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STRESZCZENIE

WSTEP: Zaburzenia przemian lipidow i zwigzana z nimi otyto$¢ to problem coraz czgsciej dotykajacy ludzi w krajach
wysoko rozwinigtych. Syntetaza acylo-CoA typu 5 (ACSLS) jest waznym enzymem metabolizmu lipidow, bioragcym
udziat w aktywacji kwasow tluszczowych. Prawidlowe funkcjonowanie tego enzymu zapewnia substraty zarowno dla
lipogenezy, jak i oksydacji kwasow tluszczowych, stad okreslenie zwiazku migdzy polimorfizmem genu dla ACSL
a ksztattowaniem otylo$ci stanowi istotny problem badawczy.

CEL PRACY: Celem pracy bylo wykazanie zalezno$ci miedzy nieprawidtowa masg ciata oraz warto$cig wskaznika
HOMA-IR (homeostasis model assessment) a wystepowaniem polimorfizmu genu syntetazy acylo-CoA izoformy 5.
MATERIAL | METODY: Przebadano tagcznie 506 pacjentow, u ktérych za pomocg sond specyficznie wigzacych sig
z DNA matrycy oznaczono polimorfizm ACSL5 rs2419621.

WYNIKI: Za pomoca testu statystycznego Hardy’ego-Weinberga wykazano, ze proporcje genotypéw w populacji sg
zachowane. Wérdd pacjentow stanowigcych probg badawcza wyrdzniono 177 osob o prawidlowej masie ciata oraz 330
0s6b z nieprawidtowa wartoscig indeksu BML

WNIOSKI: Wykazano brak zmiennych réznic statystycznych w rozkltadzie genotypdw polimorfizmu genu syntetazy
acylo-CoA izoformy 5. Wyniki przeprowadzonego badania nie pozwalaja wykaza¢ zaleznosci migdzy polimorfizmem
genu dla ACSLS5 a ksztattowaniem otyto$ci.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Lipid metabolism disorders and the obesity connected with them are problems which occur
increasingly more frequently in highly-developed countries. Acyl-CoA synthetase (ACSL) is an important enzyme in
lipid metabolism taking part in the activation of fatty acids (FA). This makes determining the correlation between the
gene polymorphism for ACSL and the development of obesity a relevant research issue.

AIMS: The aim of this study was to examine the dependence of the Acyl-CoA synthetase gene polymorphism on the
occurrence of inappropriate body weight and HOMA-IR indicator values.

MATERIAL AND METHODS: A total of 506 patients were examined, whose ACSL5 rs2419621 polymorphism was
determined using probes binding with a specific DNA matrix.

RESULTS: The results of the Hardy-Weinberg equilibrium test showed that the genotype proportions within the popu-
lation are maintained. Among the patients from the research sample, 177 patients with a proper body weight were
identified along with 330 patients with inappropriate Body Mass Index (BMI) values.

CONCLUSIONS: It was determined that there are no differences between the statistical variables in the distribution of
acyl-CoA of isoform 5 synthetase gene polymorphism genotypes. Based on the results of the study, a correlation be-

tween the gene polymorphism for ACSL5 and the development of obesity cannot be determined.
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WSTEP

Otylos¢ stanowi duze wyzwanie dla spoteczenstwa ze
wzgledu na zwigzane z nig roznorodne negatywne
komplikacje u chorych. Osoby otyle stanowig istotng
cze$¢ W grupie ryzyka zachorowalno$ci na choroby
uktadu sercowo-naczyniowego [1], cze$ciej wystepuja
u nich dysfunkcje nerek, utrudnione jest rowniez pro-
wadzenie postgpowania inwazyjnego w przypadku
koniecznosci interwencji zabiegowych 1 pielegnacyj-
nych.

W powstawaniu otytosci u pacjentéw istotng role od-
grywa nie tylko dieta i styl zycia, ale tez indywidualna
informacja genetyczna zapisana w DNA. Narzedziami
pomocnymi w ustalaniu enzymow i etapow metaboli-
zmu, ktore moga wptywac na rozwoj otytosci, sg inzy-
nieria genetyczna i biochemia. Wyzwanie dla naukow-
coéw stanowi ustalenie nieprawidtowosci w konkret-
nych szlakach, a takze okreslenie fragmentu genomu
odpowiedzialnego za dang dysfunkcje. Istotny tez jest
fakt, ze znajomos¢ indywidualnego profilu genetycz-
nego moze pozwoli¢ na przewidywanie nie tylko pre-
dyspozycji do powstawania otyto$ci, ale rowniez prze-
biegu i odpowiedzi na diete redukcyjna.

W jednym z badan okreslono zwiazek migdzy poli-
morfizmem genu dla syntetazy acylo-CoA izoformy 5
a szybka utrata wagi u kobiet kaukaskich [2]. Istnieja
publikacje podkreslajgce role gendow zaangazowanych
w lipolize w przebiegu procesu utraty wagi [3].
Jednym z kluczowych enzymow odpowiadajacych za
aktywacje kwasow ttuszczowych, niezbedna do wia-
czenia ich we wszystkie przemiany, jest syntetaza
acylo-CoA [4].
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W badaniach opisanych w tej publikacji badano
wplyw polimorfizmu genu dla syntetazy acylo-CoA
izoformy 5 na ksztaltowanie otylosci. Jest to tylko
jedna z izoform, co podkresla konieczno$¢ przepro-
wadzenia dalszych badan pod katem wptywu polimor-
fizmu genow dla tych enzymow na wystgpowanie
otyloéci. Dodatkowym powodem dalszej analizy roli
genu dla tego enzymu w organizmie sg publikacje
wykazujace, ze nieprawidtowosci w ekspresji enzymu
ACSLS wiazg si¢ z celiakig [5]. Informacje te sugeru-
ja, ze zbadanie zwigzku miedzy polimorfizmem genu
dla syntetazy acylo-CoA izoformy 5 a ksztaltowaniem
otylo$ci rozumianej w aspekcie analizowanych przez
nas wskaznikow jest waznym problemem badawczym.

MATERIAL | METODY

Badaniem objg¢to randomizowang grupe 506 dorostych
pacjentow (222 kobiety oraz 284 mg¢zczyzn) z regionu
Polski Potudniowej. Grupg badawcza zebrano w Po-
radni Ogolnej Niepublicznego Zaktadu Opieki Zdro-
wotnej ,,GMIN-MED.” w Dobieszowicach. Badania
molekularne przeprowadzono w laboratorium Katedry
i Kliniki Chorob Wewngtrznych, Diabetologii i Nefro-
logii Slaskiego Uniwersytetu Medycznego.

Badanie rozpoczgto pobraniem probki krwi zylnej do
probowko-strzykawek S-Monovette firmy Sarstedt,
zawierajacych wersenian potasu. Do czasu rozpoczg-
cia izolacji DNA probowki z pobrang krwig prze-
chowywano w temperaturze -200°C. DNA izolowano
z leukocytow krwi obwodowej za pomoca zestawu
firmy Epicentre Technologies. Poczatkowo dodawano
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bufor wywotujacy wstepng hemolize pobranej krwi.
Nastepnie probowke odwirowywano, uzyskujac w ten
Sposob osad ztozony glownie z leukocytow. W celu uzy-
skania czystego DNA postepowano zgodnie z instruk-
cja producenta zestawu do izolacji DNA. Wobec tego
dodawano roztwoér Tissue & Cells Lysis, ktory wywo-
tywat rozpad bton jadrowych leukocytow oraz degra-
dacje biatek. Po dodaniu buforu MPC Protein i od-
wirowaniu otrzymywano ztozony glownie z bialek
osad oraz supernatant zawierajacy kwas deoksyrybo-
nukleinowy.

Potrzebny do dalszej pracy nadsacz przelewano do
sterylnej probowki i dodawano schtodzony izopropa-
nol. Alkohol wytracal pozbawione biatek DNA.
W dalszej kolejnosci usuwano supernatant oraz alko-
hol, bedacy czynnikiem uniemozliwiajacym prawi-
dtowe wykonanie PCR (polymerase chain reaction).
Otrzymane DNA rozpuszczono w buforze TE (TRIS
i EDTA) oraz — za pomoca spektrofotometru Nano-
Drop (Thermo Scientific) — oceniano jego stgzenie
i stopien czysto$ci. Nastgpnie przygotowywano roz-
twory robocze matrycowego DNA o jednakowym
stezeniu, poprzez odpowiednie rozcienczanie w wo-
dzie dejonizowanej.

Ostatnim etapem bylo przeprowadzenie tancuchowe;j
reakcji polimerazy aparatem 7300 Real Time PCR
System (Applied Biosystems). Genotypowanie poli-
morfizméw prowadzono z wykorzystaniem znakowa-
nych fluorescencyjnie sond TagMan Pre-Designed
SNP Genotyping Assay (Applied Biosystems). Ziden-
tyfikowane allele przeanalizowano.

WYNIKI

W celu oceny wystepowania zalezno$ci miedzy ge-
nem dla syntetazy acylo-CoA typu 5 a powstawaniem
otyloéci rozumianej w ujeciu wymienionych wczes-
niej wskaznikow, dokonano zestawienia w formie
wykresow w programie MS Excel rozktadu liczebno-
$ci wystepowania poszczegdlnych alleli i genotypow
Uludzi charakteryzujacych si¢ okreslong wartoscia
danego parametru. Przedstawienie danych w ten spo-
sob oraz ich analize¢ poprzedzono zastosowaniem testu
nieparametrycznego chi-kwadrat dostosowanego do
badan kohortowych. Warto$¢ p otrzymano stosujac
kalkulator internetowy przeznaczony do obliczen sta-
tystycznych. Stopien swobody rozumiany jako liczba
niezaleznych wynikéw obserwacji (a), od ktdrej odjeto
liczbe zwiazkoéw taczacych te wyniki (b), Wynidst
w tym przypadku:

A=506b=2(allel C,allel T) a-b=506-2=504

Warto$¢ p wyniosta zatem p = alfa = 0,05. Wyko-
rzystujac otrzymanag warto$¢ p wykazano brak réznic
zmiennych statystycznie w rozktadzie genotypow po-
limorfizmu genu dla syntetazy acylo-CoA izoformy 5.
Znajomos$¢ wartosci p byla niezb¢dna do okreslenia,
ze w tym przypadku zachowane zostalo prawo Har-
dy’ego-Weinberga dotyczace statoéci sktadu gene-
tycznego populacji.

Kolejnym etapem bylo obliczenie w programie MS
Excel wspotczynnikow korelacji Pearsona miedzy
warto$ciami otrzymanymi dla BMI i obwodu talii (1),
BMI i wspoélezynnika insulinoopornosci wyrazanym
przez wartosci HOMA-IR (2) oraz wspotczynnika
HOMA-IR i obwodu talii (3). Wyniki te zostaty
przedstawione w tabeli I.

Tabela I. Wartosci wspotczynnika korelacji Pearsona dla badanych
korelacji
Table I. Pearson's correlation coefficient values for studied correlations

Warto$¢ wspotczynnika

Badana korelacja "
korelacji Pearsona

BMI i obwad talii 0,88251
BMI i wspotczynnik HOMA-IR 0,35244
Wspétczynnik HOMA-IR i obwad talii 0,33086

Opierajac si¢ na przedziatach wartos$ci okreslajacych
site korelacji migdzy poszczegblnymi zmiennymi
i otrzymanymi przez nas wynikami, stwierdzono do$é¢
silng zalezno$¢ migdzy wartosciami wskaznika BMI
a obwodem talii pacjentow. Na podstawie prezento-
wanych wynikow mozna réwnoczes$nie stwierdzi¢
stabg zalezno$¢ miedzy obwodem talii i wskaznikiem
insulinoopornoéci oraz tym wskaznikiem a warto-
sciami BMI.

Program MS Excel wykorzystano rowniez do analizy
regresji w celu okre$lenia, w jakim stopniu zalezno$é
migdzy wymienionymi warto$ciami przypominata za-
lezno$¢ liniowsg. Wyniki zestawiono w tabeli Il. Ryci-
ny 1-5 przedstawiaja natomiast rozktad czestotliwosci
genotypow badanej populacji w odniesieniu do wspol-
czynnika BMI.

Tabela Il. Wspétczynniki regresji dla badanych korelacji
Table Il. Regression coefficients for studied correlations

Badana korelacja Wspdtczynnik regresji

BMI i obwad talii 0,287
BMI i wspotczynnik HOMA-IR 0,664
Wspétczynnik HOMA-IR i obwéd talii 0,057
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Ryc. 1. Rozklad czgstosci wystepowania genotypéw CT i CC
u pacjentéw z niedowaga.

Fig. 1. Distribution of prevalence of CT and CC genotypes in
underweight patients.
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Ryc. 2. Rozkiad czestosci wystepowania genotypow TT, CT i CC
u pacjentéw o wadze prawidtowe;.

Fig. 2. Distribution of prevalence of TT, CT and CC genotypes in
patients with normal weight.
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Ryc. 3. Rozktad czestosci wystepowania genotypow TT, CT i CC
u pacjentéw z nadwaga.

Fig. 3. Distribution of prevalence of TT, CT and CC genotypes in
overweight patients.

124

OTYLOSC I
70,0%

60,00% 58,67%

50,00%

aTr
acTt
occ

40,00% 36,00%

30,00%

20,00%

10,00%

5,33%

0.00% N

1

Ryc. 4. Rozktad czestosci wystepowania genotypow TT, CT i CC
u pacjentow z otytoscig | stopnia.
Fig. 4. Distribution of prevalence of TT, CT and CC genotypes in
patients with 1st degree obesity.
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Ryc. 5. Rozklad czestosci wystepowania genotypéw TT, CT i CC
u pacjentow z otytoscia |l stopnia.

Fig. 5. Distribution of prevalence of TT, CT and CC genotypes in
patients with grade Il obesity.

Przytoczone analizy dowodza, ze w badanej korelacji
dominowat allel C genu syntetazy acylo-CoA typu 5 —
(ryc. 6).

Rozwazano rowniez korelacje migdzy czegstosciag wy-
stgpowania allelu badz genotypu a wartosciami
HOMAR-IR. U pacjentéw bez insulinoopornosci naj-
czesciej wystepuje genotyp CC (50,66%). Heterozy-
goty stanowia 41,69% grupy badanej, a heterozygoty
TT 7,65%. Sytuacja ksztaltuje si¢ podobnie u 0sob
z insulinoopornos$cig: CC — 56,8%, CT — 38,4%, TT —
4,8%. W zwiazku z tym nie zaobserwowano korelacji
migdzy analizowanymi czynnikami. Rozktad genoty-
poéw u pacjentow z insulinoopornos$cig oraz bez insu-
linoopornosci jest przeanalizowany na rycinie 7. Ry-
ciny 8 oraz 9 przedstawiaja procentowy rozktad alleli
pacjentow ze zdefiniowana insulinooporno$cia oraz
pacjentéw bez insulinoopornosci.
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Ryc. 6. Czestos¢ wystepowania poszczegolnych genotypdw w zaleznosci od wagi.
Fig. 6. Prevalences of individual genotypes depending on weight.
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Ryc. 7. Wystepowanie insulinoopornosci i jej brak w zalezno$ci od genotypéw (CC, TT, CT).
Fig. 7. Occurrence of insulin resistance and its lack depending on genotypes (CC, TT, CT).
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Ryc. 8. Rozklad czestosci wystepowania alleli T i C u pacjentow bez Ryc. 9. Rozkiad czestosci wystepowania alleli T i C u pacjentéw z insuli-
insulinoopornosci. noopornoscia;
Fig. 8. Distribution of prevalence of T and C alleles in patients without Fig. 9. Distribution of prevalence of T and C alleles in patients with insulin
insulin resistance. resistance.
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WNIOSKI

Otrzymane wyniki nie dowodza wystepowania zalez-
no$ci miedzy polimorfizmem genu dla syntetazy acy-
l0-CoA a ksztaltowaniem wspotczynnikow insulino-
opornosci.

Stwierdzono, ze W populacji zamieszkujacej region
Polski Potudniowej najczgstszym allelem genu dla
syntetazy acylo-CoA izoformy 5 jest allel C.
Dodatkowo stwierdzono, iz réznice w czestoSci wy-
stepowania genotypéw u mezczyzn i kobiet o wadze
prawidtowej moga stanowi¢ podstawe dalszych badan
pod katem zaleznosci polimorfizmu genu ACSLS5
od ptci w ujeciu procesu powstawania otylosci.

W zwiazku z tym, iz przeprowadzone badania nie po-
zwalaja okresli¢ zaleznosci migdzy polimorfizmem ge-
nu dla ACSL5 a wspotczynnikami otyto$ci, niemozliwe
jest zaproponowanie zalecen dietetycznych dla osob
zaleznie od ich profilu genetycznego wzgledem genu
dla ACSL5. Dalsze badania pod tym katem sg jednak
niezbedne, poniewaz mogg dostarczy¢ cennych infor-
macji zwigzanych z mozliwo$ciami walki z nadwaga.

DYSKUSJA

Celem pracy bylo wykazanie zaleznos$ci miedzy nie-
prawidlowa masg ciata oraz wartoscia wskaznika
HOMA-IR a wystepowaniem polimorfizmu genu syn-
tetazy acylo-CoA izoformy 5 w populacji zamieszku-
jacej region Polski Potudniowej, a takze ocena, czy
zwiekszona podatno$¢ na otyto$¢ ma zwigzek z poli-
morfizmem ACSLS5.

Otytos¢ w Polsce Potudniowej to powazny problem,
co potwierdza liczba os6b o nieprawidlowej masie
ciata w grupie badanej. W badanej probie bylo 284
mezczyzn oraz 222 kobiety. Taki rozktad liczebnosci
przedstawicieli obu ptci méogt rowniez wpltywaé na
oczekiwania dotyczace rozpatrywania otrzymanych
wynikow badan pod katem pici. Dodatkowo duza
liczba pacjentéw z nadwaga w aspekcie wybranych
przez nas wskaznikdw potwierdza zasadno$¢ prze-
prowadzania badan nad modelem genetycznym po-
wstawania otytosci. Dlatego ustalenie korelacji mig-
dzy wskaznikami otytosci a polimorfizmem ACSLS
moze wptyna¢ na profilaktyke i leczenie otylosci.

Po zastosowaniu sond specyficznie wiazacych sig
z DNA 152419621 oznaczono genotypy pacjentow pod
wzgledem izoformy 5 syntetazy acylo-CoA. Analiza
rozktadu genotypow z poszczegdlnymi wskaznikami
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otylosci wykazata brak korelacji miedzy wskaznikiem
insulinoopornosci a badanym polimorfizmem. Zaobser-
WOowano natomiast réznice w czgstosci wystgpowania
genotypow u mezczyzn i kobiet o wadze prawidlowe;.
Dane takie moga stanowi¢ podstawe dalszej dyskusji
na temat genetycznego aspektu ksztattowania si¢ oty-
fosci w kontekScie plci. Jest to o tyle istotne, ze
W naszym spoteczenstwie me¢zczyzni i kobiety przyj-
mujg w ramach wykonywanych zawodow rézne rodza-
je pracy fizycznej, co wymusza zréznicowanie przyj-
mowanych pokarméw w diecie oraz w konsekwencji
wptywa, jako istotny czynnik, na powstawanie otyto-
$ci. Poznanie genetycznego podloza predyspozycji do
otytosci lub predyspozycji do skutecznej walki z nig
mogloby stanowi¢ potezne narzedzie stuzace poprawie
dobrobytu spolecznego.
Przeprowadzone badania nie pozwalajg ustali¢ korela-
Cji miedzy izoformg 5 syntetazy acylo-COA a wskaz-
nikami otylosci ani okresli¢ jakichkolwiek zalecen
dietetycznych dla pacjentow ze znanym polimorfi-
zmem genu dla ACSLS5. Jednak badania dajg podsta-
we¢ do przeprowadzenia dalszych badan nad polimor-
fizmami enzymow szlaku lipogenezy, co zostato omo-
wione na wstepie niniejszej publikacji. Indywidualna
gospodarka lipidowa i jej poznanie w niedlugim cza-
sie moga stanowi¢ kluczowe zagadnienia w tworzeniu
spersonalizowanej metody walki z otytoscig. Publika-
cja ta wpisuje sie w kontekst poszukiwan dotyczacych
rozwigzan majacych na celu wyjasnienie indywidual-
nych, zapisanych w materiale genetycznym, sktonno-
$ci do ksztattowania otylosci.
Cel nie zostat osiagniety prawdopodobnie ze wzgledu
na zbyt matg grupe badang. Kolejne badania prowa-
dzone w tym kierunku powinny obja¢ wieksza grupe
pacjentow. Mozliwy jest brak korelacji migdzy otyto-
scig i polimorfizmem ACSLS5, jednak prezentowane
wyniki wskazuja na sens dalszych badan, przede
wszystkim ze wzgledu na nastgpujace obserwacje:

— dominowanie allelu C nad T,

— przewazajaca liczba pacjentow bedacych homozygo-
tami CC nad heterozygotami CT wsrdd badanych
z nadwagg 1 otyloscia I stopnia,

— inne publikacje naukowe dotyczace polimorfizméw
enzymu zwigzanych z kwasami thuszczowymi.

Biorac pod uwage, ze w niniejszym badaniu zostat

przeanalizowany polimorfizm genu dla tylko jednej

izoformy syntetazy acylo-CoA, trzeba stwierdzi¢, ze
dalsze poszukiwania korelacji mi¢dzy danym polimor-
fizmem a powstawaniem otytosci sa niezbgdne. Warto
zwroci¢ rowniez uwagg na istotno$¢ tych dziatan
w dazeniu do opracowania spersonalizowanej terapii
i programu walki z otyto$cia.
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