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1.GIRIS VE AMAG

Nonalkolik yagh karaciger hastaligi (NAYKH), karacigerde
kronik hasara yol agan bir hastaliktir. NAYKH, alkol kullanimi olmayan
kisilerde gorulen ve karacigerde yaglanma ile devam eden bir patolojidir.
NAYKH, basit steatozdan nonalkolik steatohepatite (NASH), ilerlemis
fibrozis ve siroza kadar genis spektrumlu karaciger hasarina neden
olabilmektedir. Steatoz’da hastalarda karacigerde yaglanma gorultrken,
inflamasyon bulunmamaktadir. NASH'da ise karacigerde yaglanma,
hepatositlerde balonlagsma, iltihabi infiltrasyon ve bazi olgularda Mallory
cisimcikleri, megamitokondria, fibrozis gibi histopatolojik bulgular vardir.
NAYKH’nin klinik 6nemi, genel populasyonda sik olusundan ve siroza
ilerleme potansiyelinden kaynaklanmaktadir. NAYKH siklikla metabolik

sendrom ve degisik derecelerde insulin direnci ile birlikte gérulmektedir.

NAYKH’nin patogenezi i¢cin dnerilen en son model, ‘iki-vurug’
hipotezi olarak adlandiriimaktadir. ‘ilk vurus’, hepatositlerde trigliserid
birikiminden sorumlu olan faktérdir. Olay bu noktadan sonra ilerlemezse
basit bir yaglanma olarak kalmaktadir. Oksidatif stres, anormal sitokin
uretimi, yag metabolizmasi bozukluklari ve insulin direnci gibi 'ikinci
vurus'u gergeklestiren faktorler nekroinflamatuar aktiviteyi ve fibrozisi
harekete gecirmektedir. NAYKH'nin hemen hepsinde insulin direnci vardir
ve yapilan calismalarda metabolik sendromu olan hastalarda NAYKH

gelisme riskinin daha fazla oldugu gozlemlenmistir.

ALT seviyesinin yuksekligi; otoimmun hastaliklar, viris ve
ilaglar cikarildiginda NAYKH belirtecidir. Fakat bazi hastalarda normal
ALT seviyesine ragmen histopatolojik olarak bu hastaligin varhgi
gorulmektedir.

NAYKH'nin ileri seviyelerinde oksidatif stresin arttigi

gosterilmis ve basit steatozdan steatohepatite ilerleyisinde roli oldugu



gozlenmigtir.  Proteinlerin  ileri oksidasyon urunleri (AOPP) ve
malondialdehit (MDA), oksidatif stres belirtecleridir. Literatlr incelediginde

NAYKH’da AOPP dizeyi ¢alisiimadigi goézlenmisgtir.

Hiyaluronik asit (HA) bir glikozaminoglikandir. HA, sitokinleri
ve diger inflamatuar mediatorleri regile etmekte, inflamatuar hicrelerin
aktivasyonu ve kemotaksiste rol oynamaktadir. Boylelikle inflamatuar
yanitin onemli bir duzenleyicisi olan HA, ayni zaman da bir inflamasyon
belirteci olarakta kullaniimaktadir. HA’'nin, nonalkolik yagl karaciger
hastaligi olanlar ile nonalkolik steatohepatiti olan hastalari ayirmada
yararli olabilecegi disunulmis ve kronik hepatitlerde HA'nin karaciger

fibrozisini gostermede de dnemli bir parametre oldugu gézlenmistir.

interldkin-6 (IL-6) ve TNF-a inflamasyon belirtecidir. TNF-
a’nin karaciger yaglanmasinin ilerleyici hastalik formlarina dénismesinde
belirleyici olan ikinci darbeyi olusturdugu dusunulmektedir. Ayni zamanda
her ikisinin de insulin direncini uyardidi igcin NAYKH hasta grubunda

calisiimasi disunulmastar.

Bu calismada, NAYKH  hastalart ALT seviyesinin
yuksekligine gore siniflandirnimig, bu hastaligin patogenezinde ve
ilerlemesinde roli olan MDA, AOPP, TNF-a, IL-6 ve HA duzeyleri
cahsilarak oksidatif stres ve inflamasyon durumunun kargilastiriimasi

amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Nonalkolik Yagh Karaciger Hastaligi

Nonalkolik yagh karaciger hastaligi (NAYKH), alkol disi
nedenlerle meydana gelen, karacigerin en az %5’inin veya %5’inden

fazlasinin etkilendigi, sik rastlanan bir karaciger hastaligidir.t

NAYKH basit steatoz, nonalkolik steatohepatit (NASH),
ilerlemis fibrozis ve siroza kadar ilerleyebilen evrelere ayriimaktadir.
NASH’da steatoz, balonlasma, mallory cisimcikleri, lobuler inflamasyon ve
portal inflamasyon durumu etkindir. Fibrozda ise ilerlemis fibrozis durumu
mevcuttur. NASH, 1980 yilinda Ludwig ve arkadaslan tarafindan
tanimlanmistir ve siroza kadar ilerleyebilecedi bildiriimis® fakat dogal

seyrine iligkin gortsler giinimize kadar tartismali olarak devam etmistir.?

NAYKH hepatitle birlikte veya hepatit olmadan ilaclar,
hepatotoksinler, gastrointestinal cerrahi, bazi metabolik ve genetik
hastaliklara sekonder yaglanmadan ayirt edilmelidir. NAYKH teshisinde
yaglanmayla devam edebilen viral, otoimmin, metabolik ve herediter
karaciger hastaliklari ve alkol kulaniminin da diglanmasi gerekir.
NAYKH’nin klinik 6nemi, genel populasyondaki yayginligindan ve siroz ile

karaciger yetersizligi gelisme riskinden kaynaklanmaktadir.4°

NAYKH ve NASH'da insulin direncinin merkezi rolu oldugu,
obezite, insdlinin direncinin oldugu c¢esitli hastaliklar ve metabolik
sendromlu hastalarda NAYKH ve NASH gelistigi bildiriimistir. Metabolik
mekanizmadaki bozukluklar, hiperinsulinemi ve insilin direnci NASH’a yol

agmaktadir.5’



NAYKH her yas grubunda ve hemen her irkta gorulebilen bir
hastaliktir.2 NAYKH ile ilgili belirtilen risk faktorlerinin hicbirini tagsimayan
NAYKH hastalarina klinikte siklikla rastlanmaktadir. Yapilan bir calismada
144 adet biyopsi ile gosteriimis NASH vakasinin % 29 ‘unda obezite,
diyabet veya herhangi bir lipid bozuklugu saptanmamistir.®

NAYKH olan hastalarda en sik rastlanilan laboratuvar
bulgusu hafif ya da orta derecede aminotransferaz (ALT, AST)
yuksekligidir. AST/ALT orani, NAYKH ile alkolik karacigerin ayirici
tanisinda yardimci olmaktadir.'® Bircok NAYKH hastasinda AST/ALT orani
birden kuguktlr, ancak bu oran karaciger hastaliyi siroza ilerledikge
yukselmekte ve NAYKH’nin sirotik donemde teshisi agisindan gecerliligini
kaybetmektedir. Hipoalbiminemi, artmig serum bilirubini ve uzamig
protrombin zamani, ilerlemis hastaligi gostermektedir. NASH tanili
hastalarin yarisinda serum ferritin dizeyi, %6-11‘inde transferin
saturasyonu yukselmektedir. Hepatik demir indeksi ve hepatik demir

konsantrasyonu normaldir.'t

Hepatositlerde en sik trigliserit seklinde lipid birikmesi NASH
gelisiminde en 6nemli safhadir. Lipid birikmesine (steatoz) yol agan primer
metabolik bozukluk tam olarak anlasilamamis olsa da, insilin direncinin,
hepatik lipid metabolizmasinda lipidlerin hicre icine alinmasi, sentez,
yikim veya sekresyon fazlarindaki degisikliklerde roli oldugu

dustntlmektedir.

insilin direnci, NAYKH hastalarinda en sik rastlanilan
durumlardan biridir. Steatotik karaciger, cesitli etkenlerin hasar verici
etkilerine karsi daha hassastir. Bu durum arastirmacilarin basit
komplikasyonsuz steatozdan steatohepatit ve ilerlemis fibroza ilerleyisin
sebebi olarak “iki-vurus” hipotezini ileri siirmelerine yol agmistir.1213 jlk

vurus temelde insulin direnci olup, hepatositlerde yag birikmesine yol acar

4



ve cogunlukla reaktif oksijen turevlerinden olusan ikinci vurugla lipid
peroksidasyonu, sitokin Uretimi ve Fas ligand indlksiyonu gergeklesir.
Adipositokinler (tumor nekroz faktéri-a [TNF-a], leptin, adiponektin),
mitokondriyel disfonksiyon, bakteriyel endotoksin ve vaskiler bozukluklar
NAYKH olgularinda hepatik inflamasyon ve fibrozden sorumlu
tutulmuslardir.** Oksidatif stres ve lipid peroksidasyonu, steatoz gelisimi ve
karacier hasarinin  ileri  evrelerine  progresyonunda  anahtar
faktorlerdir.t516

Oksidatif Stres

TTNF-0
T ATP Ihtiyacy

Birinci Vurug >

Normal Sitokin T Yag

lkinci Vurus

rd

N\

Anormal Sitokin
Profili

Normal Yag Profili Miktari
Miktar
1 Peroksidasyon TNF-o'ya duyarsiz TPeroksidasyon 1 ATP TTNF-a duyarliligi

N2 \dv/

Sekil 1. iki vurus hipotezi.

NAYKH, cocukluk doneminde de en oOnemli karaciger
hastaligidir. Gelecek 10 yilda, NAYKH’in ¢gocuklarda ciddi oranda artacagi
dusliindlmektedir.1”18  NAYKH'nin  tlm  spektrumlari  gocuklarda

g6zlenmistir. NAYKH okul o6ncesi cocuklarda da gozlenmektedir ve



cinsiyet ustinlugu yoktur. Klinikte cocuklarda sik sik kaynagi belirsiz
abdominal agrilar goérulmastir. Laboratuvar c¢alismalari  serum
aminotransferaz yukselisi, serum ALT oraninin serum AST oranindan
daha fazla olmasiyla birlikte, hafif ve orta derece arasinda degismektedir.
Kanda kolesterol artigi olmasina ragmen hipertrigliseridemi tipik kan lipit
anormalitesidir. Metabolik bozuklugu olan hastalarda insulin reseptor ve
sinyal anormallikleri sonucunda NASH c¢ok daha sert seyretmektedir. %20
Cocukluk donemi obezite (ve fazla kilo) olabildigince erken
tanimlanmalhidir. Tokluk hiperinsilinemisini ve tum yag alimini azaltan
disik glisemik indeksli diyetlerle tedavi yoluna gidilmektedir.*® Cocuklarda

ila¢ tedavisinin faydasi daha ileri derecede arastirmalar gerektirmektedir.

2.1.1. Epidemiyoloji

2.1.1.1. Risk Faktorleri

Obezite, tip Il (insuline bagimli olmayan) diyabet ve
hiperlipidemi siklikla NAYKH'a eslik eden durumlardir.?2?* NAYKH olan

bazi ¢ocuklarda tip | diyabet vardir.?*

Obezite; vucut kitle indeksinin (kilogram cinsinden agirhgin
metre cinsinden boyun karesine bdélinmesi) en az 30 olmasi olarak
tanimlanmaktadir.??> Obezite derecesiyle NAYKH prevalansi ve ciddiyeti
arasinda dogru orantili bir iliski mevcuttur.?® Obez kisilerde NAYKH'nin
prevalansi 4-6 kat artmaktadir.??

Tip Il diyabet varhgi, vicut kitle indeksinden bagimsiz olarak,
NAYKH’nin riskini ve siddetini anlaml derecede yiikseltmektedir.?* Santral
obezite, vicut kitle indeksi normal olan bireylerde dahi NASH i¢in 6nemli

bir risk faktoradur.2®



Bir calismada, hiperlipidemili hastalarin yaklagik yarisinin
ultrason incelemesinde NAYKH oldugu bulunmustur.?® Ailede
steatohepatit veya kriptojenik siroz hikayesinin de bu bozuklukta risk

faktori oldugu belirtilmigtir.2’

iki vurus hipotezinde tip Il diyabet ve obezitenin, insilin
direncinin yanisira oksidatif streste de etkili oldugu son zamanlarda énem

kazanmistir.?®

Azalan Glukoz Alimi

/

Artan
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Sekil 2. Karacigerde yag birikimi



2.1.1.2 Prevalans

Nonalkolik yagh karaciger hastaligi cesitli ulkelerde genel
nufusun %10-24'Gnu etkilemektedir. Prevalans %57.5’e, hatta obez

kisilerde %74’e kadar ylkselmektedir.??

NAYKH g¢ocuklarin %2.6’sinda, obez ¢ocuklarin ise %22.5 ile
%52.8'inde goriulmektedir.?®

NAYKH prevalansinin (karaciger enzimleri ve karaciger
biyopsisi tanilarina gore) belirlenmesi ile ilgili yapilan ¢alismalarda %2.8

v

ve %46 arasinda degistigi tahmin edilmektedir.3°

Amerika’nin Dallas ve Teksas eyaletlerinde 2004 yilinda
yapilan bir g¢alismada, NAYKHnin prevalans degeri %31 olarak

bulunmustur.

2007-2010 arasi 400 kisiyle NAYKH ve NASH icin yapilan
prevalans belirleme calismalarinda NAYKH’nin prevalans degeri %46
olarak bulunmustur ve NAYKH hastalarinin %58.9 oraninda major olarak
erkek oldugu belirlenmigtir. Ayrica belirgin olarak NAYKH hastalarinin
yaslh (%55.9) oldugu belirtilmigtir.

NAYKH'de hipertansiyon ve diyabet hastahgi ile birlikte
siraslyla prevalans degerlerinin %68.2 ve %76.9 arttigi gozlenmistir.

Bu hastalar arasinda NASH degerinin %12.2 prevalans
degerine sahip oldugu belirlenmistir. NASH hastalarinin dominant olarak
erkek bireylerde gozlendigi (%64) ve insulin direncinin yuksek hastalarda
oldugu belirtilmistir. NASH hastalarinda serum ALT ve AST seviyesinin

belirgin olarak ylksek oldugu gézlenmistir.3*



2.1.2. Patogenez

NAYKH patogenezi, tarif edildiginden bugune kadar iyi
anlasiimis degildir. Guncel goruslerin gogu varsayim duzeyindedir. Cunku
hastaligin mekanizmalari hala arastirma altindadir. NASH gelisimindeki
mekanizmalar, hepatositlerde trigliserit artisi ile yag asiti ve lipogenezis
artisina neden olmaktadir. Steatoz, lipotoksidite ve bunun sonucunda
apoptozis, nekrozis, oksidatif stres ve inflamasyonla sonu¢lanmaktadir. Bu

sonuglar nihayetinde kronik karaciger hastaliklarina neden olmaktadir.3?

2.1.2.1. insilin Direnci

‘insiilin  direnci’ insilinin  kendisine duyarli dokulardaki
karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasinin dizenleme yeteneginin
bozulmasidir. insiilin direnci olan bireylerde, belirli bir biyolojik fonksiyonun
yerine getirilebilmesi icin, ihtiyag duyulan insilin miktari artmaktadir.33
Bagka bir anlatim ile belirli bir konsantrasyondaki insilinin, glukoz

alinimini uyarma etkisinin azalmasidir.

Normalde, insulin, karacigerde glukoneogenezi ve
glukojenolizi inhibe ederek, hepatik glukoz Uretimini baskilamaktadir.
Ayrica, glukozu, kas ve yag dokusu gibi, periferik dokulara tasiyarak
burada ya glikojen olarak depolanmasini, ya da enerji Uretmek Uzere
okside olmasini saglamaktadir. insiilin direncinde, insilinin karaciger, kas
ve yag dokusundaki bu etkilerine karsi direnc olusarak hepatik glukoz
sekresyonu bozulmaktadir. Kas ve yag dokusunda da, insulin araciligi ile
olan glukoz alinimi azalmaktadir. Bu durumda, olusan insulin direncini
karsilayacak ve dolayisiyla normal biyolojik yaniti saglayacak kadar insulin
salgisi artisi ile metabolik durum kompanse edilmektedir. Boylelikle

hipergliseminin 6nlenebilmesi icin, B hicreleri sirekli olarak insulin



salgisini  artirmaktadir. Sonugta, normoglisemi saglanirken, insulin
dizeylerinde de 1.5-2 kat, hatta bazen daha da yiksek bir seviye

olusmaktadir.3*

NAYKH’nin patofizyolojisindeki temel olayin insulin direnci
oldugu dusunudlmektedir. NAYKH olanlarda, insulin direncinin ilk defa
gosterilmesinden bu zamana kadar HOMA, NAYKH ile metabolik sendrom
arasindaki  yakin iligkinin  gOsteriimesi amaciyla epidemiyolojik
calismalarda kullaniimistir. Glukoz klemp teknigi ilk defa Comert ve
arkadaslan tarafindan kullanilmis ve sonraki calismalarda, NAYKH
olanlarda insulin direncinin ytiksek oranda oldugu ve bu nedenle de ayni
grup hastalarda tip Il diyabete benzer bir bicimde lipolizin arttig
gdsterilmistir. insilin direncinde, genellikle yiiksek miktarda toplam insiilin
sekresyonu, normal hepatik insulin alimiyla birliktedir ve varligi daha ciddi
hastaligi (NAYKH) gésterir. insiilin direnci, ilging bir bigcimde diyabetik
olmayan ve metabolik sendrom kriterleri bulunmayan zayif insanlarda da

gorulebilmektedir.3®

insiilin direnci, obezitede sik goriiimekle birlikte, obez
olmayan ve normal OGTT'si olan bireylerin %25inde; esansiyel
hipertansiyonlu hastalarin da, yine yaklasik %25'inde, saptanmistir. insiilin
direnci polikistik over sendromlu (PKOS) kadinlarin da, yaklasik Ugte
birinde gorutlen bir durumdur. Bu yilzden, insilin direnci toplumda sik

rastlanan ve yaygin bir fenomendir.

Hepatik yag asitleri normalde trigliseritlerle esterlesmektedir.
Trigliseritlerden bazilari ¢ok dusuk dansiteli lipoprotein (VLDL) ile
hepatositlerin digina tasinmaktadir. NAYKH olanlarda, hepatositler iginde
lipit duzeyinin artmasi (¢cogunlukla trigliserit formunda), yag asitlerinin

alimini ve sentezini uyaran enzim sistemleriyle, yine yag asitlerinin
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oksidasyonunu ve hulcre digina tasinmasini uyaran enzim sistemleri

arasindaki dengesizlikten kaynaklanmaktadir.

insilin direncinin molekiiler patogenezi, anlasildig kadariyla,
multifaktdryeldir. insiilin  etkisinin inhibisyonunda rol oynayan bazi

molekuler hedefler tanimlanmistir. Bunlar arasinda asagidakiler sayilabilir:

Rad (ras associated with diabetes), temel hicre islevlerini (biyume,

farkhlasma, vezikller transport ve sinyal transdiksiyonu) engeller.

e PC-1 (insulin direncinde roli olan bir membran glikoproteini), instlin
tarafindan uyarilan tirozin kinaz aktivitesini azaltir.

e Leptin, instlin reseptdrd substrat-1'in defosforilasyonunu indukler.

e Yag asitleri, insilin tarafindan uyarilan periferik glukoz alimini
engeller.

e TNF-q, insilin reseptort substrat-1’in, insulin tarafindan indiklenen

fosforilasyonunu azaltir (down-regulation) ve insuline bagimli

glukoz transport molekilt, Glut-4'tn ekspresyonunu dugurur.

insiilin direnci, ayni zamanda, iki temel mekanizma ile
hepatositlerde yag birikimine yol acar. Bunlar, lipoliz ve

hiperinstlinemidir.36

NAYKH'nin hem hepatik, hem de adipoz dokuda insulin
direnciyle gliclii bir iligkisi vardir. insilin direnci, hiperinsilinemiye neden
olarak hormona duyarli lipoproteinlipazi uyarir ve lipoliz artar. Bunun
sonucunda karaciger yag asidi alimi artmaktadir. Kanda artmis olan
insulin B oksidasyonu engelleyerek ve glikolizi uyararak yad sentezini
arttinr. Ayni zamanda serum insulin yuksekligi karacigerde yag asitlerinin
trigliseritlerle esterlesmesini ve karacigerde salinimini azaltir. Boylece

insdlin direnci NAYKH gelisiminde esas mekanizmay! olusturmaktadir.®’
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NAYKH butiin bedende insulin duyarhiligini %45- 50 arasinda
disurmektedir. Ayni zamanda insulinin endojen glukoz dretiminin
engellenmesindeki rolind bozarak hepatik insilin  direncine neden
olmaktadir. NAYKH yag asidi oksidasyonunun dokularda glukoz aliminin
ve glukoz kaynaklarinin azalmasina neden oldugu bildirilmigtir. Bu bulgular
insulin direncinin  NAYKH’da ve adipositlerdeki seviyesinde insulin

duyarliliginin azalarak hepatik steatoza neden olabilecegi belirtilmistir.3®

2.1.2.2. Obezite

Obezite; hipertansiyon, yiksek serum kolesteroll, dusuk
HDL kolesterol ve hiperglisemi gelismesini kolaylastirmaktadir. Obezite
NAYKH patogenezinde oOnemli rol oynarken, beden yaginin dizensiz
dagilimi da onemli bir role sahiptir.3® Ayrica abdominal yag birikiminin
insulin direnciyle birlikte tip Il diyabet®®, glukoz toleransi*®, dislipidemi*t ve
metabolik sendrom gibi hastaliklara yol agtigi gozlenmistir. Ayni zamanda
abdominal yaglanmanin hem kadin, hem de erkek bireylerde karaciger
yaglanmasi*?> ve insilin direnci®® ile pozitif korelasyon gosterdigi

belirtilmistir.3®

Bircok calisma abdominal yaglanmanin insdlin direnci ile
birlikte NAYKH’da dnemli oldugunu belirtse de, deri alti yaglanmanin da
NAYKH patogenezinde 6nemi vurgulanmistir. Deri alti yaglanma 6nemli
Olgude total yag duzensizligini arttirmis ve total yag duzensizliginin hepatik
instlin duyarhih@ini azalttigi belirtilmistir.3°
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2.1.2.3. Hepatik Yaglarin Kaynaklari

Yapilan calismalarda karacigerde yag asitlerinin artiginin,
hepatik yag oksidasyonun ve VLDL sekresyonunun bozulmasina neden

olabilecegi belirtilmistir.

Genel egilim olarak lipolizin artisinin, yuksek yag asitlerinin
sirkllasyonu seviyesindeki artisin ne karaciger, ne de total lipid
oksidasyonunu disirmedigi; aksine fazlasiyla ylikselttigi gozlenmigtir.4344
Bu durumun ayni zamanda VLDL'nin sekresyonunu yulkselttigi
bildirilmistir.#> Visseral yag dokusunun, yag asitlerinin artisi ve bunlarin
karacigere toplanmasinda major kaynak oldugu belirtilmigtir. Visseral
yadlarin artisinin hepatik instlin direnciyle®®47 iligkili oldugu goézlenmistir.
Cunku visseral yag oldukga lipolitiktir ve yag asitleri direkt olarak portal
vene salinir. Hayvan calismalarinda yuksek dozda beslenme sonucunda
hem hepatik steatoz, hem de endojen glukoz uretimi bozuklugu
gOsterilmigtir.  Buna karsilik insanlarda dusuk diyet beslenmesiyle
hepaselliler lipit seviyesi %40-80 oraninda azalmistir.*® Bu durumda portal
sirkulasyondaki yag akigi, hepatik karaciger yag toplanmasinin belirteci
olarak kabul edilebilir. i¢ organlardaki yiiksek oranda yaglanma sadece
yuksek yagli yiyeceklere dayali diyetle degil, ayni zamanda uzun sureli
achk kosullari sonrasinda da olusabilmektedir. Visseral yaglanma guclt bir
sekilde NAYKH ile iligkilendirilmistir. 474° Normal bireylerde aglik sirasinda
lipogenezis az miktardayken, NAYKH hastalarinda lipogenezis
yukselmekte ve ortalama %25 oraninda artmaktadir.

2.1.2.4. Adipokinler

Yag dokusunun artisi ve visseral yaglanma, insulin

duyarlihgi ile antiinflamatuar sitokinleri azaltirken, proinflamuar molekuller
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ekspresyonu arttirmaktadir. insilin direnci yag dokusu inflamasyonu,
adipokinlerin sekresyondaki degisimi ile iligkilendiriimektedir. Yapilan
calismalarda, kemokin monosit kemo ilgisi yiksek protein-1'in (MCP-1)
yag dokusu inflamasyon olugsumunu arttirdigi ve NAYKH ve insulin
direncine sebep oldugu belirtiimigtir.>°

NAYKH hastaliginda adiponektin seviyesinin dustugu
gosterilmistir.5 NAYKH'da adiponektinin direkt roll anlasilamamistir.
Ancak hormonun (adiponektin) oOncelik olarak glikoz ve lipit
metabolizmasini arttirdi§gi  disuniimustir. Adiponektin ayni zamanda
proinflamatuar sitokinlerin, TNF-a gibi ekspresyonunu inhibe ettigi
sOylenmistir.5? Leptinin ise hepatik trigliserit toplanmasinda ve bunun
sonucu olarak yag dlzenlenmesinin bozulmasi®® ve karaciger
oksidasyonunun artisina neden oldugu belirtiimistir.>* Leptinin ayni
zamanda inflamasyonda proinflamatuar stimulasyonu harekete gecirerek

bircok role sahip oldugu sdylenmistir.>®

2.1.2.5. Leptin

Leptin, yaglarin enerji dengesinin duzenlenmesinde rol
oynayan bir sensordur. Leptin, hipotalamik reseptore baglanir, anorektik
ve termojenik etkiler gdsterir. insiilin direnci ve leptin karaciger trigliserit
toplanmasiyla ilskilendirilmistir. Leptinin  miyokardiyum, iskelet kasi,
pankreas ve karaciger gibi adipoz dokunun disindaki dokularda, yag
asitlerinin B oksidasyonunu duzenleyerek, lipit toplanmasini engelledigi
sOylenmistir.5® Bu sekilde leptinin lipotoksisiteyi engeleyebilecedi
vurgulanmistir. Farelerde Leptin enjeksiyonu ile visseral yaglanmanin ve
karaciger trigliserit akisinin azaldigi ve serbest yag konsantrasyonunun ve
periferal glukoz alinimi olmaksizin hepatik insulin aksiyonun yukseldigi

bildirilmigtir. Bu durumun sadece insulin duyarlihidinin artmasi igin énemli
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oldugu vurgulanmistir. Leptin, Sterol Duzenleyici Eleman Baglayici Protein
1 (SREBP-1) dusurerek yag asidi  oksidasyonunu artirdigi ve termojenezi

diizenledigi ifade edilmistir.5’

NAYKH hastalarinda leptin seviyesinin ylkselebildigi gibi®8,
disebilecegi de ifade edilmistir.>® Serum leptin seviyesi ile C- peptitin
badimsiz olarak iligkilendirebilece@i, fakat vicut kitle indeksi ile direkt
iliskilendirilebilecedi sOylenmistir.588% Serum leptin, C-peptit ve yasin

birbirinden bagimsiz olarak steatozun bir belirteci oldugu vurgulanmigtir.5®

2.1.2.6. Resistin

Resistin, beyaz yag dokusundan ve mononuklear
hicrelerden salinan 108 amino asitten olusan peptitdir. Farelerle yapilan
calismalarda insulin direnci ile iligkilendiriimis fakat insanlardaki roli tam
olarak anlagilamamistir.5° Resistinin inflamatuar sirecte rol oynayabilecegi
belirtilmistir.5* NAYKH hastalarinda, sirkiilasyondaki ve yag dokusundaki
ekspresyonu artigi sdylenmistir.62 Fakat serum resistin oraninin NAYKH
hastalarina gore NASH hastalarinda daha ylksek seyrettigi gozlenmigtir.
Buna ragmen kilo artisi ve periferal insulin direnci, yiksek resistin seviyesi
ile iligkilendirilememistir. Deney hayvanlariyla yapilan c¢alismalarda
karaciger insulin direnci ile iligskilendirilirken, insanlarda bu iligkinin
belirlenmesi icin daha fazla sayida ve ¢ok yonli ¢alismalara ihtiyag oldugu

belirtilmistir.>6

2.1.2.7. Ghrelin

Ghrelin mideden salinan, glukoz, enerji homeostazisini ve

besin alinimi dizenleyen oreksijenik bir hormondur. Ghrelin, lateral
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hipotalamus Uzerinde etki gostermekte ve teorik olarak inflamatuar
sitokinlerin sekresyonunu inhibe ederek, leptin aktivitesini antogenize
etmektedir. Plazma ghrelin seviyesi diyetle birlikte artmakta ve hizla tekrar
duserek, insulin duyarlihgr artisgina ve obezitenin azalmasina etki
gostermektedir. Deney hayvanlarinda ghrelin igtahin artmasina neden
olarak vicut agiriginin diizenlenmesine etki etmektedir. insan ve deney
hayvanlarinda plazma ghrelin konsantrasyonu artigi, viacut agirigi ve

beden yagdi diizenlenmesinde ile dogrudan iligkilidir.63

Ghrelinin NAYKH hastalarinda insulin direnci ile birlikte
distigld  gdézlenmistir.  Ghrelin, dokularda mitokondrial ve lipit
metabolizmasinin gen ekspresyonu degisiminde, karacigerde trigliserit
depolanmasinin lehine, yag asit oksidasyonu ve AMP aktive edici protein
kinazi (AMPK) induklerken mitokondrial oksidatif enzim aktivitesinde

herhangi bir degisime neden olmadigdi belirlenmistir.5*

2.1.2.8. TNF-a

TNF-a enfeksiyon varliinda baslica yagd dokusunda
sentezlenen ve salinan proinflamatuar sitokindir. inflamasyonun disinda
hiicre proliferasyonu, farklilagsmasi ve apoptozis gibi gorevleri vardir.5®
TNF-a artisi insulin direnci ile birlikte hem obez hayvan modellerinde hem
de obez insanlarda gosterilmistir.%66” Buna karsi TNF-a plazma seviyesinin
kilo kaybiyla azaldigi belirtilmistir.5” NAYKH ve NASH’da plazma TNF- a
plazma seviyesinin ylikseldigi belirtiimistirs8° ve farelerde TNF-a antikor
inflzyonlarinin hepatik steatozu gelistirdigi gosterilmistir.”® TNF-a hiicre
ylzey transmembran proteini olarak salinmakta ve otokrin ve parakrin
hormon gibi etki edebilmektedir. TNF- a lipolizi indikte ederek lipogenezisi
inhibe etmektedir.®> THF-a yag dokusunda transkripsiyonun artigi ve

bunun sonucu olarak plazma TNF-a seviyesinin yukselmesiyle yag dokusu
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duzensizligine neden olmaktadir.” Yag dokusunda TNF-a’nin artigi yag
asitlerin saliniminin artis1 ile birlikte periferal lipolizisi hizlandirarak
adiponektin sentezini dusurerek ve glukoz tasiyicisi olan GLUT-4’Un
membran ekspresyonunu azaltarak, insdlin direncini
indukleyebilmektedir.?> TNF-a yag dokusunda lipoprotein lipaz aktivitesini
inhibe ettigi, serbest yag transportu ekspresyonunu dlsurdigu ve
lipogenik enzimlerin ekspresyonunu azalttigi soylenmistir.” TNF-a’nin
adipositlerde apoptozisi indukleyebilecedi sOylenmistir.6> Hem hayvan,
hem de insan modellerinde insulin duyarliigi ajanlariyla yapilan tedavi ile
TNF-a konsantrasyonunu azaltarak karaciger yaglanmasin azalmasinda

onemli gelismeler saglanmistir.°:72

2.1.2.9. interldkin-6

interlokin-6  (IL-6) vyaklasik 26 kD’luk bir sitokin olup,
mononukleer fagositler, damar endotel htcreleri, fibroblastlar ve epitel
hdcreleri ile bazi aktive T hdcreleri tarfindan sentez edilmektedir. IL-6'nin
reseptord 60 kD’luk baglayici bir protein ile 130 kD’luk sinyal ileten alt
birimden olugsmaktadir. IL-1 ve TNF-a’'nin etkisi ile salgilanir ve bu
sitokinlerle sinerjistik etkilere sahiptir. IL-6'nin en iyi tanimlanan iki etkisi
hepatositler ve B lenfositleri Uzerine olup, akut faz yanitina katkida
bulunan birgok plazma proteininin hepatositler tarafindan sentezine neden

olmaktadir.”®

IL-6 insulin direncinde rol oynayan inflamatuar sitokindir.®°
Klinik galigmalar, obezitede insilin direncinin artigi ile plazma ve yag
dokusu IL-6 seviyesinin artisi ile iliskilendirmistir.”* Kilo azalmasiyla birlikte
plazma ve yag dokusu IL-6 seviyesinin de azaldigi gosterilmistir.”®
Abdominal yaglanmada IL-6 Uretiminin, deri alti yaglanmadaki IL-6

uretiminden 3 kat fazla oldugu ve bdoylelikle abdominal yaglanmanin
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hepatik insilin direncinin artisinda gigli bir aktivatér oldugu soylenmistir.”®
IL-6’'nin plazma serbest yad asitlerinin artisina neden olabilecedi ve
bdylelikle insulin direncinin artisina ve adiponektin sekresyonun

azalmasina etki edebilecegi sdylenmigtir.5°

2.1.2.10. Hiyaluronik Asit

Hiyaluronik  asit  (HA), glukuronik asit ve N-
asetilglukozamin’den olusan disakkarid Unitelerinden meydana gelmis
dogal bir linear polisakkariddir. Ozellikle sinovyal sivida, gdzin
vitrousunda, bag dokusunda, gobek bagi ve dermiste bulunmaktadir. HA,
bircok dokuda ekstraselliler matrikste var olan bir bilesendir. Cesitli
inflamatuar kosullar altinda ve HA'nin serum seviyesi yikseldiginde
kollajen sentezi artmaktadir. Bu da hiyaluronik asit Uretiminin artmasina

sebep olmaktadir.””

ilerlemis karaciger hasarindaki azalan siniizoidal endotel
hicre fonksiyonu Hyaluronat reseptorinin azalmasiyla, serum HA
seviyesini artirabilmektedir.”® Ayrica endotel hiicrelerindeki HA azalmasi
serum HA seviyesini azaltmaktadir.” Serum HA seviyesi hepatik fibrozis
ilerlemesiyle birlikte artmaktadir.80

Buglne kadar vyapillan bircok c¢alismada, serum HA
Olcimunun, diger karaciger hastaliklari arasinda ilermis fibrozisinin

saptanmasi agisindan oldukga faydali oldugu séylenmistir.8%.82

Karaciger hastaliginin tanisinda az cesitlilik gosteren
populasyon galigsmalarinda, serum HA seviyesinin tani koymak agisindan
oldukga onemli oldugu vurgulanmistir. Ayrica sitokeratin-18 ve HA'In

cocuk NAYKH'da karaciger fibrozisi belirlemek acgisindan iyi bir serum
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belirteci oldugu soylenmistir.82 Bu durum NAYKH hastalarinda serum
HA'nin o6lgimind icermemektedir. NAYKH hastalari arasinda serum
HA’nin belirlenmesinin  hepatik fibrozis icin iyi bir belirteci oldugu

sOylenmigtir.83

2.2. Oksidatif Stres

Aerobik organizmalar surekli olarak reaktif oksijen turleri
(ROT) olarak adlandirilan molekuler oksijenden tiretilen reaktif molekulleri
uretmektedirler. Bu serbest radikaller dis orbitalinde tek sayida
ortaklanmamis elektron tasiyan, elektrik yUuklli veya ylksiUz olabilen atom
veya molekiillerdir. Ozelliklerinden birisi kisa émrlii olmalari, bir digeri ise
radikal olmayan maddeler ile reaksiyona girerek yeni radikaller

olusturmalari ve zincir reaksiyonu baslatabilmeleridir.

Serbest radikaller Ug farkh sekilde olusabilmektedir:
1-Normal bir molekilin kovalent bir bagmnin her kisminda bir
ortalanmamis bir elektron kalacak sekilde homolitik pargalanmasi
2- Normal bir molekultin tek bir elektronunu kaybetmesi

3- Normal bir molekdule tek bir elektron ilavesi®4
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Serbest radikaller Tablo 1‘deki gibi gruplandinlabilir:

Tablo 1: Reaktif Oksijen Turleri®

Radikaller Radikal olmayanlar
Superoksid anyon radikali (O2™) Hidrojen peroksid (H20>)
Hidroksil (HO") Singlet oksijen (*O>)
Peroksil (ROO) Ozon (O3)

Alkoksil (ROY) Hipoklor6z asit (HOCI)

Nitrik oksit (NO) Lipit hidroperoksid (LOOH)
Semikinon radikali (HQ) Peroksinitrit (ONOQ")
Hemoproteine bagl serbest radikaller Azot dioksit (NO3)

Organik radikaller (R") N-halojenli aminler (R-NH-X)
Organik peroksid radikali (RCOOQO) Hipohal6z asid (HOX)

Oksijen, iki elektronu eslesmemis sekilde bir elektron
dagihmina sahiptir. Bu ylzden bazen oksijen bir radikal olarak
degerlendiriimektedir. Oksijen molekill, reaktif bir 6zelligi olmamasina

ragmen diger radikallerle reaksiyona girme 6zelligine sahiptir.8¢

Superoksid anyon radikali (O2"), zayif reaktif bir serbest
radikal olan superoksid anyonu molekiler oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesi sonucu meydana gelmektedir. Stperoksid olusumu, 6zellikle
mitokondri i¢ zarindaki solunum zincirinde elektrondan zengin aerobik
ortamda spontan olarak meydana gelmektedir. Superoksid radikali ksantin
oksidaz ve bir grup flavoenzimler tarafindan olusturulmaktadir. Diger
superoksit Ureten enzimler lipooksijenaz ve siklooksijenazdir. Fagositik
hicrelerin  NADPH badimli oksidaz enzim kompleksi fazla miktarda
stiperoksit radikali olusturmaktadir. iki molekiil siiperoksit molekiili
superoksid dismutaz (SOD) tarafindan hizla hidrojen peroksit ve molekiler
oksijene doniismektedir.8’

20




Ortamda biriken stperoksid radikallerinin girebileceg@i baglica

tepkimeler asagidaki gibi 6zetlenebilir:

1. Ortamdan bir proton alarak perhidroksi radikali (HO2") olugturabilir.
2. H20: ile tepkimeye girerek hidroksil radikali (OH") ve singlet oksijen
(*O2) olusturabilir.

02+ Hz0, ™= 10, + OH" + OH’

3. Hidroksil radikali ile tepkimeye girerek singlet oksijen yapimina neden

olur.86

02+ OH e 107 + OH"

Dogal oksijen molekuli bagka bir molektlden iki elektron
almigsa, peroksid olugmaktadir. Peroksid molekult iki H molekuli ile
birlesirse H202 olusmaktadir. H202 superoksidin SOD ile dismutasyonu
sonucu veya spontan olarak da uretilebilmektedir. H202 aslinda radikal
degildir. Ancak Uretildigi bolgede kalan slperoksidin aksine membranlari
gecen, sitozole diffize olan ve uzun Omurli bir oksidan olarak
bilinmektedir. Bu nedenle, superoksidin ulagsamadigi membranla korunan
yapilara kolaylikla ulasabilmektedir. Burada siUperoksidle reaksiyona
girerek, en reaktif ve zarar verici radikal olan hidroksil radikali olusturmak
uzere kolaylikla yikilabilmektedir. Hidrojen peroksid bagska bir sekilde de
serbest Fe*? ile reaksiyona girerse demir okside olurken hidroksil radikali
olugsmaktadir. Bu da doku hipoksisi ve endotel hasarina yol acgabilen
vazodilatasyon kaybina neden olmaktadir. Bu reaktif oksijen tiri de

bakterilere karsi lokosit defansinin diger bir komponentidir.8®

Hidroksil (OH), bilinen en reaktif radikaldir. Amino asitler,

nakleik asitler, fosfolipidler ve sekerler gibi biyokimyasal maddelerin bir
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coguyla reaksiyona girebilmektedir. Tek atom halinde ve bir elektronu
eksik olan oksijen ile H* ‘in birlesmesinden olusmaktadir. Gamma
radyasyona maruz kalan dokularda da hidroksil radikali olusabilmektedir.
Alinan enerji hicre suyu tarafindan absorbe edilmekte ve sudaki oksijen-
hidrojen kovalent baginin pargalanmasina neden olmaktadir. Bdylece
hidrojen ve oksijen Uzerinde dis orbitalde tek elektron kalmakta ve 2
radikal olusmaktadir. Hidroksilin yarilanma omriu ¢ok kisadir ve pek ¢ok

molekiilden H atomu gikariimasini saglamaktadir.84

Gecis metalleri elektronlarin alinmasi ve veriimesi durumlarinda bu

serbest metal iyonlari radikal reaksiyonunu hizlandirmaktadir.
+3 - +2
Fe +6 m—fe

+2 - +

Metal iyonlari lipid peroksidasyonu reaksiyonunda da rol oynarlar.
Olusmus lipid hidroperoksitlerin parcalanmalarini ve lipid
peroksidasyonunun zincir reaksiyonunu katalize eder. Boylece daha az
zararlh olan radikalleri daha zararli hale getirirler. Fenton reaksiyonu olarak
bilinen reaksiyonda Fe*? iyonlarinin H202'i indirgeyip OH- olusturabildikleri

bilinmektedir.
H202 + FE" mmmmm Fe*® + OH + OH

Seruloplazmin Fe*?'ni Fe*®e oksitler ve Fe*¥(in transferrine baglanmasini
kolaylastirir. Seruloplazminin antioksidan aktivitesi: Ferroxidaz aktivitesi,
askorbat oxidaz aktivitesi, oksijen radikali temizleyici aktivitesi ve GSH-
bagdimli peroxidaz aktivitesi seklinde 4 yolla olmaktadir. Transferrin de
H202'den demir iyonu bagimli hidroksil olusumunu inhibe etmektedir.
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NO (Nitrik oksit), nitrik oksit sentaz (NOS) olarak bilinen
sitozolik bir enzimin aktivitesi ile olusmaktadir. Vaskller tonun
regulasyonunda guanilat siklazi aktive eden NO major rol oynamaktadir.
Oksijen baglanan bolgeye kompetetif baglanarak direkt olarak sitokrom
oksidazin inhibisyonu ile hicresel solunumu dizenlemektedir. NO bazi
durumlarda bir antioksidan gibi davranmakta ve lipid peroksidasyonundan
korumaktadir. Bununla birlikte stperoksid duzeylerinin arttigi durumlarda
superoksidle reaksiyona girmekte ve bir prooksidan olan peroksinitrit

olusturmaktadir.88

Serbest radikaller hiicre ve dokularda bircok zarara yol

acmaktadir. Bu zararlar:

1) DNA hasari,

2) Nukleotit yapili koenzimlerin yikimi,

3) Lipit peroksidasyonu zar yapisi ve fonksiyonunun degismesi,

4) Enzim aktivitelerinde ve lipit metabolizmasindaki degisiklikler,

5) Protein ve lipitlerle kovalan baglantilar yapmasi,

6) Zar proteinlerinin hasari, tagsima sistemlerinin bozulmasi,

7) Protein hasari ve protein “turnover”inin artmasi,

8) Tiyollere bagimli enzimlerin yapi ve fonksiyonlarinin bozulmasi, hucre
ortaminin tiol/disulfit oraninin degismesi,

9) Kollajen ve elastin uzun O6marli proteinlerdeki oksido-rediksiyon
olaylarinin bozularak kapillerlerde aterofibrotik degisikliklerin olusmasi ve

10) Mukopolisakkaritlerin yikimi seklinde 6zetlenebilir.8°

ROT; mikro organizmalara kargi savunmada, kardiyovaskuler
hastaliklar, interstisyel akciger hastaligi, kanser, viral ya da alkolik
karaciger hastaligi ve NAYKH gibi farkli biyolojik sistemlerde rol
oynamaktadir.
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Oksidatif stres oksidan / antioksidan dengesinin bozulmasina
yol acarak organizmada potansiyel hasara yol agmaktadir. Oksidatif stres
ROT ve Reaktif Nitrojen turlerini (RNT) artirabilmekte ve bunun sonucunda
antioksidanlarin azalmasina neden olmaktadir. Farklh kaynaklardan
tireyen (mitokondri, endoplazmik retikulum ve peroksizom gibi) ROS ya
da RNT, NAYKH patagonezinde onemli rol oynamaktadir.®® Steatoz
olusumundan sonra karaciger, ikinci vurus olarak adlandirilan oksidatif
strese duyarli hale gelmektedir. Oksidatif stres NAYKH'de steatozun
steatohepatite ilerlemesinin nedenidir. Serbest yag asitlerinin oksidasyonu

suresince, mitokondride gogu H202 formunda olan ROT birikmektedir.

Oksidatif stres varligi nedeni ile ROT ile karacigerdeki
antioksidanlar arasinda surekli bir denge bulunmaktadir. Dengesizlik
olustugunda ROT fasligand olusumu, sitokin olusumu ve lipid
peroksidasyonu yoluyla steatohepatit olusumunu tetiklemektedir. Lipid
peroksidasyonu karaciger hucre nekrozuna ve kollajen sentezinde artiga
neden olmakta ve ayni zamanda ROT ve TNF-a, transforming growth
faktor B (TGF-B) ve interlokin-8 (IL-8) gibi sitokinlerin sekresyonunu

artirmaktadir.®t

2.2.1. Mitokondrial Disfonksiyon

Mitokondri karaciger serbest yag asidi oksidasyonunda, ATP
olusumunda ve bazal reaktif oksijen metabolitleri olusumunda temel rol
oynamaktadir. Mitokondride yag asitlerinin girisi karnitinpalmitoiltransferaz
enzimi ile denetlenmekte, bu enzim de malonilkoenzim-A ile kontrol altinda
tutulmaktadir. Malonil koenzim-A'nin  yiksek oldugu durumlarda
mitokondrial oksidasyon azalacak ve yag asitleri trigliserid olarak
karacigerde depo edilecek ve steatoz geligsecektir. Mitokondride yag

asitleri oksidasyona ugrarken, olusan asetil-koenzim-A trikarboksilik asid
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siklusuna girmekte ve oksidatif fosforilasyon ile ATP dretimi devam
etmektedir. Ancak bunun sonucunda yan Uriin olarak ¢ok fazla miktarda
serbest oksijen radikalleri ortaya ¢ikmakta ve oksidatif hasar ile NAYKH

gelisimine katkida bulunmaktadir.®*

ROT ozellikle elektron transport sistemindeki kompleks 1
(NADH dehidrojenaz) ve kompleks 3'den (ubikinon- sitokrom c rediktaz)
kaynaklanmaktadir. NAYKH'da serbest yag asitlerinin agir yuklenmesi
sonucunda B oksidasyonun artisiyla elektron sizintisinin  arttig
sOylenmistir.®2 Bu sizintinin ortalama %2-4‘nin ROT‘a donustigu
belirtiimistir. ROT, Kupfer hicrelerinden ve hepatositlerden TNF-a
salinimini arttirmakta ve adipoz doku kokenli TNF-a mitokondrial solunum
zincirini olumsuz yonde etkilemekte ve mitokondrial gecirgenlik delikleri
acllarak ve sitokrom-c yoluyla elektron transferi bozulmaktadir.®® Bu
sekilde ATP Uretiminde azalma ve nekrozis meydana gelmektedir.
Farelerde anti TNF-a tedavisiyle kompleks 1, 2, 3 ve 4 enzimlerinin
aktivitesinin arttigi, B oksidasyonun harabiyetinin duzeldigi ve karaciger
histolojisinde  6nemli  duzelmeler oldugu  go6zlenmistir.%  ATP
homeostazinda bozukluk olmasi NASH hastalarinda gosterilmistir.%°
Mitokondrial disfonksiyon ikincil olarak lipitlerin 3 oksidasyonu
engelleyebilecedi ve daha ileri steatoza neden olacagi sOylenmistir.9?
ROT, lipit peroksidasyon drinleri olan MDA ve 4-hidroksinonenalin
mitokondriyal sitokrom c oksidazi inhibe ettigi gosterilmistir. Ayni zamanda
sitozolde purin metabolizmasinda 6énemli rol oynayan ksantin oksidazin
serbest radikal olusumuna katki yapmakta ve lipit peroksit Grunleri olan
MDA, 4-hidroksinonenal drunlerini artirarak ikincil olarak sitokrom c
oksidazi inhibe ettigi belirtiimistir. ROT indlkledigi mitokondriyal DNA'da
(mtDNA) steatoz ve karaciger lezyonlari gézlenmistir. mtDNA bozulmasi
ile elektron transport zincirinin elemanlari olan kompleks 1, 2, 3, 4
enzimleri kodlayan 13 gende hatali kodlamalar sonucunda ATP

sentezinde azalmaya neden oldugu soylenmistir.%®
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Bircok NASH hastasinda mega-mitokondri ya da lineer
kristalin inklizyonlari gibi ¢ok sayida yapisal mitokondri anomalisi de
gosterilmistir. NAYKH hastalarinda mitokondrideki anomaliler; elektron
transport sisteminin aktivitesinde azalma, mitokondri B oksidasyonunda
bozulma olarak siralanabilmektedir. NAYKH hastalarinda karaciger
hicreleri elektron mikroskobuyla incelendiginde hlcreler buyuk, siskin ve
seyrek gozlenmistir. Mitokondrial matriksin ise parakristal inklGzyonlari

icerdigi ve yogunlugunun az oldugu gézlenmigtir.%

2.2.2 Mikrozomlar

Sitokrom P450 enzim ailesi yag asit metabolizmasi,
kolesterol, safra asitleri, ilaglar ve alkol gibi eksojen kaynaklar
metabolizmasinda énemli rol oynamaktadir. insanda simdiye kadar
saptanmis olan sitokrom P450 enzim ailesinin enzimlerinden etanol ile
induklenen CYP2E1 ve fibrik asitle indtklenen CYP4A, NAYKH ve NASH
patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir. CYP2E1 ve CYP4A uzun zincirli
yag asitlerinin oksijenasyonun toksik etkilerini 6nlemek amaciyla fonksiyon

gostermekte fakat bu sirada ROT Uretimine katkida bulunmaktadir.®’

CYP2E1 seviyesi serbest yag asitleri, ketonlar, insulin direnci
ve etanol ile artmaktadir.®® CYP2E1 aktivitesi, sliperoksit radikalini artiran
NADPH oksidaz tarafindan yukselmektedir. Bir¢cok ¢alismada NAYKH'da
oksidatif stres, CYP2E1 ekspresyonu ve elektron transport sisteminde
elektron sizintilar artigi gézlenmistir.?1°° CYP2E1 ekspresyonunun ve
aktivitesinin artis1 oksidatif stresi artirarak ROT artmasina ve nihayetinde
karaciger yaglanmasina neden olmaktadir. Ayni zamanda steatozdan
steatohepatite ilerlemesine neden olmaktadir. Steatoz olan NASH
hastalarinda CYP2E1’nin seviyesi, NAYKH hastalarina gére daha yuksek

belirlenmistir.10t
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Ayni zamanda CYP2E1, ylksek oranla beslenen obez
ratlarda, disuk diyetle beslenen ratlara gére daha ylksek bulunmustur. Bu
durum yuksek miktarda yag oraninin CYP2E1 tarafindan artan ROT‘un,
NASH patagonezinde énemli oldugunu dusundirmektedir.

Obez Dbireylerde, CYP2E1'nin ekspresyonu ile lipit
peroksidasyonu ile arasindaki iligki belilenmeye calisiimis ve CYP2E1 ile
birlikte serum indirgenmis glutatyon (GSH) artarken hepatik GSH oraninin
azaldig1 gorulmustur. GSH'deki bu dususin yag asidi toksisitesiyle

olabilecegi distnlimustir.102

Diger sitokrom P450 enzim ailesinden olan CYP4A,
hepotositlerin endoplazmik retikulumunda yag asitlerinin w oksidasyonuyla
iligkili enzimidir. CYP4A baslica PPAR-a’yI induklemektedir. Mikromozal
ve peroksizomal oksidasyonu genel olaral yag asit metabolizmasinda
minor rol oynamaktadir fakat CYP2E1 seviyesi dusuk oldugunda ve uzun
zincirli yag asidi birikimi artigindan 6nem kazanmaktadir. Bu nedenle
CYP4A enzimleri hepatik oksidatif strese maruz kalmada alternatif olarak

dustndlmastar.®®

2.2.3 Peroksizomlar

Peroksizomal B oksidasyon ile serbest yag asitleri asetil-
CoA’ya cevrilmektedir. Daha sonra olusan asetil-CoA’lar mitokondriye
transport edilmektedir. Peroksizomlar uzun zincirli yag asitlerini
mitokondriye goére daha hizli okside etmekte ve bu sekilde serbest yag
asitlerinin metabolik Urunleri hicrede artmaktadir. Fakat B oksidasyonu
suresince H20:2 artarak kolayca OH radikallerine gevrilmekte ve hicre
oksidatif strese maruz kalabilmektedir.1%3
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Hepatik yag yuklenmesinin, hepatik peroksizom artigi ile
PPAR-a situmulasyonu engellenmesi sonucu oldugundan stiphelenilmigtir.
Cunkl PPAR-a, hepatik peroksizomal acil koenzim oksidaz kodlar ve bu

enzim peroksizomal B oksidasyonu tarafindan kisitlanmaktadir.1%4

Histolojik  c¢aligmalar  karaciger biyopsisinde  demirin
hepatoseliiler karsinoma gelisiminde katki sagladigini belirlemistir.19°
Buna karsin demirin artisi ile NAYKH arasindaki baglantinin guclu

olmadigini gdzlemleyen galismalar da bulunmaktadir.t%®

2.2.4. Lipid Peroksidasyonu ve Malondialdehit (MDA)

Lipid peroksidasyonu, organizmada olusan bir serbest radikal
etkisi sonucu membran vyapisinda bulunan poliansature yag asidi
zincirindeki a-metilen gruplarindan hidrojen atomunun uzaklastiriimasi ile
baglamaktadir. Biyolojik sistemlerde bu serbest radikalin sUperoksit
anyonu ve hidroksil radikali oldugu kabul edilmektedir. Lipid

peroksidasyonunda asil etkili radikalin (OH") oldugu belirtiimektedir.

Yag asidi zincirinden hidrojen atomunun uzaklagsmasi, bu yag
asidi zincirinin radikal niteligi kazanmasina neden olmaktadir. Olusan lipid
radikali (L") dayaniksiz bir bilesik olup bir dizi degisiklige ugramaktadir.
Oncelikle, molekil igi ¢ift bag aktarilmasi ile dien konjugatlar
olugsmaktadir. Daha sonra lipit radikalin oksijen ile reaksiyonu ile lipid
peroksit radikali (LOO’) meydana gelmektedir. Bu radikal de zardaki
poliansature yag asitlerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin olusumunu
saglamakta ve kendileri de agiga c¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipit
hidroperoksitlerine  donusmektedir. BoOylece olay kendi kendini
katalizleyerek devam eder.10”
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Lipid peroksidasyonu, lipit hidroperoksitlerinin aldehit ve
diger karbonil bilesiklere donlismesi ile sona ermektedir. Bu bilesiklerden
biri olan malondialdehit (MDA) miktari, tiyobarbitirik asit testi ile
Olculmekte ve bu yontem lipit peroksit duzeylerinin saptanmasinda siklikla
kullanilmaktadir. Peroksidasyon sirasinda olusan dien konjugatlarinin
OlcimU de, in vivo lipit peroksitlerinin dizeyini yansitmasi agisindan
giderek dnem kazanmaktadir. Lipid hidroperoksitlerinin pargalanmasi ile
olusan etan, blatan ve pentan gibi gazlarin tayini de, lipid peroksidasyon
gostergesi olarak dederlendirilmektedir.1®
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9 N Y\ oo

0 g Lipidhidro Peroksid

= .
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LH

Sekil 3. Lipid peroksidasyonu

Bircok c¢alisma ROT’nin hepatik lipotoksisiteyi artirdigini
soylemektedir. Bugine kadar yapilan ¢alismalarin gogunda, genel olarak
NASH ile lipid peroksidasyonu arasindaki iligki Uzerinde yogunlagiimigtir.
NAYKH ile lipid proksidasyonu arasindaki iliskinin belirlenmesi i¢in yapilan
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calismalar ¢ok azdir ve genelikle ratlar lzerinde yapilmigtir.109110.111
NASH’da osidatif stresin artisi birlikte, okside LDL oranin ve serum lipit
peroksidasyon drinleri MDA ve 4-hidroksi-2,3 transnonenal (4-HNE)
artmaktadir.'’?> Palmitatla indiklenen oksidatif stres, rat hepositlerde
instlin direncine katki yaptigi rapor edilmistir.}'3 Karacigerde yag asidinin
birikimiyle B oksidasyonu ve elektron transport sisteminin elektron sizintisi

ROT Uretimini tetiklemektedir.114

Lipid peroksidasyonun urtnleri steatotik karaciger tayini
acisindan onemlidir. MDA ve 4-HNE, steatozis durumuna kiyasla NASH
hastalarinda %90 oraninda artmaktadir.!*> Lipid metabolizmasinda diger
belirtecler izoprostanlar ve 3-nitrotirozindir. F2-izoprostan, enzimatik
olmayan arasidonik asit peroksidasyon urunudur ve plazma ya da idrar
belirteci olarak kullaniimaktadir.'*® F2-izoprostanlar NASH hastalarinda
yukseldigi belirlenmistir. Ayrica NAYKH ratlarinda oksidatif hasarin

belirlenmesinde kullanilabilecegi 6nerilmigtir.*t’

2.2.5. Protein, DNA Hasari ve lleri Oksidasyon Protein Uriinii (AOPP)

Serbest radikaller bazi aminoasitlerle reaksiyona girerek
enzimlerin aktivitelerini ortadan kaldirarak modifiye, fonksiyon gérmeyen
proteinlerin olusmasina sebep olmaktadir. En c¢ok sorumlu tutulan
aminoasitler salftir icerenlerdir . Triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin gibi
halkali amino asidler oksidasyona en fazla maruz kalmaktadirlar.
Oksidasyon sonucu proteinlerin sekonder ve tersiyer yapilarinda olusan
degisiklikler, fonksiyonlarini etkilemektedir. Enzim veya reseptor
fonksiyonuna sahip membran proteinleri, 6zellikle serbest radikallerin
modifikasyonuna duyarli olduklari igin protein oksidasyonu ile onemli
hicresel ve membran fonksiyonlar bozulmaktadir. Protein yapisindaki
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hasarin gosterilmesi igin, protein karbonillerinin belirlenmesi yaygin olarak

kullanilan bir gostergedir.1%7

Protein oksidasyonunun yeni bir belirteci olan ileri
oksidasyon protein trtnleri (Advanced Oxidation Protein Products-AOPP)

ditirozin igeren gapraz bagh protein Urinleri olarak tanimlanmaktadir.18

AOPP duzeylerinin, protein oksidasyonunun goéstergesi olan
ditirozin ve ileri glikasyon son drund olan pentozidin duzeyleri ile
kolerasyon gosterdigi fakat lipit peroksidasyon belirtecleri ile kolerasyon

gostermedigi belirtilmigtir.t°

Karaciger yaglanmasinda lipid peroksidasyonun yani sira
oksidatif stres sonucunda proteinler de hasara ugramaktadir. Bu zamana
kadar yagli karaciger hastaliginda ileri protein oksidasyon UrlinU olan
AOPP seviyesi irdelenmemistir fakat farkh Grunler incelenmistir. Nukleer
ve mitokondirial DNA hasari, karaciger hucrelerinde c¢ekirdek ve
sitoplazma nekro-inflamasyonu induklemektedir. 8-hidroksi-2-
deoksiguanozin (8-OHdG) serbest radikal tarafindan modifikasyona
ugramig DNA bazidir ve inflamasyonda modifiye olmus Guanin bazinin
gen dizeyinde artisina neden olmaktadir.'?® NASH'da 8-OHdG bazi
kontrol grubuna goére kiyaslandiginda daha ylksek seviyede tespit

edilmistir.

Yag asidi birikimi sonucunda oksidatif strese neden olarak,
karaciger lipit oksidasyonu artmakta ve enzimatik olmayan glikasyon
yoluyla Maillard reaksiyonu (amino asit ve indirgenmis seker arasindaki
kimyasal reaksiyon) gerceklesmekte ve glikasyon son urinu (AGESs) ile
sonuglanmaktadir. NASH hastalarinda AGEs’in arttigi ve serum AGEs

seviyesinin - NASH ile NAYKH hastalarinda ayirmada Onemi
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vurgulanmistir.'?? AGEs ayni zamanda fibrozis ve hepotosit apoptozisi

olusumuna katki yaptigi séylenmistir.122.123
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma; Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya
Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarr’nda galigilmig olup, Gazi Universitesi
Rektorligu Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir
(Proje kodu: 01/2012-14).

3.1. Calismaya Alinacak Hastalarin Belirlenmesi

Numuneler Ufuk Universitesi Tip Fakiiltesi Dr. Ridvan EGE
Hastanesi Gastroenteroloji A.B.D. ve i¢ Hastaliklari Polikliniginden temin
edilmistir. Arastirma igin Ufuk Universitesi Tip Fakiiltesi Dr. Ridvan EGE
Hastanesi Etik Kurulu'ndan gerekli izin alinmistir. Calismada toplam 133
hastaya ait serum ornekleri interlokin-6 (IL-6), timor nekroz faktori (TNF-
a), hiyaluronik asit (HA), malondialdehit (MDA) ve proteinlerin ileri
oksidasyon drunleri (AOPP) tayinlerinde numune olarak kullaniimigtir.
Numuneler, ¢alisilan zamana kadar -80 °C’de saklanmistir.

Calismaya Gastroenteroloji A.B.D ve i¢c Hastaliklari
poliklinigine dispeptik semptom ya da rutin kontrol igin bagvuran non-obez
ve non-diabetik bireyler katilmistir. Gruplar serum ALT seviyelerinin

yuksekligi ve ultrasonografi bulgularina gore 3’e ayrilmigtir.

Grup 1'i ultrasonografide hepatosteatoz teshisi konulmus ve
ALT seviyesi yiksek olan bireyler olusturmaktadir. Grup 1’i olusturan
hasta sayisi 35tir. (n=35)

Grup 2yi ultrasonografide hepatosteatoz teshisi konulmus ve
ALT seviyesi normal olan bireyler olusturmaktadir. Grup 2’yi olusturan

hasta sayisi1 35’tur. (n=53)
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Grup 3 ise saglikli kontrol grubundan olugmaktadir. Grup 3'U

olusturan hasta sayisi 45’tir (n=45).
Tdm hastalarin serumlarindan HA, TNF-a ve IL-6 duzeyleri

ELISA yontemiyle, AOPP ve MDA ise spektrofotometrik yontemlerle
cahsilmistir.

3.1.1. Hastalarin Calismaya Alinmama Kiriterleri

1. Diabetes mellitus

2. Tip Il diyabete neden olacak ilaclara maruz kalma (steroidler gibi)

3. Hepatik enzim yuksekligi ve/veya hepatosteatoza neden olacak
ilaglara maruz kalma (steroidler, oral kontraseptifler, metotreksat,

tetrasiklin, amiodoron gibi)

3.1.2. Hastalarin Calismaya Alinma Kriterleri

1. Grup 1 ve 2 ic¢in ultrasonografi ile hepatosteatoz tanisi konulmasi
2. Tum viral, otoimmin ve metabolik karaciger bozuklar gibi
biyomarkerlarin negatif olmasi

3. Ethanol alinimi1 olmamasi

3.2. Deneyler

3.2.1. Calismada Kullanilan Cihazlar

. Vorteks (Heidolf Reax 200, Labinco L 24)
« Hassas terazi (Schimadzu, Libror, AEG 220)
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« pH metre (Jenway)

« Su banyosu (Barnstead / lab-line)

« Santriftj (Hermle Z 380K)

« Sogutmali santriftj (Damon IEC, B-20A sogutmali,
Hermle Z 323 K)

. Orbital ¢alkalayici (NUve SL 350)

« HITACHI U-2900 Spektrofotometre

. BIOTEK ELx50 ELISA plaka yikayici

. BIOTEK ELx800 ELISA plaka okuyucu

Ayrica arastirma laboratuvarinda var olan ve biyokimyasal

analizler icin gerekli olan diger malzemeler de kullaniimigtir.

3.2.2. Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler

Sdlfarik asit (H2SOa4), Dipotasyum fosfat (K2HPOa4),
Monopotasyum fosfat (KH2POa4), Kloramin-T, Asetik asit (CHsCOOH),
Potasyum iyodur (KlI), 1,1,3,3-tetraetoksipropan (TEP), Trikloroasetik asit
(TCA), Tiyobarbittrik asit (TBA), n-butanol.

3.2.3. Calismada Kullanilan Yontemler

3.2.3.1. Serum MDA Diizeylerinin Olciimii

Lipit peroksidasyonu, daha énce de belirtildigi gibi serbest
radikaller ile uyarilan membranlarda c¢oklu doymamis yag asitlerinin
oksidasyonunu kapsayan ve oksidatif hicre hasarinin bir gostergesi olan
zincir reaksiyonudur. Aktif oksijen turleri ve serbest radikaller son derece
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kisa omurlu olduklar igin insanlarda oksidatif stresin direkt Olcimu

zordur.1?* Bunun yerine, oksidatif stire¢ trtinleri 6lctilmektedir.

Lipit peroksidasyonu arlnleri, gelistirilen bir yontem?!?® ile
kanda MDA Uretiminin bir gostergesi olarak olgulmugtir. MDA’ nin asidik
kosullar altinda tiyobarbittrik asit (TBA) reaktifi ile reaksiyonu sonucu
pembe renkli bir Grin olusmaktadir ve metod, olusan pembe renk
absorbansinin 532 nm’de  spektrofotometrik  OlcimiU  esasina

dayanmaktadir. Sonuglar, nmol MDA/ml olarak verilmistir.

Reaktifler

+ % 20 Trikloroasetik asit

+ % 0.67 Tiyobarbitirik asit

+ n-butanol

+ 20 nmol/ml stok standart: 25 uyl 1,1,3,3-
tetraetoksipropan 100 ml’ ye deiyonize su ile
tamamlandi. Bu karisimdan 1 ml alinarak %1 Sulfurik
asit ile 50 mlI' ye tamamlandi ve 2 saat oda isisinda
bekletildi.

Deneyin Yapllisi

1. Standart olarak stok standarttan 0.625 nM, 1.25 nM,
2.5 nM, 5 nM, 10 nM 1,1,3,3 tetraetoksipropan (TEP)
hazirlandi. % 20 TCA ve % 0,67 TBA c¢ozeltileri

hazirlandi.

2. Numune ve standartlar icin tupler hazirlandi. 125 pul

serum ve standartlar Uzerine sirasiyla; 625 yl TCA ve
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250 pl TBA eklenerek vortekslendi. Tupler, 90 °C’ deki
sicak su banyosunda 30 dk bekletildi ve sonrasinda
hemen sogutuldu. Tudplere 1 ml n-butanol eklendi ve
3000 x g’ de + 4 °C’de 5 dk santrifuj edildi.

. Santriflj sonrasi supernatantlardan 120 ul alinarak

plaka kuyucuklarina konuldu ve spektrofotometrede n-

butanole kargi 532 nm’ de okundu.

. Numunelerdeki MDA degerleri standart egri Uzerinden

(Grafik 1) hesaplanarak, nmol/ml olarak ifade edildi.
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y=0.0116x-0.011

R?=0.9971
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Grafik 1: MDA Standart Egrisi.

3.2.3.2. Serum AOPP Diizeylerinin Olciimii

Serum AOPP duzeylerinin  6lgimu  Witko-Sarsat  ve

arkadaslarinin tanimladigi spektrofotometrik yonteme goére yapimistir.

Metodun prensibi, plazma/serumda bulunan uzun émdurlt klorlu oksidanlar

ile proteinlerin gapraz baglama urunlerinin, potasyum iyoduru oksitlemesi
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ve agiga cikan triiyodid iyonunun, 340 nm’ de Olgulmesi esasina
dayanmaktadir. Bu yonteme goére; AOPP olusumu klorlu oksidanlarin
(kloraminler ve hipokloréz asit gibi) olusumu ile indiklenmektedir. Bu
nedenle konsantrasyonu da bunlara korele olarak degismektedir. AOPP
konsantrasyonu olgumunde bu iligki nedeni ile Kloramin - T standart olarak

kullaniimigtir.126

Reaktifler

+ 20 mM PBS (Fosfat tampon soltusyonu, pH: 7,4)

+ 1.16 M KI (Potasyum iyodur)

+ Asetik asit % 100

+  Kloramin-T (0-100 uM arasindaki konsantrasyonlarda

standart olarak hazirlandr).

Deneyin Yapilisi

1. 200 pl serum 1:5 oraninda fosfat tampon sollsyonu
(PBS) ile dilie edildi. Linearite siniri Uzerine
cikilmayan durumda, 40 pl serum Uzerine 160 pl PBS
reaktifi eklenip Gzerine 10 yl KI ve 20 pl asetik asit
eklenerek numuneler vortekslendi ve 340 nm
absorbansta PBS’e karsi spektrofotometrik olarak

Olgim yapildi.

2. 100 pmol/l, 75 pmol/l, 50 pmol/l, 25 pmol/l, 12.5
pmol/l, 6.25 pmol/I' lik Kloramin - T standartlari da
numune gibi calisildi. Linearite sinirinin Uzerinde

cikan serumlar diliie edilerek calisildi.
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Sonuglar standart egri Uzerinden (Grafik 2) hesaplanarak,

pmol/l kloramin es degeri olarak ifade edildi.
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Grafik 2: AOPP Standart Egrisi.

3.2.3.3. Serum IL-6 Diizeylerinin Olciimii

Serum IL-6 duzeyleri, Diasource marka hazir ticari elisa Kiti

(Katalog No: KAP1261) ile kolorimetrik olarak dlgulmustar.

Reaktifler

+ Kalibrator (Her biri 1ml deiyonize su ile hazirlanacak
olan alti adet kalibrator)

+ Kontrol (Her biri 1ml deiyonize su ile hazirlanacak olan
iki adet kontrol)

-+ Ornek seyreltici (Her biri vialler Gizerinde yazan miktar
kadar deiyonize su ile hazirlanacak olan Ug adet 6rnek

seyreltici)
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+ Yikama soltusyonu (10 ml hacimli bir adet vial; 1990 ml
deiyonize su eklenip magnet kullanilarak karigtirilir.)

+ Konjugat (Kullanima hazir 11 ml hacimli bir adet vial)

. Inkiibasyon tamponu (Kullanima hazir 11 ml hacimli
bir adet vial)

+ Kromojen TMB solisyonu (Kullanima hazir 25 ml
hacimli bir adet vial)

+ Durdurma solusyonu (Kullanima hazir 25 ml hacimli

bir adet vial)

Calisma Proseduri

1. Tum kuyucuklara 50 ul inkiibasyon tamponu konulur.

2. Kalibratorler (0 pg/ml, 23.3 pg/ml, 68 pg/ml, 201 pg/ml,
633 pg/ml, 2560 pg/ml), kontroller (L ve H) ve tim
numunelerden 100 pl kuyucuklara konulur.

3. 1 saat oda isisinda, galkalayicida inkube edilir.

4. 400 pl Yikama solusyonu ile 3 kez yikama yapllir.

5. Tum kuyucuklara 100 pl anti-IL-6-HRP konjugat ve 50
Ml 6rnek seyreltici konulur.

6. 1 saat oda Isisinda, ¢alkalayicida inkutbe edilir.

7. 400 pl Yikama solusyonu ile 3 kez yikama yapilir.

8. Yikamayi takiben, 15 dk iginde tum kuyucuklara 200 pl
kromojen koyulur.

9. 15 dk oda isisinda, karanlikta, calkalayicida inkube
edilir.

10.Tum kuyucuklara 100 pl durdurma soltisyonu konulur.

11.450 nm ve 490 nm dalga boyunda absorbans olcimu

yapllir.
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Sonuglar standart egri Uzerinden (Grafik 3) hesaplanarak,

pg/ml olarak ifade edildi.
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Grafik 3. IL-6 Standart Egrisi.

3.2.3.4 Serum TNF- a Diizeylerinin Olcimii

Serum TNF-a dizeyleri, Diasource marka hazir ticari elisa

kiti (KAP 1751) ile kolorimetrik olarak olgliimustir.

Reaktifler

+ Konjugat (Kullanima hazir bir adet vial)

+ Kalibrator (Her biri 1ml deiyonize su ile hazirlanacak
olan bes adet kalibratdr)

+ Kontrol (Her biri 1ml deiyonize su ile hazirlanacak olan
iki adet kontrol)

. Inkiibasyon tamponu (Kullanima hazir 6 ml hacimli bir
adet vial)
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Yikama solusyonu (10 ml hacimli bir adet vial; 1990 ml
deiyonize su eklenip magnet kullanilarak karigtirilir.)
Kontrol (Her biri 1ml deiyonize su ile hazirlanacak olan
iki adet kontrol)

Kromojen TMB solusyonu (Kullanima hazir 25 mi
hacimli bir adet vial)

Substrat (Kullanima hazir 21 ml hacimli ¢ adet vial)
Durdurma solusyonu (Kullanima hazir 6 ml hacimli bir

adet vial)

Calisma Proseduri

1. Tdm kuyucuklara 50 ul inkiibasyon tamponu koyulur.

N

o g bk~ w

Kalibratorler, kontroller ve tim numunelerden 200 ul
kuyucuklara konulur.

2 saat oda i1sisinda, galkalayicida inklbe edilir.

400 pl Yikama sollsyonu ile 3 kez yikama yapllir.

TUm kuyucuklara 100 pl kalibratér konulur.

Tum kuyucuklara 50 pl anti-TNF-a-HRP konjugat

konulur.

7. 2 saat oda 1sisinda, g¢alkalayicida inkube edilir.

8. 400 pl Yikama solusyonu ile 3 kez yikama yapilir.

9. Yikamayi takiben, 15 dk iginde tum kuyucuklara 200 pl

200 ul yeni hazirlanmig revelation soliisyonu konulur.

10.30 dk oda isisinda, karanlkta, calkalayicida inkibe

edilir.

11.Tum kuyucuklara 50 pl durdurma soltisyonu koyulur.

12.450 nm ve 490 nm dalga boyunda absorbans olcimu

yapllir.
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Sonuglar standart egriden (Grafik 4) hesaplanarak, ng/ml

olarak ifade edildi.
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Grafik 4: TNF-a Standart Egrisi.

3.2.3.5. Serum HA Diizeylerinin Olciimii

Serum HA duzeyleri, Cusabio marka hazir ticari elisa Kkiti
(Katalog No: CSB-E04805h) ile kolorimetrik olarak olgulmustur.

Reaktifler

-

Standart (2 adet) (10 ng/ml, 5 ng/ml, 2,5 ng/ml, 1,25
ng/ml, 0.625 ng/ml, 0.312 ng/ml, 0.156 ng/ml, 0 ng/ml’
lik standartlarin olusturulmasi igin Ornek seyreltici ile
dilusyon yapilir.)

Biotin-antikor  (1x120 pl) (Bitoin-antikor c¢aligma

solisyonu hazirlamak icin; Biotin-antikor 1:100
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oraninda dilue edilecek sekilde 20 pl biotin-antikor
Uzerine 1980 ul Biotin-antikor seyreltici eklenir.)

+  HRP-avidin (1x120 pl) (HRP-avidin ¢alisma solisyonu
hazirlamak igin; HRP-avidin 1:100 oraninda dilue
edilecek sekilde 20 uyl HRP-avidin Uzerine 1980 pl
HRP-avidin seyreltici eklenir.)

+ Biotin-antikor seyreltici (1x10 ml)

+  HRP-avidin seyreltici (1x10 ml)

+ Ornek seyreltici (1x20 ml)

+ Yikama tamponu (1x20ml) (Yikama solusyonu
hazirlamak icin, Yikama tamponu 1:25 oraninda dilie
edilecek gsekilde 20 ml yikama tamponu Uuzerine
toplamda 500 ml olacak sekilde 480 ml deiyonize su
eklenir.)

+  TMB substrati (1x10 ml)

+ Durdurma solisyonu (1x10 ml)

Calisma Prosediiri

1. Standartlar, koér velveya tim numunelerden 100 pl
kuyucuklara konulur. Bant ile kapatilan plaka 37 °C’
de 2 saat inklbe edilir.

2. Tum kuyucuklardaki sivi alinir, yikama iglemi
yapilmaz.

3. Her bir kuyucuga100 pl Biotin-antikor c¢alisma
solusyonu konulur. Yeni bir bant ile kapatilan plaka 37
°C’ de 1 saat inkube edilir.

4. 200 pl yikama solusyonu ile 3 kez yikama yapilir.

5. Her bir kuyucuda100 ul Biotin-avidin ¢alisma
solusyonu konulur. Yeni bir bant ile kapatilan plaka 37
°C’ de 1 saat inkube edilir.
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6. 1 saat oda i1sisinda, ¢alkalayicida inkue edilir.

7. 200 pl yikama solusyonu ile 5 kez yikama yapilir.

8. Her bir kuyucuga 90 yl TMB substrat konulur. Yeni bir
bant ile kapatilan plaka 37 °C’ de 1 saat inklbe edilir.

9. Yeni bir bant ile kapatilan plaka 37 °C’ de 15 — 30dk
karanhktan korunarak inkube edilir.

10.Tdm kuyucuklara 50 ul durdurma soltisyonu konulur.

11.450 nm dalga boyunda absorbans 6lgumu yapilir.

Sonuglar standart egriden (Grafik 4) hesaplanarak, ng/ml

olarak ifade edildi.

5 A y = 2.6525x - 0.5003 4
R?=0.9841

Grafik 5: HA Standart Egrisi.

3.2.3.6. Serum Insulin Diizeylerinin Olciimii

Hazir ticari Kkitlerle Abbott Architect 2000 cihazinda,
calisiimistir.
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3.2.3.7. Kan Sekeri Olciimii

Kan sekeri degerleri retrospektif olarak hasta dosyalarindan

temin edilmistir.

3.2.3.8. Insiilin Direnci Hesaplanmasi

instlin direnci HOMA-IR yéntemi ile hesaplanmistir.
HOMA-IR: Aclik insulin(U/L)xAglik glukoz(mmol/L) /22.5
2.5 ve Ustu deg@er c¢ikanlarda insulin direnci oldugu kabul edilmistir.

3.3. Veri Analizi

Calismadan elde edilen verilerin degerlendiriimesi ve
tablonun olusturulmasi amaciyla SPSS (Statistical Package for Social
Sciences) version 18.0 kullaniimigtir. Hasta ve kontrol gruplarinin
istatistiksel olarak karsilastirimasinda ilk olarak parametrik test
kosullarinin (denek sayisi ve normal dagilima uygunlugunun) saglanip
saglanmadigi  Shapiro-Wilk testi ile arastirldi. Normal dagilim
gostermeyen veriler medyan (minimum-maksimum) olarak ifade edildi.
Verilerin  karsilastirmalarinda Kruskal Wallis varyans analizi, ikili
kargilastirmalarda ise Mann-Whitney U testi kullanildi. Buttn istatistiksel
analizlerde onemlilik seviyesi (anlamhlik duzeyi) olarak p<0.05 degeri
kabul edilmistir.

46



4. BULGULAR

Calismamizda nonalkolik yagli karaciger hastaligi tanili ve
ALT yUksek olan hastalar grup1’i, nonalkolik yagh karaciger hastahgi tanil
ve ALT normal olan hastalar ise grup 2’yi olusturdu. Bilinen sistemik
hastaligi olmayan, fizik muayenesi, karaciger fonksiyon testleri normal

olan ve USG’de steatoz olmayan hastalar ise kontrol grubu olarak ¢aligildi.

Calismamizdaki her 3 gruba ait MDA, AOPP, IL-6, TNF-a ve
HA duzeylerinin yer aldigi istatistiksel sonucglar Tablo 2’ de
gOsterilmektedir.
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Tablo 2: Hasta ve saglikli kontrol gruplarinin klinik ve biyokimyasal degiskenleri.
(Sonuglar medyan (minimum-maksimum) olarak verilmistir. *p<0.05 kontrol
grubuna gore, **p<0.05 ise ALT normal grubuna gére anlamhdir)

NAYKH
Kontrol, n=45
ALT normal, n=53 ALT yuksek, n=35
Med (min-max)
Med (min-max) Med (min-max)
Yas 61 (22-80)* 45 (23-73)* ** 32 (20-68)
BMI 23.50 (20.60-30.40)* | 24.50 (22.60-24.90)*,** | 22.50 (18.90-24.90)
MDA
1.70 (0.5-5.90) 2.0 (0.9-3.70)* 1.55 (0.30-3.00)
(nmol/mL)
AOPP
40.20 (13.0-88.20) 39.10 (21.80-97.70) 30.65 (11.90-87.30)
(umol/L)
IL-6
19.30 (10.70-41.50)* | 21.00 (11.60-244)*** | 17.95 (11.60-33.80)
(pg/mL)
TNF-a
5.74 (0.96-14.81)* 5.5 (1.68-16.0)* 3.83 (0.73-12.18)
(pg/mL)
HA
0.39 (0.24-2.01) 0.47 (0.21-1.74)* ** 0.33 (0.26-1.77)
(ng/mL)
HOMA-IR 2.5 (0.7-15.30)* 3.3 (0.5-25)* 1.4 (0.6-2.40)

Serum AOPP duzeyinde gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklihk bulunmadi (p> 0.05). Oksidatif stres belirteclerinden
MDA duzeyleri grup 1'de vyuksek, konvansiyonel inflamasyon
belirteclerinden HA grup 1'de, IL-6 ve TNF-a ise grup 1 ve 2'de ylksek
bulunmustur (p<0.05). Her iki hasta grubuna ait HOMA-IR degerleri kontrol
grubuna goére anlamli yuksek bulunmustur (p<0.05).
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Grafik 6: BMI’'nin gruplar arasindaki farki.
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Grafik 7: HOMA-IR’'nin gruplar arasindaki farki
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Grafik 8: Serum MDA diizeylerinin gruplar arasindaki farki.
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Grafik 9: Serum AOPP diizeylerinin gruplar arasindaki farki.
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Grafik 10: Serum IL-6 diizeylerinin gruplar arasindaki farki.
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Grafik 11: Serum TNF-a diizeylerinin gruplar arasindaki farki.
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Grafik 12: Serum HA diizeylerinin gruplar arasindaki farki.
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5. TARTISMA

Karacigerde santral rol oynayan major metabolitler; glukoz,
yag asitleri ve kolesteroldur. Obezite periferal dokularda insulin direncinin
artisina neden olarak karacigerde yag birikimine ve bunun sonucunda
nonalkolik yagh karaciger hastaliginin (NAYKH) ilerlemesine yol
acmaktadir. NAYKH, karacigerde yag artisi ve yag asitlerinin aliminin
artisi ile karakterize edilmekte ve hastaligin ilerlemesi ile birlikte nonalkolik
seteatohepatit, siroz ve hepatoselller karsinomaya neden olmaktadir.
Karacigerde yag birikimi serbest yag asitlerinin karacigere aliniminin
artisina neden olarak, B oksidasyonunun bozulmasi ile

sonuglanmaktadir.1?’

NAYKH’da mitokondrial fonksiyon bozuklugu da insulin artisi
ile iliskilendiriimektedir. Karacigerde yag asidinin alimindaki artig yag asidi
B oksidasyonun artigina neden olmaktal?® ve yag asitlerinin de novo
sentezi karacigerde hepatik steatoza blylk katki saglamaktadir.t?® Sonug
olarak lipit klerensindeki azalis insilin direncinde ciddi bozukluga yol

agcmaktadir.t3°

NAYKH c¢esitli Ulkelerde genel nufusun  %10-24’Gn0
etkilemektedir. Prevalans %57.5’e, hatta obez kisilerde %74’'e kadar
ylkselmektedir.?? NAYKH cocuklarin %2.6’sinda, obez cocuklarin ise
%22.5 ile %52.8’inde gorulmektedir. 2°

NAYKH siklikla kan anomalileriyle belirlenen bir hastaliktir.
Ozellkle NAYKH sonrasinda karaciger harabiyeti sonucunda
aminotransferaz enzimler %90 oraninda yiikselmektedir.'3! Clark ve
arkadaslari randomize yaptigi ¢alismada ABD’nin genel populasyonunun

%5,4'Unde  aminotransferaz  enzim  yuksekligi  tespit ederlerken,
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hipertransaminaz tanisi konulan hastalarin %80-90'iInda NAYKH’nin

artmis oldugunu bildirmistir.132

NAYKH'nin hem hepatik, hem de adipoz dokuda insulin
direnciyle guglu bir iligkisi vardir. NAYKH’da insulin direncinin yuksekligi
bircok calismada gésterilmistir.133134.135 jnsiilin duyarliligi sadece kaslarda
degil ayni zaman karaciger ve yad dokuda azaldigi bildirilmigtir.4347.136
insiilin direnci, hiperinsiilinemiye neden olarak hormona duyarli lipoprotein
lipazi uyarir ve lipoliz artar. Bunun sonucunda karaciger yag asidi alimi
artmaktadir. Kanda artmis olan insilin B oksidasyonu engelleyerek ve
glikolizi uyararak yag sentezini arttirir. Ayni zamanda serum insulin
yuksekligi karacigerde yag asitlerinin trigliseritlerle esterlesmesini ve
karacigerde salinimini azaltir. Boylece insulin direnci NAYKH geligsiminde

esas mekanizmayi olusturmaktadir.3’

Ghamar ve arkadaglari NAYKH'da serum ALT seviyesi
artisinin dislipidemi ile iligkili olmadigini fakat insulin direnciyle bagimsiz
olarak iligkili oldugunu belirtmistir. Benzer sonuglar Oh ve arkadaslar
tarafindan da gosterilmistir.'3” Oh ve arkadaslari serum ALT seviyesinin
yuksek oldugu NAYKH hastalarinda santral obezitenin prevelans degeri
%30.7, trigliserit azaliginin prevelans degeri % 32, HDL azalisinin
prevelans degeri %22.6, kan basinci yukseliginin prevelans degeri % 28.1
ve glukoz artiginin prevelans degerinin %29 oldugunu belirlemislerdir.138
Hickman ve arkadaglari NAYKH hastalarinda kilo kaybi ve egzersiz ile
birlikte serum ALT ve insilin direncinin anlamh gekilde azaldigini
bildirmislerdir.13° Bulgular, santral obezite ile birlikte artan insulin direncinin
NAYKH’da 6nemini vurgulamaktadir. Benzer sekilde serum ALT seviyesi
yuksekligi de NAYKHda oénemlidir fakat insulin direnci ile ALT serum

seviyesi iligkisinin bagimli olup olmadigi irdelenmelidir.
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Calismamizda nonalkolik yagl karaciger hastaligi tanili ve
ALT yuksek olan hastalar (Grup1) ve nonalkolik yagh karaciger hastalgi
tanih ve ALT normal olan hastalar (Grup 2) da insulin direnci, kontrol
grubu ile kiyaslandigi anlamh olarak yuksek bulunmustur (p<0.05). Bizim
bulgularimiz Ghamar ve arkadaslari, Oh ve arkadaslarini
desteklemektedir. Farkli bir yoldan her iki grupta da insulin direncinin
anlamli olarak yukselisindeki bulgularimiz, NAYKH’da insulin direnci ile
serum ALT seviyesinin yuksekliginin bagimsiz oldugunu vurgulamaktadir.

Bu yonuyle bulgularimiz Ghamar ve arkadaslarini desteklemektedir.

Hiyaluronik  asit  (HA), glukuronik asit ve  N-
asetilglukozamin’den olusan disakkarid uUnitelerinden meydana gelmis
dogal bir linear polisakkariddir.”” ilerlemis karaciger hasarindaki azalan
sintizoidal endotel hiicre fonksiyonu hyaluronat reseptoriinin azalmasiyla,
serum HA seviyesini artirabilmektedir.”® Ayrica endotel hiicrelerindeki HA
azalmasi serum HA seviyesini azaltmaktadir.”® Serum HA seviyesi hepatik
fibrozis ilerlemesiyle birlikte artmaktadir.?° Bu yoniyle, NAYKH hastalari
arasinda serum HA’nin belirlenmesinin hepatik fibrozis icin iyi bir belirtec

oldugu belirtiimektedir.8?

Suziki ve arkadaslar ile Pawitpok ve arkadaslarn basit
steatozdan fibrozise dogru hastaligin ilerleyisi ile serum HA ve ALT
seviyesinin birlikte arttigini gostermistir.  ALT/AST oranin 1’den buyuk
olmasi fibrozise ilerleyisini gOsteren degerin paralel olarak artigini
gOstermistir.’7140 Ote yandan Kaneda ve arkadaglari fibrozisden siddetli
fibrozise dogru serum HA artigi ile birlikte serum ALT seviyesinin arttigini

gozlemlemistir.14

Bizim calismamizda hastalarin biyopsi ornekleri yoktu, bu
yuzden fibrozisi degerlendiremedik. Ancak bizim sonuglarimiza gore

serum HA seviyesinin kontrol grubuna gore Grup 1'de anlamh olarak
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yukseldigini (p<0.05) g6zlemlerken, Grup 2’de farkin anlamliligi arasinda
herhangi bir iliski saptamadik. Bu sonucglarimiz NAYKH'da serum HA
seviyesi ile birlikte serum ALT seviyesinin birbirine bagimh olarak
yukseldigini gostermektedir. Bu bulgular; Suziki ve arkadaslari, Pawitpok
ve arkadaslarinin sonuglariyla uyum gostermektedir.

TNF-a malign ve enfeksiyon varliginda baglica yag
dokusunda sentezlenen ve salinan proinflamatuar  sitokindir.
inflamasyonun disinda hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve apoptozis
gibi gorevleri vardir.%® TNF-a artisi insllin direnci ile birlikte hem obez
hayvan modellerinde hem de obez insanlarda gdsterilmistir.66:67 interlokin-
6 (IL-6) yaklasik 26 kD’luk bir sitokin olup, mononiikleer fagositler, damar
endotel hucreleri, fibroblastlar ve epitel hicreleri ile bazi aktive T hucreleri
tarafindan sentez edilmektedir. IL-6’'nin plazma serbest yag asitlerinin
artisina neden olabilecedi ve boylelikle insulin direncinin artisina ve

adiponektin sekresyonun azalmasina etki edebilecegi sdylenmistir.5°

Loguercio ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada anormal
yuksek serum ALT seviyesi gosteren NAYKH hastalarinda insulin direnci
ile birlikte TNF-a ve IL-6 gibi inflamasyon parametrelerinin belirgin bir
sekilde arttigi gozlenmistir.1#2 Wong ve arkadaslari 52 farkh karaciger
hastaliyi gosteren hastalarin arasindan sectigi basit steatoz gosteren 13
hastanin 3 yillik degisimini incelemistir. Calismanin sonucunda basit
steatozdan, NASH sinirinda olanlar ve NASH tanisi konulan hastalarinin
farkh yuzdeleri verilmistir. NASH ilerleyisi ile birlikte serum ALT seviyesinin
artisi ve insulin direnci, TNF-a ve IL-6 gibi degerlerin arttigini
gozlemislerdir.'4® Fakat bu galismalarda ALT seviyesi artisinin TNF-a ve

IL-6ya bagimli olup olmadigina dair herhangi bir iliskiye deginilmemigtir.

Biz calismamizda Grup 1 ve Grup 2 de IL-6, TNF-a degerinin

kontrol grubuna anlamh olarak arttigini gézlemledik (p<0.05). Bu sekilde
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NAYKH’da serum ALT seviyesinin artisi ile, insulin direncinde oldugu gibi,
TNF-a ve IL-6 artisi arasinda bagimsiz bir iligki oldugunu saptadik.
Bulgularimiz, insilin direncinin artisi ile inflamasyon parametrelerinin

artisinin gézlenmesi ile diger gcalismalara uyumluluk gostermektedir.

Lipid peroksidasyonu, organizmada olusan bir serbest radikal
etkisi sonucu membran vyapisinda bulunan poliansature yag asidi
zincirindeki a-metilen gruplarindan hidrojen atomunun uzaklagtiriimasi ile
baslamaktadir.197 Lipid peroksidasyonu, lipit hidroperoksitlerinin aldehit ve
diger karbonil bilesiklere donlismesi ile sona ermektedir. Bu bilesiklerden
biri olan malondialdehit (MDA) miktari, tiyobarbitirik asit testi ile
Olculmekte ve bu yontem lipit peroksit duzeylerinin saptanmasinda siklikla
kullaniimaktadir.1® Lipid peroksidasyonun Urtinlerinin derecesi steatotik
karaciger tayini acgisindan 6nemlidir. MDA, steatoz durumuna kiyasla
NASH hastalarinda %90 oraninda artmaktadir.!t>

Albano ve arkadaslan oksidatif stres sonucunda lipit
peroksidasyon drinud olan MDA’'nin, NAYKH’dan fibrozise ya da siroza
ilerleyisinde anlamli sekilde arttigini géstermistir. Serum ALT seviyesinin
NASH hastalarinda steatoza gore yukseldigini fakat siroz hastalarinda her
iki gruba gore duslik oldugunu gbzlemlemistir.*4* Araya ve arkadaslari,
serum MDA seviyesinin steatoz ve NASH hastalarinin kontrol grubuna
go6re anlamli olarak yukseldigini gdozlemlemigler fakat bu gruplarda serum
ALT seviyesi farkin anlamhhgini saptayamamistir.t4> Benzer sonuclar,
Malaguarnera ve arkadaslari tarafindan da gozlemlenmistir. Malaguarnera
ve arkadaslari da serum lipit peroksidasyon uriini seviyesinin steatoz ve
NASH hastalarinin kontrol grubuna goére anlamh olarak yukseldigini
g6zlemlemistir. Ayni zamanda serum ALT seviyesinin steatoz ve NASH
hastalarinin  kontrol grubuna gbre anlamh olarak yukseldigini
gOstermistir.14¢ Bu durum serum ALT seviyesi igin her iki ¢alismada da

celiski gdstermektedir.
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Bizim sonuglarimiza goére serum MDA seviyesinin kontrol
grubuna gore Grup 1'de anlamh olarak vyukseldigini (p<0.05)
gozlemlerken, Grup 2’de farkin anlamhlgi arasinda herhangi bir iliski
saptamadik. Bizim bulgularimiz serum ALT seviyesinin i¢cin Araya ve
arkadaslan yaptigi galisma ile celisirken Malaguarnera ve arkadaslari
yaptigi calismayla uyumludur. Bizim bulgularimiz diger calismalardan
farkl olarak NAYKH’da serum MDA seviyesi ile birlikte serum ALT seviyesi

degderinin yukseldigini gostermektedir.

Enzim veya reseptor fonksiyonuna sahip membran
proteinleri, 6zellikle serbest radikallerin modifikasyonuna duyarli olduklari
icin protein oksidasyonu ile 6nemli hiicresel ve membran fonksiyonlar
bozulmaktadir. Protein yapisindaki hasarin goOsterilmesi igin, protein
karbonillerinin belirlenmesi yaygin olarak kullanilan bir gostergedir.1%”
Protein oksidasyonunun belirteci olan ileri oksidasyon protein drinleri
(Advanced Oxidation Protein Products-AOPP) ditirozin iceren ¢apraz bagl
protein Urlnleri olarak tanimlanmaktadir.1*® Karaciger yaglanmasinda lipid
peroksidasyonun yanisira oksidatif stres sonucunda proteinler de hasara

ugramaktadir.t?0

Literaturleri taradigimizda bu zamana kadar yagh karaciger
hastaliginda ileri protein oksidasyon drind olan AOPP seviyesinin
cahsildigi bir makaleye rastlamadik fakat farkli protein karboksilasyon ve
oksidasyon Urinlerinin  NAYKH'da artigi bildirilmistir.24>147  Araya ve
arkadaslar protein karboksilasyonun NAYKH ve NASH hastalarinin
kontrol grubuna gore anlamli olarak yukseldigini gozlemlemisler fakat bu
gruplarda serum ALT seviyesi farkin anlamhhgini belirleyememistir.14°
Videla ve arkadaslari protein oksidasyonunun NAYKH hastalarinda, NASH
ve kontrol grubuna gore anlamli olarak yikseldigini gostermistir.t4’
Iwamoto ve arkadaslari, ROT’'un artisi sonucunda enzimatik olmayan

protein ve sekerler arasinda gerceklesen glikasyon reaksiyonun son

58



drtnand (Advanced glycation end products -AGEs) NASH'da belirgin

olarak artigini goézlemlemistir.148

Biz calismamizda NAYKH’da Grup 1 ve Grup 2 serum AOPP
seviyesinin kontrol grubuna gore farkin anlamliigini goézlemleyemedik
(p>0.05). Calismadan 6nce beklentimiz serum AOPP seviyesinin
yukselecegi yonundeydi. Cunkl oksidatif stres sonucunda lipit
peroksidasyonu gibi protein oksidasyonu da artmaktadir. Bizim
calismamizda serum AOPP seviyesinin NAYKH'da istatiksel olarak
artmamasinin nedeni olarak ROT artisi sonucunda protein Grdnlerinin

glikasyon reaksiyonuna girdigi sekilde yorumlanabilir.

Cahsmamizda nonalkolik karaciger hastaliginda ALT
duzeylerine gore siniflandirilmis hasta gruplarinda
1- AOPPye ilave olarak AGEs duzeylerinin bu hasta grubunda
proteinlerin oksidasyonunu gostermek i¢in daha uygun oldugu,
2- HA ve MDA’nin ALT yuksekligine bagimli olarak arttigi,
3- TNF-qa, IL-6 serum duzeylerinin ise ALT duzeylerinden bagimsiz
olarak yukseldigi

sonuglarina varilmistir.

NAYKH ‘da karaciger biyopsisi gibi bir invaziv ydntemle
hastaligin prognozunu degerlendirmek en uygunudur. Ancak son yillarda
non invaziv yontemlerle prognozu belirleme ¢alismalari 6nem kazanmistir.
ALT yuksekligi veya HA duzeyleri prognoz ile iligkilendirilmistir. Bizim
calismamizin sonuglarina gore MDA duzeyleri de ALT yuksekligi ve HA
yuksekligi gibi prognoz acgisindan degerli bir parametre olabilir. Hedefimiz
sonraki ¢calismamizda bu grup hastalarda karaciger biyopsi érnekleri de
alarak steatoz, steatohepatit, fibrozis ve hepatoselller karsinoma gibi
durumlarin ayirt edilmesinde MDA ve diger biyokimyasal parametrelerin

prognoz belirleyici gicunu arastirmaktir.
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6. SONUC

Nonalkolik yagh karaciger hastaligi (NAYKH), Dunya ve
Tarkiye’de toplumun buyuk bir gogunlugunu etkileyen, periferal dokularda
insdlin direncinin artisi ve ikincil olarak oksidatif stres ile birlikte
karacigerde yaglanmaya neden olan bir hastaliktir. NAYKH, serbest yag
asitlerinin karacigere aliniminin artisina neden olarak, 3 oksidasyonunda
anormal artisa sebep olmaktadir. Bu anomalilerin artarak ilerlemesi ile
birlikte nonalkolik steatohepatit, siroz ve hepatoselller karsinoma gibi

daha tehlikeli hastaliklara yol agmaktadir.

NAYKH'da serum alanin aminotransferaz (ALT) siklkla
yukselmektedir. Calismamizda nonalkolik yaglh karaciger hastaligi tanili ve
ALT seviyesi normal olan hastalar Grup 1 (n=53), nonalkolik yagh
karaciger hastaligi tanili ve ALT seyiyesi yuksek olan hastalar Grup 2
(n=35) olarak belirlenmigtir. Bu gruplarin inflamasyon ve oksidatif stres

parametreleri, NAYKH belirtisi olmayan kontrol grubu ile kiyaslanmistir.

insiilin direnci NAYKH’da siklikla gorilen bir durumdur.
Calismamizda Grup 1 ve Grup 2’nin insulin direncinin kontrol grubuna
gore anlamh dizeyde arttigi saptanmistir (p<0.05). Bu sonuglarimiz
NAYKH'’da insulin direnci ile serum ALT seviyesinin yuksekliginin bagimsiz

oldugunu gostermektedir.

Hiyaluronik  asit  (HA), glukuronik asit ve  N-
asetilglukozamin’den olusan disakkarid Unitelerinden meydana gelmis
dogal bir linear polisakkariddir. Calismamizda serum HA seviyesinin
kontrol grubuna goére Grup 2'de anlamli duzeyde arttigini (p<0.05)
gozlemlerken, Grup 1’de farkin anlamliigi arasinda herhangi bir iligki

saptamadik. Bu sonuglarimiz NAYKH’da serum HA seviyesi ile birlikte
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serum ALT seviyesinin  birbirine  bagimh  olarak yukseldigini

gostermektedir.

Tumor nekroz faktori-a (TNF-a) malign ve enfeksiyon
varliginda baslica yag dokusunda sentezlenen ve salinan proinflamatuar
sitokindir. interlékin 6 (IL-6), mononiikleer fagositler, damar endotel
hicreleri, fibroblastlar ve epitel hucreleri ile bazi aktive T hucreleri
tarafindan sentez edilen proinflamatuar ve antiinflamatuar sitokindir.
Calismamizda Grup 1 ve Grup 2 de IL-6, TNF-a deg@erinin kontrol grubuna
anlamh duzeyde arttigini  saptanmistir (p<0.05). Bu sonuglarimiz
NAYKH’'da serum ALT seviyesinin artigi ile TNF-a ve IL-6 artisI arasinda
bagimsiz bir iligki oldugunu gostermektedir.

Malondialdehit (MDA) miktari, tiyobarbitlrik asit testi ile
Olcllen ve bu yontem lipit peroksit dlzeylerinin saptanmasinda siklikla
kullanilan bir belirtectir. Calismamizda serum MDA seviyesinin kontrol
grubuna gore Grup 2'de anlamli diuzeyde arttigini (p<0.05) gézlemlerken,
Grup 1T1’de farkin anlamhligi igin herhangi bir iliski saptamadik. Bu
sonuglarimiz NAYKH’da serum MDA seviyesi ile birlikte serum ALT

seviyesinin birbirine bagimli olarak yukseldigini gostermektedir.

AOPP, protein oksidasyonunun belirteci olan ileri oksidasyon
protein drinudur. Cahsmamizda NAYKHda Grup 1 ve Grup 2 serum
AOPP seviyeleri ile kontrol grubuarasinda anlamlh bir farklilik tespit
edilmedi (p>0.05).

Calismamizda nonalkolik karaciger hastaliginda ALT
duzeylerine gore siniflandirilmis hasta gruplarinda
1- AOPP’ye ilave olarak AGEs duzeylerinin bu hasta grubunda
proteinlerin oksidasyonunu gostermek igin daha uygun oldugu,
2- HA ve MDA’'nin ALT yuksekligine bagimli olarak arttigi,
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3- TNF-a, IL-6 serum duzeylerinin ise ALT duzeylerinden bagimsiz
olarak yukseldigi

sonugclarina varilmistir.

NAYKH'da karaciger biyopsisi gibi bir invaziv yontemle
hastaligin prognozunu degerlendirmek en uygunudur. Ancak son yillarda
non invaziv yéntemlerle prognozu belirleme ¢alismalari 6nem kazanmistir.
ALT yuksekligi veya HA duzeyleri prognoz ile iligkilendirilmistir. Bizim
calismamizin sonuglarina gore MDA duzeyleri de ALT yuksekligi ve HA
yuksekligi gibi prognoz acgisindan degerli bir parametre olabilir. Hedefimiz
sonraki ¢calismamizda bu grup hastalarda karaciger biyopsi érnekleri de
alarak steatoz, steatohepatit, fibrozis ve hepatoselller karsinoma gibi
durumlarin ayirt edilmesinde MDA ve diger biyokimyasal parametrelerin

prognoz belirleyici gicunu arastirmaktir.
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7. OZET

NONALKOLIK YAGLI KARACIGER HASTALIGI TANILI BIREYLERDE
KONVANSIYONEL INFLAMASYON VE OKSIDATIF STRES
BELIRTEGLERININ DUZEYLERI

Nonalkolik yagli karaciger hastaligi (NAYKH) periferal
dokularda insulin direncinin artisi ve ikincil olarak oksidatif stres ile birlikte
karacigerde yaglanmaya neden olan bir hastaliktir.

Bu calismada, NAYKH hastalart ALT seviyesinin
yuksekligine gore siniflandirnimig, bu hastaligin patogenezinde ve
ilerlemesinde rolu olan oksidatif stres belirteclerinden serum MDA, AOPP
ve inflamasyon belirteclerinden serum TNF-a, IL-6 ve HA seviyelerinin

karsilastiriimasi amaclanmistir.

Calismaya dispeptik semptom ya da rutin kontrol igin
basvuran non-obez ve non-diabetik toplam 133 birey dahil edilmigtir.
Gruplar serum ALT seviyelerinin yUksekligi ve ultrasonografi bulgularina

gore ayriimistir.

Calismamizda gruplar, nonalkolik yagli karaciger hastaligi
tanili ve ALT seviyesi normal olan hastalar Grup 1 (n=53), nonalkolik yagh
karaciger hastaligi tanili ve ALT seyiyesi yuksek olan hastalar Grup 2
(n=35) ve bilinen herhangi bir sistematik hastaligi olmayan kontrol grubu
(n=45) olarak belirlenmisgtir.

Tdm hastalarin serumlarindan HA, TNF-a ve IL-6 duzeyleri

ELISA yontemiyle, AOPP ve MDA duzeyleri ise spektrofotometrik
yontemlerle galisiimistir.
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Yapilan ¢alismalar sonucunda serum AOPP duzeyinde
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik bulunmamistir (p>
0.05). Oksidatif stres belirteclerinden MDA ve inflamasyon belirteclerinden
HA duzeyinin ALT yuksekligine bagiml olarak arttigi, TNF-a, IL-6 serum
duzeylerinin ise ALT duzeylerinden bagimsiz olarak yukseldigi (p<0.05)

sonugclarina varilmistir.

Bu sonuglarin i1si1ginda bu grup hastalarda karaciger biyopsi
ornekleri de alarak steatoz, steatohepatit, fibrozis ve hepatoseliler
karsinoma gibi durumlarin ayirt edilmesinde MDA ve diger biyokimyasal

parametrelerin prognoz belirleyici glicinin arastiriimasini dislinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Nonalkolik yagh karaciger hastaligi,
ALT, Oksidatif stres, MDA, AOPP, inflamasyon, IL-6, TNF- a, HA.

64



8. SUMMARY

CONVENTIONAL INFLAMATION AND OXIDATIVE STRESS MARKERS
OF THE NONALCOHOLIC FATTY LIVER DISEASE DIAGNOSED
PATIENTS

Nonalcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD) is a condition
which causes increased insulin resistance at peripheral tissues, and

secondly causes fatty liver with oxidative stress.

In this study, NAFLD patients are grouped according to their
ALT levels. The aim of this study is to compare the levels of serum MDA
and AOPP -which are oxidative stress markers that have a role at the
pathogenesis and the progression of the disease- with serum TNF-aq, IL-6,

and HA levels -which are inflamation markers-.

A total of 133 non-obese and non-diabetic individuals are
included in this study who applied clinics with dyspeptic symptom or for
routine control. Groups are categorized according to their serum ALT

levels and ultrasonography findings.

The groups are formed as follows: Nonalcoholic fatty liver
disease diagnosed patients with normal ALT levels as Group 1 (n=53),
nonalcoholic fatty liver disease diagnosed patients with high ALT levels as
Group 2 (n=35) and the control group which includes individuals without
any known systematic disease (n=45).

HA, TNF-a, and IL-6 serum levels of all patients are studied

by using ELISA method; AOPP and MDA levels are studied by using
spectrophotometric methods.
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Results indicate that serum AOPP levels are not statistically
significantly different between groups (p>0.05). On the other hand MDA
and HA levels increased significantly depending on high ALT levels while
TNF-q, IL-6 serum levels increased significantly independent of ALT levels
(p<0.05).

In conclusion, we suggest that the prognosis decisive power
of MDA and other biochemical parameters should be investigated together
with their liver biopsies, in order to differ between steatosis,
steatohepatitis, fibrosis, and hepatocellular carcinoma in this group of

patients.

Keywords: Nonalcoholic Fatty Liver Disease, ALT, Oxidative
Stress, MDA, AOPP, Inflamation, IL-6, TNF- a, HA.
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