vykon (Lauer et al. 1991). ZvySuje sa celkovy
objem krvi a dochadza k objemovému zataZeniu l'avej srdcovej komory, v dosledku coho Tahsie
vznikaju rozne dysrytmie (Farsky 2010). Obezita spdsobuje nielen mechanické zataZenie lavej
komory, ale aj lipotoxické poskodenie myokardu a nasledny vyvin ventrikularnej kontraktilnej
dysfunkcie. Myokardova lipotoxicita je proces, kedy pri obezite z dovodu nerovnovahy medzi
prijmom a vyuZitim volnych mastnych kyselin a triglyceridov, dochiddza k ich akumulacii v
kardiomyocytoch, ¢o mdze viest k dysfunkcii myokardu (Alpert et al. 2014). Riziko vzniku
kardiomyopatie zvySuje zvlast morbidna obezita, ktord suvisi s chronickym objemovym
pretazenim, poruchami elektrického rytmu, ¢i ventrikuldrnou hypertrofiou a dilataciou (Alpert
2001). Pri obezite v doésledku zvySeného podielu tukového tkaniva tak dochadza ku vzniku
neurohormonalnych a metabolickych abnormalit, ako aj k hemodynamickym zmendm, ktoré moézu
viest’ k srdcovej remodelacii, pripadne k dysfunkcii myokardu a v kone¢nom dosledku zapricinit’
srdcové zlyhanie az smrt’ (Lavie, Milani a Ventura 2009, Alpert et al. 2014).
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Obezita je komplexné multifaktorialne ochorenie, v patogenéze ktoré¢ho sa uplatiuje vzajomna
interakcia metabolickych, behaviordlnych, enviromentdlnych a genetickych faktorov. Vplyv
genetickej zloZky na rozvoj obezity je odhadovany na 30 az 70 %. S rozvojom molekularnej
genetiky nastal pokrok aj vo vyskume obezity s cielom identifikovat’ gény, ktorych mutécie vedu
Kk jej jednotlivym formam. Jednym z poslednych identifikovanych génov polygénnej obezity je
kandidatny gén FTO (,,fat mass and obesity associated). FTO (s celkovym rozpétim viac nez 400
kb) je lokalizovany na chromozdéme 16ql12.2. VicSina pravdepodobne funk¢éne zaujimavych
polymorfizmov sa nachadza v prvom introne (Loos a Bouchard 2008), tak ako aj polymorfizmus
19939609, ktory je povazovany za vyznamny rizikovy faktor pre obezitu (Frayling et al. 2007).

Kardiomyopatie maja cely rad pri¢in aje preto nevyhnutné zacielit vyskum na ich
etiopatogenézu a analyzu rizikovych faktorov, ktoré vedu K ich vzniku alebo zhorSuju samotny
priebeh ochorenia.

Subor a metodika

Cielom Stadie bolo pouzitim metddy real-time PCR analyzovat’ polymorfizmus rs9939609 génu
FTO u 47 pacientov s diagnostikovanou dilatatnou kardiomyopatiou (DKMP). Priemerny vek
pacientov s DKMP bol 57,68 + 14,08 rokov. Kontrolny subor tvorilo 104 nepribuznych jedincov
bez vyskytu akychkol'vek kardiovaskularnych komplikacii. Priemerny vek v kontrolnom subore bol
40,78 + 14,95 rokov. V stibore pacientov a kontrol boli Standardnymi metdédami vykonané
antropometrické merania telesnej vySky (cm), telesnej hmotnosti (kg), obvodu pasa (cm) a obvodu
bokov (cm) a nasledne boli vypocitané indexy BMI (pomer telesnej hmotnosti ku $tvorcu telesne;j
vysky) a WHR (pomer obvodu pasa k obvodu bokov). Pre posudenie obezity v stibore pacientov
s DKMP boli vybrané kritické hodnoty BMI > 30 kg/m2 (WHO 1995). VSetci probandi $tudie
podpisali informovany suhlas v stulade s odporucaniami Helsinskej deklaracie. Genomickd DNA
bola izolovana z periférnej krvi podla Standardného protokolu pouzitého komeréného extrakéného
kitu (Promega, Madison, USA). Genotypizacia bola prevedena na pristroji 7500 Fast Real-time
PCR Systém (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Na Statistickil analyzu dat boli pouzité
parametrické testy v programe SPSS pre Windows verzia 19.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA).
Rozdiely medzi skupinami boli testované pouZzitim Pearsonovho chi-kvadratového testu pre
kategorické premenné a pre kontinudlne premenné bol podla potreby pouzity Studentov t-test a
ANOVA. Asociacnd analyza bola prevedena logistickou regresiou. Pre vSetky testy bola za
kritérium Statistickej vyznamnosti zvolend hodnota p < 0,05.

Vysledky a diskusia

Deskriptivna charakteristika vySetrovaného suboru pacientov s dilatatnou kardiomyopatiou
a kontrolného suboru je uvedena v tab. 1. V distribucii genotypov analyzovaného polymorfizmu
r$9939609 génu FTO nebola ani v jednej skupine pozorovana $tatisticky signifikantna odchylka od
Hardy-Weinbergovej rovnovahy (tab. 2). Distriblicia genotypovych a alelovych frekvencii
polymorfizmu rs9939609 génu FTO v analyzovanom subore pacientov s DKMP av kontrolnom
stbore je znazornena v tab. 2. Rozlozenie genotypov v skupine pacientov v porovnani s kontrolnou
skupinou nebolo Statisticky vyznamné (p = 0,895), rovnako ako ani rizikova alela A nebola
zaznamenana v Statisticky vyznamne vysSej frekvencii v skupine pacientov (48 %) Vv porovnani
s kontrolami (45 %) (p = 0,665).

Gén FTO je jednym z poslednych identifikovanych génov polygénnej obezity. Frayling et al.
(2007) ako prvi identifikovali bezny variant 19939609 v géne FTO ako rizikovy faktor pre obezitu.
Jedinci homozygotni pre rizikovi alelu A vazili o 3 — 4 kg viac v porovnani s tymi, ktori rizikovi
alelu nemali. Kazda rizikova alela zvySuje BMI priblizne 0 0,40 — 0,66 kg/m? resp. o 1,3 — 2,1 kg
telesnej hmotnosti (Frayling et al. 2007). Podobne sme aj my v stbore pacientov s dilatacnou
kardiomyopatiou pozorovali signifikantny rozdiel v priemernych hodnotidch indexu BMI medzi
jednotlivymi genotypmi (obr. 1). U jedincov s genotypom bez rizikovej alely (TT) bola priemerna
hodnota BMI 27,461 + 4,183 kg/m?, kym jedinci s genotypom AT mali priemern hodnotu 29,061 +
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5,331 kg/m? a jedinci s mutantnym genotypom (AA) mali priemerni hodnotu BMI az 35,096 +
6,610 kg/m?* (p = 0,004). Signifikantny rozdiel medzi jednotlivymi genotypmi bol okrem BMI,
podobne ako v inych studiach (Scuteri et al. 2007, Peeters et al. 2008, Andreasen et al. 2008),
pozorovany aj v priemernych hodnotéch telesnej hmotnosti (data nie su uvedené).

Obr. 1: Rozdiel vhodnotach BMI 48,0+ -
(priemer + SD) medzi genotypmi 45,0 ANOVA  p=004
polymorfizmu 1s9939609 génu FTO 42,0
u pacientov s DKMP — 39,0-
Fig. 1: Differences in BMI values 'é 36,0-
(mean + SD) between genotypes of E 33,0 T
rs9939609 polymorphism of FTO gene 5 30.0°
in patients with DCMP = 27.0-
A oy 0
21,04 J_ T
18,0
15,0 - T I
TT AT AA
genotyp

Tab. 1: Deskriptivna charakteristika suboru pacientov s DKMP a kontrolného suboru
Table 1: Descriptive characteristics of DCM patients and controls

Subor Pacienti s DKMP Kontroly

(N = 47) (N = 104) P hodnota
Parameter Priemer + SD Priemer + SD
Vek 57,68 + 14,08 40,78 + 14,95 <0,001
Telesna vyska v cm 173,21 +£ 10,31 170,47 + 8,64 0,092
Telesna hmotnost’ v kg 90,02 +20,14 74,61 + 16,03 < 0,001
BMI (kg/m?) 29,94 + 5,95 25,61+ 4,75 < 0,001
Obvod péasa v cm 105,59 + 15,58 86,74 + 14,39 <0,001
Obvod bokov v cm 108,67 £ 11,62 101,60+ 9,23 < 0,001
WHR 0,97 = 0,08 0,85+ 0,10 < 0,001

Vysvetlivky: DKMP — dilata¢na kardiomyopatia, N — pocet jedincov, SD — smerodajna odchylka, BMI — index telesnej
hmotnosti, WHR — pomer obvodu pasa k obvodu bokov

Pre detailnejSiu analyzu sme subor pacientov s DKMP rozdelili podla WHO kategorizacie BMI
na jedincov s hodnotou BMI > 30 kg/m? (obézni pacienti s DKMP) a subor jedincov BMI < 30
kg/m?® (neobézni pacienti s DKMP). Zistili sme signifikantné rozdiely v genotypovej distribiicii (p =
0,040). V skupine obéznych pacientov s DKMP sme detegovali 38,1 % jedincov s homozygotnym
genotypom AA, 42,9 % jedincov s heterozygotnym genotypom AT a 19 % jedincov s genotypom
TT. V subore neobéznych pacientov bola frekvencia genotypu AA len 7,7 %, genotypu AT 61,5 %
a genotypu TT 30,8 % (tab. 3). Frekvencia rizikovej alely bola u obéznych pacientov 60 %, kym
u jedincov bez vyskytu obezity len 38 %. Asociacnd analyza odhalila, Ze pritomnost’ mutantnej
alely A predstavuje vyssie riziko obezity (OR (95 % CI) = 2,353 (1,024-5,405), p = 0,044).
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Tab. 2: Frekvencia polymorfizmu rs9939609 génu FTO u pacientov s DKMP a u kontrolného
suboru
Table 2: Frequency of rs9939609 polymorphism of FTO gene in DCM patients and controls

Polymorfizmus Pacienti s DKMP Kontroly P hodnota
rs9939609 A/T (N = 47) (N =104)
Genotyp TT 12 (25,5 %) 29 (27,9 %)
AT 25 (53,2 %) 56 (53,8 %)
AA 10 (21,3 %) 19 (18,3 %)
HWE p = 0,652 p=0,375
Rozdiel , e
genotypovej distriblicie X =0221;df=2 0,895
Frekvencia alely A 48 % 45 %
Alelova asociacia OR (95 % Cl) =1,114 (0,684 — 1,815) 0,665

Vysvetlivky: DKMP — dilata¢na kardiomyopatia, N — pocet jedincov, HWE — Hardy-Weinbergova rovnovaha, x* — chi
kvadrat, df — stupeni vol'nosti, OR — odds ratio = pravdepodobnost’ vyskytu, (95%CI)-interval spolahlivosti

Tab. 3: Alelova a genotypova frekvencia polymorfizmu rs9939609 génu FTO U obéznych
a neobéznych pacientov s dilataénou kardiomyopatiou

Table 3: Alelle and genotype frequency of rs9939609 polymorphism of FTO gene in obese and
nonobese patients with dilated cardiomyopathy

Polymorfizmus Obézni pacienti s DKMP  Neobézni pacienti s DKMP P hodnota

rs9939609 A/T (N = 21) (N = 26)
Genotyp TT 4 (19,0 %) 8 (30,8 %)
AT 9 (42,9 %) 16 (61,5 %)
AA 8 (38,1 %) 2 (7,7 %)
Rozdiel 5 _ e
genotypovej distribucie X' = 6,434 df =2 0,040
Frekvencia alely A 60 % 38 %
Alelova asociacia OR (95 % CI) =2,353 (1,024-5,405) 0,044

Vysvetlivky: DKMP — dilata¢na kardiomyopatia, N — pocet jedincov, x2 — chi kvadrat, df — stupeii vol'nosti, OR — odds
ratio = pravdepodobnost’ vyskytu, (95%CI) — interval spol'ahlivosti

Zaver

Vyhodnotenim vysledkov genetickej analyzy sme zistili Statisticky vyznamnu asociaciu
genetického variantu rs9939609 génu FTO s obezitou u pacientov s dilataénou kardiomyopatiou.

Obezita je komorbidita, ktord predstavuje zavazné metabolické a kardiovaskularne rizika, preto
je jej pritomnost’ u pacientov s kardiomyopatiou neziaduca. Testovanie genetickych rizikovych
markerov pre obezitu u pacientov s dilatatnou kardiomyopatiou ma potencial vyuzitia v klinickej
praxi pri individudlnom zostavovani ich preventivneho alebo terapeutického programu s cielom
eliminacie komplikécii kardiomyopatii a zlepSenia ich prognozy. Genetické faktory predisponuju
k obezite, avsak fenotypova expresia je podmienena a modifikovana vplyvmi zivotného prostredia,
Co treba zohladnit v prevencii aliecbe rizikovych jedincov. Plati to najmid vtedy, ak
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nefarmakologické intervencie zamerané na redukciu hmotnosti, ako diétny plan a zvysenie fyzickej
aktivity, moézu utychto pacientov priaznivo ovplyvnit neurohumoralnu rovnovéahu
a kardiometabolické rizikové faktory (Alpert et al. 2014).
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Abstract: Paternal lineage | in patients with ischemic heart disease from Slovakia. The hypothesis
of recent studies confirms that males carrying the paternal lineage I are more likely to suffer from
ischemic heart disease than males with other Y-haplogroup. We tested 190 patients with ischemic
heart disease and 180 males of control group using Y-SNPs. Results indicated that haplogroup | is
no associated with significantly increased risk of ischemic heart disease compared to other ancient
lineages ([OR] 1.0830, 95 % CI 0.6694-1.7523, p=0.7454). Haplogroup | was no significantly
more common in patients than in controls (24.21 % [n=46] vs. 22.47 % [n=41]). We didn’t found
association between I-haplogroup and traditional heart risk factors such as body mass index,
cholesterol levels, blood sugar levels, high blood pressure or smoking.

Key words: cardiovascular risk factors, polymorphisms, Y-haplogroup, Y-chromosome, Central
Europe

Uvod

Kardiovaskularne ochorenia patria na Slovensku medzi choroby s az 2,5-nasobne vysSou
umrtnostou ako vo vacsSine krajin vyspelej Europy. Pri¢ina tohto stavu vychadza z faktu, ze devat
z desiatich obcanov Slovenskej republiky méa minimalne jeden rizikovy faktor, va¢sina ma dva az
tri rizikové faktory suvisiace s kardiovaskularnym rizikom (Kamensky a Pella 2010). Rastice
mnozstvo dokazov naznacuje, ze Specificka oblast’ chromozomu Y tzv. MSY (male specific region
of Y chromosome) méze byt d’als§im rizikovym faktorom v etiologii ischemickej choroby srdca
(ICHS) u muzov. Viaceré $tudie potvrdzuji asociaciu jednonukleotidovych polymorfizmov (SNP —
single nucleotide polymorphism) MSY oblasti s krvnym tlakom, s hladinou cholesterolu a
infarktom myokardu (Charchar et al. 2012, Tomaszewki et al. 2010). MSY oblast’ je rozdelena do
hlavnych 20 haploskupin, ktoré st geograficky aj etnicky orientované. Fylogenetické Studie zistili,
Ze jedna z najbeznejSich europskych linii Y chromozému — haploskupina I, je spojena so zvysenym
rizikom ischemickej choroby srdca (Bloomer et al. 2013, Charchar et al. 2012). Evolu¢ne
rozpoznavacim znakom tejto haploskupiny je, Ze nebola najdena v paleolitickych pozostatkoch
mimo Eurdpy. Nositelia pravdepodobne prisli z oblasti Stredného vychodu ako lovci a zberaci
Vv obdobi paleolitu priblizne pred 25 000 rokmi (Semino et al. 2000). Haploskupina 1 je rozdielne
distribuovana po celej Eurdpe: ma vyssiu prevalenciu v Skandinavii (15 — 40 %) a niz§i vyskyt v
juznej Eurdpe (3 — 15 %) (Rootsi et al. 2004). Prave v krajinach ako je Spanielsko, Francuzsko a
krajiny Apeninského polostrova, je mortalita na kardiovaskularne ochorenia signifikatne nizsia nez
v severskych Krajinach Europy (Vollset 2010).

Vychadzajac z vysSie uvedenych tvrdeni nasim cielom bolo stanovit mozni asociaciu
polymorfizmov Y chromozému charakterizujucich paternalnu liniu I s ischemickou chorobou srdca
aj u slovenskych pacientov a zaradit’ ju medzi rizikové faktory uvedeného ochorenia. Sucasny
vyskum kardiovaskuldrnych chordb je zamerany na identifikdciu genetickych a environmentalnych
faktorov, ako aj na sledovanie najdodlezitejSich rizikovych faktorov (fajéenie, cukrovka, obezita,
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hypertenzia). Preto sme zistovali aj to, ¢i haploskupina I na chromozéme Y bude mat’ vplyv aj na
hodnotu tradi¢nych rizikovych faktorov ICHS v skupine sledovanych probandov.

Subor a metédy

Genomicka DNA bola extrahovana z periférnej krvi a bukalnych sterov 190 pacientov s ICHS a
180 zdravych jedincov kontrolného stiboru s vyuzitim komer¢ného kitu ReliaPrep Blood and Tissue
gDNA MiniPrep System (Promega) podla vopred stanoveného protokolu. Jedinci kontrolného
stiboru boli zdravi bez kardiovaskularneho ochorenia. Vsetci sledovani jedinci pochadzali z oblasti
vychodného Slovenska. U probandov sme sledovali klinické, biochemické a antropometrické
parametre: vek, BMI (hmotnost’ v kg/vyika v m?), krvny tlak, lipidovy profil (HDL, LDL, tCHol,
triglyceroly), glukézu, pritomnost’ diabetes mellitus, fajéenie (pozri tabulky). Vsetci z(castneni
podpisali informovany suhlas o pouziti vzorky DNA na vedecko-vyskumné ucely.

Vyber Y-SNP polymorfizmov, ktoré charakterizujii potencionélne rizikova haploskupinu I v
slovenskej populacii, bol stanoveny na zaklade International Society of Genetic Genealogy (ISOGG
2016). V analyzovanych stuboroch sme sledovali pritomnost 3 Y-SNP polymorfizmov: M253
(rs9341296) stanovujuc subliniu 11 (C->T) , P215 (rs17307294) stanovujuc subliniu 12 (A->G) a
P37.2 (rs199865681) stanovujuc subliniu 12al (T->C). Genotypova analyza vybranych Y-SNP
polymorfizmov sa uskuto¢nila metodou Real-time PCR.

Na zistenie Statisticky vyznamnych rozdielov v biochemickych, antropometrickych a klinickych
parametroch medzi pacientmi s Y-chromozémovou haploskupinou 1 a pacientmi s inou
haploskupinou, ako aj medzi pacientmi a kontrolnou skupinou zdravych jedincov, bol pouzity
Studentov t-test a y? test vyuzitim Statistického programu GraphPad softvér (GraphPad Software
2016). Stanovila sa aj hodnota relativneho rizika (OR-odds ratio, pomer Sanci) podla Altmana
(Altman 1991) prostrednictvom softvéru MedCalc verzia 16.2.1 (MedCalc Software 2016).

Vysledky a diskusia

Genotypovou analyzou vzoriek DNA sme zistili, Zze nositeI'mi paternalnej linie I je 46 pacientov
s ICHS (24,21 %) a 41 zdravych jedincov z kontrolného suboru (22,47 %). Zistené percentualne
zastipenie haploskupiny Ije v obidvoch sledovanych skupinach nizSie, nez je frekven¢né
zastlipenie tejto paternalnej linie v populdcii Zijucej na vychodnom Slovensku bez ohladu na
zdravotny status (30,12 %) (Petrejéikova et al. 2014). Pri stanoveni hodnoty relativneho rizika sme
nezistili asocidciu medzi haploskupinou I a zvySujicim sa rizikom vzniku ischemickej choroby
srdca u slovenskych pacientov (odds ratio [OR] 1,0830; 95 % CI 0,6694 — 1,7523; p = 0,7454).
Databaza 23andMe nepredpoklada asociaciu SNP polymorfizmov haploskupiny I s akymkol'vek
kardiovaskularnym fenotypom, ako je srdcovy infarkt, vysoky cholesterol, vysoky krvny tlak a tiez
ischemicka choroba srdca (23andMe Research 2012). K opacnym vysledkom dospela S$tidia
Charchara et al. (2012), ktora predpoklada az 0 56 % vySSiu pravdepodobnost’ vzniku ICHS
U muzov s liniou I v porovnani s muzmi s inej Y-chromozémovej haploskupiny. Tito autori zaroven
zistili, Ze muzi s haploskupinou | maju rozdiely v génoch zapojenych do imunitnych a zapalovych
reakcii.

Pri sledovani klinickych charakteristik v skupine pacientov a Vv kontrolnom subore sme
pozorovali Statisticky signifikantné rozdiely vo veku, v priemernych hodnotach BMI, v hladinach
HDL a LDL cholesterolu, triacylglycerolov a tiez v prevalencii diabetes mellitus (tab. 1). Tab. 2
sumarizuje klinické charakteristiky pacientov s ICHS rozdelenych podla toho, ¢i st nositel'mi
potencionalne rizikovej haploskupiny I. Neboli zistené Ziadne signifikantné rozdiely v priemernych
hodnotach sledovanych parametrov medzi pacientmi s liniou I a pacientmi s inou haploskupinou.
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Tab. 1: Klinické parametre pacientov s ICHS a kontrolného suboru zdravych jedincov
Table 1: Clinical parameters in patients with ICHS and in control group

Pacienti Kontrolny subor
(N =190) (N =180) p
X SD X SD
Vek (roky) 61,84 | 9,94 | 5832 | 9,50 | ***
BMI (hmotnost v kg/vyskavm?®) | 28,89 | 3,69 28,01 392 | *
Systolicky tlak (mm Hg) 138,20 | 16,37 | 137,22 | 18,07 | n.s
Diastolicky tlak (mm Hg) 82,20 | 10,26 81,61 9,03 | ns
Glu (mmol/1) 542 | 1,97 5,14 191 | ns
S-HDL (mmol/L) 1,19 | 0,35 1,41 | 0,47 | ***
S-LDL (mmol/L) 2,72 | 0,83 255| 059 |*
tChol (mmol/L) 447 | 1,26 4,69 1,64 | n.s
S-TAG (mmol/L) 1,71 | 0,83 152| 071 |*
N % N %
Diabetes mellitus 32 | 16,84 13| 722 | **
Fajcenie 53 | 27,89 49 | 27,22 | n.s

N — pocet probandov, * p < 0,05, **p < 0,01, *** p< 0,001, n.S — nesignifikantné, X — aritmeticky priemer, SD —
smerodajnd odchylka, BMI — body mass index, S — sérum, Glu — glukéza, tChol — celkovy cholesterol; TAG —
triacylglycerol

N — the number of probands, * p < 0,05, **» < 0,01, *** p< 0,001, n.s — non-significant, x — mean, SD — standard
deviation, BMI — body mass index, S — serum, Glu — glucose, tChol — total cholesterol; TAG — triacylglycerol

Tab. 2: Klinické parametre pacientov s haploskupinou I a pacientov s inou haploskupinou
Table 2: Clinical parameters of patients stratified by haplogroup status

Pacienti Pacienti
s haploskupinou | | s inou haploskupinou
(N = 46) (N = 144) P
X SD X SD
Vek (roky) 64,02 | 11,21 61,15 9,44 | n.s
BMI (hmotnost’ v kg/vyika v m?) 28,61 3,74 28,98 3,69 | ns
Systolicky tlak (mm Hg) 139,04 | 16,15 137,93 16,49 | n.s
Diastolicky tlak (mm Hg) 83,17 | 11,95 81,89 9,68 | n.s
Glu (mmol/1) 5,38 1,72 5,43 2,05 | ns
S-HDL (mmol/L) 1,13 0,31 1,21 0,36 | ns
S-LDL (mmol/L) 2,79 0,88 2,70 0,82 | ns
tChol (mmol/L) 4,48 1,23 447 1,28 | n.s
S-TAG (mmol/L) 1,76 0,91 1,69 0,81 | ns
N % N % n.s
Diabetes mellitus 8] 17,39 24 16,66 | n.s
Fajéenie 12 | 26,08 41 28,47 | n.s

N — pocet probandov, * p < 0,05, **p < 0,01, *** p< 0,001, n.S — nesignifikantné, x — aritmeticky priemer, SD —
smerodajnd odchylka, BMI — body mass index, S — sérum, Glu — glukéza, tChol — celkovy cholesterol; TAG —
triacylglycerol

N — the number of probands, * p < 0,05, **p < 0,01, *** p< 0,001, n.s — non-significant, x — mean, SD — standard
deviation, BMI — body mass index, S — serum, Glu — glucose, tChol — total cholesterol; TAG — triacylglycerol

Na zéklade tychto vysledkov moZzeme konStatovat, ze paterndlna linia I nema vplyv na hodnoty
tradi¢nych rizikovych faktorov ischemickej choroby srdca. K rovnakému vysledku dospela Studia
od Bloomera et al. (2013), kde autori potvrdzuju, ze tradi¢né kardiovaskularne rizikové faktory, ako
je krvny tlak, BMI, lipidy a inzulinov4 rezistencia, nie su asociované¢ s haploskupinou
| a nepredpokladaji ju ani s inou liniou. Napriek tymto vysledkom sa vedci stale priklanaja
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k nazoru, ze urit¢ SNP polymorfizmy chromozému Y moézu mat vplyv na zdravie muzov
a citlivost’ na bezné ochorenia vratane kardiovaskularnych ochoreni.

Zaver

Na zaklade vysledkov nemdzeme potvrdit’ tedriu o asocidcii haploskupiny I so zvySujicim sa
rizikom vzniku ischemickej choroby srdca u slovenskych pacientov. Rovnako sme v nasej Stadii
vylucili akykol'vek vplyv tejto paterndlnej linie na tradi¢né kardiovaskularne faktory. Hypotéza
o0 rizikovej paternalnej linii I bola motivovana pozorovanim, ze ICHS je Castej$ia u muzov ako
u zien. Fyzické rozdiely medzi muzmi a Zenami st do zna¢nej miery zavislé na pritomnosti, alebo
nepritomnosti chromozému Y, ale to nemusi nutne znamenat’, ze urcité variacie na chromozéme Y
maju vplyv na riziko vzniku ochorenia u muzov. V buducnosti je potrebnych viacero §tudii na
identifikaciu kauzélnych variantov Y chromozomu, ktoré zvysSuju nachylnost’ na ischemicku
chorobu srdca.
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Abstract: Analysis and comparison of genetic variants of SCN5A gene in a selected group of
cardiomyopathy patients from Slovakia. Mutations in SCN5A gene are potentially cause of dilated
cardiomyopathy. The aim of present study was molecular-genetic analysis of sequencing variants of
selected exons of SCN5A gene and comparison of obtained data with database Ensembl. Screening
of SCN5A gene variants of three exons was performed on selected cohort of 38 unrelated Slovak
patients with clinical diagnosis of dilated cardiomyopathy. Molecular-genetic results confirmed the
presence of missense and synonymous sequencing variants in exons 12 and 21 of SCN5A gene
based on data compared with database Ensembl. In our study 4.94% missense and 2.20%
synonymous variants were detected.
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Uvod

Mutacie génov kodujucich 16nové kanaly, do skupiny ktorych patri SCNSA gén, mézu byt
pri¢inou vzniku kardiomyopatii (Moreau et al. 2013, Zaklyazminskaya a Dzemeshkevich 2016).
SCNS5A gén koduje a-podjednotku srdcového sodikového kandla (NaV1.5), vytvarajucu pory
sprostredkujuce tok Ca®* (Swan et al. 2014). SCN5A gén je predominantne exprimovany v srdci, a
sodikové kandly zohravaju ddlezita ulohu v procese srdcovej kondukce a repolarizacie (Grant 2009,
Akylbekova et al. 2014).

Dilata¢na kardiomyopatia (DKM) predstavuje velkt heterogénnu skupinu myokardialnych
ochoreni, ktora je charakterizovana dilataciou lavej komory, systolickou dysfunkciou
a/alebo kontrakénou dysfunkciou pravej komory (Dellefave a McNally 2010). Primarnou pri¢inou
vzniku DKM je génova mutacia s negativne dominantnym mechanizmom t¢inku. SCN5SA mutacie
vykazuji autozomalne dominantny typ dedi¢nosti s nelplnou penetranciou, S predominantnym
vyskytom u muzov (Elliot, Lambiase a Kumar 2011). Podla udajov databazy Domain Mapping of
Diease Mutations bolo v SCN5A géne opisanych 402 mutacii vratane frameshift, splice site
mutacii v kodujucich oblastiach a missense zamen (Peterson et al. 2010).

Mutacie SCNSA génu spésobuju  exprimaciu abnormalneho proteinu, ktory je zodpovedny za
inaktivaciu sodikového kanala, ¢im dochadza k zniZeniu narastu membranového potencialu,
opakovanému oOtvaraniu sodikového kanala a trvalému vtoku sodika do bunky (Wang et al. 2009,
Antzelevitch a Nof 2008). Mechanizmy podielajuce sa na vzniku SCN5A-asociovanej DKM nie st
uplne objasnené (Gu et al. 2012).

Pri ur¢ovani molekularno-genetickej predispozicie kardiomyopatii zohrava doéleziti wlohu
geneticka variabilita a vyskyt velkého poctu variantov Snejasnym klinickym vyznamom.
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Klasifikaciu, komplexny prehl'ad detekovanych sekven¢nych variantov a ich patogenicity, pripadne;j
asociacie S konkrétnym fenotypovym prejavom poskytuju viaceré databdzy, vratane databazy
Ensembl (www.ensembl.org).

Cielom predkladanej stadie boli analyzy sekvenénych variantov vybranych exénov SCNSA
génu detegované v skupine pacientov s diagnostikovanou dilatatnou kardiomyopatiou a ich
porovnanie s tdajmi uvadzanymi Vv databaze Ensembl, s cielom zistit' najfrekventovanejsie typy
variantov u DKM pacientov.

Subor a metody

Molekularne analyzy sa vykonali v subore 38 nepribuznych pacientov z vychodného Slovenska
s klinickou diagnézou dilatacnéd kardiomyopatia. Do Stadie bol taktiez zahrnuty kontrolny subor —
26 zdravych jedincov bez anamnézy kardiovaskularnych ochoreni. Pisomny informovany suhlas sa
ziskal od vSetkych probandov zapojenych do stadie. Probandom sa odobrala vzorka periférnej krvi
Vv spolupraci s odbornikmi z klinickej praxe. Na extrakciu DNA sa pouzil komerény kit Relia
Prep™ Blood gDNA isolation kit (Promega, Madison, USA). Vybrané exony SCN5A génu (12, 20
a 21) sa analyzovali metodou Sangerovho sekvenovania na automatickom sekvena¢nom zariadeni
3500XL Genetic Analyzer (Life Technologies, Foster City, California) pomocou termina¢ného kitu
BigDye v3.1 (Life Technologies, Foster City, California). Ziskané vysledky boli manualne
porovnané S referenénou sekvenciou SCNSA génu databazy Ensembl (reference SCN5A
ENSG00000183873, www.ensembl.org) a vyhodnotené Standardnymi Statistickymi metodami
pouzitim vV programového systému Statistica.

Vysledky a diskusia

Mutaény skrining vybranych exéonov SCN5A génu sa realizoval pomocou metddy Sangerovho
sekvenovania. Databaza Ensembl opisuje 182 vsetkych moznych sekven¢nych variantov v exoénoch
12,20 a 21 SCNS5A génu, z ktorych bolo v naSom subore pacientov potvrdenych 7,14 % variantov.
V §tadii sme sa orientovali na analyzu missense asynonymnych variantov V zaujme detekcie
nukleotidovych substitucii veducich k missense alebo synonymnym aminokyselinovym zdmenam
v nasom subore pacientov s DKM, potvrdili sme pritomnost’ uz opisanych sekvenénych variantov v
databaze Ensembl (tab. 1).

Tab. 1: Pocty detegovanych sekven¢nych variantov v databaze Ensembl a v sibore DKM
pacientov.

Table 1: Numbers of detected sequencing variants in Ensembl database and in cohort of DCM
patients

Databdza Ensembl DKM pacienti
ex6n 12 | exén 20 | exén 21 | spolu | exén 12 | exon 20 | exon 21 | spolu
Missense 65 22 29| 116 5 0 4 9
varianty
Synonymné 27 10 9| 46 3 0 1 4
varianty
X 92 32 38| 162 8 0 5 13

Vo vybranych exénoch 12, 20 a 21 SCN5A génu sme potvrdili 7,76 % missense, z celkového
poctu detegovanych missense variantov uvadzanych v databaze Ensembl. Z poctu 46 synonymnych
variantov uvadzanych v databaze Ensembl pre dané exony sme detegovali 8,70 % synonymnych
variantov. V exéne 20 neboli u ziadneho pacienta s DKM, ani v kontrolnom subore, potvrdené
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sekven¢né varianty. V naSej Studii sme zaznamenali 4,94 % missense a 2,20 % synonymnych
variantov. NaSe analyzy potvrdili ofakavany trend vysokej prevalencie missense mutacii
zaznamenany aj V databaze Ensembl. Obr. 1 znazornuje percentualne zastupenie detegovanych
missense a synonymnych variantov v exénoch 12 a21 SCN5A génu v porovnani s mnozstvom
potencialnych variantov uvadzanych v databaze Ensembl.

70,00% -
60,00% -
50,00% -
40.00% - H Ensembl

30,00% - Exon 12

20,00% - B Exon 21
10,00% A
0,00% T f
Missense Synonymné
varianty varianty

Obr. 1: Percentualne vyjadrenie distribucie detegovanych variantov v exénoch 12 a21 SCN5A
génu v analyzovanom subore pacientov s DKM v porovnani s celkovym mnozstvom variantov
uvadzanych v databaze Ensembl.

Fig. 1: The percentage of detected sequencing variants distribution in exons 12 and 21 of SCN5A
gene in group of patients with the DCM in comparison with the total number of variants according
to Ensembl database.

Z celkového poctu 65 missense a 27 synonymnych variantov pritomnych v exéne 12 SCNSA
génu sme na zaklade udajov databazy Ensembl detegovali 7,69 % missense a 11,11 %
synonymnych variantov. V exéne 21 SCN5A génu, bolo z celkového poétu 29 missense variantov
potvrdenych 13,79 % missense sekven¢nych variantov a z 9 moznych synonymnych variantov bol
detekovany jeden variant (11,11 %).

U 19 pacientov (50,00 %) a 11 jedincov kontrolného stiboru (42,31 %) sa potvrdila pritomnost’
sekvencnych variantov v exéne 12 SCN5A génu. Minimalne jeden sekvencny variant v exone 21
SCNSA génu bol detegovany u 52,63 % pacientov au 19,23 % jedincov kontrolného stboru.
U 31,58 % pacientov analyzovaného stiboru sekven¢né varianty vybranych exéonov SCN5A génu
neboli detegované. Mutacie SCN5SA génu st zodpovedné za vznik viacerych fenotypov vratane
kardiomyopatii (Abriel 2014). Databaza Domain Mapping of Disease Mutations zahfiia celkovy
pocet 359 mutacii SCNSA génu asociovanych s konkrétnym fenotypovym prejavom ochorenia
(Peterson et al. 2010). Gosselin-Badaroudine, Moreau a Chahine (2014) uvadzaju, ze len 17
detekovanych mutacii je v asociacii s fenotypovymi prejavmi DKM. SCN5A asociovana DKM je
potvrdena priblizne v 2 % pripadov (Sinagra, Camerini a Mestroni 2012). V porovnani s udajmi
zaznamenanymi v databaze Ensembl (36,82 % variantov asociovanych s fenotypovym prejavom
ochoreni), v naSom analyzovanom subore bolo 0,55 — 1,65 % sekven¢nych variantov asociovanych
so Specifickym ochorenim.

Zaver

Sekvencné varianty SCNSA génu su opisované V pozitivnej asocidcii s dilatacnou
kardiomyopatiou. Vysledky molekularno-genetickych analyz v predkladanej Stadii potvrdili
pritomnost’ missense a synonymnych sekvencénych variantov vo vybranych exénoch SCN5A génu
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u DKM pacientov na zaklade porovnania s udajmi uvadzanymi v databaze Ensembl, priCom V nasej
Stadii sme zaznamenali 4,94 % missense a2,20 % synonymnych variantov. V porovnani
S ostatnymi sekvenénymi variantmi vybranych exénov SCN5SA génu zaznamenanymi v databaze
Ensembl, vykonané analyzy potvrdili o¢akavany trend vysSej prevalencie missense variantov.
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DETEKCIA SEKVENCNYCH VARIANTOV VYBRANYCH EXONOV
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Abstract: Detection of sequencing variants of selected SCN5A gene exons in Slovak patients with
hypertrophic cardiomyopathy according to family history. The aim of the study was to clarify the
relationship between SCN5A gene sequencing variants of exons 12, 20, 21 and positive family
history of hypertrophic cardiomyopathy. Genetic testing was performed in 22 unrelated
hypertrophic cardiomyopathy patients and 26 controls using Sanger sequencing method. Only two
potentially pathogenic variants were detected. Patients with positive family history and with
presence of potentially pathogenic variant rs764018276 have several clinical symptoms. Molecular-
genetic testing of family members of hypertrophic cardiomyopathy patients with a positive family
history and genotypes is recommended in future research.

Key words: heart, monogenic genetic disorder, molecular-genetic testing, genetic modifier,
pathogenic variants, Central Europe

Uvod

Dedi¢né¢ formy kardiomyopatii, predovSetkym hypertroficka kardiomyopatia (HKM), st
pri¢inou srdcovych portich a srdcového zlyhania vo vSetkych vekovych kategoriach, castejSie
umladych jedincov (MacRae 2010). HKM je monogénne ochorenie srdcového svalu
s mendelovskym typom dedi¢nosti (Od'Rourke et al. 2010). HKM sa vyznauje penetranciou
zavislou od veku, heterogenitou na alelovej a nealelovej urovni a variabilnou expresivitou. Rutinné
klinické testy nevylu€uju riziko rozvoja ochorenia. Genetické analyzy umozituju odhalit’ genetické
zmeny skor, ako sa ochorenie symptomatologicky prejavi (Germans et al. 2007). Genetické
testovanie bolo navrhnuté ako stcast’ skriningu rizikovych jedincov s cielom ur€it’ predispoziciu
k HKM, c¢iasto¢ne predikovat’ klinicky obraz a riziko nahlej smrti na zaklade typu postihnutého
génu alebo lokalizacie mutacie v Specifickom géne (Frenneaux 2004). Procesy zapojené do
molekularno-genetického testovania HKM su zlozité. V dnesnej dobe je znamych ~20 génov a viac
ako 1 500 individualnych patogénnych variantov asociovanych s hypertrofickou kardiomyopatiou
(Cirino a Ho 2014). Véacsina z nich st heterozygotné mutécie s privatnym vyskytom v konkrétnej
rodine, s absenciou udajov 0 fenotypovych prejavoch asociovanymi so Specifickymi mutaciami
(Dzau a Liew 2008). V patogenéze hypertrofickej kardiomyopatie posobia d’alSie genetické (nové
mutacie, mnohopocetné mutacie, lokusova aalelovd heterogenita, jednonukleotidové
polymorfizmy) a negenetické faktory, ktoré su zodpovedné za fenotypovu heterogenitu ochorenia
(Hershberger et al. 2009).
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Cielom studie bolo analyzovat’ vybrané exony SCN5A génu, ktory je pokladany za potencialny
modifikator fenotypovych prejavov ochorenia u HKM pacientov s pozitivnhou a negativnou
rodinnou anamnézou.

Subor a metodika

Analyzovany subor tvorili pacienti s klinickou diagnézou hypertrofickej kardiomyopatie (13
muzov a devdt zien), stanovenou na zaklade vysledkov Standardnych klinickych vySetreni.
Diagnézu a rodinnu anamnézu urcili odborni lekari, $pecialisti v odbore kardiologia. Do $tudie bolo
zaradenych 22 HKM pacientov (KMP 1 — KMP 22) z vychodného Slovenska, s priemernym vekom
58,23 + 16,18 rokov, a subor 26 zdravych kontrolnych jedincov (54,84 + 18,62 rokov).

Po podpisani informovaného sthlasu sa pacientom odobrala vzorka periférnej krvi na
molekularno-genetické analyzy. Na izolaciu genomickej DNA sa pouzil komerény izola¢ny kit
ReliaPrep™ Blood gDNA Miniprep System (Promega USA). Na analyzu vybranych exoénov
SCNSA génu sa pouzila metéoda Sangerovho sekvenovania, S Vyuzitim zariadenia 3500XL Genetic
Analyzer (Life Technologies, Foster City, California), termina¢ného Kitu Big Dye version v3.1
(Life Technologies, Foster City, California) a Standardnych protokolov. Sekvencie pouzitych
primerov boli navrhnuté softwérom Primer3 (v.0.4.0, Madison USA). Data sa nasledne
vyhodnocovali sekvenaénymi (DNA Sequencing Analysis Software. Version 5.1, SeqScape®
Software Version 2.7), predikénymi (SIFT/PolyPhen 2 -PP2) a statistickymi (Fisherov exaktny test
a Studentov t-test pre nezavislé vzorky) softvérmi.

Vysledky

Priemerny vek Vv subore pacientov bol 58,23 + 16,18 rokov. Pacienti boli na zéklade rodinnej
anamnézy rozdeleni do dvoch skupin (tab. 1). Statisticky vyznamny rozdiel Vv $pecifickych
charakteristikach medzi sibormi sa nepotvrdil.

Tab. 1: Klinicka charakteristika sledovanych slovenskych HKM pacientov
Table 1: Clinical characteristics of investigated Slovak HCM patients

RA + RA — p
(N =6) (N = 16) (< 0,05)
Pohlavie (M/Z) 3/3 10/6 NS*?
Vek (roky) 64,83+12,98 5575+16,92 NS°
BMI 2827+ 7,80 30,71+ 487 NS°
LVOTO 3/6 5/16 NS®
LVEF (%) 58,33+ 2,89 5889+ 844 NS°
IVS >12mm 3/6 8/16 NS?
DD stredne tazka - fazkd  1/6 3/16 NS?
MD 3/6 10/16 NS®
NYHA I-11/111-1V 5/1 15/1 NS?
ICD 1/6 4/16 NS®

®_ Fisherov exaktny test ° — Studentov t-test pre nezavislé vzorky, DD — diastolicka dysfunkcia, ICD — impalntabilny
kardioverter defibrilator, IVS — intraventrikularne septum, LVEF — ejek¢na frakcia lavej komory, LVOTO — obstrukcia
Favého vytokového traktu, MD — mitralna dysfunkcia, M/Z — muzi/zeny, NS — tatisticky nesignifikantny, +/- RA —
pozitivna/negativna rodinnd anamnéza

Molekularno-genetické analyzy potvrdili pritomnost siedmich Specifickych sekvencénych
variantov vo vybranych exonoch (12, 20, 21) SCN5A génu (tab. 2). Predik¢éné softvéry preukazali
potencialne patogénny ucinok dvoch detekovanych sekvenénych variantov exonu 21 (rs137854616
a rs764018276) v obidvoch skupinach (RA+, RA-) pacientov, ktoré sa Vv kontrolnom subore
nepotvrdili.
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Tab. 2: Detegované varianty vo vybranych exénoch SCN5A génu u slovenskych pacientov s HKM
Tab. 2: Variants detected in selected SCN5A gene exons of Slovak HCM patients

Vzorka RA rs SIFT/PP2 vzorka RA Rs SIFT/PP2
KMP1 - rs764018276 DC/Pro KMP8 - rs764018276 DC/Pro

rs145733679 T/Ben
KMP2 - rs1805124 T/Ben KMP13 +
rs764018276 DC/Pro

rs45627438 T/Ben
rs753677814 T/Ben

rs145733679 T/Ben rs1805124 T/Ben
KMP3 - rs199473118 T/Ben KMP15 + rs753677814 T/Ben
rs45627438 T/Ben rs764018276 DC/Pro

rs1805124 T/Ben
KMP6 - (5137854616 DC/Pro KMP17 + rs764018276 DC/Pro

rs1805124 T/Ben
KMP7 - 764018276 DClPro  KMP18

Ben — benigny variant, DC — ochorenie vyvolavajuci variant (disease causing), P — potencialne patogénny variant
(Probably damaging), T — tolerovany variant, -/+ RA — pozitivna/negativna rodinna anamnéza

rs764018276 DC/Pro

Potencialne patogénny sekven¢ny variant rs764018276 sa potvrdil len udvoch pacientov
S pozitivnou rodinnou anamnézou. V exénoch 12 a 20 neboli detegované ziadne potencialne
patogénne sekvencné varianty.

Diskusia

Klinické hodnotenie a genetické testovanie pacientov s HKM je pomerne zlozité pre
multifaktorialnu etiologiu ochorenia. Aj napriek tomu, Ze sa u probanda s klinickou diagn6zou
hypertrofickej kardiomyopatie nepotvrdi pritomnost mutacie asociovanej s kardiomyopatiou
v kandidatnych génoch, geneticky pdvod ochorenia nemozno vylaéit (Charron et al. 2010).
Genetické testovanie napomaha stanovenie diagnézy, ma predikény charakter u asymptomatickych
pribuznych a vyznam pri odliSeni kardiomyopatii od inych patologickych resp. fyziologickych
stavov (Maron 2003). Molekularno-geneticky skrining velkého poctu génov vedie k identifikacii
mnohych vzacnych nesynonymnych genetickych variantov nejasného vyznamu (Fokstuen et al.
2011). Proces odlisenia kauzalnych mutacii od beznych polymorfizmov nie je jednoduchy,
predovSetkym ak ide 0 missense zamenu. V tomto pripade do zna¢nej miery pomahaji predikéné
softvéry. Detekcia a analyza sekvencnych variantov ma potencialne diagnosticky a terapeuticky
vyznam, podiel’a sa na objasnovani fenotypovej variability HKM (Tester a Ackerman 2011).

Predkladana Studia je prvotna Stidia na Slovensku, ktord analyzuje sekvencné varianty SCN5SA
génu u pacientov s pozitivnou a negativnou rodinnou anamnézou HKM. Vo vybranej vzorke
pacientov s HKM sme detegovali sekvenéné varianty v exonoch 12, 20, 21 SCN5SA génu pomocou
metdédy Sangerovho sekvenovania. Asocidcia uvedenych sekvencnych variantov SCN5SA génu
s HKM doposial’ nie je potvrdena. Bottillo et al. (2016) detegovali zriedkavé jednonukleotidové
varianty v SCN5SA géne uHKM pacientov. Lopes et al. (2013) na zaklade vysledkov
predchadzajicej Studie predpokladaju, ze SCNSA gén ajeho mutacie mézu u HKM pacientov
vystupovat’ ako potencialny modifikujuci faktor fenotypovych prejavov.

V subore pacientov s HKM sme v 4545% pripadov potvrdili pritomnost’ siedmich
nesynonymnych aminokyselinovych zamen. Pozitivna rodinnad anamnéza sa zistila u 13,64 %
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pacientov s minimalne jednym identifikovanym missense variantom. Len dva varianty z celkového
mnozstva sa vyhodnotili predikénymi softvérmi ako potencialne patogénne a ich pritomnost’ sa
potvrdila u 36,36 % pacientov. Sekvenény variant rs137854616 sa opisuje v asociacii
s fenotypovymi prejavmi Brugada syndromu (Crawford et al. 2015). V nasej $tadii bol detegovany
u pacienta (HKM 6) s vyraznou obstrukciou I'avého vytokového traktu (LVOT), bez pozitivnej
rodinnej anamnézy HKM. Druhy potencidlne patogénny sekvencny variant, bez blizSie
Specifikovanej asociacie s fenotypovymi prejavmi ochorenia (rs764018276), sa detegoval v subore
pacientov s HKM v siedmich pripadoch. Uvedeny sekvenény variant bol detegovany u 9,09 %
pacientov s klinicky potvrdenou pozitivnou rodinnou anamnézou, LVOT obstrukciou
a implantovanym ICD. Nase analyzy potvrdili, Ze pacienti so sekvenénym variantom rs764018276
a pozitivnou rodinnou anamnézou mali zdvaznejSie klinick¢é symptomy v porovnani s ostatnymi
sledovanymi pacientmi.

Zaver

Predkladana s$tadia ako prva na Slovensku opisuje sekvenéné varianty vybranych exoénov
SCNS5A génu u slovenskych HKM pacientov v zavislosti od rodinnej anamnézy. Molekularno-
genetické analyzy potvrdili potencidlne patogénny efekt dvoch sekvenénych variantov
(rs137854616, rs764018276). Pacienti so sekvenénym variantom rs764018276 a pozitivnou
rodinnou anamnézou mali zavaznejSie klinické symptomy v porovnani s ostatnymi pacientmi.
Muta¢ny skrining SCNS5SA génu u pacientov s kardiovaskularnymi ochoreniami vratane HKM ma
zésadny vyznam pre pacientov aich rodinnych prislusnikov, ¢o oddévodnuje odporucanie
molekularno-genetického testovania prislusnikov rodin pacientov s pozitivnym genotypom a
rodinnou anamnézou.
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Abstract: Skeletal remains from Hronovce (Levice district, Slovakia) dated to the Eneolithic. The
skeletal remains and pottery from the site Hronovce-Vozokany were dated to the Middle Eneolithic
Period, exactly to the late classical Baden culture (Baden Il11-1\Va). Skeletal remains belonged to
a female in the age of 35-45 years (adultus ll-maturus I). The distal ends of both ulnae were
deformed. The traumatic changes (e.g. the injury of distal radioulnar joint or Colles’ fracture) which
led to a nutritional disorder of carpal joints and weakening of the bones are considered. The
degenerative-productive changes are present in the cervical vertebrae; arthritis is most pronounced
on the body of the third and fourth cervical vertebrae. The heavy occlusal tooth wear was found in
all teeth, and may not only be related to the consumption of abrasive food, but in this case it is
possible to consider the use of teeth as the work tool. The analysis of stable isotopes 613C and
S15N (-19.9, resp. +10.7) showed that a female had consumed terrestrial food typical for the
temperate zone of Central Europe (cereals, vegetable food, meat from domestic and wild animals).

Key words: Archaeology, Anthropology, Archeozoology, Baden culture, Slovakia

Uvod

V médji roku 2009 boli v obci Hronovce (okr. Levice), v miestnej Casti Vozokany, objavené
kostrové pozostatky l'udského jedinca. Archeologicka lokalita sa nachadza na severovychodnom
okraji obce a je situovana na vysokej spraSovej terase na pravom brehu rieky Hron, pokrytej
pomerne hrubou vrstvou ¢ernozeme. Nalezisko lezi v nadmorskej vyske 136 m n. m. a prevySenie
od stc¢asnej riecnej hladiny predstavuje priblizne 10 m.

LCudsky skelet spolu s ndlezmi keramiky a zvieracich kosti bol ndjdeny na pozemku péana
Raczkiho. Kostrové pozostatky ,,vypadli“ v dosledku erdzie nespevnenej klenby zo stropu pivnice.
Vsetky nélezy prevzal od pana Raczkiho pan Szabo, ktory ich uschoval do roku 2014. Nasledne si
ich od neho prevzal archeoldg Peter Toth, ktory nalezovi situaciu aj zdokumentoval.

Material a metody

Mapovanie archeologickych lokalit bolo realizované v programe QGIS, pricom bol vyuzity uz
existujuci supis lokalit (SachBe 2010a, b, Toth 2014).

Kostrové pozostatky exhumovaného jedinca sa analyzovali Standardnymi morfometrickymi
a morfoskopickymi metodami (Martin a Saller 1957, Knussmann 1988). Pohlavie jedinca sa
odhadlo na zaklade stupia rozvoja morfologickych znakov na lebke (Acsadi a Nemeskéri 1970),
lavej ramennej kosti a oboch stehnovych kostiach (Ferembach, Schwidetzky a Stloukal 1980). Vek
dozitia bol odhadnuty na zaklade obliteracie endokrannych Svov a zmien vnutornej Struktary
hlavice ramennej a stehnovej kosti (Acsadi a Nemeskéri 1970, Ferembach, Schwidetzky a Stloukal
1980). Telesna vyska bola pocitana podla viacerych metdéd (Manouvrier 1894, Pearson 1899,
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Telkkd 1950, Bach 1965, Rother 1978, Trotter a Gleser 1958, Sjevold 1990). Vyvinové anomalie
a patologické zmeny boli sledované makroskopicky.

Pocas antropologickej analyzy bola odobrana vzorka kompakty z dlhej kosti, ktora bola zaslana
do laboratéria Beta Analytic Limited v Londyne (Velké Britania). Pomocou metédy AMS bolo
realizované radiokarbonové datovanie nalezu a zaroven bol stanoveny obsah izotopov 0613C
ad15N.

Archeozoologicky material bol analyzovany standardnymi morfometrickymi a morfoskopickymi
metédami (Kolda 1936, Schmid 1972, Silver 1969). Zakladny opis nalezov obsahuje druhové
a anatomické uréenie, odhad veku a pohlavia a registraciu modifikacii podl'a Lyman (1994). Zvysky
boli kvantifikované na zédklade poctu identifikovanych fragmentov (NISP) a minimélneho poctu
jedincov (MNI).

Vysledky
Rekonstrukcia nalezovej situacie

Pivnica obdiznikového podorysu s rozmermi 230 x 140 cm bola vykopana do Zltej sprase.
Vo vychodnej polovici stropu pivnice bol poruseny archeologicky kontext priblizne ovéalneho tvaru
s dizkou cca 137 cm a $irkou 110 cm. Kontext vypliiala Sedohneda az Sedo¢ierna hlina, v ktorej sa
nachadzalo mnozstvo archeobotanického materidlu, predovSetkym mikrouhliky (L. Petr, Gstna
informécia). Vo vyplni sa naslo 17 ¢repov, takmer celd miniatirna miska, 26 zvieracich kosti a dva
kusy mazanice. Okrem toho sa tu nachadzala aj I'udska kostra, nalezové okolnosti vSak uz dnes nie
je mozné verifikovat. Navyse sa kostra do dneSnych ¢ias zachovala nekompletna. Z tychto dévodov
nie je mozné posudit’, v akej polohe I'udsky skelet povodne lezal, ¢i Slo o pohreb v primarnej polohe
alebo bola kostra do kontextu uloZena v sekundéarnej polohe.

Na zaklade vyssie uvedenych okolnosti je isté, ze 'udska kostra sa nachadzala v sidliskovom
prostredi. Archeologicky kontext preto moézeme interpretovat’ dvoma sposobmi (obr. 1.2 a 1.3).
Ked’ze strop pivnice ma klenbovy charakter (obr. 1.1), ako prva alternativa prichadzala do tvahy
sidliskova vrstva. V neprospech tejto interpretacie svedéi jej hibka od su¢asného povrchu (priblizne
200 cm), ako aj skutocnost’, Ze vo vyklenku, situovanom v severnej Casti pivnice, sa pokraCovanie
kultarnej vrstvy v rovnakej nivelete nepozorovalo (obr. 1.2). Preto je pravdepodobnejsie, ze I'udska
kostra lezala na dne sidliskovej jamy (obr. 1.3).

Absolutne a relativne datovanie

Odobrata vzorka kompaktnej kosti (¢. vzorky Beta-442430: HROO1) bola pomocou AMS
metody konvencne datovand do 4500 + 30 rokov BP. Po kalibracii (2-sigma) je vysledny datum
stanoveny na 3350 — 3090 calBC. Uvedené datovanie koreSponduje s chronologickym zaradenim
keramiky, pochadzajtcej z vyplne sidliskovej jamy. Kostrovy nalez i keramicky material teda spada
do obdobia stredného eneolitu, konkrétne do obdobia mladSej klasickej badenskej kultiry (Baden
I11-1Va; Wild et al. 2001).

Vysledky antropologickej analyzy

Kostra bola neuplna a vacsina kosti (lopatky, pravd ramenna a laktova kost’, rebra, panvoveé
kosti, dlhé kosti dolnych koncatin) bola vo fragmentarnom stave. V pomerne dobrom stave sa
zachovala lebka, 'avd ramennd, l'ava lakt'ova a 'ava vretennd kost’. Zo stavcov boli pritomné len tri
kréné (C2, C3 a telo C4), dva hrudnikové a jeden driekovy stavec. Drobné kosti ruk a ndh neboli
pritomné (obr. 2).

Zachovanych bolo 14 zubov, Sest’ zubov vypadlo pocas Zivota a 10 zubov bolo postmortalne
stratenych. V pripade l'avej hornej druhej a tretej stoli¢ky je tazké urcit, ¢i vypadli pocas Zivota
alebo az posmrtne, pretoZe na alveoldrnej kosti st zapalové zmeny. Ak vypadli pocas Zivota,
muselo to byt’ kratko pred smrtou. Zachovanost’ jednotlivych zubov je na obr. 3.
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Obr. 1: Hronovce-Vozokany. Interpreticia nalezovej situacie: 1 — pozdizny rez pivnicou; 2 —
sidliskova vrstva; 3 — sidliskova jama. Prie¢ne rezy pivnicou (2, 3) su orientované pohladom
z vchodu do pivnice (smerom z V na Z). Nepokracovanie kulturnej vrstvy je znazornené krizikom
(kresba: P. Téth)

Fig. 1: Hronovce-Vozokany. Interpretation of the field situation: 1 — longitudal section of the
cellar; 2 — settlement layer; 3 — settlement pit. Cross sections of the cellar (2, 3) are viewed from
the cellar entrance (i. e. from E to W). Discontinuation of the cultural layer is marked by cross
(drawing: P. Toth)

Obr. 2: Zachovanost’ kostrovych pozostatkov (zachované kosti su
oznacené sivou farbou)
Fig. 2: Preserved skeletal remains (marked in grey color)
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Obr. 3: Zachovanost’ zubov
Fig. 3: The presence of teeth
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Na zaklade rozvoja morfologickych diagnostickych znakov na lebke, I'avej ramennej kosti
a oboch stehnovych kostiach bol vypocitany stupenn sexualizacie DS = -0,54, ¢o indikuje Zenské
pohlavie.

Na zéklade obliteracie endokrannych §vov na lebke, zmien vnatornej Struktary hlavice ramenne;j
a stehnovej kosti (Acsadi a Nemeskéri 1970, Ferembach, Schwidetzky a Stloukal 1980) bol vek
dozitia odhadnuty na 39,33 roka. Vzhladom na to, Ze ide len o odhad veku, treba pocitat
s odchylkou min. £ 5 rokov. Danu Zenu mo6Zeme teda zaradit’ do vekovej kategorie Adultus II az
Maturus I (35 — 45 rokov).

Na zaklade rozmerov bola lebka stredne dlha (M1 = 172 mm), izka (M8 = 136 mm) a vysoka
(M17 =136 mm), tvar bola nizka (M47 = 100 mm) a stredne $iroka (M45 = 120 mm), o¢nice $iroké
a stredne vysoké (M51 = 42 mm, M52 = 35 mm), nos stredne Siroky a stredne vysoky (M54 =
25 mm, M55 = 50 mm). Na zaklade indexov bola mozgoviia mezokranna (I1 = 79,1), hypsikranna
(12 = 79,1) a akrokranna (I3 = 100,0), tvar euryprosopna (I38 = 83,3), o¢nice mesokonchné (142 =
83,3) a nosovy otvor mesorhinny (148 = 50,0; obr. 4).

Obr. 4: Lebka analyzovaného jedinca; pohlad zl'ava, spredu a sprava
Fig. 4: The skull of analysed individual; the view from the left, anterior and right side

Na vypocet telesnej vysky mohli byt pouzité len rozmery dlhych kosti 'avej hornej koncatiny
(tab. 1). NajmenSia telesna vySka bola vypocitand podl'a Rothera (1978) 144,6 + 2,4 cm, najvicsia
telesna vySka podl'a Bacha (1965) 155,3 = 7,3 cm. Podl'a klasifikacie Martina a Sallera (1957)
spada do kategorie podstredna postava.

Tab. 1: Telesna vyska vypocitana na zaklade rozmerov dlhych kosti 'avej hornej koncatiny (v cm)
Table 1: Stature calculation based on the dimensions of long bones of the left upper limb (in cm)

Vyska postavy dx sin

Manouwrier (1894) X | 148,4
Pearson (1899) X | 146,7
Telkké (1950) X | 1497
Bach (1965) x | 1553
Rother (1978) X | 1446
Trotter, Gleser (1958) X | 1514
Sjovold (1990) X | 1527
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Patologické zmeny sa vyskytuji na distdlnych koncoch oboch laktovych kosti, pricom
vyraznejsie je deformovana prava ulna (obr. 5). Distalny koniec pravej lakt'ovej kosti je v oblasti
metafyzy napadne steneny (obr. 5) a circumferentia articularis je vyrazne eburnovana (obr. 6a).
Na distalnom konci pravej vretennej kosti si na okraji facies articularis carpea artrotické zmeny
(obr. 6b) a kibova plogka incisura ulnaris je takisto eburnovana. Cava laktové kost’ nie je v oblasti
distalnej metafyzy stencena, ale je vyrazne porotickd z dorzalnej strany. Caput ulnae je podobne
ako na pravej ulne vyrazne eburnovana (obr. 6¢). Eburnacia je takisto na zodpovedajucej kibovej
ploche incisura ulnaris na lavej vretennej kosti (obr. 6d). Vzhl'adom na to, ze 0ssa carpalia
chybaju, nie je 'ahké jednoznacne stanovit’ pri¢inu danych patologickych zmien. Uvazujeme, ze by
mohlo ist’ o postraumatické zmeny, v dosledku ktorych doslo k poruche vyzivy zapistnych kibov
a oslabeniu kosti. Mohlo ist’ napr. o poranenie distdlneho radioulnarneho kibu alebo o Collesovu
zlomeninu. V dosledku distorzie distalneho radioulnarneho kibu (narazenia zapistia) dochadza
k pomliazdeniu, natrhnutiu alebo az pretrhnutiu mékkych tkaniv, svalov, vizov alebo kibového
puzdra. Nedostato¢na liecba moze viest’ k rozvoju chronickej bolesti alebo az k porucham hybnosti.
Collesova zlomenina vznika pri pade na ruku v dorzélnej flexii a pronécii a vretenna kost’ sa zlomi
2 — 3 cm od zapistného kibu. V polovici pripadov dochadza aj k zlomenine processus styloideus
ulnae. Okrem toho moze prist’ aj k pretrhnutiu vizov alebo k luxacii (vykibeniu) v radioulndrnom
kibe. Vzhladom na to, Ze zapistné kosti chybaj(i, neda sa urobit’ presnejsia diagnostika.

Obr. 5: Patologické zmeny na
distalnych koncoch kosti predlaktia
Fig. 5: Pathological changes in the
! distal ends of antebrachial bones

Obr. 6: Patologické zmeny na
distalnych koncoch kosti predlaktia.
a— eburnacia na caput ulnae dex., b —
artrotické zmeny na okraji facies
articularis carpea pravej vretennej
kosti, ¢ — eburnacia na caput ulnae
sin., d — eburnacia na incisura ulnaris
lavej vretennej kosti

Fig. 6: Pathological changes in the
distal ends of antebrachial bones. a —
eburnation in the right ulnar head, b —
arthritic changes in the periphery of
facies articularis carpea in the right
radius, ¢ — eburnation in the left ulnar
head, d — eburnation in incisura
ulnaris of the left radius
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Na krénych stavcoch su pritomné degenerativno-produktivne zmeny. Vyrazne postihnuté je telo
tretieho (obr. 7) a stvrtého kréného stavca. Ide o deformaénu artr6zu, ktora je u starSich povazovana
za prejav prirodzeného starnutia spojivovych tkaniv, ale u mladSich jedincov byva vyvolana
dlhodobym nadmernym pretazovanim kibov, prekonanymi zapalmi, vrodenymi deformitami kibov,
metabolickymi ochoreniami, a pod. (Horackova, Strouhal a Vargova 2004).

Patologické zmeny sa vyskytli aj na chrupe. Zubny kaz bol pritomny len na jednom zube a to na
lavej dolnej druhej stolicke (zub 37), lokalizovany bol na bukalnej strane korefiov. Na maxile
Vv periapikalnej oblasti pravého druhého a I'avého prvého premoléra (zuby 15 a 24) boli vytvorené
periapikéalne granulomy. VSetky zuby su vyrazne abradované, zrejme aj tieto dva granulomy vznikli
po otvoreni drefiovej dutiny zuba ako nasledok hlbokej abrazie. Vyraznd abrazia zubov nemusi
suvisiet’ len s konzumaciou hrubozrnnej a vyrazne abrazivnej potravy, ale v tomto pripade je mozné
uvazovat’ o pouzivani zubov ako pracovného nastroja (obr. 8.).

Zaujimavostou je, ze postmortalne stratené horné druhé stolicky boli dvojkorenove.

Obr. 7: Deformacnd artr6za na spodnej ploche
tela treticho kréného stavca

Fig. 7: Arthritis deformans in the lower surface
of the body of the third cervical vertebra
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Obr. 8: V}'/razé abrézia zubov maily> (a) a mandibuly (b)
Fig. 8: Heavy occlusal tooth wear in maxillary (a) nad mandibular (b) teeth

ZlozZenie stravy

Z kompakty dlhej kosti bol v laboratoriu Beta popri AMS datovani stanoveny aj obsah izotopov
013C a 615N. Hodnoty 813C = -19,9 a 615N = +10,7 su typické pre jedincov konzumujtcich
suchozemskll stravu v miernom pdasme strednej Eurdpy (obilniny, rastlinnd potrava, maéso
z domacich 1 divozijucich druhov zvierat; Ogrinc a Budja 2005, Smrcka, Blizek a Zocova 2008).
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Vysledky archeozoologickej analyzy

K analyze sa zachoval vel'mi maly subor archeofaunalnych zvyskov (NISP = 26), ktorého
interpretatné moznosti s obmedzené, predovSetkym z pohladu hodnotenia vekovej a pohlavnej
Struktiry jedincov. Obsahoval osteozoologicky i malakozoologicky material. Pozostava z 23 kosti a
zubov cicavcov a troch vapenatych schranok mékkysSov. Identifikovali sme dva az tri druhy
hospodarskych zvierat — ovce/kozy (Ovis/Capra) a svine (Sus sp.). Vzhladom na nizky vek
jedincov predpokladame, Ze u svine ide skor o jej domacu formu (Sus domesticus). Schranky
sladkovodnych mékkysov reprezentujii jedince z Celade korytkovitych (Unionidae). Vo vzorke
dominuji zvySky domadcich cicavcov, a ak zohl'adnime 1 neisté urCenie nalezov, tak prevazuju
zvysky ovce/kozy (NISP = 10) nad osipanou (NISP = 7). Z hl'adiska minimalneho poctu jedincov je
ale ich zastupenie vyrovnané (2:2).

V subore sme zaznamenali vyskyt jedincov vel'mi nizkeho veku. Nasli sa kosti plodu/vel'mi
mladého jahnata vo veku priblizne 0 — 2 mesiace. Tento vek nie je idedlny z pohladu zabijania
zvierat za ucelom konzumécie ich mésa. Rovnako u oSipanej je vhodné vyberat’ na porazku skor
samcov, no vo vzorke mame doloZené kosti samice.

Viacsina kosti nenesie ani stopy sekania ¢i rezania — porciovania v ramci jato¢ného a
kuchynského spracovania tiel zvierat. Jedini vynimku predstavuje sanka a Cast’ lebky svine, kde
mozno uvazovat’ o antropogénnych zasahoch. Nebol zaznamenany ani jediny pripad ohryzenia kosti
psom. Kosti nevykazuju zZiadne stopy po kontakte s otvorenym ohtiom.

Pritomnost vel'mi mladych jedincov asamic v analyzovanom subore, ako aj absencia
kuchynskych zasahov a ohryzu Selmami, typickych skor pre sidliskovy odpad, v zasade podporuju
hypotézu hrobového kontextu prezentovaného nalezu z Hronoviec. A hoci st hodnotené zvieracie
kosti fragmentarne a méalo pocetné a teda neposkytuji moznost’ jednoznacnych zéverov, mozno sa
domnievat’, ze reprezentuju sucast hrobovych milodarov. Schranky korytok/mikkyse z celade
Unionidae mohli byt ich sucastou. Okrem ritudlnych aspektov, nalezy poskytuju svedectvo
0 lokdlnom chove malych prezivavcov a oSipanej, ako aj vyuziti sladkovodnych zdrojov
V stvislosti s hospodarskymi stratégiami obyvatel'stva.

Supis zvieracich kosti — zakladna determinacia:

1. neur¢eny maly prezavavec, costa sin., >3/4 kosti, juvenis — adultus

2. neur¢eny maly prezivavec, costa dex., >1/2 kosti, juvenis — adultus; Cerstvy zlom na distalnom
konci

3. ovca domaca, mandibula dex., >1/2 kosti, dentes premolares dx., neonatus, dentalny vek cca 0 —
2 mesiace; staré zlomy

4. ovca/koza, metatarsus, diafyza, >3/4 kosti, foetus/neonatus, vek cca 0 mesiacov; staré zlomy
5. ovca/koza?, vertebra lumbares, foetus/neonatus; staré zlomy

6. ovca/koza?, costa, >1/2 kosti, foetus/neonatus; staré¢ zlomy

7. ovca/koza?, costa, <1/2 kosti, foetus/neonatus; staré zlomy

8. ovca/koza?, costa, <1/2 kosti, neonatus/juvenis; staré¢ zlomy

9. ovca/koza?, ulna, >1/2 kosti, foetus/neonatus; staré zlomy

10. neurceny maly preziivavec, vel'mi maly fragment indet., foetus/neonatus; staré zlomy

11. ovca/koza?, femur, diafyza, velky fragment, juvenis — adultus; staré zlomy

12. ovca/koza?, tibia, diafyza, vel’ky fragment, juvenis — adultus; staré zlomy

13. ovca/koza?, tibia, diafyza, velky fragment; staré zlomy

14. svina domaca, ulna, >3/4 kosti, diafyza, juvenis — adultus, postkranialny vek cca do 3,5 roka;
cerstvy zlom distalne

15. svifia domaca?, neurocranium, os parietale, juvenis — adultus, staré zlomy

16. svina domaca?, splanchnocranium, os frontale/maxillare, juvenis — adultus, ¢erstvé zlomy
17. svina domaca?, splanchnocranium, os frontale/maxillare, juvenis — adultus, ¢erstvé zlomy
18. svina domaca?, splanchnocranium, os frontale/maxillare, juvenis — adultus, ¢erstvé zlomy
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19. svinia domaca?, mandibula sin., caninus inf. sin., premolares inf. sin., vel'ky fragment, samica,
juvenis — subadultus, dentalny vek 2 — 6 mesiacov, staré zlomy, stopa po zaseku?

20. svina domaca?, preamaxilla sin., incisivus sup. sin., vel’ky fragment, juvenis — adultus, Cerstvé
zlomy

21. neurCeny cicavec, vel'mi maly fragment

22. neurcené zviera, vel'mi maly fragment

23. neurcené zviera, vel'mi maly fragment

24. sladkovodny lastarnik (korytko), temer kompletne zachovana lastura s pribliznou dizkou 35
mm, bezfarebny povrch lastary pravdepodobne modifikovany korienkami rastlin

25. sladkovodny lastarnik (korytko), fragment lastary

26. sladkovodny lasturnik (korytko), vel'mi maly fragment lastury

Diskusia

V regione dolného Pohronia je z celého trvania badenskej kultiry (stupne Baden I-IV) zndmych
175 lokalit (obr. 9), ktoré pozostavajii hlavne zo sidlisk a ojedinelych nalezov. Len na deviatich
Z nich sa vyskytli I'udské kostrové pozostatky v sidliskovom prostredi (mensia skupinka hrobov,
hroby v sidliskovych jamach) alebo na pohrebisku situovanom v nepouzivanej Casti sidliska (tab.
2). Pre badensku kultaru v celej oblasti rozsirenia je charakteristickym prejavom nepomer medzi
poctom sidliskovych lokalit a pohrebisk (Nevizansky 2008, Sutekova 2005). Teda oblast’ dolného
Pohronia z tohto ramca nijako nevybocuje. Na zaciatku badenskej kultiry (stupen Baden I) bola
charakteristickym prejavom pohrebného ritu kremacia. Ludské i zvieracie pozostatky sa len
ojedinele objavuju na sidliskach. Pokial’ sa nachadzaju, stretdvame sa s inhumaciou (SachBe 2010a).

V priebehu vyvoja badenskej kultiry klesd pocet pohrebisk a l'udské i zvieracie pozostatky
(prevazne hovédzi dobytok, ovca/koza) sa Coraz CastejSie zalinaji vyskytovat v sidliskovom
prostredi (SachBe 2010a). Prevladajucim spdsobom pochovévania je inhumécia. Cudské pohreby
boli do sidliskovych jam ukladané uz od neolitu, predovSetkym v kultire s mladSou linedrnou
keramikou. Su zndme aj v lengyelskej kultare a bezne sa objavuju aj v kultirach doby bronzovej
a halstatskej. Obzvlast’ typické st pre badensku kultiru (Klicova 2001, Némejcova-Pavikova
1986).

Mensia skupinka 3 kostrovych hrobov v sidliskovom prostredi bola objavena v Sarovciach IIT
(obr. 9, tab. 2). Kostry boli do hrobu ulozené v skréenej polohe na pravom i 'avom boku. V hroboch
sa nenachadzali Ziadne nalezy, pripadne obsahovali len ojedinelé crepy. V ostatnych pripadoch
(obr. 9; tab. 2) boli kostry ndjdené v jamdach, ktoré neboli Specialne ur€ené na hrobové ucely, ale
vzdy v zahibenych objektoch, ktoré uz stratili svoju povodnu funkciu (zasobné jamy, pece). Jamy sa
nachadzali roztrusené po celom priestore sidliska, len v pripade Svodina sa koncentrovali na
juhovychodnom a vychodnom okraji sidliska (Nevizdnsky 2008, Némejcova-Pavikova 1986).
V sidliskovych jaméach sa v roznych hibkach nachadzali kostrové pozostatky jedného jedinca
(Sarovce I, III, Hronovce-Vozokany, Svodin) alebo troch jedincov (Kamenin, Svodin). Kostry
lezali v skrcenej polohe na pravom alebo 'avom boku. Zaujimavé je zloZenie stiboru z hladiska
pohlavia a veku, prevazne su zastupené zeny a deti (cca 23 pohrebov), v 3 — 4 pripadoch §lo
0 muzov. V jamach sa ¢asto nachadzali ¢repy, ojedinele aj mensie poskodené nadoby (Sarovce |,
Hronovce-Vozokany, obr. 3:4), pripadne boli bez nalezov (Sarovce III, Kamenin). Pozoruhodnym
je nalez dvoch medenych drétenych nausnic, ktoré sa nasli pod lebkou jedinca v jame 20/1955
z0 Saroviec III. V blizkosti skeletu bola objavend silicitovd Gepielka a na dne jamy hojny
archeobotanicky material (uhliky; Novotny 1976).
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Obr. 9: Lokality badenskej kultiry na dolnom Pohroni (podl'a SachBe 2010a, T6th 2014)
Fig. 9: Spatial distribution of Baden culture sites in Lower Hron Valley (after Sachf3e 2010a, Toth
2014)

Okrem l'udskych pozostatkov sa v jamach vyskytovali aj kostry domécich zvierat, ¢i uZz
samostatne (Svodin) alebo v kombinacii s l'udskymi skeletmi (Sarovce I, Hronovce, Svodin). Slo
0 celé kostry zvierat (Sarovce I, Svodin), pripadne ojedinelé zvieracie kosti (Hronovce-Vozokany).
Z hladiska druhového zastupenia sa najCastejSie vyskytoval hovddzi dobytok (Svodin), ovca/koza
(Hronovce-Vozokany), osipana (Hronovce-Vozokany) a pes (Sarovce I). Pozoruhodnym je vyskyt
plodu, resp. novorodenca ovce/kozy a vysoky pocet mladych jedincov v subore zvieracich kosti
z Hronoviec-Vozokan. Vychadzajiuc z reprodukéného cyklu mozno ustdit, ze k Gmrtiuv/usmrteniu
plodu/novorodenca ovce/kozy doslo na konci zimy alebo na zaciatku jari.

Pohreby v sidliskovom prostredi sa dostdvaju do nového svetla vd’aka vysledkom velkoplosného
archeologického vyskumu lokality Balaton6szod. V rokoch 2001 — 2002 bola odkrytd plocha
o rozlohe cca 76 000 m% na ktorej bolo preskimanych viac nez 3100 objektov. Badenskej kultire
(stupne Baden I-IIT) patrilo priblizne 1200 z nich. Cudské a zvieracie skelety sa nasli v 75 objektoch
(Horvath 2004, 2008, 2010, 2012). Horvath (2010) deli pohreby na sidliskach do troch kategoérii.
Prvu kategoriu tvoria vel'ké spolocné obety, ktoré pozostavali z viacerych zvierat alebo ich Casti,
ktoré sa Casto vyskytovali spolu s 'udskymi skeletmi alebo hrobovou vybavou. Takéto jamy mohli
byt zaplnené jednorazovou udalostou alebo pocas viacerych za sebou nasledujucich ceremonii.
Dalsiu skupinu predstavuji Pudské skelety, ktoré interpretuje ako krvavé obety alebo intramurélne
pohreby (t. j. pohreby v sidliskovom prostredi). Casto sa v tychto jaméach nachadzali aj zvieracie
skelety. Tretiu skupinu predstavuju zvieracie kostry v sidliskovych jaméch, ktoré by mohli
reprezentovat’ krvavé obety alebo zvieracie pohreby. Pri analyze l'udskych a zvieracich skeletov
boli dokumentované aj stopy nasilia. Pozorované boli taktieZ opalené kosti, ktoré sa nachadzali
VO vrstve premieSanej s popolom a mazanicou. Opakovanie tohto aktu sved¢i o tom, ze §lo o sucast’
opakujucej sa ceremonialnej choreografie (Horvath 2010, 2012).
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Tab. 2: Lokality s l'udskymi a zvieracimi kostrovymi pozostatkami na sidliskach na dolnom Pohroni
Table 2: Sites with human and animal skeletal remains in settlement area in Lower Hron Valley

Lokalita Datovanie Typ objektu Pocet Popis Literatara
objektov
1. Malanad |Boleraz Hrob 4 3 ziarové a 1 Némejcova-Pavikova 1974,
Hronom symbolicky (?) Ozd’ani 1984, Nevizansky 1985,
hrob 2005, Nevizansky, Ozd’ani a
Jakab 1995 — 1996, Sachf3e
2010b
2. Sarovce I |Baden Il Pohreb v 2 Kostrové Novotny 1958a, 1958b, 1958c,
sidliskovej jame pozostatky, dospely | 1976, Nevizansky 1985, Sachf3e
jedinec, diet’a + pes |2010b, Veit 1996
3. Sarovce 111 |Baden Il Hrob + pohrebv |3 +1 Kostrové Novotny 1958a, 1958b, 1958c,
sidliskovej jame pozostatky 1976, Nevizansky 1985, Sachfle
2010b, Veit 1996
4. Hronovce- |Baden IlI-IVVa |Pohreb v 1 Kostrové
Vozokany sidliskovej jame? pozostatky, Zena +
zvieracie kosti
(ovcalkoza,
oSipand)
5. Kamenin |Baden IlI-IVa |Pohreb v 1 Kostrové Jakab 1980, Nevizansky 1999
sidliskovej jame pozostatky, Zena

(30 -40r.) + dicta
(7-8r)+muz(?)

6. Svodin Baden Ill-1VVa |Pohreb v ? Samostatné Némejcova-Pavukova 1975,
sidliskovej jame, zvieracie (dobytok) |1980, 1986, Nevizansky 1985,
peci a 'udské pohreby  |SachfBe 2010b, Struhar 2001
(20 kostier,

prevazne Zeny a
deti), l'udské a
zvieracie skelety v
jednej jame

7. Bina Badenska Pohreb v 1 Kostrové Prasek 1996
kultara sidliskovej jame pozostatky

8. Cuba Badenska ? ? ? Chropovsky 1948
kultira

9. Sikenica- |Badenska ? ? ? Novotny 1954

Trhyna kultira

Interpretaéné moZnosti ndlezu z Hronoviec-Vozokan, ziiZzené charakterom nalezovych okolnosti,
mozZno vnimat’ v SirSom kontexte. DOlezitym faktom je pritomnost mikrouhlikov vo vyplni
sidliskovej jamy, ako aj vysoky podiel zvieracich kosti, patriacich mladym alebo vel'mi mladym
jedincom. Ojedinelé zvieracie kosti, ako aj fragmenty keramiky a poSkodent néddobu nemozno
davat’ do suvislosti s hrobovou vybavou (Nevizansky 2008). Nemozno vynechat’ ani skutocnost’, Ze
zensky skelet bol pomerne robustny a zuby extrémne obrusené, pravdepodobne v ddsledku
intenzivnej pracovnej ¢innosti. Z tychto doévodov nalez z Hronoviec-Vozokan zarad’ujeme do
druhej skupiny nélezov skeletov na sidliskdch (Horvath 2010). Hoci na kostre neboli pozorované
Ziadne stopy nasilia, na zdéklade charakteru archeologickych nélezov a analogicky k d’al$im
lokalitdim by mohol byt’ interpretovany aj ako obeta, ktora sa mohla odohrat’ niekedy medzi 34. —
31. storo¢im pred n. 1. na konci zimy, pripadne na zaciatku jari. Uvedena ceremodnia sa musela
uskuto¢nit’ podla vopred znamej choreografie (Horvath 2010), pocas ktorej bol obetovany aj
plod/novorodenec ovce/kozy. Dolezitli ulohu mohol pocas ceremodnie zohravat’ aj ohen.
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Zaver

Kostrovy nalez i keramicky material z lokality Hronovce-Vozokany (okr. Levice) bol datovany
do obdobia stredného eneolitu, konkrétne do obdobia mladsej klasickej badenskej kultary (Baden
[11-IVa). Kostrové pozostatky patrili zene vo veku 35 — 45 rokov (Adultus 1l — Maturus I). Distalne
konce kosti oboch predlakti boli sten¢ené a deformované. Mohlo ist’ o postraumatické zmeny (napr.
0 poranenie distalneho radioulnarneho kibu alebo o Collesovu zlomeninu) v dosledku ktorych doglo
k poruche vyzivy zapistnych kibov a oslabeniu kosti. Na krénych stavcoch s pritomné
degenerativno-produktivne zmeny, deformacnd artr6za je najvyraznejSia na tele treticho kréného
stavca. Zena mala vyrazne abradované zuby, ¢o nemusi suvisiet' len s konzuméciou hrubozrnnej
a vyrazne abrazivnej potravy, ale vtomto pripade je mozné uvazovat o pouzivani zubov ako
pracovného ndastroja. Analyza stabilnych izotopov 613C (-19,9) a 015N (+10,7) ukézala, Zze Zena
konzumovala suchozemsku stravu typickl pre mierne pasmo strednej Eurdpy (obilniny, rastlinnd
potrava, miso z domacich i divozijicich druhov zvierat).

Okrem kostrovych pozostatkov Zeny sa v sidliskovej jame nachddzal aj osteozoologicky
a malakozoologicky material. Identifikované boli kosti ovce (Ovis aries) a svine domacej (Sus
domesticus) a schranky sladkovodnych mikkysov z ¢elade korytkovitych (Unionidae). Zaujimavy
je vyskyt veI'mi mladych jedincov, predovsetkym plodu/vel'mi mladého jahnata vo veku cca 0 — 2
mesiace. Vac¢Sina kosti nenesie ziadne badatelné stopy sekania ¢i rezania, t. j. porciovania,
za ucelom pripravy mésa zvierat na konzuméciu. Jedinil vynimku predstavuje sanka svine a Cast’ jej
lebky, kde mozno uvazovat o antropogénnych zasahoch na kostiach.

Hoci na kostre neboli pozorované Ziadne stopy nasilia, na zaklade analogii k d’alsim lokalitam by
nalez mohol byt interpretovany aj ako obeta, ktora sa mohla odohrat’ na konci zimy, pripadne
na zaciatku jari. Pocas ceremonie mohol byt’ obetovany aj plod/novorodenec ovce/kozy.
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Abstract: Full osteological investigations have been undertaken at the Szada-Pusztaszentjakab
cemetery in Hungary in 2015 and 2016, involving 206 actual graves and 68 bags of stray finds. The
present article will only discuss the first category. The main focus of the investigations was to
determine existent paleopathological conditions connected to population health, achieved by the
recording of afflictions such as porotic hyperostosis or hypoplasia. Future plans of integrated
isotope analyses will reveal further insights into both communal and individual dietary practices.

Keywords: historical anthropology, palaeopathology, porotic hyperostosis, hypoplasia, Central
Europe

Introduction

Centuries-long migrations from the east led the Hungarian tribes to settle in the Carpathian Basin
at the end of the 9™ century. This was accompanied by social and economic change — from a semi-
nomadic lifestyle to a sedentary one, and from paganism to Christianity — which in turn may have
brought shifts in population health.

Material and Methods

Following the archaeological investigations from 2013 and 2014, osteological materials (late
medieval, 12"-14/15" c. A.D.) were sent to the G5ddll6 Museum, where osteological analysis
commenced in 2015 and were concluded in 2016 in March. Analyses were undertaken in order to
define state of completion and fragmentation level, determine age/sex and paleopathological data,
and undertake measurements (cranial/postcranial). However, only partial data is discussed in this
paper.

For determining age, Scheuer and Black (2000), Brooks and Suchey (1990), Brothwell (1981),
and Buikstra and Ubelaker (1994) methods were used in examining the pubic symphysis changes,
length of long bones (in the case of infants), medial aspect of the clavicle, the iliac crest, dental
attrition, fusion of bones and auricular surface morphology. Sex was determined using Buikstra and
Ubelaker (1994) method in examining the skull and pelvis, while for the recording of
paleopathological conditions, Mann and Hunt (2005) method was consulted.

Results
Demography and Paleopathology

From a total of 232 individuals, 206 individuals provided enough data in order to allow
demographic reconstruction. Henceforth, a total of 56 males, 52 females, 16 juveniles and 57
infants were recorded, to which we add 14 probable males and 11 probable females (Chart 1). In
terms of age at death, there is a clear distinction between males and females. While the average life
expectancy was between 30 and 40 years, females exhibit a much earlier age at death than males,
which is usually attributed to child bearing and may also be connected to various bacterial
infections.
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Chart 1. Demographic data from Szada

Paleopathological investigations provide important elements regarding population life ways:
while nutritional/bacterial conditions may indicate population health — signaling possible dietary
practices and environmental factors — the osteoarticular afflictions reveal important aspects of
communal/individual activity. Although all present conditions have been recorded, the current
article will only discuss the most essential of them. A chart relating to secondary afflictions is

provided however (Chart 2).
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Chart 2: Paleopathological recordings from Szada

Nutritional/bacterial diseases

At Szada, from a total of 206 individuals, 104 cases of porotic hyperostosis (PH) have been
recorded, regardless of age and gender. From these, 31% represent cribra orbitalia (CO), 14% PH
(skull) and 55% PH of the femoral/humeral head (C F/H PH). Looking at these numbers from a
gender based perspective; CO was mostly recorded within the Infant/Juvenile category, which
amassed to 56% of cases. A very pronounced case was recorded in a 4- to 6-year-old infant from
grave 302 (Fig. 1). Further calculations have shown that infants were followed by males with 28%,
and finally by females with only 16%. Porotic hyperostosis found on the cranial vault is only
represented by a small number of cases (15) and shows that the most afflicted were the males
(46%), followed by both females and infants/juveniles with the same number of cases (4) reaching
only 27% each. The C F/H PH, however, were the most registered. Regardless of whether we refer
to the femur or the humerus, 57 such cases were recorded. From these, 55% belonged to

infants/juveniles, 26% to females and 19% to males.
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Secondary to PH, but essential when investigating population welfare, hypoplastic lines or
enamel hypoplasia, appears in 50 cases in the Szada-Pusztaszentjakab cemetery. Based on the
calculations, the most affected are the males (42% - 21 cases), followed by females (24 % - 12
cases), infants (18% - nine cases), juveniles (12% - six cases) and two unsexed individuals (4%).

There are afflictions such as endocranial lesions (EL), which are usually associated with
meningitis typically resulting from bacterial infection, too. However, vitamin deficiency may also
be a starting point (especially vitamin
C deficiency) (Lewis 2004). Vitamin
C is essential for collagen formation
and maintenance of bone and teeth
integrity, as well as injury healing and
iron absorption regulation (Cecconi,
Mallegni, and D’ Anastasio. 2007).
Szada has yielded 18 cases of EL.
From these, eight cases affect males
(graves 166, 178, 385, 392/1, 393,
407, 420, 486), six cases females
(graves 187, 195, 310, 386, 439, 456)

Figure 1. Grave 302 - Cribra Orbitalia and four cases infants/juveni les
(graves 237, 246, 354, 361). While nutritional deficiencies are taken into account at this stage, these
alone could not have caused endocranial lesions. The safest route is to assume that this affliction is
caused by more than one element. Accordingly, we have tried grouping EL with some of the
nutritional diseases, in order to observe just how common these appear simultaneously. Results
show only five cases of EL alone (graves 166, 195, 246, 386, and 407), while all the others have
been supplemented by one or two of either PH, CO or hypoplasia.

Osteoarticular afflictions

Recordings have confirmed that most osteoarticular afflictions are those found on the vertebrae —
spondylosis, spondylodiscitis, inflammation of articular joints and Schmorl’s nodes. A total of 268
cases involve just this section of the body and are mostly confined to the lower back (except
spondylodiscis, which is mostly found on the cervical vertebrae).

From these, 26 cases of Schmorl’s nodes have been identified. Investigations have concluded
different stages of the disease, ranging from debut to severe cases, where the affliction has been
seen to spread all the way to the spinal cord, causing pain. No affected cervical vertebrae were
recorded. From the total number of cases, 17 were located on the thoracic and seen on the lumbar
vertebrae. As for gender, males were undeniably more affected than females. Occasionally, their
development was associated with specific diseases which produce weakening of the subchondral
bone and resultant disruption of the cartilaginous endplate and metastatic deposits in the vertebral
column. The lesions are also seen in the lower thoracic/lumbar spine, resulting from biomechanical
stress on these vertebrae when transmitting force from the upper to the lower body during daily
activity. Metabolic deficiencies and/or increased body mass have also been forwarded as possible
causes (Plomp, Roberts and Vidéarsdottir 2012).

Discussion

Having a total number of 104 PH and 50 hypoplasia cases, plus the other contributing infectious
diseases, is it safe to assume that the Szada cemetery belonged to a modest community (in terms of
health). Various evidence of increased decline in population health has been identified in the past,
based on recordings of the above mentioned nutritional afflictions, from other cemeteries in
Hungary, which are apparently connected with sedentary life. In these regards, Marcsik, Fothi and
Hegyi (2002) believe that “the adoption of sedentary farming was apparently accompanied by a
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decline in the overall quality of nutrition”. Consideration has also been given in terms of gender-
based predilection to certain diseases. While some authors report that females are more affected by
CO because of their physiology (menstruation, pregnancy, childbirth) leading to the loss of more
iron, others have recorded no fundamental differences in the spread of CO based on gender. In the
case of Szada, we see that females are actually the less affected (16 % - 5 cases), while 28% (9
cases) belong to males, which further denotes the fact that gender is not an influential characteristic
of this affliction. A Chi-square test found no statistical significance (p=0.3).

Conclusions and future plans

The most interesting facts resulting from osteological investigations at Szada are undoubtedly
connected to health. While some diseases show a fairly gender-based preference, a high death rate
of infants can likewise be seen (this is however usual for the Medieval period).

Having identified probable nutritional stress among most individuals, the obvious next step is to
allow integrated isotope analyses to reveal more details regarding dietary practices.
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Abstract: Genetic detection of sickle cell anemia in individuals from the Beaker culture necropolis
Hostice I za Hanou Bell Beaker Culture necropolis was found near the village Hostice za Hanou in
2002. Women's and children's skeletons from this area were characterized by a high frequency of
occurrence porotic hyperostosis (PH) and cribra orbitalia (CO). These pathologies are often
associated with anemia. Anemia caused by malnutrition in this population was excluded; therefore
it has been tested incidence of sickle cell allele as an alternative cause. Fluorescently labeled
TagMan® probes were designed for detection of SNPs rs334. Allelic discrimination was successful;
wild type allele was detected in 14 of the 16 samples. Mutant allele was detected only in positive
plasmid controls. Sickle cell anemia did not cause porotic hyperostosis and cribra orbitalia in
population from Hostice I za Hanou.

Key words: porotic hyperostosis, cribra orbitalia, ancient DNA, rs334, real time gPCR allelic
discrimination

Uvod

Pohtebisté lidu kultury zvoncovitych pohari (KZP) na lokalit¢ Hostice I za Hanou bylo
zkouméno v letech 2002 — 2003 pracovniky Ustavu archeologické pamétkové péde v Brné. Jedn4 se
o dosud nejvétsi pohiebité z tohoto obdobi nalezené na tizemi Ceské republiky (Balek et al. 2003).
Puvod a rozsifeni KZP do Evropy neni dodnes zcela objasnén, existuji nicméné archeologické
doklady o jejim vyskytu v severni Africe (Balout 1958). Geograficky rozsah zabira prostor
mezi severozapadni Afrikou az po Malopolsko (Turek 2006). Pfislusnici KZP zili v malych
skupinach, hospodafili a patrné i kocovali. U KZP se jiZz predpoklada ¢aste€na geneticka adaptace
na zemedélsky zpisob zivota (Drozdova et al. 2011). Na plose cca 1ha bylo nalezeno 157 hrobti
se 143 jedinci (38 muzi, 38 zen, zbytek nedospélci nebo neurcitelné). Na kosternim materialu byla
provedena antropologicka analyza a také tada specializovanych analyz. Veskeré vysledky jsou
shrnuty v publikaci Drozdové et al. (2011) ,,Hostice I za Hanou. Vysledky antropologické analyzy
lidu kultury zvoncovitych pohari.” V ramci specializovanych analyz populace z Hostic za Hanou
bylo provedeno i hodnoceni paleopatologického stavu skelet a jeho porovnani s dalSimi nalezisti
(Shbat et al. 2009; Smrcka a Tvrdy 2009). U Zen byl patrny vyssi vyskyt porotické hyperostozy
(PH) na lebec¢nich kostech (Drozdova a Smrcka 2011). Pti¢ina PH neni dodnes vysvétlena, ale
nejcastéji se dava do souvislosti s anémii (Baxarias a Herrerin 2008). Na zakladé provedené analyzy
stopovych prvki byla vylou¢ena malnutrice (Smrcka et al. 2011). Jako dal$i mozna pticina anémie
se tedy nabizi geneticky podminéna anémie — hemoglobinopatie. Tuto teorii by bylo mozno
vztadhnout 1 domnély plvod kultury ve Stfedomofi, kde se mutantni alely zplsobujici
hemoglobinopatie vyskytuji s vyssi Cetnosti a déle informace, ze ptislusnici KZP zili v malych
komunitach, kde se mohla vyskytovat vysoka mira homozygotnosti. Srpkovitd anémie (SA) je spolu
s talasemii celosvétové nejrozsifenéjsi hemoglobinopatii. SA je zpisobena jednonukleotidovym
polymorfismem (SNP), nejcastéji v lokusu rs334 (A >T) v genu HBB kodujicim beta globin
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(11p15.5; Odivre et al. 2011). Dochazi k zméné konformace proteinu, coz zpusobuje typicky
srpkovity tvar ¢ervenych krvinek. Distribuce polymorfni alely HbS je podminéna dvéma faktory -
pozitivnim selekénim tlakem na heterozygoty, ktefi jsou odolngjsi vuc¢i nakaze malarii (Allison
1954) a migraci. PH u historickych populaci muZze mit souvislost s geneticky podminénymi
anémiemi, jakou je i srpkovitd anémie (Hershtkovitz et al. 1991).

Cilem experimentu bylo zavedeni metody detekce SNP rs334 na vzorcich starobylé DNA
(aDNA), navrh plasmidového konstruktu jako pozitivni kontroly, navrh alelové specifickych
TagMan sond®, optimalizace slozeni reakéni smési a podminek cyklovani a analyza kosternich
poziistatkll s porotickymi zménami z lokality Hostice za Hanou.

Material a metody

Kosterni pozustatky z Hostic 1 za Hanou byly uz dfive pouzity pro urCeni pohlavi
prostfednictvim analyzy aDNA (Vaitharova 2008). Ze souboru vzorkili pulverizované kostni tkdné¢
byly na zakladé paleopatologické analyzy (Drozdovd a Smrcka 2011) vybrany ty, u nichZ byl
popsan vyskyt porozity. Jejich charakteristika je shrnuta v tab. 1.

Tab. 1: Souhrn a charakteristika analyzovanych vzorkt. Nazev vychazi z ¢islovani hrobi in situ.
Pohlavi, vek a paleopatologicka charakteristika vychazeji z publikace Drozdova et al. (2011).

Table 1: Summary and characteristics of the analyzed samples. Name of the sample is based on the
numbering of the graves in situ. Gender, age and paleopathological characteristics are based on
publications Drozdova et al. (2011).

Vzorek | Tkai Pohlavi Vék Porozita

H806 dlouha kost | dité 6 let 0s parietale dx., sin.

H836 lebka dité 8 let glabella

H842 zebro dité 12 let eminentia cruciformis, CO v dx.

H846 dlouhd kost | dite 13 -15 let squama occipitalis, rozhrani os occipitalis a
parietale

H847 dlouha kost | dité 5 let 0s occipitale, os parietale

H851 zebro nedospély | 15— 20 let processus palatinus maxillae, os occipitale, 0s
coxae, caput femori dx., os frontale; CO dx.

H852 dlouha kost | nedospély | 15— 18 let trochlea humeri dx., incisura trochlearis sin., ulna
dx., femur dx., talus dx. I sin., calcaneus dx. | sin.

H857 lebka dite 11 let 0s occipitale, ossa parietalia, CO dx.

H858 dlouha kost | nedospély | 15— 20 let glabella, os temporale, os parietale dx.

H893 dlouha kost | nedospély | 17 — 20 let 0s parietale sin., CO dx.

H899 lebka muz 20 — 25 let arcus superciliaris dx., ossa parietalia, CO sin.

H905 dlouha kost dité 9 let téla krénich obratl

H933 dlouha kost | dité 12 — 15 let os frontale

H942 dlouha kost | dité 812 let os frontale

H946 lebka dité 5-6 let 0s parietale dx.

H950 dlouha kost | dité 13- 15 let processus palatinus maxillae, CO dx. i sin.

Veskeré laboratorni analyzy byly provadény v Laboratofi biologické a molekularni antropologie
(LBMA) za protikontaminaénich opatteni doporu¢enych v publikaci Cooper a Poinar (2001). aDNA
byla purifikovana pomoci kolon MinElute® SpinColumn (Qiagen) protokolem dle Yanga et al.
(1998) a piecisténa kolonami OneStep™ PCR Inhibitor Removal Kit (Zymo Research). Kvantita
aDNA byla stanovena forenznim kitem Plexor® HY (Promega). Pro detekci rs334 byla zvolena
metoda kvantitativni polymerazové fetézové reakce v realném case (real time gPCR) v modu
alelové diskriminace (AD). Pro polymorfismus rs334 byla navrzena sada fluorescen¢né znacenych
sond TagMan® a shodny par primertu: forward 5-TCAAACAGACACCATGGTGCAT-3’, reverse
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5’-CCCCACAGGGCAGTAACG-3’; sondy: rs334_MUT, znacena FAM: 5'-
TGACTCCTGTGGAGAA-3"; 5-TGACTCCTGTGGAGAA-3 znacena VIC: 5'-
TGACTCCTGAGGAGAA-3". Jako pozitivni kontrola pro WT alelu byla pouzita Plexor® HY
Male DNA (50 ng/ul; Promega®) a pro MUT alelu byl navrzen plasmidovy konstrukt pUC57kan
se vloZenou sekvenci mutantni alely (Sigma Aldrich). SloZeni reak¢éni smési bylo optimalizovano
pro charakteristiky aDNA, byla pfidana AmpliTaq Gold® a BSA (Sutlovic et al. 2005; Chung et al.
2004). Reak¢ni smés se skladala z 11, 50 pl 2x TagMan® Genotyping Master Mix; 1, 25 ul 20x
SNP Genotyping Assay; 0,5 ul AmpliTaq Gold® DNA polymerase; 0,5 pl BSA a 11,25 pul
templatové DNA. Objem reakce v ¢inil 25 pl. Amplifikace probihala na AB 7500 System, software
sds v2.1. a podminky cyklovani byly nasledujici: po¢ate¢ni denaturace: 95° C, 2 minuty, cyklovani
50x : denaturace 95° C, 15 sekund; annealing/extenze 60° C, 1 minutu; disocia¢ni analyza —
defaultni nastaveni. Vzorky byly analyzovany v duplexu, reakce prob¢hla ve dvou nezavislych
analyzach.

Vysledky

Izolace aDNA probéhla uspésné, koncentrace aDNA byla stanovena v 15 vzorcich z 16.
Kalibra¢ni kfivka byla sestavena na zédklad¢ fedici fady standardni DNA s fedicim faktorem 10.
Ucinnost reakce byla 98,67 %. Vysledky kvantifikace vzorki jsou shrnuty v tab. 2.

Funk¢nost navrzenych TagMan® sond a plasmidovych konstrukt byla ovéfena kontrolni reakci
do reakéni smési ptidan 1 pl BSA a 0, 5 ul AmpliTaq Gold® DNA polymerase. Heterozygot byl
ziskan smisenim 10 pl Plexor® HY Male Genomic DNA (Promega) a nafedéného plasmidového
konstruktu v koncentraci 10* plasmidi na 1 ul H,O. Po optimalizaci reakce probéhlo samotné
genotypovani. Alelova diskriminace probéhla uspésné u 14 vzorki u 16. U vzorku H946 a H950 i
pfi opakovani analyzy selhala PCR a nedoSlo k narastu fluorescence. U vSech vzorkti z Hostic
| za Hanou byla detekovéana pouze alela HbA. Detekce alely HbS u plasmidovych kontrol probéhla
uspés$né. Vysledky analyz jsou shrnuty vtab. 2 U negativnich kontrol nebyla béhem analyz
detekovana DNA.

Tab. 2: Vysledky alelové diskriminace (genotyp) a koncentrace detekované DNA v pg/ul
Table 2: Results of the allelic discrimination (genotype) and the concentration of detected DNA (pg

/ul)

Vzorek | Genotyp | pg/il Vzorek | Genotyp | pg/nl
H806 HbAA | unteter. | 9| H858 HbAA 239,5
H836 HbAA 256,5| 10| H893 | HbAA 239,8
H842 HbAA 2444 |1 11| H899 | HbAA 3129
H846 HbAA 319,0 | 12| H905 | HbAA 373,55
H847 HbAA 278,4 | 13| H933 | HbAA 350,6
H851 HbAA 310,0 | 14 | H942 | HbAA 280,7
H852 HbAA 245,0 | 15| H946 | unteter. 308,2
H857 HbAA 221,8 |16 | H950 | unteter. 205,5

O INOOTDIWIN|F-

Diskuze

Kosterni material z Hostic I za Hanou vykazoval ¢etny vyskyt cribra orbitalia (CO) a porotické
hyperostdzy (Smrcka a Drozdova 2011). Ze souboru bylo vybrano 16 jedinci se znaky PH a CO,
u nichZ byl analyzovan SNP rs334 zodpovédny srpkovitou anémii. Izolace aDNA byla tspésna,
ackoliv byl kosterni material zna¢né fragmentovan, coz bylo potvrzeno uz naslednou kvantifikaci.
Geneticky material byl detekovan v 15 vzorcich z 16 celkovych (93,75 %). Pii kvantifikaci nebyla
detekovana inhibice, coz je dokladem, ze predc¢istovaci krok kvalit¢ vzorkti pomohl. Metoda
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alelové diskriminace na principu real time qPCR alelové specifikovala 14 vzorkt z 16 (88,88 %).
U zadného jedince vSak nebyla detekovana srpkovita alela. Zcela jisté lze vyloucit eventualitu
selhani detekce HbS, protoze soubézna detekce plasmidovych kontrol probéhla bez problémd.
Vezmeme-li v potaz teorii, ze PH je zptisobena anémii, je nutno se zamé&fit na dals$i mozné priciny.
Z analyzy stopovych prvkil je mozné vyvodit, ze anémie u jedinci z HoStic nebyla spojena
s malnutrici (Smrcka et al. 2011). Lze tedy uvazovat o dalSich typech hemoglobinopatii. V genu
HBB se vyskytuje ftada dalSich SNP, které jsou pfi¢inou i jinych forem onemocnéni
(http://www.snpedia.com/index), nejcastéji talasemie alfa nebo beta, které, obdobné jako SA,
vykazuji abnormality na kostech ve form¢ PH a CO (Stamatoyannopoulos et al. 2001). Jejich
geograficka distribuce také odpovida vyskytu SA, protoZe i talasemie poskytuje svym pienasSectim
rezistenci k onemocnéni malarii (Weatherall a Clegg 1981). Metoda alelové diskriminace zalozené
na real time qPCR je snadno modifikovatelna i na detekci dalSich SNP zodpovédnych za jiné typy
hemoglobinopatii.

Zavér

Cilem experimentu bylo zavedeni metody detekce srpovité alely (SNP rs334) u starobylé DNA.
Vzorky, na nichz byla metoda zavedena, pochazely z lokality nalezici ke kultufe zvoncovitych
poharti — HoStice I za Hanou a vSech jedincii byly pfitomnd PH a CO. U 14 vzorki z 16 jedinct se
podatilo stanovit genotyp pro dany polymorfismus. U vSech vzorkt byla detekovana wild type alela
rs334 A, mutantni alela rs334 T se amplifikovala pouze u kontrolnich plasmidt. Detekce genotypu
rs334 byla zavedena uspésné, ale nepodafrilo se urcit pri¢inu PH a CO u jedinct z Hostic I za
Hanou.
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