Osmangazi Tip Dergisi

Osmangazi Journal of Medicine 2022;

Research Article / Aragtirma Makalesi

Obezite ACSL4 ve GPX4 Aracili Ferroptozis ile Oksidatif
Stresi Indiikler

Obesity Induces Oxidative Stress By ACSL4 and GPX4-Mediated Ferroptosis

'Istanbul Taksim Egitim ve Aragtirma
Hastanesi, Istanbul, Tiirkiye

*Kiitahya Saglik Bilimleri Universitesi,
Fakiilte: Mithendislik ve Doga Bilimleri
Fakiiltesi, Temel Bilimler Boliimii,
Kiitahya, Tiirkiye

3Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi
Biyokimya Anabilim Dal, Diizce, Tiirkiye

“Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali,
Eskisehir, Tiirkiye

Correspondence:

Fatih KAR

Kiitahya Saglik Bilimleri Universitesi,
Fakiilte: Mithendislik ve Doga
Bilimleri Fakiiltesi, Kiitahya, Ttirkiye

e-mail:fatihkarahasanoglu_@hotmail.

com

'Giilay Sezgin, *Fatih Kar, *Ceyhan Hacioglu, ‘Sema Uslu

Bu ¢alismada, viicut kitle indeksine (VKI) gore olusturulmus yetiskin bireylerden olusan deney gruplarinda oksidatif stres belirtegleri ve
ferroptoz parametreleri toplam 39 yetiskin birey normal kilolu veya hafif kilolu (VKI:18.5-29.9), birinci derece obez (VKI 30-34.9) ve ikinci
derecede obez (VKI:35-39,9) olmak iizere on iiger kisilik ii¢ gruba ayrilmistir. Kontrol grubundaki saglikli bireylerin ve obezite grupla-
rindaki hastalarin serum 6rneklerinden malondialdehit (MDA) ,total antioksidan kapasite (TAS), total oksidan kapasite (TOS), glutatyon
(GSH), asil-CoA sentetaz uzun zincirli aile tiyesi 4 (ACSL4) ve glutatyon peroksidaz 4 (GPx4) seviyeleri 6l¢ilmiistir. TOS seviyeleri, kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda 1. derece obez ve 2. derece obez hastalarda artarken (p<0.0001) TAS seviyeleri, 1. derece obez ve 2. derece obez
hastalarda azalmistir (p<0.001). MDA seviyeleri, kontrol grubuna kiyasla 1. derece obez (p<0,001) ve 2. derece obez hastalarda(p <0,0001)
artmugtir. GSH seviyeleri ise obezite derecesi arttik¢a diisiis gostermistir (p<0.001). Kontrol grubuna kiyasla 1. derece obez ve 2. derece obez
hastalarin ACSL4 seviyeleri artis gosterirken (p<0.001), GPx4 seviyeleri her iki obez gupta da azalmistir (p<0.001). Obezite derecesi arttik¢a
lipit peroksidasyonu ve oksidatif stres artmaktadir. Ek olarak kontrol grubuna kiyasla obez bireylerde GPx4 seviyelerinin azalis1 ve ACSL4
seviyelerinin artis1 birlikte degerlendirildiginde obezitenin ferroptozu indiikledigi diisiiniilebilir.

Anahtar Kelimeler: ACSL4; ferroptoz; GPx4; obezite; oksidatif stres; lipit peroksidasyonu

Abstract

In this study, the parameters of oxidative stress markers and ferroptosis were evaluated in experimental groups of adult individuals, which
were formed according to the body mass index (BMI). A total of 39 adult patients were normal weight or overweight (BMI: 18.5-29.9),
first degree obese (BMI 30-34.9) and second degree obese (BMI: 35-39.9) were divided into three groups of thirteen each.. From the serum
samples of healthy individuals in the control group and patients in the obesity groups, malondialdehyde (MDA), total antioxidant capa-
city (TAS), total oxidant capacity (TOS), glutathione (GSH), Acyl-CoA synthetase long chain family member 4 (ACSL4) and glutathione
peroxidase 4 (GPx4) levels were measured. Compared to the control group, TOS levels increased in grade 1 and grade 2 obese patients
(p<0.0001), while TAS levels decreased in grade 1 obese and grade 2 obese patients (p<0.001). MDA levels were increased in grade 1 obese
(p<0.001) and grade 2 obese patients (p<0.0001) compared to the control group. GSH levels decreased as the degree of obesity increased
(p<0.001). Compared to the control group, ACSL4 levels of 1st and 2nd obese patients increased (p<0.001), while GPx4 levels decreased
in both obese groups (p<0.001). As the degree of obesity increases, lipid peroxidation and oxidative stress increase. In addition, when the
decrease in GPx4 levels and the increase in ACSL4 levels in obese individuals compared to the control group are evaluated together, it can
be thought that obesity induces ferroptosis.
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Obezite ve Ferroptozis

1. Giris

Obezite sagligi bozabilecek ve mortaliteyi
artirabilecek asir1 yag birikimi ile karakterize
multifaktoriyel kokenli kronik bir hastaliktir
(1). Artan kanitlar, oksidatif stresin obezite ile
iligkili komplikasyonlarin meydana
gelmesinde kritik faktdr olarak rol oynadigim
gostermektedir. Obezite bagh basina NADPH
oksidazlardan siiperoksit olusumu, oksidatif
fosforilasyon, gliseraldehit oto-oksidasyonu,
protein kinaz C aktivasyonu, poliol ve
heksozamin yolaklar1 gibi ¢esitli biyokimyasal
mekanizmalar yoluyla sistemik oksidatif stresi
indiikleyebilir (2). Obezitede oksidatif strese
katkida bulunan diger faktorler hiperglisemi,
yiiksek lipit seviyeleri, vitamin ve mineral

eksiklikleri, kronik inflamasyon,
hiperleptinemi, asir1 viicut agirligim tagimak
icin artan kas  aktivitesi, bozulmus

mitokondriyal fonksiyon ve diyet tliridiir (1,
3-10). Oksidatif stres obezitenin bir sonucu
olabilecegi gibi ayn1 zamanda obezitenin bir
tetikleyicisi de olabilir. Oksidatif stres, beyaz
yag dokusu birikimini uyararak ve gida
almmi degistirerek obezitenin gelisiminde
nedensel bir rol oynayabilir. Hiicre kiiltiirii ve
hayvan ¢alismalari, oksidatif stresin adiposit
oncesi proliferasyonunu, adiposit
farklilasmasim1 ~ ve  olgun  adipositlerin
boyutunu arttirdigini gostermektedir (11-13).
Reaktif oksijen tiirleri (ROS), tokluk ve aclik
davranisin1 kontrol eden hipotalamik noronlar
tizerinde farkli etkiler uygulayarak viicut
agirhgmin  denetimine etki edebilir (14).
MDA, iyi bilinen bir oksidatif stres
biyobelirtecidir. VKI ve MDA arasinda
onemli bir pozitif korelasyon gozlenmistir
(15). Cu-Zn siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx)
gibi antioksidan enzimlerin aktiviteleri, obez
deneklerin eritrositlerinde obez olmayan
kontrollere gore daha diisiik bulunmustur
(11,16).

Ferroptozis, son yillarda kesfedilen genellikle
biiyitk miktarda demir birikimi ve lipit
peroksidasyonun eslik ettigi GPx4 tarafindan
kontrol edilen, diizenlenmis nekrotik hiicre

Olimiiniin  bir seklidir (17,18). ACSLA4,
ferroptoz  duyarliigii  belirleyen  ¢oklu
doymamis yag asitleri (PUFA'ar)

metabolizmasi i¢in dnemli bir izozimdir (19).
ACSLA4, ferroptozun hassas bir biyobelirteci

olmasinin yaninda ferroptoza 6nemli bir katki
saglar (20). Bu calismanin amaci obezite
derecesine bagli olarak oksidatif stres ve
ferroptoz biyobelirteglerinin nasil degistigini
saptamak, obezite ile oksidatif stres ve
ferroptoz arasindaki iligkiyi aragtirmaktir.

2. Gereg¢ ve Yontemler

Arastirma Yeri, Zamani ve Orneklem Secimi

Caligmaya 01.10.2017- 30.04.2018 tarihleri
arasinda 6zel Dbir Fizik Tedavi ve
Rehabilitasyon Merkezi’'ne obezite tedavisi
amaciyla bagvuran 25-65 yas arasindaki 39
kadin dahil edilmistir. Caligmaya baslamadan
once katilimcilardan yazili onay almmigtir.
Aktif olarak kanser tedavisi gorenler veya
kanser Oykiisline sahip bireyler, herhangi bir
bobrek hastaligi, diyabet( Tip I, Tip II) veya
agir kardiyovaskiiler hastaligi olan bireyler
calismaya dahil edilmemistir. Calismaya dahil
edilen bireyler VKI' lerine gore ii¢ gruba
ayrilmistir. Kontrol grubu normal (18,5 <VKI
24,99 kg/m?) ve hafif kilolu (25 <VKI< 29.99
kg/m?) on ii¢ saglikl bireyden, ikinci grup (30
< BKI <34,99 kg/m?) ve iigiincii grup ise
(35<BKI< 39,99 kg/m?®) obez on iicer
bireyden olusmaktadir. Bu ¢alisma Eskisehir
Osmangazi Universitesi Klinik Arastirma
Komitesi tarafindan 10.08.2017 tarih ve
80558721/212 sayil karar ile onaylanmistir.

3. Materyal Metot

Kontrol grubundaki sagliklt bireylerin ve
obezite  gruplarindaki  hastalarm  serum
orneklerindeki TOS, MDA, TAS, GSH,
ACSL4 ve GPx4 seviyeleri ticari olarak
mevcut kitler (sirasiyla RelAssay Total
OxidantStatus (TOS), MBS263626, RelAssay
Total AntioxidantStatus (TAS), MBS042904,

MBS9331516, CSB-EL009869HU)
kullanilarak uretici firma talimatlari
dogrultusunda mikroplaka okuyucu

yardimiyla dl¢iilmiistiir.
Istatistiksel analiz

Istatistiksel analiz sirasinda GraphPad Prism 7
programi  kullanilmistir. Deneysel veriler
ortalama £+  standart sapma  olarak
sunulmustur. Sonuglarin normallik analizi
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Kolmogorow-Smirnov normallik testi
yardimiyla  yapilmistir.  Normal  olarak
dagitilan veriler, tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) kullanilarak degerlendirilmis ve
coklu karsilagtirmalarda Tukey post-hoc testi
ile analiz edilmistir. p<0.05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmistir.

4. Bulgular

Obezitenin oksidatif stres biyobelirtegleri
iizerindeki etkileri

Obez hastalarda obezitenin derecesine baglh
TOS seviyelerinde artis oldugu tespit
edilmistir (Sekil 1A). Serum TOS seviyeleri,

TOS seviyeleri
(umol H,0, Equiv.J/L)

prooksidan/oksidan dengesinin ve viicuttaki
oksidatif yiikiin bir gostergesidir. TOS
seviyeleri, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 1. derece obez hastalarda
%66.6 ve 2. derece obez hastalarda 9%108.3
oraninda artmistir (p<0.0001).

Lipit peroksidasyonunun biyokimyasal analizi
icin saglik ve obez bireylerde MDA seviyeleri
Olctlilmiistiir (Sekil 1B). Saglikli kisilerle
kiyaslandiginda obez  hastalarmn MDA
seviyelerinde artis kaydedilmistir. MDA
seviyeleri, kontrol grubuna kiyasla 1. derece
obez hastalarda %28.5 (p<0.001) ve 2. derece
obez hastalarda %142.8 (p<0.0001) oraninda
artmigtir.

- o om
a2

MDA seviyeleri (nmol/ml)

Sekil 1. Obezite derecesine bagl oksidatif stres parametreleri. A: TOS seviyeleri; B: MDA seviyeleri. * p<0.001 ve

** p <0.0001 kontrol grubu ile karsilastirildiginda

Obezitenin antioksidan seviyeleri iizerindeki
etkileri

Sekil 2A’da  goriildigi  gibi, TAS
seviyelerinde obezite derecesine bagli olarak
istatiksel olarak anlamli bir azalis oldugu
saptanmistir. TAS seviyeleri, kontrol grubuna
kiyasla 1. derece obez hastalarda %29.4 ve 2.
derece obez hastalarda %40.2 oraninda
azalmistir (p<0.001).

GSH seviyeleri, obezite derecesindeki artis ile
birlikte azalis gostermistir (Sekil 2B). Obez
hastalardaki ~ GSH  seviyeleri,  kontrol
grubundan oOnemli bir farklilik gostermistir
(p<0.0001). Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, 1. derece obez
hastalardaki ve 2. derece obez hastalardaki
GSH seviyeleri sirasiyla %60.8 ve %294.5
oraninda diisiis gostermistir.
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TAS seviyeleri
(mmol Trolox Equiv./L)

GSH seviyeleri (nmol/L)

Sekil 2. Obezite derecesine bagh antioksidan parametrelerin seviyeleri. A: TAS seviyeleri; B: GSH seviyeleri. * p
<0.001 ve ** p<0.0001 kontrol grubu ile karsilagtirildiginda

Obezitenin ferroptoz
iizerindeki etkileri

biyobelirtegleri

ACSL4 seviyeleri, obezite derecesine baglh
olarak ile artis gostermistir (Sekil 3A). Obez
hasta gruplarindaki ACSL4 seviyeleri, kontrol
grubundan oOnemli bir farklilik gdstermistir

(p<0,001). Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, 1. derece obez ve 2.
derece obez gruplaridaki ACSL4
:25 A
5 .
E‘Zﬂ T

seviyelerinde sirasiyla %22.5 ve %39.1°lik
artis gostermistir.

Sekil 3B’de goriildiigi gibi, ferroptozun
Oonemli parametrelerinden biri olan GPx4
seviyeleri, obezite derecesine bagimli bir
azalig gostermistir. GPx4 seviyeleri, kontrol
grubuna kiyasla 1. derece obez hastalarda
%30.7 ve 2. derece obez hastalarda %55.2
oraninda azalmistir (p<0.001).

2 g 2
=

GPx4 seviyeleri (nU/mL)

Sekil 3. Obezite derecesine bagl ferroptoz seviyeleri. A: ACSL seviyeleri; B: GPx4 seviyeleri. * p<0.001 kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda

5. Tartisma ve Sonug

Oksidatif stres, hiicresel diizeyde oksidanlar
ve antioksidanlar arasindaki dengesizligi ifade
eder (21). Bir¢ok ¢alisma, obez kisilerin obez
olmayan kisilere gore daha yiiksek oksidatif
stres diizeylerine sahip oldugunu gostermistir
(11, 22, 23). MDA, ¢oklu doymamis yag
asitlerinin oksidatif bozunmasinda son iiriin
olarak iretilen lipit peroksidasyonunun
onemli bir gostergesi olarak kabul edilmistir
(24). Obez olmayan saglikli kontrollere

kiyasla obez deneklerde oksidatif stresin bir
belirteci olarak MDA diizeylerinde 6nemli bir
artis ve ayrica obezitenin kendi bagina plazma
lipit peroksidasyonu i¢in bagimsiz bir risk
faktorii oldugu oOne siriilmiistir (25,26).
Calismamizda obezite derecesi arttikca MDA
diizeylerinin  arttifi  saptanmistir.  Ayni
zamanda obezitenin derecesine bagli olarak
TOS seviyeleri artarken, TAS seviyeleri
azalmistir. Sonuglarimiza paralel olarak alkole
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bagl olmayan karaciger hastaligi olan obez
cocuklarm kontrol grubuna giire TOS
diizeylerinin daha yiiksek TAS diizeylerinin
ise daha diisik oldugu bildirilmistir (27).
Obez ve metabolik sendromlu ¢ocuklarin total
oksidan ve antioksidan durumlar1 {izerine
yapilan bir baska ¢alismada ise VKI artisi ile
TAS, TOS diizeylerinin yiikseldigi
gosterilmistir (28). Eriskin bireylerde VKI' nin
oksidatif stres belirteglerine etkisini arastiran
bir baska ¢alisma TOS seviyelerinin VKI
arttikca yiikseldigini ancak TAS seviyelerinde
anlamli bir degisim olmadigin1 sagtamistir
(29).

GSH, protein olmayan tiyol gruplarinin
yaklasik %901 temsil eder, oksidatif ve
serbest radikal aracili hasara karsi koruyucu
bir role sahiptir. GSH diizeylerindeki genel bir
diisiis, obezite dahil kronik inflamatuar
hastaliklarla iliskilendirilmistir. ~ Glutatyon
metabolizmas1 karmasik olmakla birlikte
obezite ile ilgili yanitlar1 diizenlemede islev
goren cesitli enzimler igin bir kofaktordiir.
Ornegin, GSH' nin azalmasi  enerji
metabolizmasin1 arttirir ve yag birikimini
azaltirken, GPx aktivitesinin artmasi insiilin
direncini indiikler (30-32). VKI ve glutatyon
arasindaki iliskiyi aragtiran bir calisma
normal, hafif kilolu ve obez bireyler arasinda
GSH seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli
fark bulamamistir. Ancak bireyler VKI' ye
gore degil viicut yag oranina gore normal,
hafif kilolu ve obez olarak siniflandirildiginda
lic grup arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark saptanmis (p<0,05) ve obez bireylerin en
disik GSH seviyelerine sahip oldugu
bulunmustur (33). Hem obez hem de normal
kiloda olmasina ragmen viicut yag yiizdesi
%30' dan fazla olan kadinlarda normal kiloda
olan kadinlara gore daha diisik GSH
seviyeleri gosterilmistir (34). Benzer sekilde
calismamizda obezite derecesindeki artis ile
birlikte GSH seviyeleri, azalig gostermistir.
Buna karsin obezitesi olan c¢ocuklarda daha
yiiksek eritrosit GPx aktivitesi ve GSH
seviyeleri bildirilmigtir. Bu durum obezite
nedeniyle artan oksidatif yiike yanit olarak
telafi edici bir mekanizma olarak agiklanabilir
(39).

Lipit hidroperoksitler, lipit peroksidasyonu
siirecinde anahtar ara Triinlerdir. Lipit
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hidroperoksidaz  glutatyon peroksidaz 4
(GPX4), lipit hidroperoksitleri lipit alkollere
donistiiriir ve bu islem, toksik lipit ROS'
larinin  demire (Fe2+) bagimli olusumunu
engeller (36). Yag metabolizmasi
disfonksiyonu ve obezite komorbiditelerinde
enzimatik ve enzimatik olmayan lipit
peroksidasyonunun potansiyel rolii olmasina
ragmen obezitede GPx4 aktivitesinin etkisi
hakkinda halen ¢ok az sey bilinmektedir (37).
Gpx4’ in iki polimiorfizmi obezite ile
iligkilendirilmistir (38). Calismamizda GPX4
polimorfizmlerine  bakilmamis  olmasina
ragmen kontrol grubuna kiyasla obez
gruplarda  GPx4  seviyeleri  azalmigtir
(p<0.001). GPx4 fonksiyonunun inhibisyonu,
lipit peroksidasyonuna yol acar ve demire
bagimli, apoptotik olmayan bir hiicre Sliimii
formu olan ferroptozun indiiklenmesine neden
olabilir (39). Calismamizda ek olarak obez
hasta gruplarindaki ACSL4 seviyelerinin
kontrol grubundan o6nemli derecede yiiksek
oldugunu bulduk (p<0,001). Son ¢aligmalar,
spesifik olarak ACSL4 tarafindan fosfolipite

katilan aragidonik asit lipit
peroksidasyonunun, ferroptoza  aracilik
ettigini  gdstermistir. (18,40-41). Ratlarda

yapilan in vivo bir c¢alisma yiiksek yag ile
beslenme sonucu ratlarin adipositlerinde
ACSL4  ekspresyonunun Onemli  Olgiide
arttigin1 saptamistir (42). Bu c¢alismada da
benzer sekilde ACSL4 seviyeleri, obezite
derecesine bagli olarak artis gdstermistir
(p<0,001).

Sonug olarak obezite derecesi arttikca MDA
ve TOS seviyelerinin artmast ve TAS, GSH,
seviyelerinin azalmasi lipit
peroksidasyonunun  ve  oksidatif  stresin
obezlerde daha yiiksek oldugunu
gostermektedir. Son yillarda ACSL4 ve GPx4'
in ferroptoz mekanizmasindaki  rolleri
arastirilmasina ragmen obezite ile iligkisini
arastiran  c¢aligmalar  smirlhidir.  Saglikli
bireylere kiyasla obez bireylerde GPx4
seviyelerinin azalisi ve ACSL4 seviyelerinin
artigt birlikte degerlendirildiginde obezitenin
ferroptozu indiikledigi diisiiniilebilir. Ancak
obezite ve ferroptoz iliskisinin aydinlatilmasi
i¢in ileri caligmalara ihtiyag vardir.
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