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Abstract

Purpose: Acyl-CoA synthetase long-chain family member
4 (ACSIA) is thought to be related with obesity and
metabolic syndrome via lipid metabolism. We aimed to
investigate the effect of the single nucleotide
polymorphism (SNP) 157886473, which is a common
intron variant of ACSL4 gene on metabolic syndrome and
lipids in Turkish society.

Materials and Methods: Metabolic syndrome (n=550)
and non-metabolic syndrome (n=520) patients according
to the modified NCEP ATPIIl metabolic syndrome
criterias were included in the study. SNPs were genotyped
with Roche Light Cycler 480 Real-Time PCR and then
compared between groups.

Results: There was no significant difference in the
genotype frequencies of the ACSL4 gene polymorphism
(rs7886473) between the metabolic syndrome and the
non-metabolic syndrome patient groups. There were no
significant differences in serum total cholesterol, HDL,
LDL and triglyceride levels between GG and AA
genotypes either in men or women.

Conclusion: This study showed that ACSI4 gene
polymorphism (rs7886473) has no effect on metabolic
syndrome and serum lipid levels. However, only one
common SNP on the ACSLA4 gene was examined in our
study. In this instance, this study is not enough to
determine whether ACSIA4 gene is not effective on
metabolic syndrome and/or lipid levels.

Key words: ACSL4, SNP, lipids, triglyceride, metabolic
syndrome

Oz

Amag: Lipid metabolizmast Uzerinden obezite ve
metabolik sendromla iliskisi olabilecegini distiindigiimiiz
ACSI4  geninin stk gorilen 157886473  A>G
polimorfizminin Tirk toplumunda metabolik sendrom ve
lipid diizeyleri tizerindeki etkisini aragtirmayt amagladik.
Gereg ve Yontem: Calismamiza, Turkiye genelinde takip
edilen ve modifiye edilmis NCEP ATPIII Metabolik
Sendrom tani kriterlerine gére 556 metabolik sendrom
olan ve 520 metabolik sendrom olmayan eriskin birey dahil
edildi. Metabolik sendrom olan ve olmayan bireylerin
ACSTA gen polimorfizmi Roche Light Cycler 480 Real-
Time PCR ile genotiplendi ve karsilastirildi.

Bulgular: Metabolik sendrom olan ve metabolik sendrom
olmayan bireyler arasinda ACSL4 157886473 genotip
dagilimlart arasinda anlamli bir farkhilk bulunmadi. Tdm
erkeklerin ACSTA4 157886473 polimorfizmine gére serum
total kolesterol, HDL, LDL ve trigliserid dtzeyleri
kargilagtirildiginda; GG ve AA genotipleri arasinda anlamli
bir farklilik bulunmadi. Benzer sekilde tim kadinlarda da
anlamlt farklidik bulunmadt.

Sonug: Bu calisma, ACSL4 geni acisindan incelemis
oldugumuz 157886473 gen polimorfizminin metabolik
sendrom ve serum lipid diizeyleri tizerine etkisi olmadigint
gosterdi. Ancak caligmamizda incelenmis olan ACSL4
geninde yaygin gorilen yalnizca bir polimorfizmdir. Bu
durum ACSIA4 geninin lipid metabolizmast ve/veya
metabolik  sendrom  izerine  etkili  olmadigint
degerlendirmek icin tek basina yeterli degildir.

Anahtar kelimeler: ACSL4, gen polimorfizmi, lipid,
trigliserid, metabolik sendrom.
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Vurgun ve ark.
GIRIS
Metabolik sendrom (MetS), gelismis tlkelerde

o6nemli bir halk sagligi problemidir. Metabolik
sendromun bilegenleri ve bunlarin kardiyovaskiiler
hastalik Gzerindeki kiimilatif etkisi 6nemli morbidite
ve mortaliteye neden olur!. Metabolik sendromun
tamamlayict bilesenleri, Ulusal Kolesterol Egitim
Programi — Yetiskin Tedavi Paneli III (NCEP ATP
III)’e gore?; ylksek bel cevresi, artmis trigliseridler,
azalmis yitksek yogunluklu lipoprotein kolesteroli,
artmis kan basinci ve artmug aclik kan glukozudur.

Esterlenmemis serbest yag asitleri baslica lipid
tastyicllanidir ve  normalde  aglik  durumunda
salgilanirlar®. Serbest yag asitleri, artmug adipoz
dokunun baslica patofizyolojik nedenini temsil eder.
Hastalardaki  hipertrigliseridemi,  serbest  yag
asitlerinin adipoz dokudan artmis sekresyonuna bagl
olarak asir1 artan yag asitlerinin karacigere trigliserid
sentezi icin yonlendirilmesi ile gelisir*. Karacigerdeki
yag depolanmasi insilinin, glukoz>¢ ve ¢ok disiik
yogunluklu lipoprotein (VLDL)”8 dretimi tzerine
olan inhibisyonunu bozar. Bu durum da
hiperglisemi, hipertrigliseridemi, hiperinsilinemi ve

dustk yiksek yogunluklu lipoprotein (HDL)
kolesterol diizeylerine sebep olur’.
Karaciger, organizmanin farkls nutrisyonel

ortamlardaki ihtiyaclarina adaptasyonu saglamak icin
lipitlerin ~ alimini,  sentezini, oksidasyonunu ve
aktarimini  dizenleyerek,  tim  vicut  lipit
metabolizmasinin  kontrolinde merkezi bir role
sahiptir. Bu adaptasyon, hepatik metabolik gen
programinda baslica degisiklikler gerektirir. Bir gen
ailesi, uzun zincirli acil-KoA sentetaz (ACSL),
karacigerdeki ve diger metabolik dokulardaki lipid
metabolizmasinda anahtar rol oynayan enzimleri
kodlar!®14 ACSL; ATP, Koenzim A (KoA) ve uzun
zincitli yag asitlerinden yag a¢il-KoA olusumunu
katalize eder'>. Bu reaksiyon, esterlenmemis yag
asitlerinin hicrelere taginmasini takiben yag asidi
metabolizmasindaki ilk adimdir. Bu aktivasyon
sireci, yag asidi oksidasyonundan (katabolizma)
sorumlu hiicresel-oksidasyon sistemi ve
fosfolipitlerin, kolesterol estetlerinin, trigliseridlerin
sentezi gibi anabolik yollar dahil olmak tzere, yag
asitlerinin farkli metabolik yollar tizerinden hiicresel
kullanimi igin gereklidir. ACSL4 enzimi, uzun
zincitli a¢il-KoA sentetaz ailesinin her biri farkli bir
gen tarafindan kodlanan 5 dyesinden biri olup,
ACSL4 geni tarafindan kodlanmaktadir. ACSL4
geni, X kromozomunun uzun kolunda (Xq23) yer
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alan ve 17 farkhh ckzondan olusan 92 kb
buytklugunde bir gendir.

Tablo 1. Metabolik sendrom tani kriterleri

Risk Faktorii Tanimlama Diizeyi
Abdominal Obezite | Bel Cevresi
Erkek > 102 cm
Kadin > 88 cm
Trigliseridler 2 150 mg/dL veya ila¢ kullanimi
HDL Kolesterol
Erkek <40 mg/dL
Kadin < 50 mg/dL
veya ila¢ kullanimi
Kan Basinct 2 130/85 mmHg veya ilag
kullanimi
Aclik Kan Glukozu | =100 mg/dL veya ila¢ kullanimi

ACSLA4, enetrji ve lipid metabolizmasinin major
organt olan karacigerde predominant olarak gorev

alan  bir ACSL  izoformudur's. ACSL4’tin
peroksizomlardaki  yerlesimi  de  yag  asidi
oksidasyonunda fonksiyonu oldugunu
gostermektedir!”.  Yapilan  inhibitér  calismalari,
ACSL4tun aynt zamanda hepatik triacilgliserol

(TAG) sentezinde de etkili oldugunu belirtmistir!8.
Biz de bu agdan lipid metabolizmasi iizerinden
obezite ve metabolik sendromla iliskisi olabilecegini
dugindigimiz ~ ACSL4  geninin 157886473
polimorfizminin  Turk toplumunda metabolik
sendrom ve lipid duzeyleri tzerindeki etkisini
arastirmay1 amacladik.

GEREC VE YONTEM

Calisma grubu

Arastirmamiza, Turk eriskinlerinde kalp hastaliklart
risk faktorleri (TEKHARF) kohort calismasina
katilan farklt klinik 6zellikleri olan 1076 birey dahil
edildi. TEKHARF calismasinin  dizayn  ve
metadolojisi daha 6nceki yayinlarda aciklanmistir!.

Modifiye edilmis NCEP ATPIII?® Metabolik
Sendrom  tant  kriterlerini  karstlayan  hastalar
metabolik sendrom, bu kriterleri  karstlamayan

hastalar ise kontrol grubu olarak siniflandirilds.
Modifiye edilmis NCEP ATPII kriterleri Tablo
’deki gibidir.

Genetik analiz - genotipleme

Sonuglart  hentiz  yaymlanmamig olan RNA
mikroarray calismamizda metabolik sendrom olan
bireylerin  periferik  kanlarindaki _ACSI4  gen
ekspresyon diizeyinin kontrol grubuna gére daha
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distk oldugu sonucundan yola c¢ikarak ACSL4
geninin stk gorilen 1s7886473 polimorfizmini
calismamizda  incelemeyi  amacladik. _ACSLA
rs7886473 polimorfizmi genin 7.intron boélgesinde
yer alan A>G baz degisimi ile karakterizedir.
Genotipleme ¢alismasi icin kullanidan 1076 bireyin
(503 erkek ve 573 kadin) DNA  6rnekleri,
TEKHARF DNA bankasindan elde edilmistir.
DNA orneklerinin genotiplemeleri gercek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yoéntemi ile
isaretli hidroliz problart kullanilarak Light Cycler 480
(Roche Diagnostics) cihazinda yapilmustir. ACSTA4
geni, X kromozomu tzerinde yer aldigt icin;
heterozigot genotipler dislanmus ve geriye kalan 848
bireyin (503 erkek ve 345 kadin) genotip sonuglari
karsilastirilmistir. Calisma icin, Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu’ndan onay alinmigtir.

Istatistiksel analiz

MetS ve kontrol grubunun klinik ve biyokimyasal
ozellikleri karsilastirilirken cinsiyet icin Ki-kare testi
ve diger tim parametreleri i¢in Student-t testi
kullanidi. ACSLA genotiplerinin; MetS,
hipertansiyon (HT) ve diabetes mellitus (DM) olan
ve olmayan hastalardaki dagilimlarinin
karsilastirilmast icin Ki-kare testi kullanildi. Ttum

ACSL4 gen polimorfizm

hastalardaki ACSL4 genotiplerine gore lipid
diizeylerinin - karsilastirilmasinda  Student-t  testi
kullanildi. Tum istatistiksel analizler IBM SPSS

21.0’da yapildt ve anlamlilik degeri olarak p<0.05
kabul edildi.

BULGULAR

Calismamiza dahil edilen MetS ve kontrol grubunun
antropometrik ve klinik biyokimyasal verileri Tablo
2’de karstlastirmali olarak verildi.

Cinsiyet dagilim (Etkek/Kadin) oraninda iki grup
arasinda anlaml bir farklilik yoktu (p=0.33). MetS
grubunun yas ortalamasi kontrol grubundan anlaml
olarak daha yiiksek ¢tkmig (p=0.001) olsa da aradaki
yas farki klinik olarak o6nemli gérinmemektedir.
(Tablo 2) Buradaki istatistiksel anlamliligin sebebi
vaka sayimizin fazla olmasidir.

Beklenildigi gibi; MetS grubunun viicut kitle indeksi
vV KD, bel ¢evresi, aclik kan glukozu, insilin, total
kolesterol, trigliserid diizeyleri kontrol grubuna gére
anlamlt yuksek iken, HDL diizeyleri de kontrol
grubuna gore anlamh dastk idi (p<0.001). Ancak
ilging olarak, LDL dizeylerinde gruplar arasinda
anlamli bir farklidik bulunmad: (p=0.31).

Tablo 2. Incelenen gruplarin temel antropometrik ve biyokimyasal 6zellikleri

Metabolik Sendrom Kontrol P
(n=556) (n=520)
Cinsiyet (E/K) 252/304 251/269 0.33
Yas (y1l) 6621115 62.5 £ 12.2 <0.001
VKI (kg/m?) 31.8+55 27.6 £ 5.0 <0.001
Bel Cevresi (cm) 103.7 £ 12.3 923 +12.6 <0.001
Aglik Kan Glukozu (mg/dL) 114.8 + 46.3 9321274 <0.001
Insiilin (mU/L) 142+ 152 10.6 £ 114 <0.001
Total kolesterol (mg/dL) 208.4 + 45.3 201.3 + 40.4 0.007
Trigliserid (mg/dL) 207.1 £ 107.7 122.5 + 88.2 <0.001
LDL (mg/dL) 126.8 = 39.0 124.5 + 35.3 0.31
HDL (mg/dL) 42.0 £ 10.4 52.7 £ 13.6 <0.001

ACSIA4 gen polimorfizminin frekanslarina gore;
MetS ve kontrol grubu arasinda anlamli bir farkhilik
saptanmadt ~ (p=0.39).  Ek  olarak, = MetS
komponentleri olan HT veya DM’u olanlar ile
olmayanlar arasinda ACSI4 gen polimorfizminin
frekanst acisindan anlamli bir farkliik bulunmadi
(strastyla; p=0.64 ve p=0.81). (Tablo 3). Tum
erkeklerin ACST4 gen polimorfizmine gore total
kolesterol, HDIL, LDL ve trigliserid duzeyleri
karsilastirildiginda; GG ve AA genotipleri arasinda
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anlamli bir farkliik bulunmadi (sirastyla; p=0.60,
p=0.68, p=0.11, p=0.56). Benzer sckilde tim
kadinlarda da anlamli farklilik bulunmadt (sirastyla;
p=0.22, p=0.24, p=0.16, p=0.30). (Tablo 4).

TARTISMA
Yag  asitleri  hayvanlarda  enerjinin  temel

kaynaklarindan  biridir. Yeterli oksijen miktar
saglandiginda, yag asitleri viicutta CO2 ve H2O’ya
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indirgenebilir ve buyiik miktarda enetji daha sonra
kullanilabilecek olan adenozin trifosfat (ATP)
seklinde salinabilir. Ekzojen ya da endojen yag
asitleri kimyasal olarak etkinlik géstermezler ve bir
metabolik yolaga girmeden 6nce hiicrede acil-KoA
olusturmak  icin  aktive  edilmeleri  gerekir.
Endoplazmik retikulum (ER) ve mitokondriyal dis
zar uzerindeki Acil-KoA sentetaz; ATP, KoA ve
Mg2+ varhginda yag asitlerinin  acil-KoA'ya
doéntsmesini katalize edet?!. Her bir ACSL izoformu
uzun zincirli yag asitlerinin genis bir yelpazesini
aktive etse de, bunlarin ilgili fizyolojik rolleri
bilinmemektedir??. Farkli ACSL izoformlarinin yag
asitlerini farkli yolaklara yonlendirebilecegi ve bu
durumun doku spesifik olarak degisebilecegi
distnilmektedir?.

Tablo 3. Farkli klinik fenotiplerdeki ACSL4 genotip
(rs7886473) sikliklari

ACSL4 genotipleri
Fenotip (rs7886473) P
GG AA
MetS 220 (%51.2) 210 (%48.8) 0.39
HT 250 (%53.3) 219 (%46.7) 0.64
DM 76 (%53.5) 66 (%046.5) 0.81

ACSLA4, arasidonik asit icin bir substrat tercihine
sahiptir. ACSLA4'Uin arasidonik asit icin katalitik
etkinligi, linoleik asitinkinden 5 ila 6 kat daha
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fazladir?*. ACSL4 ekspresyonu, serbest arasidonik
asidin  I0kotrienlere  donismesini  azaltirken,
prostaglandinlere dénistimini arttirir?>2. ACSL4
asirt ekspresyonu ayni zamanda eikozanoid-KoA
sentezini 6nemli 6lciide arttirtr ve arasidonik asidin
fosfatidil etanolamin, fosfotidil inositol ve TAG’ye
doniigmesini saglar?6-?7.

Yag asidi metabolizmasindaki degisiklikler obezite,
diyabet ve ateroskleroz gibi sayisiz metabolik
hastaligin ortaya ¢ikmasinda rol oynar. ACSL
ailesinin Uyeleri sentetik ve degradatif metabolik
yollara dogru yag asidi kanalizasyonunu baslatir,
ancak bunun gerceklestigi mekanizma belirsizligini
korumaktadir?8.

Insilin direnci gelisiminin altinda, tek basma TAG
fazlahgindan ziyade yag asitleri, uzun zincirli agil-
KoA’lar, diagilgliserol, seramid ve fosfatidik asit gibi
lipid ara Urinlerinin = yer aliyor olabilecegi
distiniilmektedir?-32. Ornegin, uzun zincirli agil-
KoA’lar; glikojen sentaz, piruvat dehidrogenaz,
glukoz-6-fosfataz ve glukokinazi allosterik olarak
inhibe ederek glukoz metabolizmasint direkt olarak
etkilemekteditler!®®. Ayrica yag asitleri ve acil-
KoA’lar, lipoprotein ve glukoz metabolizmasinin
yonini reglle eden bir transkripsiyon fakt6rii olan
hepatosit ntkleer faktor-4 (HNF-4) i¢in de birer
ligand olabilitler3+.

Tablo 4. Cinsiyete gore farkli ACSL4 genotiplerindeki (1s7886473) serum lipid diizeyleri

Genotip N T.Kolesterol HDL LDL Trigliserid
GG 201 212.8 £47.8 51.8 +13.6 129.7 £ 41.2 156.1 £ 92.2
Kadin AA 144 218.7 £ 41.0 50.1 £ 12.7 135.8 £ 36.1 166.2 + 86.3
p 0.22 0.24 0.16 0.30
GG 245 194.5 + 39.9 42.6 £ 12.0 116.7 £ 34.0 181.5 & 146.0
Erkek AA 258 196.3 £ 40.0 42.2£10.8 121.7 £ 35.8 174.8 £ 108.7
p 0.60 0.68 0.11 0.56

Karaciger spesifik ACSL1 geni nakavt fareler
tzerinde yapilan bir c¢alismada; toplam ACSL
aktivitesinde %050'lik bir azalmaya ragmen, karaciger
spesifik ACSL1 geni nakavt farelernden alinan
primer hepatositler, TAG yapisina yag asidi
katilmasinda daha az miktarda azalmalar gosterdigi
tespit edilmis®. Bu bulgu, hepatositlerdeki trigliserid
yapiminin  sadece ACSL1  aktivitesine  baglh
olmadigini gostermektedir. Biz ise ¢alismamizda
ACSL4 genindeki bir polimorfizmin (rs7886473)
dolagimdaki trigliserid diizeylerine anlamli bir etkisi
olmadigini tespit ettik ancak hepatositler veya
karaciger yag icerigi lzerine olan etkisini
incelemedik. Calismamizda, ACSIA4 rs7886473
polimorfizminin metabolik sendrom olanlar ile

olmayanlardaki frekanslar1 arasinda anlaml bir
farkliik bulunmadi. ACSL4 geni tzerinde yapilan
baska bir ¢aligmada ise; ACSL4 geninin 1.intronunda
yer alan bagka bir polimorfizmin (rs1324805)
metabolik sendrom olan hastalarda daha yaygin
oldugu gorilmis®. Ancak bu calismada, heterozigot
genotipi olan hastalar sadece kadinlar olabilmesine
ragmen diger homozigot genotipleti kadin/erkek
olarak ayirmadan karsilastirmis olmalart bu sonuca
ulagmalarinda etkili olmus olabilir. Daha dogru bir
sonug icin, ACSL4 geninin X kromozomu tzerinde
bulunmasinin degerlendirmeye alinmast gerekirdi.
Ayrica hasta sayilarinin az olmasi da bu calismanin
bir diger kisitliligi olarak géze ¢arpmaktadir. Bizim
calismamizdaki vaka saymmizin  fazla olmasina
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ragmen  calisjmamizda  incelenen  1s7886473
polimorfizminin genotip dagilimlart arasinda fark
bulunmamast da ¢alismamizin giigld bir yontdir.

Kotronen A. ve ark. yapmis olduklart ¢alismada ise;
iki farkli kohorttaki fazla kilolu olan katilimcilarda,
dolasimda artmis insilin ve TAG ya da artmus
karaciger yag icerigi ile iligkili olan intronik bir
ACSLA4 gen polimorfizmi (rs7887981)
bulunmustur®”. Ancak, aynit ACSL4 varyantinin
VKTI’si normal olan hasta ve kontrol grubu arasinda
insilin ve TAG"1 etkiledigi gosterilememis, aytica
HDL diizeylerinde de VKI’den bagimsiz olarak bir
farklilik bulmamislardir37. Ayrica incelemis olduklart
ACSL4 geninin lintronunda yer alan diger iki
ACSL4 polimorfizminin (rs1324805 ve rs5985403)
karaciger yag icerigi ile iliskisi de gOsterilmemistir®.
Biz ise calismamizda, ACSL4 gen polimorfizminin
(rs7880473) ne kadinlarda ne de erkeklerde total
kolesterol, HDI, LDL ve trigliserid duzeyleri
tzerinde anlamli bir etkisi olmadigini tespit ettik.
Bizim ¢alismamizda ve diger calismalarda lipid
diizeyleri tzerine etkileri incelenen ACSL4 gen

polimorfizmlerinin ~ hepsinin  intronik  olmasi
nedeniyle mRNA ve protein dizeyi tizerine bir etkisi
olmast beklenmemektedir ancak bu

polimorfizmlerin ACSL4 fonksiyonuna nasil etki
ettigi bilinmemekle birlikte, uzun zincirli ¢oklu
doymamis yag asitleri icin ACSL4’tin tercihinin nasil
olacagt da bilinmemektedir. Baz1 intronik polimorfik
varyantlar, kirpilma (“splice”) bolgeleri iginde
degildir ancak yine de intron kirpilma enhanceri veya
dallanma noktasinin icerisinde bulunabilmesinin bir
sonucu olarak ya da kriptik bir kirpilma bélgesini
aktive ederek kirpilma fenotipini degistirebilirler?®3.
Biyolojik acidan bakildiginda bu durum, intronik
polimorfizm ¢alismalarini  daha daha ilging bir
kategori haline getirmektedir ¢linkii bu varyantlarin
kirpilma  fenotipi  tzerine gosterdikleri  etkilerin
mekanizmalart genellikle belirsiz ve olduke¢a karisik
olabilir#.

Bu calisma, incelemis oldugumuz ACSL4 geni
rs7886473 polimorfizminin metabolik sendrom ve
serum lipid duzeyleri tzerine etkisi olmadigini
gosterdi.  Bu  sonuglar, bu  polimorfizmin
multifaktoriyel hastaliklar  olan  obezite ve/veya
metabolik sendrom i¢in Tirk toplumu agisindan
herhangi bir risk veya koruyuculuk teskil etmedigini
ortaya koymaktadir. Ancak calismamizda incelenmis
olan ACSL4 geninde yaygin gorilen yalnizca bir
polimorfizmdir. Bu durum, ACSL4 geninin lipid
metabolizmasi ve/veya metabolik sendrom Uzetine
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etkili olup olmadigint degerlendirmek icin yeterli
degildir. ACSI4 geninde daha nadir gorilen ve
patojenik  olma ihtimali daha yiksek olan
varyantlarin da incelenecegi daha genis kapsamli
calismalara ihtiyag vardir.
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