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KISALTMALAR
ALT Alanin amino transferaz
AST Aspartat amino transferaz

DGAT1 Diagilgliserol agiltransferaz 1

DM Diabetes mellitus
DNA Deoksiribo niikleik asit
FAS Yag asit sentetaz

HL Hiperlipidemi

HMGCR HMG CoA rediktaz

HT Hipertansiyon

IL Interldkin

LD Lipit damlaciklar

LXR Karaciger X reseptorii
miRNA Mikro ribontikleik asit
MRNA Mesajci1 riboniikleik asit
NAS NAYKH aktivite skoru
NASH Non-alkolik steatohepatit

NAYKH Non-alkolik yagl karaciger hastalig

PNPLA3 Patatin benzeri fosfolipaz domain-igeren 3

PPAR Peroksizom proliferator ile aktive olan reseptor
PUFA Poliansature yag asidleri

RNA Riboniikleik asit

SNPs Tek niikleotit degisiklikleri

SREBP-1c  Sterol yanit elementi baglayici protein 1c

TG Trigliserit
TNF Tiimor nekrotize edici faktor
UPR Yayilmis protein yanitina

VKi Viicut kitle indeksi
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NON-ALKOLIK YAGLI KARACIGER HASTALARINDA SERUM MiKRO
RNA DUZEYLERI

OZET

Non-alkolik yagli karaciger hastaligi (NAYKH) karaciger hastaliklar1 arasinda en sik
karsilasilan1 ve bat1 iilkelerinde kronik karaciger hastaliginin en sik sebeplerindendir.
NAYKH basit steatozdan son donem karaciger hastaligina ilerleyen steatohepatite kadar
degisen durumlarin tiimiinii kapsamaktadir. NAYKH tanisinda perkiitan karaciger
biyopsisi kullanilmaktadir. Bu isleminde kendine ait kisitlamalart mevcuttur. Bu
kisitlamalar arasinda isleme bagli komplikasyonlardan kanama ve agri olusmasi,
vakalarin  %25’ine kadar olusabilen hatali o6rnekleme sonucu eksik patolojik
degerlendirme, biyopsilerin  degerlendirilmesinde patologlar aras1  farkliliklar
sayilabilmektedir. Tiim bu kisitlamalar ve klinik pratikte karsilagilan sorunlar nedeniyle
karaciger hastaliklarinda non invaziv tani yontemleri giindeme gelmistir. mikroRNA
(miR) endojen, 19-25 niikleotit uzunlugunda hedef genleri regiile eden tek sarmalll
RNA molekiilidiir. miR’lar gen diizenlenmesinin bir boyutunu olusturmaktadir. Bu
diizenlenmenin c¢esitli mekanizmalarla bozulmasi hastaliklara sebep olmaktadir. miR’lar
hiicre proliferasyonunda,  apopitozisde, metabolizmada, immiin fonksiyonlarda,
inflamasyonda, doku gelisim ve diferansiyasyonunda Onemli rol oynarlar. Degisik
kanser tiplerinde ve tip 2 diabetli hastalarda saglikli insanlara gore artmis serum miR
diizeyleri gosterilmistir ve hastaliklara 6zgii serum miR’larinin tanisal amagli olarak
kullanilabilecegi belirtilmistir. Bizim c¢alismamizda NASH hastalarinda serumda miR
diizeylerini ve steatoz derecesinin, hepatosit balonlagsma derecesinin, inflamasyonun
siddetinin ve fibrozisin serum miR diizeyleri ile iliskisini arastirdik. Yapilan
degerlendirmede miR-197, miR-99a, miR-146b ve miR-181d saglikli gruba gore
serumda anlamli olarak diisiik saptanmistir (p<0.05). Balonlagma, steatoz ve fibrozisle
iliski bulunamazken, karaciger dokusunda inflamasyon derecesiyle hastalarin serum
miR-197 ve miR-10b diizeyleri negatif iliskili bulunmustur. Ayrica serum miR-181d ve
miR-99a diizeyleri hastalarin GGT diizeyleriyle negatif iliskili bulunmustur.
Calismamiz miR’larin NAYKH’da serumda farkli diizeylerde olabilecegini ve tani
amaciyla gelecekte kullanilabilecegini gostermistir. Kanaatimizce NAYKH’nin non-
invaziv tanisinda tek bir miR’dan ziyade birden fazla miR’nin degerlendirilmesi

gerekmektedir.



Anahtar kelimeler: Non-alkolik yagl karaciger hastaligi, Non-alkolik steatohepatit,
Mikro RNA
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SERUM MIRNA LEVELS IN NON-ALCOHOLIC FATTY LIVER DISEASE

ABSTRACT

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the most common type of liver disease
and the most common cause of chronic liver disease in western countries. NAFLD
covers all situations ranging from simple steatosis to steatohepatitis which can progress
to end-stage liver disease. Percutaneous liver biopsy is the gold standard for diagnosis
of NAFLD. This process has its own limitations. Bleeding and pain due to the biopsy,
incorrect pathologic assesstment as a result of insufficient sampling that can consist of
up to 25% cases and the differences of the evaluation of biopsies between pathologists
can be noted as limitations. Because of all these constraints and problems encountered
in clinical practice, non-invasive diagnostic methods in liver diseases have emerged.
microRNA (miR) is endogenous, 19-25 nucleotide-long and single-stranded RNA
molecules that regulate target genes. miR’s constitutes another dimension of gene
regulation. Disruption of this regulation with various mechanisms can cause diseases.
miR’s play an important role in cell proliferation, apoptosis, metabolism, immune
function, inflammation, tissue development and differentiation. Increased serum levels
of miR’s are shown in patients with different types of cancer and type 2 diabetes
compared to healthy people. Disease specific serum miR’s maybe used as potential
biomarkers. In our study we research serum miR levels in NAFLD and also we
investigate miR correlation with steatosis grade, inflammation, hepatocellular
ballooning and fibrosis. Serum miR-197, miR-99a, miR-146b and miR-181d levels
were low according to the healthy group in NAFLD. We found negative association
between serum levels of miR-197 and miR-10b with inflammation degree in liver
tissues but we did not find any association between ballooning, steatosis, fibrosis and
serum miR levels. Also negative associations were found between serum levels of miR-
181d and miR-99a with serum GGT levels. Our study showed that serum miR levels
may help in understanding the pathophysiology and diagnosis of NAFLD. According to
our opinion more than one miR should be evaluated rather than a single miR for
noninvasive diagnosis of NAFLD. Key words: Non-alcoholic fatty liver disease, non-

alcoholic steatohepatitis, micro RNA
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1. GIRIS ve AMAC

Non-alkolik yagli karaciger hastaligi (NAYKH) karaciger hastaliklar1 arasinda en sik
karsilasilan1 ve bat1 iilkelerinde kronik karaciger hastaliginin en sik sebeplerindendir.
NAYKH 1960’larin basinda alkol alimi olmadan karacigerde temelde trigliserid (TG)
birikimi olarak tanimlanmustir (1). 1980’lerdeki ¢alismalarda bu durum non alkolik
steatohepatit (NASH) olarak tanimlanmistir (2). Giincel tanimla NAYKH basit
steatozdan son donem karaciger hastaligina ilerleyen steatohepatite kadar degisen
durumlarin tiimiinii kapsamaktadir (3). Basit steatoz benign bir durum olarak goriilse de
son donem calismalarda NASH gibi siroz evresine ilerleme potansiyeli oldugu
belirtilmektedir (4). Etyopatogenezi tam olarak anlasilamamis olmasina ragmen
temelinde insiilin rezistans1 ve oksidatif stres rol almaktadir (5, 6). NAYKH obezite,
insiilin rezistansi, dislipidemi ve hipertansiyon ile giliclii iliski gostermektedir ve

metabolik sendromun karaciger bulgusu olarak kabul edilmektedir (7).

NAYKH tanisinda perkiitan karaciger biyopsisi kullanilmaktadir. Bu isleminde kendine
ait kisitlamalar1 mevcuttur. Bu kisitlamalar arasinda; 1-isleme bagli kanama ve agn
olusmasi, 2-vakalarin %25’inde hatali 6rnekleme sonucu eksik patolojik degerlendirme,
3-biyopsilerin degerlendirilmesinde patologlar arasi farkliliklar goriilebilmektedir (8,9).
Klinik yaklasim agisindan karaciger biyopsisinin en biiyiik kisitlilig1 6rneklem farklilig
ve bunun fibrozis {izerine etkisidir. Bircok arastirma karaciger hastaliklarinda
ornekleme hatasim1 gostermistir (10,11). Hatta aymi hastadan alinan sol ve sag lob
biyopsileri ornekleme hatasin1 azaltmamaktadir ¢linkii fibrozis evresinde farkliliklar
gdzlenmektedir (11). Orneklem hatasim en aza indirmek igin ideal karaciger biyopsi

spesmeni 20mm uzunlugunda ve 11 portal alan1 icermesi gerektigi kabul edilmektedir



(12) fakat klinik uygulamada alinan dokular bu standartlari karsilayamamaktadir. Tim
bu kisitlamalar ve klinik pratikte karsilasilan sorunlar nedeniyle karaciger

hastaliklarinda non invaziv tan1 yontemleri glindeme gelmistir.

MikroRNA (miR) endojen, 19-25 niikleotit uzunlugunda hedef genleri regiile eden tek
sarmalli RNA molekiiliidir (13). miR’lar mRNA’nin 3’UTR bolgesinde hedef
transkripti ile baz eslesmesi yaparak, bu transkriptlerin translasyonunu degisik
mekanizmalar ile baskilar (14). miR’lar bu sekilde gorev yaparak gen diizenlenmesinin
bir boyutunu olusturmaktadir. Bu diizenlenmenin c¢esitli mekanizmalarla bozulmasi
hastaliklara sebep olmaktadir. miR’lar hiicre proliferasyonunda, apopitozisde,
metabolizmada, immiin fonksiyonlarda, inflamasyonda, doku gelisim ve
diferansiyasyonunda 6nemli rol oynarlar (13,15,16). Simdiye kadar 873 insan miR’s1
izole edilmistir ve bu say1 artmaktadir. miR’larin ekspresyonu organ spesifiktir (17).
Bozulmus lipid metabolizmasi, apopitozis aktivasyonu, inflamasyon ve hiicresel
rejeneratif yanitlar gibi mekanizmalar NASH olusumunda etkili olmaktadir (18). Ilk
olarak ratlarda yapilan bir aragtirmada karaciger dokusunda miR ekspresyon paterninin
NASH grubunda degisiklik gosterdigi bazi miR’larin artarken bazilarimin azaldigi
saptanmistir (19). NASH hastalarinda miR diizeylerinin belirlenmesi igin yapilan bir
arastirmada metabolik sendromlu NASH hastalarinda karaciger dokusunda bazi miR

diizeyleri yiiksek bulunurken bazi miR diizeyleri diisiik saptanmustir (20).

Saglikli insanlarda serum miR diizeylerinin farlilik gostermedigi, sabit kaldig:
goriilmiistiir (21, 22). Degisik kanser tiplerinde ve tip 2 diabetli hastalarda saglikli
insanlara gore artmis serum miR diizeyleri gosterilmistir ve hastaliklara 6zgii serum

miR’larmin potansiyel biyomarkir olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (21-23).

Bizim ¢alismamizda birincil amag olarak NASH hastalarinda diger miR ¢aligmalarindan
farkli olarak doku yerine serum miR diizeylerini arastirdik ve serum miR’lariin NASH
tamisinda kullanilabilirligini degerlendirdik. Ikincil amag olarak NASH hastalarinda
steatoz derecesinin, hepatosit balonlasma derecesinin, inflamasyonun siddetinin ve

fibrozisin serum miR diizeyleri ile iliskisini arastirdik.



2.GENEL BILGILER

2.1. NAYKH

Non alkolik yagli karaciger hastaligi erken evresinde hepatosit sitoplazmasinda lipid
damlacigit (LD) seklinde TG depolanmasiyla karakterize kronik karaciger
bozuklugudur. Hepatositlerin %5’inden fazlasinda TG damlaciklarinin olmasina steatoz
denmektedir. NAYKH basit makrovezikiiler steatozdan steatohepatit, fibroz ve siroza
kadar olan genis spektrumlu karaciger hasarmi igermektedir. Gilinlimiizde
steatohepatitin fibroz ve siroza ilerledigine dair histolojik kanit vardir (24). On yil
icerisinde  NASH’li hastalarin %10-29’u siroza ilerleyebilmektedir (25). Sirozda
hepatositlerin yerini primer tip 1 kollojenden olusan skar dokusu almaktadir. Siroz
karaciger kanserine ilerleyebilmektedir. NASH’a bagli siroz gelisen hastalarin %4-27’si
hepatoseliiler kanser gelistirebilmektedir (26). Giderek artan kaniyla geligmis tilkelerde
NAYKH karacigere bagli morbidite ve mortaliteden sorumlu en sik sebep kabul

edilmektedir (26).
2.1.1. Patogenez

NAYKH’nin patogenezi tam olarak anlasilamamustir. Insiilin rezistansi, oksidatif stres,
hepatik stallet hiicre aktivasyonu, apopitozis, inflamasyon ve genetik calismalar
NAYKH patogenezinde suclanmustir. Insiilin rezistans1 ve anormal lipid metabolizmasi

hastaligin ilerlemesinden sorumlu ana mekanizmalardir (27).

Insiilin rezistansi: Tiim viicutta, adipoz dokuda ve hepatik alandaki insiilin rezistanst,
hipertrigliseridemi ve artmig serbest yag asitleri viseral adipozitenin artmasina yol

acarlar. Bu da insiilin rezistansimi artirir. TNF-o ve IL-6 insiilin reseptdr substrat



aktivasyonunu inhibe ederek ve plazma serbest yag asidlerini lipoliz yoluyla artirarak
bu kisirdongliniin igerisinde yer alirlar. Hepatik insiilin rezistansi olan, insiilin reseptor
substrat genleri olmayan farelerde yapilan ¢alismada respiratuvar zinciri bloke eden,
mitokondriyal disfonksiyon ve insiilin rezistansina yol acan bir¢ok proteinin artist

saptanmustir (27,28).

Steatosis: Hepatik yaglanma lipid sentez ve oksidasyonundaki dengenin bozulmasi ile
olusur. Peroksizom proliferator ile aktive olan reseptor alfa (PPAR-a) diizeyinin
azalmas1 ile serbest yag asid oksidasyonun azalmasi, bozulmus mitokondriyal [-
oksidasyon, PPAR-y ve sterol yanit elementi baglayici protein 1¢c (SREBP-1c) araciligi
ile de-novo lipogenezin artmast bu dengeyi bozan potansiyel mekanizmalardir.
Steatozda bozulmus lipid metabolizmasi aragtirmalarda en Onemli odak olmay1
stirdiirmektedir. n-3 poliansature yag asidlerinin (PUFA) azalmasinin steatoz ile iligkili
oldugu goriilmistiir. Acyl-CoA: diagilgliserol agiltransferaz 1 (DGAT1) TG sentezinde
ve eksojen yag asidlerinin esterifikasyonunda rol alir. Bu enzimin inhibisyonu ile

steatoz gelisimi engellenebilir (27).

Inflamasyon: Serbest yag asidleri proinflamatuar sitokinleri artirarak ve niikleer faktor-
kP yolagini aktiflestirerek inflamasyonu uyarir. NAYKH’da kompleman sistemininde
aktive oldugu bilinmektedir. Sitokin iiretimiyle inflamasyonu artiran natural killer T
hiicrelerinin artmig hepatik infiltrasyonu immiin sistemin spesifik aktivasyonuna ait bir
bulgudur. NAYKH’da agresif oksidan iireten bir nétrofil enzimi olan myeloperoksidaz
plazmada yiiksek bulunmustur (27). NAYKH’da azalmis n-6 ve n-3 PUFA diizeyleri
goriilmistir. Bozulmus lipid profili inflamasyon ile iligkilidir. Yapilan ¢aligmalarda
bozulmus PUFA metabolizmasi ve nonenzimatik oksidasyonun NASH progresyonu ile

iliskili oldugu kesin olarak gosterilmistir (27,29).

Hepatosit hasari: Serbest yag asitleri endoplazmik retikulum (ER) stres yanitim
indiikleyerek ve hiicre Oliimiiniin mitokondriyal yolunu aktiflestirerek direkt
hepatotoksik etki gosterirler. Serbest yag asidi ile iliskili lipotoksisitede mitokondriyal
disfonksiyon, ozellikle n-3 PUFA eksikligi olmak tiizere lipid profilinin degismesi,
TNF-o’ya bagl sitotoksisite, c-jun-N-terminal kinaz aktivasyonu, hiicre 6liimiiniin
lizozomal ve kaspaz yolaklari, ER stres aktivasyonu gibi bir¢ok yolak yer almaktadir.
Karaciger hiicre hasari alaninda yapilan ¢aligmalardan birinde hepatosit hiicre

kiiltiirlerinde oleik asidin palmitik aside gore daha steatojenik fakat daha az apopitotik



oldugu gosterilmistir. Bu calisma diyet sekillerine gore NAYKH’nin patogenezinde
onemli bilgiler saglamistir (27). Oksidatif stresi arttiran faktorlerden biri de
hepatositlerde demir birikimidir. Serbest yag asidlerinin peroksizomal B oksidasyonu ile
hidrojen peroksid agiga ¢ikar. Eger ortamda demir var ise hidrojen radikalleri olusur.
Asirt  reaktif oksijen bilesiklerinin agiga c¢ikmasi, hiicre membaninda lipid
peroksidasyonunu tetikleyerek TNF o ve proinflamatuar sitokinlerin salinimina neden
olur. Sitokinler aracilifiyla olan nétrofil kemotaksisini, hiicre apopitozisi ve fibrozis

izler (27,30).

Fibrozis: Proinflamatuar sitokinler hepatik stallet hiicreleri uyarirlar ve kollajendz
matriks Uretimini arttirarak fibrozis olusumuna yol agarlar. DGAT inhibisyonu hepatik
stallet hiicre aktivasyonunu ve hepatik fibrozisi azaltirlar. Bunu da hepatik stallet hiicre

aktivasyonu i¢in gerekli retinil ester depolarini azaltarak yapar (27).

Genetik  polimorfizmler: Genetik etyolojinin olabilecegi iki aile c¢alismasiyla
diistiniilmiistir (31,32). Hastaliga yatkinlikta etnik varyasyonlarin olmasi hastaligin
genetik komponentinin olabilecegini diisiindiirmektedir (33). NAYKH yaklasik olarak
%39 oraninda kalitilmaktadir (34). Patatin benzeri fosfolipaz domain-igeren 3
(PNPLA3) genindeki mutasyon (Ile148-Met148) her zaman NAYKH ile iliskilidir. Bu
mutasyon etnik gruplardaki farkliligi kismen agiklamaktadir. PNPLA3 yag dokusunda
ve karacigerde eksprese olmaktadir. Bu ekspresyon karaciger X reseptorii (LXR) ve
SREBP-1c’yi igeren yolakla insiilin tarafindan diizenlenmektedir. Hepatositlerde
bulunan bu genin %90’1 LD igerisinde bulunmaktadir. Fizyolojik olarak bu genin
proteini TG hidrolaz ve trans acilaz aktivitesine sahiptir. Mutasyonla birlikte hepatik
TG igerigi artmaktadir (34). Yapilan baska bir genom ¢alismasinda NAYKH ile ilskili
NCAN, PPP1R3B, GCKR ve LYPLALI gibi bircok genom alani bulunmustur (34). Bir
calismada kontrol grubuyla karsilastirildiginda non alkolik yagl karaciger hastaligi
grubunda HLA B65 (28.8% vs 0%, p<0.001) ve DQ5 (40.7% vs 16.1%, p<0.05)
ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli artma bulunmustur. Bu galismada insan
l16kosit antijenlerinin non alkolik yaglh karaciger hastaligimin patogenezinde rol

alabilecegi belirtilmistir (35).

NAYKH progresyonu: NAYKH’nin basit steatozdan steatohepatit, fibroz ve siroza
kadar ilerleyen Kkaraciger hasarina neden oldugunu ve 10 yil icerisinde NASH’li

hastalarin = %10-29’unun siroza ilerleyebilme potansiyeli oldugunu belirtmistik.



NAYKH’nin fibroz ve siroza progresyonuna sebep olan faktorler insanlarda
tanimlanamamigstir. Hayvan c¢alismalari insan NAYKH’n1 tam yansitmasada bir ¢ok
onemli bilgi saglamistir. Elde edilen veriler NASH gelisiminde 6zellikle TNF-a ve 1L-6
olmak {izere pro-inflamatuar sitokinlerin ana rolii istlendigini gostermektedir. TNF-a ve
IL-6 NASH hastalarinin kan ve karaciger dokularinda artmistir ve siganlarda bu
sitokinlerin inhibisyonu NAYKH’nda diizelme saglamistir (34). Ikinci 6nemli
mekanizma ER stresidir. Bu mekanizma yayilmis protein yanitina (UPR) neden olan ER
igerisinde uygunsuz katlanmis protein birikimiyle olusmaktadir. UPR niikleer faktor-xf3
(NF-kB), c-jun-N-terminal kinaz ve oksidatif stres yolaklarini aktiflestirerek steatozun
NASH’a progresyonuna yol agarlar (34). Beslenme aligkanliklar1 ve yasam sitili gibi
ekstrahepatik faktorlerde NAYKH gelisimine ve progresyonuna sebep olabilirler.
Yapilan calismalarda hepatositlerin artmis satiire yag asitleriyle karsilagsmalari
inflamasyonu tetiklemis, mitokondriyal fonksiyonlar1 inhibe etmis ve ER stres yolaginin

indiiklenmesine yol agmistir (30).
2.1.2. Tam

Birgok NAYK hastast asemptomatiktir. ALT yiiksekliginin karaciger enzim
yiiksekligine sebep olan hastaliklar dislandiktan sonra en sik sebebi NAYKH’ dir (36).
Karaciger biyopsisi histolojik bulgularin siddetini belirlemede ve tanida altin standarttir.
Biyopsi islemine bagli komplikasyonlardan kanama ve agri olugmasi, vakalarin
%?25’ine kadar olusabilen hatali 6rnekleme sonucu eksik patolojik degerlendirme,
biyopsilerin degerlendirilmesinde patologlar arasi1 farkliliklar ve klinik pratikte
karsilagilan sorunlar nedeniyle karaciger hastaliklarinda non invaziv tam1 yontemleri
gindeme gelmistir. FibroTest, SteatoTest ve NAYKH fibrozis skoru fibrozis ve
steatozisi belirlemek i¢in gelistirilmistir fakat klinik kullanimlari kisithidir. Hepatik
apopitozisin gostergesi olan sitokeratin-18 pargalart NASH ve basit steatozu birbirinden
ayirmak i¢in kullanilmistir. Fakat belirtilen test ve belirleyicilerin rutin kullanilabilmesi

icin veriler yeterli degildir (27).

Yagl karacier hastaligi ultrasonografide parlak karaciger olarak saptanmaktadir.
Karaciger yaglanmasinin tanisal yaklagiminda ultrasonografi sensitif, giivenilir bir
aractir. Ultrasonografi her ne kadar NAYKH ve NASH ayirimi1 yapamasa da, karaciger

yag infiltrasyonunun siddetini tanimlamada degerli, invaziv olmayan, kolay ulasilabilir



bir aractir. Transient elastografi fibrozisi belirlemede 6nemli bilgiler saglamistir fakat

rutin klinik kullanimi yoktur (37).

Hepatik steatoz noninvaziv olarak saptanabilmesine ragmen hepatik inflamasyon ve
fibrozis i¢in biyopsi gerekmektedir. Giiniimiizde biyopsi genel olarak dolasimda
saptanan artmig karaciger enzimleri nedeniyle yapilmaktadir. ALT nin yiiksek olmasi
hastanin NASH olmasini1 desteklesede, hepatik steatozu olup ALT’si normal olan
bireylerin biyopsileri %59 NASH olarak gelmektedir (38). Bazi NAYKH’lar1 ilk
basvurularinda siroz olarak goriilmektedir. Karacigerdeki inflamasyon ve fibrozisi
saptayacak noninvaziv metodlarin gelistirilmesine ihtiya¢ vardir. Boylece hastaligin
dogal seyrini anlamamiz ve hastaligin progresyonunu durdurup belkide geriye doniisiinii

saglayacak terapotik yaklasimlar gelistirmemiz miimkiin olacaktir.
2.1.3. Tedavi

NAYKH’da etkin bir tedavi olmamakla beraber mevcut tedavi segenekleri metabolik
riskler ve insiilin rezistansini hedef almaktadir. Diabetes mellitus, HT, HL gibi spesifik
metabolik hastaliklar1  barindiranlarda bu hastaliklara ait tedavi yaklasimlar
uygulanmalidir. Yasam tarzi degisiklikleri, cerrahi, farmakoterapi ve diyet gibi
yaklasimlarin etkinligine dair gegmis yillara ait veriler mevcuttur. NAYKH’da bariatrik
cerrahi veya yasam tarzi degisiklikleriyle kilo verilmesi histolojik bulgularda diizelme
saglamistir (39). Hastalarda diyet degisikligi, kilo verilmesi ve egzersizin uygulanmasi
gerektigi bircok ¢alismayla desteklenmistir (40,41). Son donemde yapilan bir caligmada
(PIVENS) diabeti olmayan NASH hastalarinda vitamin E ve pioglitazonun steatozis ve
inflamasyonu diizelttikleri, NASH’da histolojik bulgularin kaybolmasinda vitamin

E’nin plaseboya gore anlamli iistiin oldugu gosterilmistir (42).
2.2. mikroRNA

1990’lara kadar bilinen ¢ ¢esit RNA molekiili mevcuttu: mRNA, tRNA ve rRNA.
miR’lar 1993 yilinda ilk olarak bir nematod olan C. Elegansta bulundu ve daha sonra
insanda da bu miR’larin homologlar1 ortaya kondu (16). ilk olarak dokularmn
gelisiminde gorev aldiklari belirlenen miR’larin birgok hiicresel olayda faaliyet
gosterdikleri su an bilinmektedir (13-16). Son on yilda bu nedenle miR’larin yap: ve

islevlerini belirlemek igin yogun ¢alismalarin yapildigini gérmekteyiz.



2.2.1. mikroRNA genleri ve yapisi

miR’lar diger genler gibi DNA tizerinden transkribe edilir ve proteine dontstirilmeden
kiigiik RNA molekiilleri halinde gen regiilasyonunda goérev alirlar. miR genleri Y

kromozomu harig biitiin kromozomlarda dagilmistir (43).
2.2.2. mikroRNA’nin islenmesi

miR genleri RNA Polimeraz Il tarafindan transkribe edilir. Olusturulan transkript “cap”
ve poli(A) kuyruguna sahiptir. Bu olusan ilk transkript pri-miR olarak isimlendirilir. Bu

pri-transkriptin olgun miR’ya donistiiriillmesi tic asamada gergeklesir (Sekil 1):

1. “Cropping”: pri-miR Drosha isimli enzim ile kesilerek pre-miR olusturulur. 160
kD’luk bir niikleer Riboniikleaz 111 endoniikleaz olan Drosha yaklasik 200 niikleotitlik

pre-miR’nin yan kanat dizilerini keserek 70-80 niikleotitlik premiR’y1 ortaya c¢ikarir.

2. Export (tasinma): Exportin -5 (exp5)/ranGTP ile pre-miR heterotrimerik yap1
olustururlar. Bu yap1 pre-miR’nin yapisint stabillestirerek sitoplazmaya tasinmasin
saglar. Zar deliklerinden gecip sitoplazmaya gelindiginde RanGTP RanGDP’ye

hidrolize olarak pre-miR’nin serbest kalmas: saglanir.

3. Dicing: pre-miR RNaz Il Dicer tarafindan 18-22 niikleotitlik miR’ya doniistirilir.
(43).
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Sekil 1. miR’min islenmesi (Filipowicz W, Bhattacharyya SN, Sonenberg N.
Mechanisms of post-transcriptional regulation by microRNAs: are the answers in sight?
2008. Nat Rev Genet.’den modifiye edilmistir)

2.2.3. mikroRNAlarin Calisma Prensipleri

miR’lar post-transkripsiyonel olarak gen ekspresyonunu kontrol eden molekillerdir.
mRNAlarin 3 UTR bolgeleriyle baz eslesmesi yaparak bu mRNAlarin degredasyonunu

saglar veya traslasyona ugramalarini engellerler (Sekil 1 ve 2).

Hiicrede bilinen mRNAlarin yaklagik %50’sinin bu miR’larin hedefi oldugu
bilinmektedir (44). Bu bilgiye dayanarak miR’larin bir¢cok hiicresel olayda gorevli
oldugunu soyleyebiliriz. miR’lar ilk olarak gelisim ve farklilasmadaki rolleriyle ortaya
cikarilmistir. Su an kanser dahil bir¢cok hastalikta rolleri yapilan c¢alismalarla

gosterilmistir (45).
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mechanism%20of%20post-transcriptional%20regulation%20by%20microRNAs%3Aare%20the%20answers%20in%20sight%3F

5|5 niikleotit Koprii
C——

.............. NNNNNNNNN&

N
K

Rt :

NNNNNNRNAN — NENRERREN - miRNA
| R ," | |
6 B8 |

< » kiprii < >

- g

cekirdek
balgesi

3' tamamlayici

Sekil 2. miR ve mRNA’nin 3’ UTR bdlgesinin baz eslesmesi (43)

2.2.4. mikroRNA tek niikleotit polimorfizmleri

insan genomundaki tek niikleotit degisiklikleri (SNPs) ve kopya sayisi degisiklikleri
(CNVs) cesitliligin  temel sebepleridir. SNP’ler genomda dagilmiglardir ve miR
genomik bolgelerinde de bulunmalar: kaginilmazdir. Bu fikir ile 2005 yilinda miR’larin
genomik dizilerindeki varyasyonlarin arastirilmasi amaciyla 173 miR’nin genomik
dizisi dizilenmistir. Pre-miR bdlgelerine ait 10 polimorfizm bildirmislerdir (46). miR
genomik dizisindeki varyasyonlar bulunduklar: bélgeye gére, miR’nin islenmesini veya
hedef segimini degistirebilir (47). Duan ve ark. yaptiklari ¢alisma miR-125a genomik
bolgesindeki bir polimorfizmin pri-miR islenmesini engelledigi icin pre-miR miktarin
azalttigin1 ortaya koymustur (48). miR genomik dizilerinde bulunan polimorfizmler ile
ilgili baglanti ¢alismalar: da sinirhdir. Arisawa ve ark. miR-27a genomik bolgesindeki
bir polimorfizm ile erkeklerde gastrik mukozal atrofi arasinda baglanti kurmuslardir
(49). Hu ve ark. kiigtik hiicreli olmayan akciger kanserlerinde miR-196-a2 genomik
dizisindeki bir polimorfizmin hem olgun miR miktarint artirdigint hem de hedef
transkriptine baglanma kuvvetini degistirdigini, bu nedenle de hastalikla anlaml sekilde
iligkili oldugunu bulmuslardir (50). Yine Hu ve ark. miR-196-a2 ve miR-499’da
bulunan polimorfizmlerin meme kanserinde artmis riske sebep oldugunu bildirmisler ve
bu miR’larin hedef genlerinin de meme kanserinde o6nemli rol oynamalar: ile

mekanizmay agiklamiglardir (51).
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2.2.5 miR’larm lipid metabolizmasindaki rolii

Lipid damlaciklar1 hiicre igerisinde lipit depolanmasi ve dagitimindan sorumlu
organeller olarak gorev gormektedir. LD fosfolipid bir tabaka ile sarihidir ve agirlikli
trigliserid ve sterol esterlerinden olusan nétral lipid bir merkezden olusur. Bu fosfolipid
tabakada LD’nin i¢ine ve disina lipid hareketini diizenleyen ve LD ile hiicre ici
organeller arasi baglantiy1 saglayan proteinler yer almaktadir. LD’nin hiicrede lipid
birikimine yanit olarak endoplazmik retikulumdan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. LD
adiposit, myosit ve 16kosit gibi hiicrelerde dogal olarak bulunur. LD’ nin hepatositlerde
birikmesi (hepatik steatoz) metabolik sendrom, tip 2 diabet, hepatitis C, alkolik
karaciger hastaligt ve NAFLD gibi hastalik durumlariyla iligkilidir. Karaciger esas
itibariyle lipidlerin lipoprotein olarak paketlenmesi ve dagilimindan sorumludur.
Normalde hepatositler enerjiyi biiyiik lipit damlaciklar1 seklinde degilde glikojen olarak
depolarlar. Hepatositlerde patolojik lipit birikimi artmis serbest yag asit alimi, de novo
lipogenez, lipoprotein eksportunun azalmasi, serbest yag asit oksidasyonunun azalmasi

ile olugsmaktadir (52).

Hepatik steatoz gelisiminde i¢ i¢e ge¢mis ve karmasik mekanizmalar rol almaktadir.
Insiilin direnci periferal yag dokusunda dolasimda serbest yag asitlerinin artisina yol
acarken, hepatositlerde insiilin direnci bircok mekanizmanin degismesiyle hepatik
steatoza yol agmaktadir. Bu degisikliklerden biri peroksizomal ve mitokondrial
oksidasyonu inhibe eden PPAR-a diizeyinin azalmasidir. Ters etki olarak hepatik
steatoz PPARY diizeylerinde artisa yol acar. Bununla birlikte lipogenik proteinler ve de
novo lipogenez artar. Obezite iliskili hepatik steatozun gelismesi sterol respons element
baglayic1 protein, karbohidrat respons element baglayici protein ve karaciger X

reseptorii gibi lipogenezde gorevli transkripsiyon faktorlerinde artis ile iliskilidir (52).

miR’lar gen ekspresyonunda gorevli kiiciik RNA’lardir. miR’lar gen ekspresyonunu
translasyon asamasinda diizenlerler ve bir miR tiirli bircok genin regiilasyonunda rol
alabilir. Bu regiilasyonu genlerin mMRNA gibi transkript iriinlerini baskilayarak
yaparlar. Farkli hastaliklarda saptanan degismis miR diizeyleri, hastaliklarin
olusumunda ve ilerlemesinde miR’larin etkin olabilecegini diisiindlirmiistiir. Ayrica bu
gozlemler miR’larin hastaliklarin tani veya tedavisinde kullanilabilecegini veya tedavi
hedefi olarak kullanilabileceklerini diigiindiirmektedir. Karaciger hastaliklarinda

ozellikle kanserlerinde potansiyel kullanimi1 konusunda bir¢ok c¢alisma yapilmis ve
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hastalarin serum miR diizeyleri degistirilerek hepatoseliiler karsinom ile miicadele
edilebilecegi belirtilmistir (53). Bu ¢alismada hepatoseliiler karsinom hiicrelerinde miR-
26a ekspresyon diizeylerinin azaldig1 belirtilmistir. In vitro olarak hepatoseliiler kanserli
hiicrelere bu miR verildiginde hiicrelerin ¢ogalmast durdurulmustur. Fare modeline
sistemik olarak verildiginde toksik etki gostermeden kanser hiicre proliferasyonunu

azalttig1, tiimor spesifik apopitozu indiikledigi gdzlenmistir.

Son yillarda yapilan ¢alismalarda NAYKH olan hayvan ve insanlardan alinan karaciger
orneklerinde yaklasik 100 kadar miR’ nin diizeyi farkli saptanmistir. Fakat bu ¢aligsmalar
miR’larn NAYKH gelisiminde direkt rol aldigmi gostermemistir (19,20). Insan
hepatosit hiicre dizinlerinde hiicre i¢i lipid birikimini diizenleyen miR’lar1 saptamak igin
bir ¢alisma yapilmistir (52). Bu ¢alismada 11 miR’nin hiicre lipit diizeylerine etkisi
saptanmig ve en potent olarak miR-181 ailesinden miR-181d’nin kontrol diizeylerine
gore hiicre i¢i lipid damlaciklarii %60 oraninda azalttigi saptanmustir (Hiicre
kiiltiirlerinde yapilmis bir ¢aligma, nafld de bu miR azalmis ve ortama eklenince bu
etkileri olusturmus). Ayrica miR-181d’ye yanit olarak hepatositlerde hiicre i¢i trigliserid
ve Kolestrol esterlerinin diizeylerinde sirasiyla %30 ve %75 oraninda disme
gozlenmistir. mMiR-181d’nin bu etkisi géz oniine alindiginda yagl karaciger hastaliginin

tedavisinde 6nemli bir yer edinebilecegi belirtilmistir(52).

Yagl karaciger hastaliginin merkezinde rol alan lipid ve kolestrol metabolizmasinda
gorevli mIiR-122’nin NASH hastalarinda karaciger dokusunda ekspresyonu
azalmaktadir (20). miR-122 yag asit sentetaz (FAS), HMG CoA rediiktaz (HMGCR),
sterol yanit elementi baglayict protein 1c ve 2 (SREBP-1C, SREBP-2) gibi lipid ve
kolestrol metabolizmasinda gorevli genlerin mRNA’lari1 hedef almaktadir (20).
Farelerde yapilan bir ¢aligmada miR-122 inhibisyonu bir ¢ok lipojenik geni azaltarak
hepatik steatozda ve serum kolestrol diizeylerinde anlamli diisiis saglamistir (54). Insan
hiicre kiiltiirlerinde miR-122 sentezinin artmasiyla FAS, HMGCR, SREBP-1C, SREBP-
2 gibi genlerin protein diizeylerinin azalmasina yol agmaktadir. Bu da miR-122’nin bu
proteinlerin mRNA’larinin par¢alanmasinda rol aldigin1 diigiindlirmektedir. Sonug
olarak miR-122 ekspresyonunun azalmast NASH patogenezinde lipit metabolizmasini
etkileyerek rol almaktadir (20).

Yiiksek serbest yag asidi ile kiiltlire edilen insan hepatosit hiicrelerinde miR profilleri

arastirtlmis ve miR-10b’nin hiicrelerdeki lipid birikimini ve trigliserid seviyelerini
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diizenledigi saptanmistir. Artmis miR-10b diizeyleri hiicre icerisinde lipid ve trigliserit
birikimini artirmistir. Bu diizenlemeyi NAYKH patogenezinde rol oynayan PPAR-a
protein ekspresyonunu azaltarak yaptigi anlasilmistir. Yeni saptanan miRNA-10b-
PPAR-a yolagt NAYKH patogenezinde yeni bir ipucu saglamistir ve bu mekanizmanin
gelecekte NAYKH tedavisinde ilag hedefi olabilecegi belirtilmistir (55).

NAYKH patogenezinde miR-34a ve miR-146b hakkinda genis bir bilgimiz olmamasina
ragmen Cheung O ve arkadaglar tarafindan yapilan ¢alismada NAYKH olan insan
karaciger dokusunda normal populasyona gére bu miR’lar anlaml yiliksek saptanmistir
(20). Farelerle yapilan bir ¢alismada miR-34a’nin lipid ve glukoz metabolizmasinda yer

aldigina dair bulgular elde edilmistir (56).
2.2.6 miR’larin karaciger fibrozisindeki rolii

NAYKH patogenezinde viseral beyaz yag dokusundan kaynaklanan adipokin ve
sitokinler 6nemli rol almaktadir. NASH hastalarinin beyaz yag dokusunda kontrollere
gore miR-197 ve miR-99 diizeylerinde anlamli azalma saptanmistir. Bu miR’lar NASH

hastalarinda periseliiler fibrozisle iliskili bulunmustur (57).

Fare ve insanlarda yapilan bir ¢alismada miR-29 ailesinin karaciger fibrozisi ile iliskili
oldugu saptanmistir. Farkli hastaliklara ait karaciger eksplantlar1 kullanilarak yapilan bu
calismada diisiikk serum miR-29a diizeyleri ileri evre Siroz ile ilskili bulunmustur (58).
Bagka bir ¢aligmada miR-29’un fibrozisde gorevli kollojen, fibrillin ve elastin gibi
proteinlerin mRNA’larimi hedef aldig1 belirtilmistir. Miyokart enfarktiisii olan kardiyak
alanlarda miR-29’un azaldig1 goriilmiis ve miR-29’un fibroblastlar tizerinden kollejen
sentezini azalttig1 belirtilmistir. Ayrica miR-29’un genel olarak dokularda fibrozis i¢in

potansiyel terapotik hedef olarak kullanilabilecegi iddia edilmistir (59).
2.2.7. miRNA’lar ve hastaliklarin tamisinda yeni biyomarkir

Serum ve plazma bir¢ok doku ve organdan kaynaklanan stabil miR’lar igermektedir.
Ayrica idrar, gozyasi, asit sivist ve amniyotik sivi gibi bir¢cok viicut sivisinda
miRNA’lar bulunmaktadir. Serumdaki kiiciik niikleotid tiirlerinin biiyiik oranin1 miR’lar
olusturmaktadir. Bu miR’larin ekspresyon profilleri bircok hastalikta yeni non-invaziv
tan1 aract sunmaktadir. Serumdaki miR’lar RNAaz’in pargalayict etkisine
dayaniklidirlar. Kaynatma, yiiksek ve disik pH, dondurma-erime dongiileri gibi

kosullarda serum miR diizeyleri stabil kalmaktadir. Serum miR ekspresyon diizeyleri
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ayni tliriin bireyleri arasinda stabil ve ayn1 diizeyde kalmaktadir. Erkek ve kadin saglikli
bireylerde serum miR profilleri arasinda farklilik saptansada miR ekspresyon diizeyleri
ayn1 kalmaktadir (45). miR’larin ekstraseliiler ortamda yapilarmi stirdiirebilmelerinin
yani RNAaz’in pargalayici etkisinden kurtulabilmelerinin sebebi nanovezikiil olarak
adlandirilan bir gesit koruyucu kilifla intraseliiler alandan ekstraseliiler alana atilmalari
olarak diistiniilmiistiir. Bu hiicre disina sekrete edilen miR’larin hiicreler arasi iletisimde
rol alabildigi gibi dolasima gecerek dokular arasi iletisimdede rol alabilecegi

belirtilmistir (60).

Yapilan bir ¢alismada kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserinde, kolon kanserinde ve
diabetes mellitusda normal insanlardan farkli artmis serum miR profili saptanmistir
(45). Bu g¢alismada kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri ve kolon kanserli hastalarin
serumlarinda birbirine benzer cok sayida miR goriilmiistiir. Buradan yola c¢ikarak
timorogenezde rol alan ortak miR’larin olabilecegi belirtilmistir. Bu ¢alismada
miR’larin  serumdan elde edilebilecegi ve hastalik tanisinda kullanilabilecegi
belirtilmistir. Ayrica serum miR’larinin sadece kan hiicrelerinden kaynaklanmadigi ve
siregelen hastaligin etkiledigi diger dokulara ait miR’larinda serumda olabilecegi
gosterilmistir (45). Baska bir calismada diffiiz biliylik B hiicreli lenfomada miR-21’in
potansiyel diagnostik biyomarkir oldugu ve artmis miR-21 diizeylerinin relapssiz
sagkalim ile iligkili oldugu belirtilmistir (61). Mitchell ve arkadaslar1 artmig serum miR-
141 diizeylerinin prostat kanserini saglikli insanlardan ayirt edebildigini gosterdiler
(62). Tim bu caligmalar miR’nin serumda stabil kaldigin1 ve hastaliklarin tanisinda
kullanilabilecegini  gostermektedir. Giinlimiizde karaciger kanserlerinde AFP,
inflamasyonda ve diabetes mellitusda CRP gibi serum kaynakli bir veya birkag
biyomarkir kullanilmaktadir. Fakat bu testlerin sensitivite, spesifitelerinin yeterli
olmamasi tek baslarina kullanilmalarini kisitlamaktadir. Bundan dolay1 arastirmacilar
gelecekte hastaliklara ait miR profillerinin (sadece bir veya birka¢ adet miR degil)

kisiye has tedavinin yonlendirilmesinde ve tanida kullanilabilecegini belirtmektedirler
(45).
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3. YONTEM VE GERECLER

3.1. Calisma grubu

Calismaya poliklinigimize basvuran, karaciger testlerinde bozukluk nedeniyle
degerlendirilen ve yapilan karaciger biyopsileri ile son alt1 ay icerisinde NASH tanisi

konan 18-70 yas arasi hastalar dahil edilmistir.
Calismaya dahil olma kriterleri:
1-Hastalarin AST, ALT, AP veya GGT enzimlerinden bir veya birkag1 yiiksektir.

2-Yapilan en az bir goriintiileme yonteminde (Batin ultrasonografisi, batin tomografisi,

batin MR) yagli karaciger bulgusu mevcuttur.
3-Hastalarda yapilan viral hepatit ve otoimmiin hepatit testleri negatifdir.

4-Calismaya alinacak goniillii hasta grubunun alkol kullanim hikayesi sorgulanmistir ve
erkeklerde 30gr/giin, bayanlarda 20gr/giin’den az alkol kullananlar veya alkol

kullanmayanlar ¢aligmaya dahil edilmistir.
Calismada dislama kriterleri:
1-Hepatotoksik ila¢ kullanan hastalar.

2-Karaciger enzimlerinde yiikseklik yapabilecek metabolik karaciger hastaliklari, al
antitripsin eksikligi, wilson hastaligi ve hemokromatozis gibi hastaliklar ayirici tanida

degerlendirilmis ve diglanmistir.

3-Malignitesi, hipertansiyonu, diabetes mellitusu, renal fonksiyon bozuklugu ve

proteiniirisi olanlar
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Kontrol grubunu karaciger goriintiillenme yontemlerinde steatoz saptanmayan, karaciger
enzimleri normal olan saglikli goniilliiler olusturmustur. Calismaya yazili onami alinan

NASH saptanan 20 hasta ve 20 saglikli goniilli alinmistir.
3.2. Yontem

Her iki grupta viicut kitle indeksi (VK1I), bel gevresi, kan basinc1 dl¢iilmiistiir. Hastalarin
kilo ve boy oOlg¢iimleri aralikli kalibre edilen tartilarda 6l¢iildii ve kan basinct 6l¢timleri
standart civali sfingomanometreler ile 5 dakika oturarak istirahatten sonra yapilmistir.
VKI kg/m2 seklinde hesaplanmistir. Hastalardan sabahleyin en az 12 saat aclik sonrasi
on koldan venoz kan alinmigtir. Alinan kan 6rneginden karaciger enzimleri, lipit profili,
tam kan sayimi, kan sekeri, insiilin diizeyi ve miRNA diizeyleri ¢alisilmistir. Hastalarin
instilin rezistanslart HOMA-IR modeline gore su formiille hesaplanmistir: insiilin

diizeyi (mIU/L) x aglik glikozu (mmol/L) / 22.5

Hastalarin karaciger biyopsileri ayni patoloji uzmani tarafindan NAYKH skorlama
sistemi olan NAS (NAYKH aktivite skoru) ile degerlendirilmistir (63). Skorlama
sisteminde yaglanma orani (0-3), hiicresel balonlasma (0-2) ve inflamasyonun siddeti
(0-3) kullanilmistir. Fibrozis (0-4) masson trikrom boyamasi ile belirlenmistir. Bu
caligmada, karaciger yaglanmasinda etkisi oldugu saptanan ve karaciger fibrozisi ile
iligkili yukarida belirtilen miR’lardan miR-181d, miR-10b, miR-122, miR-34a, miR-
146b, miR-197, miR-99a ve miR-29a’nin serum diizeyleri arastirilmistir. Bu miR
diizeyleriyle histopatolojik bulgularin ve laboratuar parametrelerinin iligkisi
degerlendirilmistir. Histopatolojik degerlendirmede steatozis evresi bir olanlar hafif, iki
olanlar ise orta derece yaglanma olarak degerlendirilmistir. Inflamasyonu bir olanlar
hafif, iki ve ii¢ olanlar ise orta-ileri derece olarak kabul edilmistir. Balonlasma derecesi
bir-hafif, iki orta ve ileri olarak kabul edilmistir. Fibrozis evresi 0-1 olanlar hafif, 2-3-4
olanlar ise belirgin fibrozis olarak kabul edilmistir. Ayrica NAS skorlama sisitemine
gore NAS skoru 3-4 olanlar sinirda NASH, NAS skoru 5-6-7 olanlar NASH kabul
edilerek iki grup olusturulmustur. NAYKH’da bu olusturulan gruplara gore istatistiki

degerlendirmeler yapilmistir.

Hastalardan alinan kan ornekleri dakikada 5000 devirde 5 dakika santrifiij edildikten
sonra -70°C’de saklanmistir. Laboratuara gotiiriilen 6rneklerden miR diizeyleri real time

PCR yontemi ile bakilmistir.
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3.3. miRNA Ekspresyonu

miRNeasy Mini Kit Kullanilarak Serum ya da Plazmadan miRNA’lar1 igeren Total
RNA izolasyonu (Kat. No: 217004):

1- Daha 6nceden alinmis ve dondurulmus Serum/plazma 6rnekleri -80 °C’den +4 °C ’ye

alinip erimesi beklendi.

2- 200 pl plazma 1,5 ml’lik epandorf tiipe alindi. Uzerine 1000 pl QIAzol eklendi ve
pipetaj yapilarak 5 dk beklendi.

QIAzol = Guanidine Thiocyanate + Phenol Solusyonu

3- Uzerine 200 pl kloroform eklenip 15 sn vortekslendi ve 2-3 dk oda sicakliginda (15-
25 oC )beklendi.

4- 15 dk 12000 g’de ve +4 °C ’de santrifiij edildi. Santrifiijden sonra 6rnek 3 faza
ayrilir. Ustteki renksiz faza akdz faz (RNA’y1 igerir), ortadaki beyaz faza interfaz ve en

alttaki kirmiz1 faza organik faz denir.

5- Akdz faz dikkatle yeni bir ependorf tiipe tasindi. Ozellikle interfazdan materyal
alinmamaya dikkat edildi. Uzerine 900 ul %100’liik etanol pipetaj yapilarak eklendi.

6— RNA+Etanol’den olusan solusyondan 700 pl 2 ml’lik kolonlu tiipe alindi. En az
10000 rpm’de (8000 g) 15 sn oda sicakliginda (15-25 °C ) santrifiij edildi.

7- Kalan RNA-+Etanol solusyonu ayn1 kolonlu tiipe alinip en az 10000 rpm’de (8000 g)
15 sn oda sicakliginda (15-25 °C ) santrifiij edildi.

8- Toplama tiipti atilip yeni 2 ml’lik toplama tiipii takildi. 700 ul RWT Wash Buffer
eklenip en az 10000 rpm’de (8000 g) 15 sn santrifiij edildi.

9- Toplama tiipii atilip yeni 2 ml’lik toplama tiipii takildi. 500 ul RPE Wash Buffer
eklenip en az 10000 rpm’de (8000 g) 15 sn santrifiij edildi. Bu evre iki kez tekrarlandi.

10— Kolonlar 6rnek isiminin yazili oldugu 1,5 mI’lik ependorf tiipe alindi. 40 ul RNase
free water eklenip en az 10000 rpm’de (8000 g) 1 dk santrifiij edildi.
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cDNA Sentezi

1- 0,5 mI’lik bir tiipe gerekli solusyonlar asagidaki miktarlarda ve soguk blok {izerinde

eklendi;

miScript RT Buffer 5X 4 ul
RNase free water 5l
miScript Reverse Transcriptase Mix 1 ul
RNA 10 pl

Son hacim 20 pl’ye tamamlandi.

2- 60 dk 37 °C

5dk 95 °C ’de inkiibe edilidi.(95 °C ’de miScript Reverse Transcriptase Mix inaktive

edilmis olur).
mMiRNA Ekspresyonu

miRNA ekspresyonlarini belirleyebilmek i¢in SYBR gren floresan boyasi ile Real Time
PCR metodu yapilmistir. Housekeeping gen olaran RUN1A1 geni kullanilmistir.

1- cDNA’lar 1/3 oraninda seyreltildi. Seyreltmek i¢in izole edilen 20 pl cDNA iizerine
40 pl distile su eklenip vortekslenidi.

2- Reaksiyona eklenen cDNA  hacmi toplam reaksiyon hacminin %10’unu

gecmemelidir. 1-3 ng cDNA olmalidir.

3- Gerekli olan solusyonlar asagidaki miktarlarda ve soguk blok iizerinde 0,5 ml’lik

tiiplere eklendi;

2X Quantitect SYBR Green PCR Master Mix (Kat. No: 218075) 25 ul

*10X miScript Universal Primer (R) Sul
*10X miScript Primer Assay (F) Sul
RNase free water 10 pl
cDNA Sul
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4- Son hacim 50 pl ‘ye tamamlandi.

*10X miScript Universal Primer (R) ve 10X miScript Primer Assay (F) hazirlanirken
550 ul TE de (Tris-EDTA) pH= 8 ‘de ¢6ziildii.

miScript PCR Kontrol (Kat. No: 218380) hazirlanirken 275 pl TE’de (Tris-EDTA) pH=
8 ‘de ¢oziildii.

5- 5 ul ¢cDNA 0,5 ml’lik tiiplere eklendikten sonra Rotorgene Real-Time PCR

cihazina yerlestirdi.
5dk 95°C

15sn 95°C

30 sn 55°C

30sn 70°C

40 dongii stirer.

. Bu projede her bir 6rnegin i¢in 8 farklt miRNA ekspresyonu c¢alisildi. Ayrica
miScript PCR Kontrol kullanilarak her bir 6rnegin kontrol g¢alismasi yapildi. Eger
miRNA ekspresyon ¢aligmas1 yapiliyorsa;

2X Quantitect SYBR Green Mix 25 ul
10X miScript Universal Primer (R) 5ul
*#10X miScript Primer Assay (F) S5ul
RNase free water 10 pl
cDNA S5ul

Housekeeping gen olarak RUN1A1 geni kullanildi. Her bir 6rnek housekeeping kontrol
ile birlikte cift calisildi.

Elde edilen CT degerlerine 2-**CT metodu uygulandi.
3.4. Istatistik Degerlendirme

Klinik verilerin istatistiksel analizi i¢in, Shapiro-Wilk testi ve histogram, g-q grafikleri
ile verilerin normal dagilima uygunluklar1 incelendi. Buna goére nicel degiskenlerin
gruplar arast karsilagtirmasinda iki-yonlii bagimsiz iki 6rneklem t testi veya Mann-

Whitney U testi, nitel degiskenlerde Ki-kare analizleri kullanildi. Verilerin gosteriminde
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frekans ve ylizde, ortalamatstandart sapma veya medyan ve 25.-75. persantiller
kullanildi. Bu kullanim verilerin normallik durumuna ve degisken tiplerine gore

belirlendi.

mIiRNA ekspresyon verilerinin analizi 2** CT metoduna gore degerlendirildi (bakiniz
miRNA degerlendirmesi boliimii). Verilerin 6n istatistiksel analizlerine ek olarak
logaritmik doniisiim uygulandi, daha sonra genler izleyen sekilde standartlagtirildi:
[deger-ortalama(gen)/standart sapma(gen)]. NAFLD ve kontrol gruplar1 arasinda
ekspresyonu farkli olan miRNA’lar1 bulmak igin t testi kullanildi. Ayrica Significant
analysis of Microarrays analizi 100 kez tekrarlanarak farkli ekspresyonlarin tesadiifi
olup olmadigi test edildi. Farkli ekspresyona sahip miRNA’lara ortalama baglanti
birlestirme yontemi ve Pearson korelasyon analizi kullanilarak birlestirici hiyearsik
kiimeleme yontemi uygulandi ve birimler ile farkli ekspresyona sahip miRNA’larin veri
degerlerini ayn1 anda hiyearsik bir veri yapisinda gérmek icin heatmap grafikleri ¢izildi.
Yine farkli ekspresyona sahip miRNA’lar icin ROC egrileri ¢izildi, egri altinda kalan
alanlar1 %95 giiven diizeyinde hesaplandi ve birbirleri ile karsilagtirildi. Ayrica NAFLD
hastalarinda laboratuar parametreler ile miRNA’lar arasindaki iliskinin aragtirillmasinda

Pearson korelasyon analizi kullanildi.

Klinik veriler ve miRNA ekspresyon verilerinden elde edilen tiim p degerleri ¢coklu test
problemini kontrol etmek i¢in False Discovery Rate (FDR) ile diizeltildi. Tiim yapilan

analizler i¢in R 2.14.0 programinin ¢esitli paketlerinden yararlanildi.
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4. BULGULAR

Hastalarin ve kontrol grubunun demografik ve laboratuar bulgular1 tablo 1’de
verilmistir. Caligmaya sistemik hastaligi olmayan 40 goéniillii dahil edilmistir. Yirmi
goniilliiden olusan hasta grubunun yas ortalamast 42.75 (minimum 30- maksimum 61)
olarak bulunurken, saglikli goniilliillerin olusturdugu kontrol grubunun yas ortalamasi
44.5 (minimum 32-maksimum 60) olarak saptanmistir. Hasta ve kontrol gruplarinda 9
erkek ve 11 kadm goniillii mevcuttur. Her iki grup arasinda yas ve cinsiyet agisindan bir
farklilik gortilmemistir. Yapilan degerlendirmede NAYKH olan hasta grubunda konrol
grubuna gore bel gevresi ve VKI anlamli olarak yiiksek saptanmustir (p<0.05). Her iki
grup arasinda sistolik ve diastolik kan basinglar1 agisindan bir farklilik goriilmemistir.
Calismamiza diabetik hastalar alinmamis olsa da NAYKH grubunda kan glukoz
diizeyleri kontrol grubuna goére anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0.05). Her iki
grupta lipit profilleri arasinda bir farklilik gériilmemistir. Hasta grubunda insiilin direnci
anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur (p<0.05). NAYKH olanlarda saglikli gruba
gore AST, ALT ve GGT diizeyleri daha yiiksekti (p<0.05).

NAYKH olanlarin olusturdugu hasta grubu ve saglikli goniilliiler tarafindan olusturulan
kontrol grubu arasinda serum miRNA ekspresyon diizeyleri Kkarsilastirilmistir.
NAYKH’da patolojik bulgulariyla iliskilendirilen 8 miRNA tiiriinden 4 tanesinin serum
ekpresyonlart farkli saptanmistir. Yapilan degerlendirmede miR-197, miR-99a, miR-
146b ve miR181d saglikli gruba gore serumda anlamli olarak diisiik saptanmigtir
(p<0.05). Serumdaki miR diizeylerinin hasta ve kontrol gruplari arasindaki degisimi
sekil 3’de verilmistir. Farkli ekspresyona sahip miRNA’lara heatmap grafikleri ¢izildi
(sekil 4). Yine farkli ekspresyona sahip miRNA’lar i¢cin ROC egrileri ¢izildi, egri
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altinda kalan alanlar1 %95 giiven diizeyinde hesaplandi ve birbirleri ile karsilastirildi
(sekil 5). Ayrica yapilan hesaplamalarda hastalarda kontrollere gére miR-197’nin 1.61
kat, miR-146b’nin 1.52 kat, miR-181d’nin 2.49 kat ve miR-99a’nin 1.92 kat azaldig1

saptanmistir. Bu veriler tablo 2 de verilmistir.

Hastalarin laboratuar ve miR diizeyleri arasinda korelasyon olup olmadigi incelendi.
Yapilan korelasyon analizlerinde serum miR181d ve miR99a ekspresyon diizeyleri
hastalarin GGT diizeyleriyle negatif korele bulundu. Korelasyon analizleri tablo 3’de

verilmistir.

Hastalar yapilan histopatolojik degerlendirmelerinde yukarida yontem kisminda
belirtilen agiklamalara gore gruplara ayrilmistir. Hafif dereceli steatoz 12 (%60) hastada
varken, orta dereceli steatoz 8 (%40) hastada goriilmiistiir. Inflamasyon 6 (%30) hastada
hafif dereceyken, 14 (%70) hastada orta ve ileri derece olarak goriilmiistiir. Balonlasma
15 (%75) hastada hafifken, 5 (%25) hastada orta ve ileri dereceliydi. Hastalardan 12
(%60) tanesi NAS skorlama sistemine gore sinirda NASH kabul edilirken geri kalan 8
(%40)’1 NASH olarak kabul edilmistir. Fibrozis 12 (%60) hastada hafif olarak
bulunurken , 8 (%40) hastada belirgin olarak bulunmustur (Tablo 4). Hasta grubunda
steatozis evresi, inflamasyon derecesi, balonlagsma diizeyleri, NAS skorlar1 ve fibrozis
evreleriyle serum miR ekspresyon diizeylerinin iliskisi degerlendirilmistir. Yapilan
istatistiki degerlendirmede miR-197 ve miR-10b inflamasyon derecesi ile anlamli
iliskili bulunmustur (p<0.05). Inflamasyonun derecesi hafifden orta ve ileri dereceye
ilerledikge miR-197 ve miR10b’nin ekspresyon diizeylerinin azaldigr gorilmiistiir.
Hastalarin balonlagma, steatozis, fibrozis, NAS skorlar1 ve serum miR diizeyleri

arasinda bir iliski bulunamamustir.
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Tablo 1. NAFLD ve kontrol gruplarinda hastalarin klinik ve demografik verileri

Degiskenler NAFLD Kontrol p
(n=20) (n=20)

Yas (y1l) 42.75+8.17 44.50+9.31 0.761
Cinsiyet (erkek/bayan) 9(45.0)/11(55.0) 9(45.0)/11(55.0) 0.761
BMI (kg/m?) 31.86+4.76 27.26+3.07 0.006
Bel ¢evresi (cm) 103.25+13.65 90.75+11.02 0.014
Sistolik kan basimnc1 (mmHg) 120.25+8.66 120.25+7.69 0.999
Diastolik kan basinc1 (mmHg) 76.50+6.09 77.50+£8.96 0.761
Aclik glukozu (mg/dl) 97.85+13.88 86.80+£11.92 0.034
Trigliserit (mg/dl) 151.10+65.06 167.70+51.46 0.645
HDL-kolestrol (mg/dl) 43.00(36.50-48.50) 45.00(38.45-49.95) 0.761
LDL-Kolestrol (mg/dl) 125.50(100.00-139.00) 108.00(89.25-121.25) 0.511
insulin (mIU/ml) 14.81(11.88-22.75) 11.76(8.61-15.70) 0.229
HOMA-IR 4.05(2.71-5.51) 2.21(1.77-3.12) 0.034
Total bilirubin (mg/dl) 0.65(0.50-0.80) 0.60(0.55-0.80) 0.761
Direct bilirubin (mg/dl) 0.20(0.12-0.25) 0.20(0.10-0.20) 0.761
AST (1u/l) 45.00(34.50-59.00) 21.00(18.00-27.00) <0.001
ALT (/1) 68.50(52.50-85.50) 18.50(14.00-29.00) <0.001
AP (/1) 76.00(55.50-96.00) 69.00(57.00-78.50) 0.761
GGT (/1) 48.00(33.00-73.00) 20.00(14.50-33.00) <0.001
Kreatinin (mg/dl) 0.87+0.15 0.80+0.18 0.401
Lokosit (ul) 6709.50+1709.47 6618.00+1425.37 0.892
Trombosit (10% pl) 252.10+64.85 275.90+69.82 0.511
Hematokrit 43.37+3.53 44.25+4.19 0.761

Verilerin gosteriminde frekans ve yiizde, ortalamatstandart sapma veya medyan ve 25.-75.

persantiller kullanildi. p degerleri ¢coklu test problemini kontrol etmek i¢in FDR ile diizeltildi.

23



miR-197 miR-29a miR-34a miR-99a
p=1.09E-02 p=1.84E-01 p=7.39E-01 Pp=2.62E-03
g -3
- (U (< N I = 2
] S K -1
4 k . i F O
SRS € .
7 e : ‘ ,,,,,,,, F-1
i | |25
§
2 miR-10b miR-122 miR-146b miR-181d
% p=9.69E-02 p=3.85E-01 p=1.33E-02 p=8.42E-05
3 - |-
2 e T ’v 777777777 E
14 3 f = T |:|: -
0- = : ‘ : L
14 | | . * L
24 1k L
Kontrol NAFLD Kontrol NAFLD Kontrol NAFLD Kontrol NAFLD

Sekil 3 . Sekiz miRNA’nin hasta ve kontrol gruplar1 arasinda ekspresyon degerleri Box

plotlar ile gosterilmistir. Orta hat median istatistigi, kutularin alt ve tstleri 25. ve 75.

persantilleri, alttaki ve istteki ¢izgiler aykirt degerler (daireler) ¢ikarildiktan sonra

minimum ve maksimum degerleri gostermektedir. p degerleri iki-yonlii bagimsiz iki

orneklem t testi ile elde edilmistir ve FDR ile diizeltilmistir.
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Sekil 4. Farkli ekspresyona sahip miRNA’larin veri degerlerini ayni anda hiyearsik bir

miR-99a
miR146b
miR-197

veri yapisinda gérmek i¢in heatmap grafikleri verildi. Parlak kirmizi: negatif yonde
ekspresyonu, siyah: degisiklik yok, parlak yesil: pozitif yonde ekspresyonu

gostermektedir.
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Sekil 5. NAYKH saptamada miR-197, mir-146b, mir-181d ve mir-99a’nin ROC egrileri
altinda kalan alanlarin karsilastirmasi. ROC egrileri altinda kalan alanlarin degerleri

sirastyla 0.77(0.60-0.88), 0.75(0.59-0.87), 0.86(0.72-0.95), 0.76(0.60-0.88) saptandi ve
herhangi iki miRNA arasinda istatistiksel bir farklilik saptanmadi (p>0.05).

Tablo 2. t testi ile anlamli ¢ikan daha sonra SAM testi ile dogrulanan (g< 5%) farkli
ekspresyon oranlari gosteren miRNA’larin Logy(Kat degisim) oranlar1 (p< 0.05)

MiRNA’lar logz(Kat degisim) g value (%)
Ortalama S.H.

Pozitif yonde

eksprese

Negatif yonde

eksprese
miR-197 -1.61 0.54 0
miR-146b -1.52 0.55 0
miR-181d -2.49 0.50 0
miR-99a -1.92 0.53 0

SAM analizi sonucunda elde edilen q degerlerinin %5den kiigiik olmasi t testinde p<0.05’e tekabiil

etmektedir. S.H.: Standart hata
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Tablo 3. NAYKH’da laboratuar parametler ve miRNA’lar arasinda korelasyon

analizleri

miR- miR- miR- miR- miR-  miR- miR-  miR-

197 146b 10b 181d 34a 122 99%a 29a

AST -.257 -.331 -.225 -.252 -084  -.225 -138  -.322
ALT -131 -.147 -.080 -.215 122 103 077  -143
GGT -.327 -.225 -303  -464(*) -290 -231 -479(*) -221
TG .008 -.039 .009 -.035 -.075 .087 -239  -.058
HDL 027 .051 -.031 .042 .052 11 .160 .034
LDL .078 042 .067 .015 139 102 213 155

HOMAIR -.055 117 011 -.015 195 205 221 77

* Korelasyon 0.05 diizeyinde anlamlidir (2-yonlii).

Tablo 4. NAYKH olan 20 hastanin histopatolojik 6zellikleri

Ozellikler Non-alkoholik steatohepatit,
n (%)

NAS skoru

3-4 12 (%60)

5-8 8 (%40)

Steatoz derecesi

% 5-33 (steatosis grade 1) 12 (%60)

> % 33 (steatosis grade 2-3) 8 (%40)

Hepatoseliiler balonlagma

hafif 15 (%75)
(grade 1 balonlagsma)

Orta-ileri 5 (%25)
(grade 2 balonlagma)

Lobiiler inflamasyon

hafif 6 (%30)
( grade 1 lobiiler inflamasyon)
Orta-ileri 14 (%70)

( grade 2-3 lobiiler inflamasyon )

Fibrozis
0-1 12 (%60)
2-4 8 (%40)
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5. TARTISMA

NAYKH alkol, steatoza yol agan ilaglar ve herediter hastaliklar olmadan karacigerde
yaglanma goriilmesidir. Basit steatoz genelde benign kabul edilsede, steatohapatit siroz
ve karaciger kanserine ilerleyebilmektedir. Giiniimiizde birgok kriptojenik sirozda
etyolojinin NAYKH oldugu diisiiniilmektedir. Hastaligin siklig1 giderek artmaktadir ve
ciddi saglik problemidir. Optimal tedavi heniiz diet ve egzersiz disinda yoktur. Erken

tan1 ve tedavi giderek yayginlasan bu hastalikta 6nem arzetmektedir.

NAYKH tanisinda altin standart perkiitan karaciger biyopsisidir. Karaciger
biyopsisinde, isleme bagli komplikasyonlardan kanama ve agri, hatali 6rnekleme
sonucu eksik patolojik degerlendirme, biyopsilerin degerlendirilmesinde patologlar
aras1 farkliliklar olugabilmektedir (8,9). Tiim bunlardan daha 6nemlisi hastalar perkiitan
karaciger biyopsisini kabul etmekte zorlanmaktadirlar. Karacier biyopsisinin uygun
hastalara yapilmaya caligilmasida bazi hastalarda tan1 gecikmelerine yol agmaktadir.
Serum aminotransferaz diizeyleri, ultrasonografi, BT ve MR gibi goriintiileme
yontemlert NAYKH’da steatohepatit ve fibrozisi degerlendirmede giivenilir degildir.
Tim bu kisitlamalar ve klinik pratikte karsilasilan sorunlar nedeniyle karaciger

hastaliklarinda non-invaziv tan1 yontemleri giindeme gelmistir.

Hepatik fibrozis i¢in gelistirilen non-invaziv tani testi olarak kullanilan FibroTest total
bilirubin, haptoglobulin, gama glutamil transpeptidaz, alfa2-makroglobulin ve
apolipoprotein A’dan olusan bir paneldir. Hemoliz, Gilbert sendromu, sistemik
inflamasyon gibi durumlardan etkilenmektedir. Sadece F4 evresindeki (siroz) hepatit C
hastalarinda miikemmel sonuclar alinmistir. Ara evre fibrozisde basarili bulunmamustir.

Bu test i¢in diger karaciger hastaliklarinda ek ¢alismalara gerek vardir (64). Bir diger
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test NAYKH fibrozis skorudur. Bu testte yas, BMI, hiperglisemi, platelet sayisi,
albumin ve AST/ALT oran1 kullanilmaktadir. Ayrica gelistirilmis karaciger fibrozis
(ELF) panelide mevcuttur. Bu testte matriks proteinlerinden hiyaliironik asid, TIMP-1
ve PIIINP gibi proteinler kullanilmaktadir. Tim bu testler ilerlemis fibrozis evresinde
faydali olmaktadirlar, erken evre fibrozis ve NASH hastalarin belirlenmesinde
sensitivite ve spesifiteleri diistiktir (65). Serumda sitokeratin 18 pargalarinin
NAYKH’da steatohepatit ayirici tanisinda %78 sensitivite ve %87 spesifitede
kullanilabilecegi belirtilmistir. Ancak yapilan ¢aligmalarda farkli st limitler
kullanilmistir ve steatohepatit ig¢in belirlenmis bir limit deger yoktur. Transient
elastografi ileri evre fibrozislerde faydali olabilir fakat obezlerde yanilma pay1
yiiksektir. MR elastografinin de ileri evre fibrozisde kullanilabilecegi belirtilmistir fakat

bu konuyla ilgili ¢alismalar sinirlidir (65).

miR’lar non-invaziv tan testi olarak kullanilabilir. Serum ve plazma bir¢ok doku ve
organdan kaynaklanan stabil miR’lar igermektedir. Bu miR’larin ekspresyon profilleri
bir¢cok hastalikta yeni non-invaziv tani aract sunmaktadir. Kiiciik hiicreli dis1 akciger
kanserinde, kolon kanserinde ve diabetes mellitusda normal insanlardan farkli serum

miR profilleri saptanmistir (45).

Hepatokarsinogenezde karacigerde miR degisiklikleriyle ilgili ¢aligmalar yapilmustir.
miR 148a’nin hepatit B’ye bagl hepatoseliiler karsinomda (HCC) rol aldigi, terapotik
hedef olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (68). miR-222, miR-224, miR-10b ve miR-
21’in HCC’de arttigi, miR-223 ve miR-203"iin HCC’de azaldig1 gosterilmistir. HCC
metastazinda ve prognozunda bazi miR’larin rol aldigi belirtilmistir (69). Hepatit C’ye
bagli HCC’de miR-122, miR-100 ve miR-10a fazla eksprese edilirken, miR-198 ve
mMiR-145 normal karaciger dokusuna gore 5 kat daha az eksprese edilmektedirler. Bu

miR’larin tiimdr siipresor veya onkojenik diizenleyici olarak rol aldiklar1 diigiintilmistiir

(70).

Daha onceki calismalarda NAYKH’da rol alan adiposit diferansiyasyonu, lipid
metabolizmas1 ve glikoz bagimli insiilin sekresyonu gibi temel metabolik yollarda
miR’larin etkin oldugu gorilmiistir (54,71,72). Bu c¢alismalardan yola ¢ikilarak
NAYKH ile miRNA iliskisini gosteren ilk ¢alisma sicanlarda yapilmis ve 2009 yilinda
yayinlanmistir (19). Bu ¢aligmada normal doku, basit steatoz ve steatohepatitli sigan

karaciger dokularinda miR paterni incelenmistir. Hastaligin progresyonuna bagl olarak
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miR29¢ ve miR122 nin arttifi goriilmistiir. Alinan karaciger dokularinda steatozun
steatohepatitten miR profili ile ayrilabilecegi ama doku 6rnegi alindiktan sonra daha
ucuz ve altin standart olan patolojik incelemenin daha mantikli olacag: belirtilmistir.
Gelecekte yapilacak ¢alismalarla serum miR’lar1t  kullanilarak non-invaziv tani
yontemleri gelistirilmesinin miimkiin olabilecegi belirtilmistir. Ayrica hastaliklarin
patogenezinde sorumlu olabilecegi diisiinlilen miR’lara kars1 anti-miR’lar gelistirilerek
kanser ve diger hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegi belirtilmistir. Bu asamada
karsimiza ¢ikan en Onemli sorunun hastaya verilen anti-miR’larin plazmada
par¢alanmas1 ve uygun hedef bolgesine gidememe riskidir. Bu riskinde viral vektorlerle

asilabilecegi belirtilmistir.

Insanlarda NAYKH’da miR ile ilgili yapilan ilk calismada karaciger dokusunda
degerlendirilen 474 miR’dan 46 tanesinde farkli ekspresyon paterni saptanmistir (20).
Bunlardan 23 tanesi fazla eksprese edilirken, 23 taneside kontrol grubuna gore
ekspresyon miktarinda anlamli azalma goriilmiistiir. Bu ¢alismada miR-34a ve 146b
fazla ekprese edilirken, yagh karaciger hastaliginin merkezinde yer alan lipid ve
kolestrol metabolizmasinda rol alan miR122’nin ekspresyonunun azaldig1 saptanmistir.
Bu miR’larin ekspresyon diizeyleri histolojik hasar ile korele bulunmamistir. Farkli
ekpresyon paterni gosteren miR’larin muhtemel hedef genleri daha Onceki bilgi
bankalar1 kullanilarak belirlenmistir ve bu hedef genler arasinda apopitozis, hiicresel
biiytime ve diferansiyasyon, inflamasyon ve metabolizmada rol alan proteinler oldugu
saptanmistir. Tim bu belirlenen hedefler NAYKH gelisim ve patogenezinde rol
almaktadir. Baz1 miR’larin 40’mn iizerinde hedef proteini oldugu belirlenmistir. Bu
calismada ayrica miR-122’nin hedefinde yer alan mRNA ve anahtar lipogenik protein
iriinleri (FAS, HMGCR, SREBP-1c, SREBP-2) insan hepatosit kiiltiirlerinde ¢aligilmig
ve SREBP-1c, FAS ve HMGCR gibi proteinlerin mRNA diizeylerinin NAYKH’da
arttig1 goriilmiistiir. Insan hepatosit kiiltiirlerinde miR122 azaltildiginda bu proteinlerin
diizeylerinin arttig1 goriilmiis ve miR122 ekpresyonu arttiginda bu proteinlerin
ekspresyonlarinin azaldig1 saptanmistir. Bu ¢aligmada sonug olarak NAYKH’da hepatik
miR profilinde degisme oldugu saptanmuis. Invitro olarak miR-122nin ekspresyonunun
azaltilmast NAYKH olan hastalardakine benzer lipogenik bir mRNA ve protein

ekspresyonuna yol actig1 belirtilmistir.
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NAYKH’da miR’larin serumda arastirilmasit ve diizeylerinin hastaligin histolojik
siddetiyle iligkisini degerlendiren ¢alismalar sinirlhidir. Yapilan tek calismada secgilen
bazit miR’larin serum diizeylerinin NAYKH’da degisimini ve histolojinin siddetinin
belirlenmesinde non-invaziv tani araci olarak kullanilabilirligi degerlendirilmistir (73).
Bu c¢alismada 4 adet miR’nin serum ekspresyon diizeyleri degerlendirilmistir. Bizim
calismada ise 8 adet miR’nin serum ekspresyon diizeyleri degerlendirilmistir. Yapilan
calisma ve bizim tezimizde miR-122 ve miR34a ortak miR’lar1 olusturmustur. Kolestrol
biyosentezinde rol alan miR-122, tiimor siipresér olarak degerlendirilen miR-16,
kanserlerde arttig1 goriilen miR-21 ve p53 fonksiyonuyla iligkili olan miR34a bu
calismada degerlendirilmistir. miR122, miR-34a ve miR-16 diizeylerinin serumda
NAYKH’da arttigi gorilmiistir. Kontrol, basit steatoz ve NASH hastalan
karsilastirildiginda hastaligin siddeti arttikga miR-122 ve miR-34a diizeylerinin arttigi
goriilmiis, miR16’nin kontrol grubuna gore artmakla birlikte basit steatoz ve NASH
arasinda farklilik olmadigi saptanmigtir. Serum ALT ve AST diizeyleriyle miR-122
serum diizeyleri arasinda giiglii iliski bulunmustur. Ayni iliski miR-122 ve 34a ile
fibrozis evresi ve imflamatuar aktivite arasinda da gozlenmistir. Ayrica miR-122 ile
serum total ve LDL kolestrol diizeyleri arasinda pozitif korelasyon bulunmustur. Bir
onceki caligmada karaciger dokusunda miR-122 ekspresyonu NAYKH’da azalmisg
olarak bulunurken, bu ¢alismada serumda ekspresyonunun arttigi saptanmistir. miR-122

ve 34a’nin ileri evre fibrozis tanisinda kullanilabilecegi belirtilmistir.

Calismamiz miR ve NAYKH iliskisini arastiran bir ¢alismadir. miR yeni bir arastirma
alan1 olmasmna ragmen bu konuda bilgilerimiz giderek artmaktadir. Fakat miR ve
NAYKH iligkisi daha yeni bir konudur ve bu konuyla ilgili ¢caligsmalar ¢cok sinirlidir. Biz
NAYKH ile iliskili olabilecegini diisiindiigimiiz bazi miR’larin serum diizeylerini
arastirdik. Ikinci olarak bu miR diizeyleriyle histolojik bulgularn korelasyonunu

degerlendirdik.

MiR-122: Yagh karaciger hastaliginin merkezinde rol alan lipid ve kolestrol
metabolizmasinda gorevli miR-122’nin NASH hastalarinda karaciger dokusunda
ekspresyonu azalmaktadir. miR-122 FAS, HMGCR, SREBP-1C, SREBP-2 gibi lipid ve
kolestrol metabolizmasinda gorevli genlerin mRNA’larin1 hedef almaktadir. Farelerde
yapilan bir ¢alismada miR-122 inhibisyonu birgok lipojenik geni azaltarak hepatik

steatozda ve serum kolestrol diizeylerinde anlamli diisiis saglamistir. insan hiicre
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kiiltiirlerinde miR-122 sentezinin artmast FAS, HMGCR, SREBP-1C, SREBP-2 gibi
genlerin protein dilizeylerinin azalmasina yol agmaktadir. Bu da miR-122’nin bu
proteinlerin mRNA’larinin parcalanmasinda rol aldigim1 diislindiirmektedir. Sonug
olarak miR-122 ekspresyonunun azalmast NASH patogenezinde lipid metabolizmasini
etkileyerek rol almaktadir. Son donemde yapilan bir calismada NAYKH’da serum miR-
122 diizeylerinin serum ALT, AST, fibrozis evresi, inflamatuar aktivite, total ve LDL
kolestrol diizeyleriyle pozitif korelasyonu bulunmustur (73). Bizim ¢alismamizda
NAYKH’da kontrol grubuna gore serum miR-122 diizeyi agisindan bir farlilik
bulunamamigtir. Bu bulgu bahsedilen (73) tek c¢alismadaki verilerle c¢elisiyor
gozikmektedir. Yukarida ayrintili agiklamalar1 verilen ¢alismadan farkli olarak bizim
calisma grubumuz non-hipertansif ve non-diabetik hastalardan olusmaktadir.
Hipertansif ve diabetik hastalarda da serum miR paterninde degisiklikler olabilmektedir
(74, 75). Bu konuda yapilan g¢alismalar yeni oldugu i¢in bahsedilen ¢alismada anlaml
citkan miR-122 ve 34a’nin diabet ve hipertansiyonda nasil bir rol aldig
bilinmemektedir. Ayrica toplumlar arasi genetik varyasyonlarida akilda tutmak
gerekmektedir. Bu bir etken olabilecegi gibi hasta grubumuzun azligida istatistiksel
sonuglart etkilemis olabilir. Bahsedilen ¢alismada (73) toplam 34 NAYKH dahil
edilmistir. Bu farklilig1 olusturabilecek fibrozis, steatoz, inflamasyon ve balonlagma
oranlar1 agisindan tezimiz ve bahsedilen c¢alisma karsilastirildi.  Bizim hasta
grubumuzda orta-ileri inflamasyon derecesi biraz daha fazla oranda hastanin oldugu
goriildii.

mMiR181d: Bu miR’nin hiicre i¢i lipid birikimini diizenleyen etkileri insan hepatosit
hiicre kiiltiirlerinde gosterilmistir. miR-181d’nin kontrol grubuna gore hiicre i¢i LD’ n1
%60 oraninda azalttigi saptanmigtir. Ayrica miR-181d’ye yanit olarak hepatositlerde
hiicre i¢i trigliserid ve kolestrol esterlerinin diizeylerinde sirasiyla %30 ve %75 oraninda
diisme gézlenmistir (52). Obstriiktif uyku apnesi ve intermittan hipoksinin NAYKH ile
yakin iligkisinden bahsedilmektedir. Enteresan olarak yapilan bir ¢calismada hipoksi ile
indiiklenen miR’larin arasinda miR-181d’de yer almaktadir (76). Biz de literatiirde ilk
defa miR181-d’nin NAYKH’da serumda saglikli gruba goére nasil degistigini arastirdik.
Elde ettigimiz verilerde miR181-d NAYKH’da serumda anlamli diisiik saptanmistir. Bu
sonu¢ bize bu miR’nin bu hastalikta patogenezde roliiniin olabilecegini
diistindiirmektedir.  Ayrica NAYKH’nin  saglikli  insanlardan  ayrilmasinda
kullanilabilecegini diisiinmekteyiz. Daha 0Onceki calismalarda NAYKH’da hiicre
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icerisinde LD’nin arttig1 belirtilmistir. MiR-181d’nin hiicre igerisinde bu LD’n1 azalttigi
bilinmektedir (52).

mMiR-10b: Yiiksek serbest yag asidi ile kiiltiire edilen insan hepatosit hiicrelerinde miR
profilleri arastirilmis ve hiicrelerde artmis miR-10b ekspresyonunun hiicrelerdeki lipid
birikimini ve trigliserid seviyelerini artirdig1 saptanmistir. PPAR-a diizeyinin azalmasi
ile serbest yag asid oksidasyonun azalmasi ve hiicrede lipid birikimi gelistigi
bilinmektedir. Hiicre kiiltiirinde miR-10b ekspresyonu arttirildigt zaman PPAR-a
protein diizeyinin azaldigr, miR-10b’nin inhibe edildigi zaman PPAR-o’nin arttigi
gozlenmistir. PPAR-o’nin mRNA molekiiliiniin miR-10b’nin niikleotid dizimiyle
eslestigi ve miR-10b’nin hedef proteini oldugu saptanmistir (55). miR-10b’nin PPAR-a
tizerinden hiicre lipid metabolizmasinda etkili oldugu ve bu yolagin tedavi hedefi
olabilecegi belirtilmistir. Bizde hiicre i¢i lipid metabolizmasinda etkili bu miR’nin
serumdaki diizeylerini arastirdik. Bizim ¢aligmamizda hasta ve kontrol gruplar1 arasinda
mMiR-10b’nin  serum  diizeyleri arasinda bir fark bulunamamistir. Yapilan
degerlendirmede steatohepatit hastalarinda inflamasyonun siddeti arttitkga miR-10b
diizeylerinin serumda azaldigir goriilmistiir. Kontrol ve hasta gruplar1 arasinda farki
olmayan miR-10b’nin hasta grubunun kendi igerisinde degerlendirilmesinde
inflamasyonla negatif korele olmasi bize bu miR’nin NAYKH’da rol alabilecegini
belkide hasta sayis1 arttirildiginda kontrol ve hasta gruplar arasinda fark olusabilecegini

diistindlirm{istiir.

miR-34a ve miR-146b: NAYKH olan insanlarin karaciger dokusundan alinan biyopsi
orneklerinde normal populasyona gore miR-34a ve miR-146b anlamli yiiksek
saptanmigtir (20). Farelerle yapilan bir calismada miR-34a’nin lipid ve glukoz
metabolizmasinda yer aldigina dair bulgular elde edilmistir (56). Tip 2 DM olan
insanlarda kontrollere gore miR34a’nin serumda daha fazla oldugu goriilmiistiir (77).
miR-34a’nin  hepatik lipid hemostazisi iizerinde anahtar diizenleyici oldugu
belirtilmistir. Yapilan ¢alismalarda miR34a’nin karaciger yaglanmasi ve insiilin
rezistansi tizerine etkili oldugu ve bu miR’nin inhibisyonunun NAYKH ve obezite
iligkili hastaliklarda yeni terapotik hedef olabilecegi diistiniilmektedir (78). Yukarida da
bahsettigimiz gibi NAYKH’da serumda miR-34a tek calismada bakilmistir (73). Bu
calismada serumda yiiksek ekspresyon oranlari saptanmistir. Bu calismadan farkl

olarak bizim hasta sayimiz azdir. Histopatolojik bulgular genel olarak oranlar agisindan
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aynidir. miR-146b ile ilgili ¢alismalar kisitlidir. Obez farelerin yag dokularinda yapilan
bir ¢alismada miR-146b’nin ekspresyonunun arttigi goriilmiistiir (79). Bu veriler
1s1g¢inda bu iki miR hasta ve kontrol gruplarinin serumlarinda c¢alisilmistir. Yaptigimiz
calismada miR-34a agisindan hasta ve kontrol gruplar1 arasinda fark bulunamamaistir.
flging olarak bizim ¢alismamizda miR-146b’nin hastalarda kontrol grubuna gore serum
ekspresyonu anlamli bigimde azalmistirr Bu miR’ninda NAYKH tanisinda

kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.

miR-197 ve miR-99a: NAYKH patogenezinde viseral beyaz yag dokusundan
kaynaklanan adipokin ve sitokinler 6nemli rol almaktadir. Periseliiler fibrozisli NASH
hastalariin beyaz yag dokusunda kontrollere gére miR-197 ve miR-99 diizeylerinin
azalarak farklilik gosterdigi saptanmistir. Bu miR’lar NASH hastalarinda periseliiler
fibrozisle negatif iligkili bulunmustur (57). Calismamizda hasta ve kontrol gruplar
arasinda bu iki miR ag¢isindan serum diizeylerini karsilagtirdik ayrica NAYKH’da serum
miR-197 ve miR-99 diizeylerinin fibrozis ile iligkisini degerlendirdik. Her iki miR’nin
hastalarin serumlarinda anlamli olarak diisiik ¢iktig1 goriilmiistiir. Yag dokusundaki
diizeyleri periseliiler fibrozis ile negatif iligskili bulunan bu miR’larin  bizim
calismamizda serum diizeyleriyle hastalarin fibrozis evreleri arasinda bir iliski
bulunamamistir. Fakat miR-197 diizeylerinin hafif inflamasyona goére orta ve ileri
inflamasyonlu NAYKH’da azaldig1 saptanmistir. Bu iki miR’ ninda NAYKH tanisinda

kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.

mMiR-29a: Fare ve insanlarda yapilan bir ¢alismada miR-29 (miR-29a, b, ¢) ailesinin
karaciger fibrozisinin diizenlenmesinde etkili oldugu saptanmistir. Karbon tetrakloriir
verilerek farelerde hepatik fibrogenezis indiiklenmis ve bu farelerin karaciger
dokularinda kontrollere gére miR-29 ailesinin hepsinin azaldig1 saptanmistir. Bu azalma
ileri evre fibrozisli hastalarin karaciger dokularindaki miR29 azalmasiylada korele
bulunmustur. Ayrica bu caligmada ileri evre sirozda erken evre fibrozis ve normal
kontrol hastalarina gore daha diisiik serum miR-29a diizeyleri bulunmustur. Farelerin
karaciger dokularindan elde edilen hepatik yildizst hiicrelerde transforming growth
factor beta (TGF-b), lipopolisakkarit (LPS) ve NF-kB araciligi ile miR-29 diizeyleri
azalmistir. Ayrica hepatik yildizs1 hiicreler de TGF-b ile azalan miR29 diizeyleri sonucu
ekstraseliiler matriks proteinlerinden kollajenin gen ekspresyonunun arttig1 saptanmistir

(58). Bagka bir ¢aligmada farelerde ve insanlarda myokard enfarktiisii sonrasi kalp
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dokusunda miR-29 ailesinin azaldigi saptanmistir (59). miR-29’un fibrozisde gorevli
kollojen, fibrillin ve elastin gibi proteinlerin mRNA’larin1 hedef aldig1 ve baskiladig
belirtilmistir (59). In vitro ve in vivo ¢alismalarda miR-29’un inhibe edilmesiyle
kollejen sentezi artmis, miR29’un ekspresyonunun arttirtlmasiyla kollejen sentezi
azaltilmistir (59). Miyokart enfarktiisii olan kardiyak alanlarda miR-29’un azaldigi
gorilmiistir ve buna bagli olarak baskilanan ekstraseliiler matriks proteinlerin
mRNA’larinin arttig1 diistiniilmektedir. (59). Ayrica miR-29’un genel olarak dokularda
fibrozis igin potansiyel terapotik hedef olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Bizde
fibrozisde etkin rol aldig1 saptanan ve ileri evre siroz vakalarinda serumda da azaldigi
goriilen MiR-29’un NAYKH’da literatiirde ilk defa serum diizeylerini degerlendirdik.
Hastalarimizin karaciger fibrozis dereceleri ile miR-29a’nin iliskisini inceledik. Elde
ettigimiz sonuglarda miR-29a’nin hasta ve kontrol serumlarinda degismedigi, hastalarin

fibrozis evresiyle iliskili olmadig1 goriilmiistiir.

Calismamizda miR’larin NAYKH’da serumda kontrol grubuna gore farkli ekspresyon
paterni gosterdigi bulunmustur. Ayrica serumdaki baz1 miR’larin karaciger dokusundaki
patolojik degisiklikler ile iligkili olabilecegi saptanmistir. Bizim ¢aligmamiz bir 6n
calisma niteligindedir. Fazla sayida miR tiirii ile yapilacak caligmalarda tanisal amaclh

daha net bilgilere ulasilacagi kanaatindeyiz.

miR calismalarinda dikkat edilmesi gereken birka¢c nokta oldugu kanaatindeyiz.
Birincisi hayvanlarda yapilan ¢aligmalarda deneysel olusturulan modellerden elde edilen
sonuglarin insanlarla birebir eslestirme yapilamayacagi, insanlardaki NAYKH nin dogal
seyriyle hayvan modelleriyle aym olmayabilecegi akilda tutulmalidir. Ikincisi bir
miR’nin birden fazla mRNA’ya baglanabilecegi veya inhibe edebilecegi ayrica birden
fazla miR’nin bir mRNA’y1 etkileyebilecegi bilinmelidir (20). Bunlarin disinda
miR’larin  hiicre  proliferasyonunda, apopitozisde, metabolizmada, immiin
fonksiyonlarda, inflamasyonda, doku gelisim ve diferansiyasyonunda onemli rol
oynadiklar1 bilinmektedir. Bu yolaklarin bir veya birden fazlasi hastaliklarin
patogenezinde rol almaktadir. Buradan yola ¢ikarak farkli hastaliklarda patogenezde
etkili bir veya birden fazla ortak miR’larin olmasi kaginilmaz hale gelmektedir. Bu da
miR’larin hastaliklarin tanisinda kullanimini karmasik hale getirmektedir. Buna 6rnek
olarak miR10b hiicre igi lipid metabolizmasini diizenledigi gibi, meme kanserinde

timor metastazinda ve invazyonundada etkili oldugu bilinmektedir (80). Hastaliklarin
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tanisinda miR’larin  diizeylerinin farkliligt veya kombine-birden ¢ok miR’nin

kullaniminin daha mantikli olabilecegini diisiinmekteyiz.

Hastaliklarda ekspresyonlar1 degisen miR’lara yapilabilecek miidahaleler ile tedavide
kullanilabilecegi mevcut calismalarda belirtilmektedir. miR’lar konusunda bilgilerimiz
olduk¢a sinirlidir. Son yillarda bu konuda c¢aligmalar artmakta ve miR’lar1 daha iyi
anlamaktayiz. Yalmiz bu konudada dikkat etmemiz gereken birka¢ nokta mevcuttur.
miR’larin birden fazla hiiresel aktivitede rol alan proteinleri etkiledigi bilinmektedir. Bu
da tedavilerle ekspresyonu bozulan miR’nin ne kadar diizeyde arttirilacagi ya da
azaltilacagi ve yapilacak miidahale ile normal isleyen farkli hiicresel fonksiyonlarin

nasil etkilenecegi merak konusudur.

Bizim c¢alismamizda maddi imkanlar o6lgiisiinde bazi miR’larin serum diizeyleri
degerlendirilmistir. Kanaatimizce NAYKH’nin non-invaziv tanisinda tek bir miR’dan

ziyade birden fazla miR’nin degerlendirilmesi gerekmektedir.
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