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NONALKOLIK STEATOHEPATITLI HASTALARDA, iNSULIN DiRENCI iLE
OSTEOKALSIN VE OKSIDATIF STRES ARASINDAKI iLISKININ ARASTIRILMASI

Kiymet DOLBUN SECKIN
Erciyes Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
Biyokimya Anabilim Dah
Doktora Tezi, Mart 2013
Damsman: Prof. Dr. Giilden BASKOL
OZET

Bu calismada, nonalkolik steatohepatitli (NASH) hastalarda insiilin direnci, osteokalsin ve
oksidatif stres arasindaki iliskiyi degerlendirmeyi amagladik. Calisma grubu, 28 NASH’l1 hasta
ve bunlarla yas ve cinsiyet agisindan uyumlu 20 saglikli kontrol grubundan olustu. Total
osteokalsin, karboksillenmemis osteokalsin (ucOC), 8-hidroksideoksiguanozin (8-OHdG),
interlokin-10 (IL-10), interlokin-1p (IL-1p), tiimor nekroz faktér-o (TNF-a) ve interlokin-6 (IL-
6) diizeyleri ELISA yontemleri ile 6lciildii. Homeostasis Model Assessment-insiilin direnci

(HOMA-IR) degerleri aclik kan glukoz ve insiilin diizeyleri kullanilarak hesaplandi.

Plazma total osteokalsin diizeyleri, kontrol grubuna kiyasla hasta grubunda diisitk bulundu
(p<0.001). TNF-a ve HOMA-IR seviyeleri, hasta grubunda kontrollere gore yiiksek bulundu
(sirasiyla p<0.009, p<0.001). Viicut kitle indeksi (VKI) diizeyleri, hasta grubunda kontrol
grubuna kiyasla yliksek tespit edildi (p<0.001). ucOC, 8-OHdG, IL-10, IL-1B ve IL-6
diizeylerinde iki grup arasinda anlamli fark yoktu (p>0.05). Total osteokalsin ile HOMA-IR
diizeyleri arasinda negatif korelasyon tespit edildi (r=-0.592, p<0.001). TNF-a ile HOMA-IR
diizeyleri arasinda pozitif korelasyon bulundu (r=0.290, p<0.045).

Sonuglarimiz, NASH patogenezinde insiilin direnci ve obezitenin onemli faktorler oldugu
goriisiinii desteklemektedir. Bu proje, NASH’l1 hastalarda total osteokalsin ve ucOC’un birlikte
olciildiigii ilk calismadir. Bulgularimiz, NASH konusuna osteokalsin ve insiilin direnci iliskisi

acisindan farkli bir bakis getirmektedir.

Anahtar kelimeler: Nonalkolik steatohepatit, insiilin direnci, osteokalsin, oksidatif stres.
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INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN INSULIN RESISTANCE,
OSTEOCALCIN AND OXIDATIVE STRESS IN PATIENTS WITH NONALCOHOLIC
STEATOHEPATITIS
Kiymet DOLBUN SECKIN
Erciyes University, Graduate School of Health Sciences

Department of Biochemistry
PhD Thesis, March 2013
Supervisor: Prof. Dr. Giilden BASKOL
ABSTRACT
In this study, we aimed to investigate the relationship between insulin resistance, osteocalcin
and oxidative stress in patients with nonalcoholic steatohepatitis (NASH). The study group
comprised 28 patients with NASH and 20 healthy controls who were matched for age and sex.
Total osteocalcin, undercarboxylated osteocalcin (ucOC), 8-hydroxydeoxyguanosine (§-OHdG),
interleukin-10 (IL-10), interleukin-1p (IL-1p), tumor necrosis factor-a (TNF-a) and interleukin-
6 (IL-6) levels were determined by ELISA methods. Homeostatic model assessment-Insulin

resistance (HOMA-IR) values were calculated using fasting blood glucose and insulin levels

Plasma total osteocalcin levels were found decreased in patients compared to controls
(p<0.001). TNF-a and HOMA-IR levels were found increased in patients compared to controls
(p<0.009, p<0.001 respectively). Body mass index (BMI) levels were found higher in patient
groups compared to controls (p<0.001). ucOC, 8-OHdG, IL-10, IL-1B and IL-6 levels were not
significantly different between two groups (p>0.05). Total osteocalcin were found to be
negatively correlated with HOMA-IR levels (r=-0.592, p<0.001). TNF-a were found to be
positively correlated with HOMA-IR levels (r=0.290, p<0.045).

Our results support the idea that insulin resistance and obesity are important factors in
pathogenesis in NASH. This project is the first study both total osteocalcin and ucOC levels
were measured in patients with NASH. Our resuts provides a different perspective about

relationship between osteocalcin and insulin resistance from the NASH topic.

Key words: Nonalcoholic steatohepatitis, insulin resistance, osteocalcin, oxidative stress.
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1.GIRIS VE AMAC

Alkolik olmayan karaciger yaglanmasi ile nekroinflamasyonun birlikteligi nonalkolik
steatohepatit (NASH) olarak tanmimlanir. Hastaligmm klinik 6nemi; fibrozis, siroz,
karaciger yetmezligi ve karaciger kanserine yol acabilme potansiyelinden ileri
gelmektedir. NASH prevalansi ¢ok iyi bilinmemektedir, bunun en ©6nemli nedeni
hastalarin ¢ogunun asemptomatik olmasidir (1, 2). Hastali§in siklig1 bati toplumlarinda
fazla olmakla birlikte, diyet aligkanliklarinin degismesi, kalori aliminda artis ve sedanter
yasama gecisle artik tiim diinyada artis gostermektedir (3). NASH olgusu
patogenezinden, dogal seyri ve tedavisine kadar bircok alanda belirsizlikler

sergilemektedir.

Insiilin direnci; insiilinin sentezinden, salgilanmas1 veya hedef hiicrelerde etkilerini
olusturuncaya kadar olan asamalarda ortaya ¢ikabilen, insiilinin beklenen etkilerinin
azalmasi durumudur (4). Homeostasis Model Assessment (HOMA); insiilin direncini
(IR) degerlendirebilen, 6zellikle genis hasta popiilasyonlarini pratik bir sekilde inceleme
imkan1 saglayabilen bir testtir (5). NASH patofizyolojisindeki esas rolii insiilin
direncinin oynadig1 diisliniillmektedir. NASH’li hastalarin HOMA-IR degerlerinin
normal bireylere gore yiikksek bulundugu bildirilmistir (6, 7).

Sadece bir kemik yapim belirteci degil, ayn1 zamanda enerji metabolizmasi ile iliskili
bir molekiil oldugunun kesfi ile osteokalsin, son yillarda lizerinde caligymalarin arttig1 bir
molekiil olmugtur. Osteokalsinin; B-hiicre proliferasyonu, insiilin duyarlilig1 ve enerji

metabolizmast ile ilgili bir molekiil oldugu iizerinde durulmaktadir (8, 9, 10).



Osteokalsin seviyeleri ve HOMA-IR arasinda negatif korelasyonun bulundugu ile ilgili

literatiirlere rastlanmaktadir (11, 12).

Antioksidan mekanizmalarin yetersiz kaldig1 veya reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) asir1
miktarda iiretildigi durumlarda, prooksidan-antioksidan sistemler arasindaki dengenin
bozulmasi oksidatif stres olarak tanimlanir. Oksidatif stresin NASH patogenezinde rol
oynadig1 bilinmektedir (13). Stabil bir molekiil olan deoksiriboniikleik asit (DNA),
lipidler ve proteinler gibi spontan kimyasal oksidatif hasara ugrayabilmektedir.
NASH’l1 hastalarda, oksidatif DNA hasarin1 degerlendirmek amaciyla yapilan smirl
sayida caligma bulunmaktadir (14, 15). Bu nedenle NASH’I1 hastalarda, oksidatif DNA
hasarmi gosteren bir belirte¢ olarak kabul edilen 8-hidroksideoksiguanozin (8-OHdG)

Olctimii klinik bakimdan 6nem tasiyacaktir.

Sitokinler; otokrin, parakrin ve endokrin etki gosterebilen ve cesitli biyolojik etkilere
sahip, protein yapidaki molekiillerdir. Sitokinlerin pek ¢ok hastaligin patogenezi ile
iligkili oldugu bilinmektedir. Hepatositler, yiizeylerinde tasidiklar1 cesitli sitokin
reseptorleri ile organizmanin hem sistemik hem de yerel savunma sistemi i¢in ¢ok
onemli bir konumdadirlar (16). Interlokin-1 beta (IL-1B), tiimor nekroz faktor alfa
(TNF-a) ve interlokin-6 (IL-6) gibi proinflamatuar sitokinler, NASH patogenezi ile
iligkili goriilmektedirler. (17, 18). Antiinflamatuar bir sitokin olan interlokin-10 (IL-10)
steatoza kars1 koruyucu rol oynamaktadir (19). Yagh karacigerin, steatohepatit, fibrozis
ve siroza ilerlemesinde sitokinler ve oksidatif stres birlikteligi sorumlu tutulmaktadir

(20).

NASH ve insiilin direnci arasindaki iliskiye dair literatiirde pek c¢ok c¢alisma
bulunmasina karsin, NASH’ta insiilin direnci ve osteokalsin arasindaki iligkiye ait sinirl
sayida ¢alisma mevcuttur. Biz bu calismada, son yillarda caligmalarin arttig1 insiilin
direnci-osteokalsin iligkisinden yola c¢ikarak, NASH’ta osteokalsin seviyelerinin nasil
degistigini ve insiilin direnci ile osteokalsin arasindaki iligskiyi gostermeyi; NASH’ta
oksidatif DNA hasar1 belirteci olan 8-OHdG diizeylerini arastirarak, insiilin direnci ile

osteokalsin ve 8-OhdG arasmdaki iliskiyi gostermeyi hedefledik.

Ayrica, IL-1B, TNF-a ve IL-6 gibi proinflamatuar; IL-10 gibi antiinflamatuar
sitokinlerin osteokalsin ile iliskisini arastirmayi; tiim bu parametrelerin birbiriyle

iliskisini gostermeyi amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. NONALKOLIK STEATOHEPATIT
2.1.1. Tammm

Karacigerin agirliginin %5’ inden fazla yaglanmasi steatoz (yagh karaciger); buna eslik
eden inflamasyon varsa steatohepatit olarak adlandirilir (21). NASH, ilk defa Ludwig ve
ark. (22) tarafindan 1980 yilinda tanimlanmis olup, alkolik karaciger yaglanmasina

benzeyen fakat etiyolojide alkol dis1 nedenlerle meydana gelen bir dizi degisikliktir.
2.1.2. Tarih¢e ve Epidemiyoloji

Yaglh karaciger terimi, ilk olarak yaklasik 160 sene 6nce patolog Rokitansky tarafindan
tanimlanmistir. 1979 yilinda Adler ve ark. (23), yagh karaciger hepatitini 29 obez
hastada bildirmiglerdir. 1980 yilinda Ludwig ve ark. (22), “Nonalcoholic steatohepatitis:
Mayo clinic experience with a hitherto unnamed disease” isimli makaleleri ile NASH’1

ilk kez tanimlamuslardir.

Genel popiilasyonda NASH prevalansi ¢ok iyi bilinmemekle birlikte prevalansinin %?2-
3 arasinda oldugu diisiiniilmektedir (24). NASH prevalanst beyaz ve hispaniklerde,
afroamerikanlara gore daha yiiksektir (25). Karaciger biyopsisi yapilan bireylerde,
NASH goriillme sikligt  %1.2-9 olarak saptanmuistir (26). Amerika Birlesik
Devletleri’'nde  (ABD), genel popiilasyonun %?20-30’unda karaciger yaglanmasi
bulundugu ve NASH sikliginin yaklasik %3.5-5 arasinda oldugu tahmin edilmektedir
(1, 27). Obezite, NASH ile iligkilendirilmis en sik durum olup, yapilan ¢alismalarda



NASH’l1 hastalarin %57-90’1min obez oldugu saptanmistir (28). 105 obez hasta ile
yapilan bir caligmada, %25’ inde NASH tespit edilmis bunlarin %11’ inde ise ilerlemis
fibrozis bulundugu bildirilmistir (29). NASH 1n daha cok 40-60 yas arasinda goriildiigii
bilinmektedir, ayrica 10 yas ve {izeri ¢ocuklarda da goriildiigii bildirilmistir (22, 30).

2.1.3. Patogenez

Normalde karacigerdeki lipidlerin miktar1 karaciger agirligmin %5’ini ge¢cmez. Bu
lipidler; trigliseridler, fosfolipidler, kolesterol, kolesterol esterleri ve serbest yag
asitleridir. Karacigerde lipidlerin alinmasi, iiretimi, oksidasyonu ve kana verilmesi
arasinda bir denge vardir; eger bu denge bozulursa karacigerde asir1 lipid depolanmasi
ortaya cikar. Steatoz durumunda, hem lipidlerin miktar1 hem de trigliseridlerin
dagilimdaki orani artar. Normalde trigliseridler karacigerdeki lipidlerin %15 kadarini

olustururken, yaglanmis karacigerde bu oran %60’lara kadar yiikselir (31, 32).

NASH patogenezi heniiz iyi bir sekilde ag¢iklanamamaktadir, ¢iinkii steatozu olan
hastalarda NASH gelisimini etkileyen faktorler hakkinda yeterli bilgi yoktur. Degisik
mekanizmalar One siiriilmiistiir ve bunlar arasinda goriis ayriliklart mevcuttur (33).
Steatoz olusumu, steatohepatite giden siirecin baglangicin1 olusturur. Steatoz
olusumundan sonraki evre ise inflamasyonun eklenmesidir (34). Steatozu steatohepatite
yonlendiren faktorler cesitli ve hala tartigmalidir. Reaktif oksijen iiriinleri, lipid
peroksidasyon defektleri, sitokinler, endotoksinler, mitokondri fonksiyon bozukluklari,

genetik yatkimlik ve hiperinsiilinemi gibi faktorler sorumlu tutulmaktadir (35, 36).
Cesitli mekanizmalar karacigerde steatoza yol agmaktadir (16, 31, 37):

1.Artmis yag asidi kaynagi: Artmig visseral/subkutanoz adipoz lipolizi ile ya da artmus

diyetsel girdi.
2.Artmis de novo hepatik lipogenez.
3.Azalmis beta oksidasyon: Karnitin eksikligi, mitokondriyal disfonksiyon.

4. Karacigerden c¢ok diisikk yogunluklu lipoprotein (VLDL) sekresyonunda azalma:
Apolipoprotein sentezinde bozukluk, kolesterol esterifikasyon bozuklugu, protein

malniitrisyonu.

Gecmis yillarda kabul edilen two hit hipotezi, son arastirma sonuglar1 ile tekrar

sekillenmistir. Two hit hipotezine gore; ilk darbeyi karacigerde yaglanma olusturur ve
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bu durum, karacigeri gelecek olan ikinci darbeye duyarli hale getirir. ikinci darbe ise,
serbest oksijen radikallerinin ortaya c¢ikmasi ve bunlarin fibrozis gelisimine kadar
uzanan hasar1 olusturmasidir. Giinlimiizde bu modelde One siiriilen, first hit olarak
adlandirilan trigliserid birikiminin hepatositlere zarar vermedigi, aksine serbest yag

asidi toksisitesinden hepatositleri korudugu tespit edilmistir (38, 39).

Mitokondriler, serbest yag asidi oksidasyonunda ve adenozin trifosfat (ATP) iiretiminde
onemlidir. Orta ve kisa zincirli yag asitlerinin B-oksidasyonlar1 ve trikarboksilik asit
(TCA) dongiisii mitokondri matriksinde gerceklesir. Artmis serbest yag asidi icerigi
hepatosit mitondrilerinin sigsmesine, frajilitelerinin ve membran gecirgenliklerinin
artmasina neden olmaktadir. Serbest yag asitlerinin yiiksek olmasi -oksidasyonu artirir
ve bu durumda lipid peroksidasyonu, siiperoksit ve hidrojen peroksit miktar1 artar.
Artmus oksidatif stres, yaglh karacigerin NASH’a doniisiimiindeki mekanizmalarin
baslangicindaki faktor olarak bilinmektedir (40, 41). Lipid peroksidasyon iiriinleri ve
sitokinler, hepatosit Oliimiine, megamitokondri, mallory cisimcigi olusumuna, stellat
hiicre ve polimorfoniikleer 16kosit aktivasyonuna neden olurlar. Lipid peroksidasyonu,
hepatosit nekrozuna ve kollajen sentezinde artisa neden olmaktadir. Lipid

peroksidasyon derecesi ile yaglanma derecesi arasinda iliski bulunmaktadir (42, 43).

Inflamasyona katkida bulunan 6nemli bir faktor hiperinsiilinemidir. Insiilin serbest yag
asitlerinin B-oksidasyonunu Onleyerek karacigerde toksik serbest yag asidi miktarmi
artirrr. Insiilin direnci, hormon duyarli lipoprotein lipazi1 uyarir ve periferal lipoliz artar.
Periferal lipoliz artisi, karacigere gelen yag asidi miktarinin artmasina neden olur.
Insiilin direnci durumunda, karacigerde yag asitlerinin trigliseridlere esterlesmesi ve
karacigerden salinimi azalir. Ayrica, insiilinin yiiksek seviyeleri VLDL nin bir bileseni
olan apolipoprotein B100’ii inhibe eder ve bu durumda karacigerden trigliseridlerin
tasinmas1 zorlasir (24, 44). Insiilin direnci, transferrin reseptorlerinin asir1 eksprese
olmasima ve serum ferritininin artmis konsantrasyonlarina neden olmaktadir. NASH’ i

hastalarda artmis karaciger demiri ve serum ferritin seviyeleri bildirilmistir (45).

TNF-a, steatoz ve steatohepatit patogenezinde merkezi bir role sahiptir. Cesitli insan ve
hayvan calismalarinda, yiikselmis TNF-o diizeylerinin obezite ve insiilin direnci ile
iliskili oldugu bulunmustur (6, 46). TNF-a, adiposit ve hepatositlerde glukoz tasiyici
protein-4 (GLUT-4) ekskpresyonunu ve lipoprotein lipaz aktivitesini azaltarak insiilin

direncine yol agmaktadir. Ayrica, karacigerde c-Jun N-terminal kinaz-1 (JNK-1) ve



niikleer faktor kappa B (NF-xB) yolunu aktive ederek inflamasyonu indiiklemektedir
(47).

Adiponektin, adipositlerden  salgilanan antiinflamatuar  Ozellige sahip  bir
adipositokindir. Viicut yagmin azaltilmasinda, hepatik ve periferal insiilin duyarliliginin
diizenlenmesinde etkilidir. Adiponektin karacigerde B-oksidasyonu onler, ayrica hepatik
de novo lipogenezi azaltir (17, 48). NASH’ta karaciger adiponektin reseptorleri (adip R
II) mRNA ekspresyonunun, fibrozis derecesi ile negatif korelasyon gosterdigi
bildirilmistir (49). Ayrica diisiik adiponektin seviyeli hayvan modellerinde,
hepatotoksinlere maruz kalindiginda fibrozis gelisiminin daha yaygin oldugu tespit
edilmistir (50). Diisiik adiponektin ve artmis TNF-a seviyelerinin birlikteligi,

patogenezin olusumunda onemli bir faktor olarak kabul edilmektedir (20, 51).

Leptin, yapisal olarak sitokinlere benzeyen, viicut kitlesinin diizenlenmesinde rolii olan
ve obez geni tarafindan kontrol edilen bir hormondur. Obezite ve artmis kalori alimu,
leptin sentezini uyarir. Kronik olarak yiiksek insiilin seviyeleri leptin konsantrasyonunu
belirgin sekilde artirir (52). NASH’ta steatoz derecesi ile yiiksek leptin seviyeleri
arasinda korelasyon bulundugu, fakat inflamasyon ve fibrozis ile iligkili olmadigi
bildirilmistir. Bagka bir ¢alismada ise yiiksek leptin seviyeleri ile steatoz, inflamasyon

ve fibrozis arasinda iligki bulunmadig tespit edilmistir (53).

IL-6, NASH patogenezinde rol oynadigi diisiiniilen diger bir sitokindir. IL-6,
adiponektin ve lipoprotein lipaz sentezini baskilamakta ve hepatik kupffer hiicrelerini
aktive ederek proinflamatuar etki gostermektedir. Bunun yani sira IL-6 yiiksekliginin

hepatoprotektif koruma sagladigini bildiren ¢caligmalar bulunmaktadir (20, 54, 55).

Resistin, adipoz doku ve makrofajlardan sentezlenen bir adipokindir. Esas hedef organi
karaciger olan resistinin, iskelet kasi ve adipoz dokudaki etkileriyle birlikte hepatik
insiilin direncine neden oldugu bilinmektedir (56). NASH’ta resistin ile ilgili fazla
caligma bulunmamaktadir fakat, genel metabolik etkisi NASH patogenezinde etkili
olabilecegini diisiindiirmektedir. Fibrozis siddeti ile resistin seviyelerinin iliskili oldugu

caligsmalar mevcuttur (57).

Apoptoz, kaspazlar tarafindan diizenlenen hiicre 6liimii olarak tanimlanir. Kaspazlar,
zimojen olarak sitoplazmada bulunurlar ve aktif maddelerinde sistein yer alr.
Apoptozun baslangiciyla epitel spesifik ara flament sitokeratin-18, 2 ayr1 noktadan 3

parcaya ayrilir. Bu kirilma sonucu olusan M30 antijeni, M30 monoklonal antikoru



tarafindan tanmir. Hepatik apoptoz, NASH gelisiminde ©6nemli bir 6zelliktir ve
apoptoz-patogenez iliskisini agiklamak icin ¢aligmalar yapilmaktadir. Sitokeratin-18’in

(M30 antijeni) NASH’11 hastalarda yiiksek bulundugu bildirilmistir (58).

Japonyada yapilan bir calismada, obezite ve inflamasyona olan genetik yatkinligin
NASH agisindan 6nemli oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada, enerji metabolizmasinin
diizenlenmesinde rol oynayan ve lipoliz yoluyla lipid mobilizasyonunu uyaran f-
adrenerjik reseptorler, NASH’l1 hastalarda arastirilmistir. Hipertrigliseridemi,
hiperinsiilinemi ve obezite ile iliskili olan Ps-adrenerjik reseptoriin 64. kodon
varyantintn  NASH’Ii hastalarda kontrollere kiyasla daha siklikla bulundugu
bildirilmistir (59).

2.1.4. Klinik Bulgular

Hastalarin %45-100’iiniin asemptomatik oldugu bilinmektedir. Halsizlik, yorgunluk,
sag iist kadranda hassasiyet ve dolgunluk gibi semptomlar goriilebilmektedir (60).
Hastalarin  cogunda  saptanabilen tek muayene bulgusu hepatomegalidir.

Hepatomegaliye hastalarin yaklasik %25’ inde rastlanmaktadir (61).
2.1.5. Laboratuvar Bulgulan

Laboratuvar sonuclarma bakarak, direkt NASH tanis1 koymak miimkiin degildir.
NASH’ta karaciger fonksiyon testlerinde en sik karsilasilan durum alanin
aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST) degerlerinde 2-3 kat artistir.
AST/ALT degeri <1°dir ve bu oran NASH’1 alkolik hepatitten ayirir. AST/ALT degeri
>] ise bu durum fibrozisi ve sirozu diisiindiiriir (62). Asemptomatik transaminaz
yiiksekliginin arastirildigi bir ¢alismada 81 hastadan 26’sinda steatohepatit, 4’{inde
fibrozis ve 2’sinde siroz gelisimi bulunmustur (63). Serum alkalen fosfataz (ALP) ve
gama glutamil transferazin (GGT) anormal degerleri goriilebilir.  Ancak
hiperbilirubinemiye, protrombin zamaninin uzamasina ve hipoalbuminemiye bu
hastalarda sik rastlanmaz. %20-80 arasinda hastada hiperlipidemi oldugu bildirilmistir
(24). Serum ferritin seviyelerinin, hastalarin %40-58’inde yiiksek oldugu bildirilmistir

(45, 64).



2.1.6. NASH’ta Karaciger Histopatolojisi

Steatoz, karacigerde yaygin bir durumdur ve genellikle zon 3’ten baslar. Hepatositlerde

iki tiir steatoz vardir:
1.Mikrovezikiiler steatoz
2.Makrovezikiiler steatoz

Mikrovezikiiler steatozda, cok sayida kiiciik yag damlaciklar1 hepatosit sitoplazmasina
dagilmis olarak bulunur. Hepatosit hidropik ve soluk goriiniimdedir. Hepatosit
nukleuslar1 merkezde bulunur. Klinikte, hepatoselliiler yetmezlige eslik eden yaglanma

bu tiirdir.

Makrovezikiiler steatozda, hepatosit sitoplazmasinda biiyiikk tek bir yag damlacigi
seklinde goriiliir. Nukleus bir kenara itilmistir. Bu tip yaglanma genellikle zararsiz ve

benigndir. NASH’de steatoz tipik olarak makrovezikiilerdir (Sekil 2.1.) (65, 66).

Milcrovernkiler steatoz Malrrovernlailer steatoz
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Sekil 2.1. Mikrovezikiiler ve makrovezikiiler steatoz (67)

Klinik bulgular ve mevcut laboratuvar bulgular1 ile NASH’a kesin tan1 konulamadigi
icin histolojik bulgu gereklidir. NASH’ta tipik karaciger biyopsi bulgulari;
makrovezikiiler steatoz, lobiiler inflamasyon ve hepatosit balonlagsmasidir (Sekil 2.2.).
Lobiilde lipogranulomlar, asidofil cisimcikler ve perisiniizoidal fibrozis tabloya eslik

edebilir. NASH tanis1 i¢in, fibrozis bulunmasi sart degildir (68).

Histopatolojik olarak NASH tanis1 steatoz, inflamasyon ve fibrozis agisindan
evrelendirilerek degerlendirilir. Brunt ve ark. (69), ortak histolojik 6zellikler veren

NASH i¢in bir derecelendirme (grade) ve evrelendirme (stage) sistemi olusturmuslardir



(Tablo 2.1. ve Tablo 2.2.). Bu sisteme gore nekroinflamatuar derecelendirme esas olarak
steatoz, balonlagsma ve lobiiler inflamasyon derecesi géz Oniinde bulundurularak; hafif,

orta ve siddetli olarak ii¢ derecede toplanmuistir.

Sekil 2.2. Nonalkolik steatohepatitte karaciger histolojisi (67)

Tablo 2.1. NASH’ta Brunt grade sistemi (68)

Grade Steatoz Balonlasma inflamasyon
Hafif (Grade 1) 1-2 Minimal L:1-2,P:0-1
Orta (Grade 2) 2-3 Mevcut L:1-2,P: 1-2
Siddetli (Grade 3) 2-3 Belirgin L:3,P: 1-2

Steatoz: grade 1<%33, grade 2=%33-%066, grade 3>%66
Lobuler (L)= 0-3, 0: yok, 1: <2 odak (20 biiyiitme), 2: 2-4 odak (20 biiyiitme), 3: >4 odak (20 biiyiitme)
Portal (P)= 0-3, 0: yok, 1: hafif, 2: orta, 3: belirgin
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Tablo 2.2. NASH’ta Brunt stage sistemi (68)

Stage Zon 3, perisiniizoidal fibrozis Birlesme fibrozisi Siroz
1 Fokal veya yaygin 0 0
2 Fokal veya yaygin 0 0
3 + + 0
4 + Yaygin +

Stage 1: Fokal veya yaygin periveniiler alanda periselliiler fibrozis
Stage 2: Yaygin veya fokalden daha fazla periportal fibrozis
Stage 3: Fokal yada yaygin kopriilesme fibrozisi

Stage 4: Siroz

2.1.7. Klinik Seyir ve Prognoz

Hastaligin prognozu tam olarak bilinmemektedir, ciinkii biyopsi ile izlenen uzun donem
caligmalar az sayidadir. Genellikle klinik olarak stabil seyreden NASH prognozunun,
alkolik hepatitten belirgin olarak daha iyi oldugu diisiiniiliir. Selim ve yavas seyirli bir

hastalik olarak kabul edilen NASH, fibrozise ve siroza ilerleme gosterebilmektedir (45)

103 hastanin dahil edildigi bir caligmada hastalardan ortalama 3.2 yillik aralarla seri
biyopsi yapilmig ve bu hastalarin %37’sinde fibrozis evresinin ilerledigi, %34 iinde
degismedigi, %29’unda ise fibrozis evresinin geriledigi bildirilmistir (70). 10 yil
stiresince takip edilen NASH’I1 hastalarin %?25’inde siroz gelistigi, %10-12’sinin ise
karaciger ile ilgili hastaliklar yiiziinden yasamini yitirdigi tespit edilmistir. Baska bir
caligmada, karaciger biyopsisinde fibrozisi olan hastalar 10 yil izlenmis ve bu hastalarin

9%10’unda siroz gelistigi goriilmiistiir (71).

Roskams ve ark. (72) tarafindan yapilan c¢alismada, NASH olusturulan hayvan
modellerinin ¢cogunun siroz gelistirmeksizin hepatoselliiler kanser gelistirdikleri

goriilmiistiir. NASH, kriptojenik sirozun sebeplerinden biri gibi goziikmektedir (73).
2.1.8. Tam

Giintimiizde, NASH tanis1 i¢in kullanilan en giivenilir yontem karaciger biyopsisidir
(74). NASH tanis1 konulmadan once; viral hepatitler (Hepatit B, C, D), otoimmiin
hepatitler, Wilson hastalig1, herediter hemokromatoz, alfa-1 antitripsin eksikligi ile ilac,

toksin alimi ve alkol (kadinlarda>20 g/giin, erkeklerde>30 g/giin) kullanimimin
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dislanmas1 gerekir (67, 75). Noninvazif goriintiileme yontemleri (ultrasonografi,
bilgisayarli tomografi ve magnetik rezonans) hepatik steatoz tanisinda kullanilabilir,
fakat higbiri NASH ve evresi hakkinda giivenilir bilgi vermemektedir. Karaciger
biyopsisi, hastaligin tanisin1 koymak veya dislamak icin giiniimiizde tek gecerli yoldur.
Biyopsi, hastaligin siddetinin belirlenmesine ve prognostik bilgi saglanmasina olanak

saglar (76, 77).
NASH tam kriterleri (74, 78, 79):

1.Alkol alimmin olmamasi ya da ihmal edilebilir diizeyde (kadinlarda<20 g/giin,

erkeklerde<30 g/giin) olmasi.

2.Kronik karaciger hastaliginin diger nedenlerinin diglanmis olmasi gerekir: Viral
hepatitler, otoimmiin hepatitler, Wilson hastali§i, herediter hemokromatoz, alfa-1

anitiripsin eksikligi, toksin alimi.

3.Karaciger biyopsisinde inflamasyonla birlikte (lobuler veya portal) makrovezikiiler
yaglanma goriilmesi. Mallory cisimcigi, fibrozis veya siroz eslik edebilir fakat sart
degildir.

2.1.9. Tedavi

NASH’in tedavisinde, evrensel olarak kabul edilen bir tedavi modeli heniiz
bulunmamaktadir. Ne iilkemizde ne de diinyada bu hastalik icin ruhsatlandirilmig bir
ilag yoktur. Son yillarda, NASH’1n metabolik sendromun hepatik kompenenti oldugu
kabul edilmektedir ve tedavi icin ilk basamagi insiilin direnci, obezite, tip 2 diyabet,
hiperlipidemi gibi risk faktorleri ile miicadele olusturmaktadir. ilk segilecek yaklasim

ise yagsam tarzi degisiklikleri olarak goriilmektedir (80).

NASH’ta en sik kullanilan tedavi yaklagimi kilo verme ve egzersizdir. Obez hastalarin
kilo vermesi Onerilmektedir. Hizl1 kilo kaybi, steatozu ve fibrozisi artirabilir. Kilo

verme kademeli olarak (yavas ve uzun siireli) yapilirsa, karaciger histolojisinde iyilesme

saglamaktadir (81, 82).

NASH’ta insiilin direncinin varligindan yola ¢ikarak, NASH tedavisinde insiilin
duyarliligin1 etkilemeye yonelik caligmalar yapilmistir. Bu amacla, metformin,
roziglitazon ve pioglitazon tedavileri denenmis, fakat tam anlamiyla basar1
saglanamamistir. Metformin, hepatik glukoneogenezi ve trigliserid iiretimini azaltarak

insiilin duyarlihiginda etkili bir biguaniddir. Insiilin duyarlilastiric1 olan metformin
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NASH tedavisi icin sik kullanilan bir ilactir. 36 NASH’l1 hastada 24 hafta boyunca
2x850 mg metformin ile yapilan bir calismada hastalarm serum ALT ve AST
seviyelerinde iyilesme goriilmiis fakat nekroinflamatuar aktivite ve fibrozis skorlarinda
gerileme goriilmemistir (83). Tedavide metformin kullanilan baska bir ¢alismada, 15
hastaya bir yil siiresince metformin verilmis 3 ayda aminotransferaz seviyelerinin
diistiigii ve insiilin duyarliliginda diizelme oldugu tespit edilmistir, fakat tedavi

kesildiginde aminotransferaz seviyelerinin eski haline geri geldigi bildirilmistir (84).

Giiniimiize kadar, NASH’ta tedavi olarak lipid diisiiriicii ajanlar olan klorofibrat,
gemfibrozil ve HMG-CoA rediiktaz inhibitorleri; hepatoprotektif ajanlar olan
ursodeoksikolik asit, a-tokoferol, betain, B-karoten, selenyum, S-adenozil metiyonin, N-

asetilsistein kullanilmig fakat heniiz etkili tedavi yontemi bulunamamustir (85, 86).
2.2. INSULIN DIiRENCI
2.2.1.Insiilin Molekiilii ve Sekresyonu

Insiilin, 21 aminoasit iceren A ve 30 aminoasit iceren B peptid zincirlerinden olusan bir
hormondur. Pankreas B-hiicrelerinin (Langerhans) ribozom membranlar1 seviyesinde,
preproinsiilin olarak sentezlenir. Bu proteinin N-terminalindeki bir sekans, taginmasina
yardimcidir. Membrandan ayrilinca, bu tasiyici sekans (leader sequence) koparak ayrilir
ve disiilfit baglar1 kurulur (proinsiilin). Proinsiilinin, insiilinin biyolojik aktivitesinin
%7-8’ine sahip oldugu bilinmektedir. Daha sonra, kan dolasimina ulasirken zincirin
ortasindaki birlestirici veya baglant1 sekansi (Connecting sequence veya C-peptit) kopar
ve bir dimer yapiya ulasilir. Bu yapi, artik hormon etkisine sahiptir. Sekil 2.3.’te insiilin

sentezi goriilmektedir.
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Evre 1:
Preproinstlin, membranla bitisik
ribozomlar tarafindan 'random
Baglanti sekansi coil' olarak sentezlenir.
( C peptid)

Lider sekans: polipeptid
zincirinin membran

HS B zincirt boyunca transportuna . EVre 2
SH yardim eder legr s:e.ka.ms kopartilarak
preinsilinin

stabil bir komformasyon
kazanmasi saglanir.
N —»
Evre 3:
Disulfit baglari
Preproinsiilin olusur

Baglanti sekansi

A zinciri ( C peptid)

/ C .
N S y Eyre 4:
] Baglanti sekansi
Insiilin R (C peptid) kopartilarak Proinsiilin
B zinciri L e
olgun insdilin molekulu
olusturulur.

Sekil 2.3. Insiilin sentezi (87)

Kan glukoz konsantrasyonunun yiikselmesi, insiilin sekresyonunun baglica
stimiilantidir. Bundan bagka, bazi amino asitler (6rn.: 16sin), yag asitleri ve keton
yapilar da insiilin sekresyonunu uyarirlar. Vagal stimiilasyon da insiilin serbestlesmesini
indiiklemektedir. Insiilin sekresyonu, katekolaminler ve somatostatin tarafindan inhibe

edilir.

Somatostatin, insiilin ve glukagon sekresyonunu simultan bi¢cimde inhibe etmektedir;
somatostatinin bu ikili etkisi, net bir hipoglisemik sonuctur ve gliseminin
siirdiiriilmesinde glukagonun belirleyici roliinii ortaya koyar. Endojen insiilinin
dolasimdaki yar1 dmrii 3-5 dakikadir. Baslica karaciger, bobrek ve plasentada katabolize
edilmektedir (87).

2.2.2. insiilin Reseptorii ve Sinyal Mekanizmasi

Insiilin reseptéril, tirozin kinaz reseptor ailesinin bir iiyesidir ve disiilfid baglari ile bagl
200 ve 2p alt tinitesinden olusan tetramerik bir glikoproteindir. o {initesi tamamen

ekstraselliilerdir ve insiilin icin baglanma bdlgesini igerir. [ {nitesi ekstraselliiler,
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transmembran ve intrinsik tirozin kinaz aktivitesine sahip olan intraselliiler kisimlardan
olusmaktadir. Insiilinin a iinitelerine baglanmasiyla, P iinitesinin sitoplazmik kismidaki
tirozin rezidiilerinde otofosforilasyon baslar. Aktive olmus P iinitesi, hiicre icinde
insiilin reseptor substrat-1 (IRS-1), insiilin reseptor substrat-2 (IRS-2) ve 9 adet hiicre

ici substrat aginda fosforilasyona neden olur (88, 89).

Insiilin reseptorlerinin say1 ve duyarlilig, insiilin etkisinde onemlidir. Insiilin diizeyi
kronik olarak yiiksek ise, reseptor sayisi azalir. Ciinkii, yliksek insiilin diizeyleri
reseptor yikimimi arttirmaktadir, boylece yiizey reseptorlerinin sayis1 azaltilir (down
regiilasyon). Yiiksek insiilin diizeyi ve reseptore azalmig baglanma ile iliskili durumlar;
insiilin direnci, obezite, asir1 karbohidrat alimi ve uzun siire yiiksek dozda insiilin

kullanimidir. (90)
2.2.3. insiilinin Metabolik Etkileri

Insiilinin hedefindeki baslica organlar; karaciger, iskelet kas1 ve yag dokusudur. Bu
organlar, insiiline cevaplarinda bazi farkliliklar sergiler. Insiilin viicutta iki farkli yolak
ile etki gosterir; birincisi biiyiime {izerindeki etkilerini ileten mitojenik, digeri besin
metabolizmasmi diizenleyen metabolik yolaktir. Metabolik sinyal yolaginda insiilin;
iskelet kas1 ve adipositlerde GLUT-4 iceren vezikiillerin hiicre membranina hareketine,
glikojen ve lipid sentezinin artmasina ve diger metabolik yollarin uyarilmasina neden

olur. Insiilinin genel metabolik etkileri su sekilde siralanabilir (88):

1.Insiilin karacigerde, kaslarda ve adipositlerde cAMP konsantrasyonunu diisiiriir.
cAMP’nin diismiis konsantrasyonu, glikolizin anahtar-enzimlerinin defosforilasyonunu

indiikler.
2.Gliserol, alanin ve laktat gibi glukoneojenik prekiirsorlerin {iretimini azaltir.

3.Yag dokusunda lipolizi engeller ve lipogenezi artirir. Insiilinin yag dokudaki net

etkisi, trigliserid depolanmasindaki artistir.
4.Kasta, glukozun glikojen olarak depolanmasini indiikler.

5.Ribozomal protein sentezini ve amino asit transportunu artirarak, kas dokuda protein

sentezini artirir.
6.Hepatik ketojenezi azaltir.

7.Hepatik glikolizi uyarir.
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8.VLDL sentezini artirir.
9.Karacigerde trigliserid sentezini ve protein sentezini arttirir.
2.2.4. Diren¢ Mekanizmalar

Fizyolojik konsantrasyonlarda iiretilen insiiline karsi, normal biyolojik yanitin
bozulmas! durumuna insiilin direnci denir. Insiilin direnci durumunda, insiiline duyarl
dokularda insiilinin metabolik etkileri bozulur. Pankreas daha fazla insiilin salgilamaya
yonelir ve hiperinsiilinemi olusur. Pankreasta bir bozukluk olmadig1 siirece
kompensatuar hiperinsiilinemi ile normal karbohidrat metabolizmas1 devam eder. 3
hiicresinde bir defekt var ise, bir siire sonra  hiicresi kompensatuar hiperinsiilinemiyi
saglayamaz. Bu durumda, insiilin direnci, bozulmus glukoz toleransi veya tip 2 diyabet

gelisebilir (91, 92).

Insiilin direncinin molekiiler patogenezi, multifaktoriyeldir. Insiilin direnci, hiicresel
olarak  prereseptor, reseptor ve postreseptor olmak {izere {ic diizeyde

siniflandirilmaktadir.

1.Prereseptor Diizeyinde Insiilin Direnci: Insiilin sentezinde sorun vardir. Insiilin
genindeki yapisal mutasyonlar, proinsiilin-insiilin doniisiim bozuklugu insiilin sentezini
defektif hale getirir. Dolagimdaki kortizol, biiylime hormonu, glukagon, katekolamin
gibi hormonal insiilin antagonistleri; serbest yag asitleri, anti insiilin antikorlar1 ve
insiilin reseptor antikorlar1 gibi hormonal olmayan insiilin antagonistleridir. Ayrica,
iskelet kas1 kan akimi bozukluklar1 ve kapiller endotel hiicreleri bozukluklar1

prereseptor diizeyde insiilin direnci nedenleridir (93).

2.Reseptor Diizeyinde Insiilin Direnci: Insiilinin baglanmasinda sorun vardir.

Reseptor sayisinin azalmasi ya da reseptor mutasyonlar1 nedeniyle gelisebilir.

3.Postreseptor Diizeyinde Insiilin Direnci: Son yillarda, insiilin direncinin
olugsmasinda postreseptor diizeydeki defektlerin esas onemli faktor oldugu saptanmastir.
Postreseptor diizeydeki defektler: Insiilin reseptor tirozin kinaz aktivitesinin azalmasi;
insiilin reseptor sinyal iletim yolunda bozukluk; glukoz transportunda azalma; glukoz
fosforilasyonunda azalma; glikojen sentetaz aktivitesinde bozulma; glikoliz/glukoz

oksidasyonunda defektlerdir (94, 95).

Viicutta baslica iic hedef dokuda insiilin direnci gelisir, bunlar; karaciger, iskelet kas1 ve

yag dokusudur (89).
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Karacigerde Insiilin Direnci

Kan glukozunun diizenlenmesinde primer etkili organ karacigerdir. Hepatositlerde,
GLUT-2 tastyicilar1 oldugundan, karaciger dokusu glukoz i¢in ¢ok gecirgendir. GLUT-
2’nin glukoza afinitesi cok diisiiktiir ve bu ylizden sadece kan glukozunun yiiksek

oldugu durumlarda tasiyici protein olarak gérev yapmaktadir (87).

Insiilin direnci durumunda, insiilin lipoprotein lipaz enzimini yeteri kadar suprese
edemediginden, abdominal yag hiicrelerinden serbest yag asidi salinimini da
engelleyemez. Ac¢iga cikan serbest yag asitleri, hem karacigerde VLDL sentezinin ve
sekresyonunun artmasina, hem de karacigerde yag birikimine neden olur. Insiilin direnci
olan bireylerde diisiik yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) diizeyleri, artmis serbest

yag asidi diizeyleri ve hipertrigliseridemi mevcuttur (96).
iskelet Kasinda insiilin Direnci

Insiilin, iskelet kasmnda GLUT-4 glukoz tasiyicilarinin plazma membranina yer
degistirmesini saglayarak glukoz alimmi uyarir. Insiilin direncinde, kasta GLUT-4
translokasyonunda sorun vardir. Insiilin direnci durumunda kasta glukoz kullanimi
belirgin oranda bozulur ve glukozun glikojen olarak depolanmasi yaklasik %50

oraninda azalir (97, 98).
Yag Dokusunda Insiilin Direnci

Insiilin, yag dokusunda lipolizi engeller ve lipogenezi artirir; insiilin direnci durumunda
ise, insiilinin antilipolitik etkisine karsi diren¢ gelisir. Plazma serbest yag asitleri
yiikselir ve serbest yag asidi oksidasyonu artar. Yag dokusu insiilin direncine sadece
serbest yag asitleri iireterek degil ayrica, endokrin organ roliiyle de katki saglar. Ciinkii,
yag dokudan insiilin sinyalizasyonunu etkileyen adipokinler salgilanmaktadir. Yag

dokuda, insiilin direncinin postreseptor seviyede oldugu bildirilmistir (99).
2.2.5. insiilin Direnci Olciim Yontemleri
Insiilin direncini 6l¢mede kullanilan yontemler sunlardir (100):

Indirekt yontemler:
® Aclik insiilin diizeyleri 6l¢tiimii
e Insiilin-glukoz-c peptid oranlarmna gore insiilin direnci 6l¢iimii

¢ Oral Glukoz Tolerans Testi’nde (OGTT) 1. saat insiilin diizeyi
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Direkt yontemler:
¢ Hiperinsiilinemik Oglisemik Klemp Testi (HECT)
e Minimal Model (Sik Araliklarla Intraven6z Glukoz Tolerans Testi)
¢ Glikozun Siirekli Infiizyon Modeli (CIGMA)
e Insiilin Tolerans Testi

e HOMA
2.2.6. Homeostasis Model Assesment

Matthews ve ark. (101) tarafindan 1985’te tanimlanan HOMA testi, genis hasta
popiilasyonlarina uygulanabilen bir testtir. Hem insiilin direncini, hem de [ hiicre
fonksiyonunu (%) gosterebilen ve diger yontemlere gore daha kolay olan bu
yontemde, aglik glukoz ve insiilin diizeyleri kullamilarak insiilin direnci saptanir.
Epidemiyolojik calismalarda, saglikli bireylerin ve degisik diizeyde glukoz toleransi
olanlarin insiilin direng¢ durumlari HOMA-IR indeksi kullanilarak arastirilmistir.
HOMA-IR icin, 2.7 ve iizerindeki degerler insiilin direnci olarak kabul edilmekedir
(102). HOMA-IR ve HOMA-%p degerleri asagidaki formiiller ile hesaplanir (103):

HOMA-IR= [Aclik glukozu (mmol/L) x A¢lik insiilini (uU/mL)] / 22.5
HOMA-IR= [A¢lik glukozu (mg/dL) x Ac¢lik insiilini (uU/mL)] / 405
HOMA-%p= [20xAclik insiilini (uU/mL) / Ac¢lik glukozu (mmol/L)-3.5)]
2.3. OSTEOKALSIN

2.3.1. Osteokalsinin Yapisi ve Sentezi

Osteokalsin (kemik y karboksi glutamik asit proteini veya BGP), osteoblastlarin spesifik
tiriinii olan ve 49 aminoasit rezidiisii iceren, 5800 Dalton agirliginda, kollajen kaynakli
olmayan kiiciik bir proteindir (104). Daha cok olgun osteoblastlar tarafindan
sentezlenirken, osteosit, hipertrofik kondrosit, sementoblast ve odontoblastlar tarafindan
da sentezlenmektedir. Osteokalsin geni 1. kromozom (1g25-q31) iizerinde lokalizedir ve

transkripsiyonu 1,25-dihidroksi D tarafindan diizenlenir (105, 106).

Sekil 2.4.’te osteokalsin sentezi goriilmektedir. Osteokalsin 6nce preproosteokalsin (98
rezidii) olarak sentezlenir, endoplazmik retikulumda sinyal dizisi (23 rezidii) ¢iktiktan
sonra, proosteokalsine doniisiir. Proosteokalsin (26 rezidiilik karboksilasyon ig¢in

taninma dizisi) vitamin K bagimmli posttranslasyonal modifikasyona ugrar (105).
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Vitamin K, vy-glutamil karboksilaz enzimi i¢in bir kofaktordir (Sekil 2.5.).
Postranslasyonal modifikasyon sirasinda 17, 21 ve 24. pozisyonda 3 adet glutamik asit
kalintis1 karboksilasyon ile gama karboksi glutamik asiti (Gla) olusturur (107). Bu ii¢

glutamik asit rezidiisiiniin hepsi, ikisi ya da sadece biri karboksilasyona ugrayabilir.

Olgun osteokalsin (49 rezidii), genellikle ii¢ y-karboksi glutamik asit rezidiisii icerir ve
bu rezidiiler Ca** baglamaya duyarhdirlar. Osteokalsinde o-helikal yapilanma mevcuttur
ve Cysy3-Cysyg arasinda disiilfid bagi bulunur (Sekil 2.6). Bu konformasyon, Ca™’nin
ve diger spesifik katyonlarin anyonik bir molekiil olan osteokalsine baglanmasi icin
gereklidir ve bu sekilde kemik mineralizasyonu gerceklesir. Yeni sentezlenen
osteokalsinin yaklasik %20-30’u dolasima salinirken kalan kisim hidroksiapatit i¢cine

yerlesir (108, 109).
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Sekil 2.4. Osteokalsin sentezi
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Dolasimdaki osteokalsinin heterojenitesi ilk olarak 1985 yilinda bildirilmistir (110). 49
amino asit rezidiisiine sahip, yeni sentezlenen ve dolasima katilan olgun osteokalsin,
intakt osteokalsin olarak adlandirilir. Dolasimda intakt osteokalsin 19-20 ve 43-44
bolgelerinden kesime ugrayabilir. C-terminal bolgesi (43-44) hizlica kesilebilir, 19 ve
20. pozisyonlardaki arjininlerden dolayi, N-terminal bolgesi kesilmeye karsi daha
dayanmiklidir (111). Osteokalsin fragmanlari, kemik yikimindan veya molekiiliin bobrek
ve karaciger ile yikimi Oncesi kendi katabolizmasindan kaynaklanmaktadir. Total
osteokalsin, karboksillenmis ve karboksillenmemis osteokalsini (undercarboxylated

osteocalcin, ucOC) igerir (105, 112).

| Karboksilaz |

CH,

| N I
CH, C0,+0; H,0 H(I: — COOH
|

COOH Vitamin K COOH

Glu Gla

Sekil 2.5. Vitamin K bagimli karboksilasyon prosesi

Insan osteokalsini bir molekiiliinde en fazla iic Gla residiisii icerebilir. ucOC, 3’ten daha
az (hi¢, 1 ya da 2) karboksillenmis kalint1 iceren sekilleri tanimlar. Karboksilasyon,
osteokalsini anyon haline getirir ve bu durum molekiiliin pozitif yiikli kalsiyuma
yiiksek ilgi gostermesini saglar. Dekarboksilasyon, osteokalsinin hidroksiapatite olan
ilgisini azaltmaktadir. Tamamen karboksillenmis osteokalsinin daha fazla oranda kemik
matriksinde, ucOC’in ise daha yiiksek oranda dolasimda bulundugu bildirilmektedir

(113, 114).
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Sekil 2.6. Osteokalsin amino asit dizilimi

2.3.2. Osteokalsin Olciimii

Osteokalsin, cesitli metabolik kemik hastaliklarinda, osteoblast islevinin duyarli ve
spesifik bir gostergesidir. Osteokalsin eskiden sadece bir kemik yapim belirteci olarak
kabul edilse de, kemik yikiminin arttig1 durumlarda da serum seviyeleri yiikseldigi icin,
giinlimiizde hem yapim hem de yikim prosesleriyle iliskili bir molekiil olarak kabul

edilmektedir (115, 116).

Osteokalsinin dolasimdaki yar1 omrii yaklagik 5 dakikadir, yikimi primer olarak
bobrekler yoluyla olur. Kronik bobrek yetmezliginde, serum osteokalsin diizeyleri
yilksek bulunur. Serum diizeyleri, pubertede, hizli iskelet gelisimi sirasinda,
hiperparatiroidizm, hipertiroidizm, kiriklar, renal osteodistrofi, Paget hastaligi,
akromegali gibi kemik dongiisiiniin arttig1 durumlarda genellikle yiiksektir. D vitamini
kullannmi ve tiroid hormon tedavisi osteokalsin seviyelerini arttirict etki gosterir.

Karaciger sirozunda osteokalsin seviyeleri diismektedir (114, 117).

Postmenapozal osteoporozda osteokalsin diizeyleri diisiik, normal ve yiiksek seviyelerde
olabilmektedir. Ostrojen kullanimi, kortikosteroid, bifosfonat ve kalsitonin tedavisi

osteokalsin seviyelerini azaltir (118).

ucOC, K vitamini yetersizliginin gostergesi olarak kabul edilir ve ucOC seviyeleri,
kemik mineral yogunlugu ile negatif korelasyon goOstermektedir. K vitamini

yetersizliginde ucOC seviyeleri artar, ucOC seviyeleri arttikca kirik riski artmaktadir
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(119). Yash Japon kadinlarinda, vitamin K yetersizliginde ucOC seviyelerinin arttig1 ve

omurga kirig: riskinin yiikseldigi bildirilmistir (120).

Serum, osteokalsin Ol¢iimil i¢in en yaygin numunedir, ayrica heparinli plazma bazi
metotlarda kullanilir (121). Osteokalsin aktivitesinin oda 1sisinda 6-24 saatte %50-%70,
4°C’de 2 hafta icinde %40-%80 azaldigi bildirilmistir. Trasylol ve karisik proteaz
inhibitorlerinin  osteokalsin stabilitesini korudugu bildirilmistir (122). Osteokalsin
diizeyleri yas, cinsiyet ve diurnal varyasyon ile degisir. Osteokalsin diizeyleri, sabah
4’te en yiiksek seviyelerde bulunurken, 6gleden sonra en diisiik seviyelere gelir. Bu
nedenle, deney protokollerinde kan alma zamani dikkatli planlanmalidir. Gebelik,
menstrual dongii ve bobrek fonksiyonlar1 osteokalsin diizeylerini etkiler. En yiiksek
seviyeler cocuklarda gozlenir, hizli biiylime doneminde cok yiiksek osteokalsin

seviyeleri goriilmektedir (121).
2.3.3. Osteokalsin ve Enerji Metabolizmasi

2007 yilinda Lee ve ark. (8) tarafindan yayinlanan “Endocrine regulation of energy
metabolism by the skeleton” isimli makale, kemik ve enerji hemostazinin birbiriyle olan
iligkisini gostermek acisindan onemlidir. Bu c¢alisma sonuclarindan yola ¢ikilarak,
iskeletin enerji metabolizmasini regiile edebilecegi ileri siiriilmiistiir. Lee ve ark. (8)
yaptiklar1 caligmada, osteokalsin -/- fareler {iretip bu fareleri incelemislerdir.
Osteokalsin -/- farelerde; azalmig [ hiicre proliferasyonu, insiilin direncinde artis,
karaciger ve kas dokusunda insiilin hedef genleri (Foxa2, Mcad, Nfrt gibi) ifadesinde ve
adipoz dokuda adiponektin gen ifadesinde azalma tespit edilmistir. Bu mutant farelerin

anormal miktarda visseral yag dokusuna sahip olduklar1 saptanmustir.

Osteokalsinin, hem insiilin iiretimi hem de insiilin duyarhlig1 iizerine olumlu etkileri
oldugu cesitli calismalarda gosterilmistir. Hayvan modelli ¢calismalarda, osteokalsinin 3
hiicre fonksiyonlari, insiilin duyarliligi, adiponektin iiretimi, enerji harcamasi ve yag
doku ile iliskili oldugu tespit edilmistir (Sekil 2.7.) (123-125). Ferron ve ark. (9),
rekombinant ucOC verilen farelerde insiilin sekresyonunun arttigi, kan glukoz
seviyelerinin azaldigi ve [ hiicre proliferasyonunda artig, ayrica obezite gelisiminde
azalma goriildiigiinii bildirmislerdir (9). Insanlarda, dolasimdaki total osteokalsin
seviyeleri ile HOMA-IR ve viicut kitle indeksi (VKI) degerleri arasinda negatif
korelasyon bulundugu cesitli caligmalarla tespit edilmistir (12, 126-128).
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Sekil 2.7. Osteokalsin ve genel metabolik etkileri

Tip 2 diyabetli hastalarda, total osteokalsin seviyelerinin diisilk oldugu ve glisemik
kontrol ile osteokalsin seviyelerinin yiikseldigi bildirilmistir (10). Metabolik sendrom
ve osteokalsin iizerine c¢alismalar giderek artmaktadir. 2010 yilinda yapilan bir
calismada; metabolik sendromlu bireylerde osteokalsin seviyelerinin VKI, glukoz,
trigliserid ve leptin diizeyleri ile negatif; adiponektin diizeyleri ile pozitif korelasyon

gosterdigi bildirilmistir (129).
2.4. 8-HIDROKSIDEOKSIGUANOZIN

Bir bagin yapisma iki elektron girebilir ve bu iki elekronun ters doniis dogrultusunda
olmas1 gerekir. Yani yukariya dogru donen bir elektronun esi, asagiya dogru donen bir
elektrondur. Elektron c¢iftleri olduk¢a kararlidir ve insan viicudunun neredeyse tiim
elektronlari, elektron c¢ifti halinde bulunur. Bir bag koptugunda ise elektronlar ya
birlikte kalir ya da ayrilirlar. Eger birlikte kalirlarsa olusan atom bir iyon olur,
ayrilirlarsa da serbest radikaller olusur. Bu eslesmemis elektronlar yiiksek enerjilidir ve

eslesmis elektronlar1 ayirip islerine engel olurlar (130).
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Organizmada normal sartlar altinda siirekli olusan ve yasam icin gerekli olan serbest
radikaller; elektron transferi, enerji liretimi ve pek ¢ok diger metabolik islevde temel
olusturur. Serbest radikaller; ilaglar, radyasyon, sigara dumani, besinler ve hava kirliligi

gibi cevresel faktorlere bagl olarak da olusabilirler (131).
Serbest radikal olusumu, ii¢ yolla meydana gelir (132):
¢ Kovalent bagli bir molekiiliin, homolitik bdliinmesi:
XY->X+Y

¢ Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi veya bir molekiiliin heterolitik

boliinmesi:
XY - X+ Y'
¢ Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi:
A+e — X

Serbest radikaller denince, radikal olmaya ¢ok uygun oldugu icin oksijen (O,), daha
genel bir anlatimla ROT ifade edilmektedir. ROT un yam sira; karbon, nitrojen ve
kiikiirt merkezli radikaller de olusmaktadir. Molekiiler oksijen, elektron transferiyle
suya kadar indirgenir ve bu yolda reaktif ara molekiiller olusur ki bunlar; siiperoksit,
hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleridir. Bunlar ROT olarak adlandirilirlar. Oksijene
bir elektronun aktarilmasiyla siiperoksit, iki elektron aktarilmasiyla hidrojen peroksit, ii¢
elektronun aktarilmasiyla hidroksil olusur. Oksijen dort elektron alarak tiimiiyle
indirgenirse su olusur (133).
[ cl > ly~ LI I.I.;->Il —'->I.I
Ingemllall B o gl Wil

Kararsiz yapilar1 nedeniyle kisa omiirlii ve ¢ok reaktif olan radikaller; amino asitler,
proteinler, serbest yag asitleri, lipidler, karbohidratlar ve niikleotidler gibi tiim hiicre
bilesenleriyle etkilesebilirler. Serbest radikallerin en temel etkileri, lipit peroksidasyonu,

proteinler arasinda disiilfit bagi olusumu ve DNA hasaridir (134).

Stabil bir molekiil olan DNA, spontan kimyasal oksidatif hasara ugrayabilmektedir.
insan viicudunun her hiicresinde DNA’nin giinde 10° kez oksidatif hasara maruz kaldig

one siriilmiistiir. ROT un artmasi, antioksidan enzim diizeylerinin azalis1 ve DNA
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onarim mekanizmalarmin yetersiz kalmasi durumunda oksidatif DNA hasarlarinin
artmasina neden olmaktadir. Serbest radikaller DNA’y1 etkileyerek hiicrede mutasyona
neden olabilirler ve bu sitotoksik etki, biiyiik oranda niikleik asit baz
modifikasyonlarindan kaynaklanan kromozom degisikliklerine veya DNA’daki diger
degisikliklere baghdir. Oksidatif DNA hasarinin mutajenez, karsinojenez, yaslanma ve
karaciger hastaliklarinin gelisiminde Onemli rolii oldugu ileri siiriilmektedir. Reaktif
oksijen tiirleri DNA’da 20’den fazla oksidatif baz hasar {riiniiniin olusmasma yol acar

(135, 136).

Farkli radikal metabolitlerin DNA hasarlarina neden olus mekanizmalar1 da farklidir.
DNA hasarlarinin olusumunda yer alan endojen reaksiyonlar; oksidasyon, metilasyon,
depiirinasyon ve deaminasyon reaksiyonlaridir. Nitrik oksit (NO) veya nitrojen dioksit
(NO,), peroksinitrit (ONOO"), dinitrojen trioksit (N,O3) ve nitrik asit (HNO3) gibi
reaktif {riinleri, nitrozasyon ve deaminasyon reaksiyonlar1 ile mutajenik aktivite

gosterirler (137).

Hidroksil radikalleri, en reaktif serbest radikallerdir ve viicuttaki serbest radikal
hasarmin en onemli sorumlularidir. DNA’nin piirin ve pirimidin bazlariyla etkilesime

girebilir. Organizmada hidroksil radikalleri birkac yolla olusabilir (138):

e Suyun hidroliziyle ya da parcalanmasiyla hidrojen radikalleri ve hidroksil

radikalleri olusturabilir.
e Hidrojen peroksit ve demirin birlesmesiyle olusabilir (Fenton reaksiyonu).

¢ Demir gibi metal iyonlar varliginda siiperoksit radikali ve hidrojen peroksitin

reaksiyona girmesiyle de olusturulur (Haber-Weiss reaksiyonu).

DNA, hidroksil radikallerinin olusturdugu hasarlara kars1 olduk¢a hassastir. Hidroksil
radikali; DNA’da zincir kirilmasi, abazik alanlarin olusmasi, bazlarin hidroksilasyonu
ve DNA-protein capraz baglar1 gibi ¢ok sayida modifikasyona neden olabilir. Guanin,
DNA bilesenleri icerisinde oksidasyona en yatkin olan bazdir. 8-OHdG, DNA’da
guaninin 8. karbon atomuna hidroksil radikalinin baglanmasi sonucu olusur (Sekil 2.8.).
DNA replikasyonu srrasinda G-C’den A-T’ye doOniisiime neden olarak mutasyona
egilimi artirir yani premutajenik etki gosterir. 8-OHdG hem hiicre i¢i oksidatif DNA

hasar1 hem de onarim seviyesinin gostergesidir. Ekzoniikleazlarin okside olmus DNA’y1
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onarimu sirasinda, 8-OHdG diziden ¢ikarilir. Onarim sirasinda 8-OHdG formunda atilan

bu niikleotitler DN'A’daki hasar miktarinin belirlenmesinde kullanilir (139-141).
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Sekil 2.8. 8-hidroksideoksiguanozin

2.5. SITOKINLER

Sitokinler, 10 ile 40 kDa arasinda degisen molekiil agirligina sahip ve yapisal olmayan
kiiciik proteinlerdir. Sitokinlerin birincil iiretim yeri lokositlerdir. Endotel hiicreleri,
fibroblastlar, Schwann hiicreleri ve ayrica ¢esitli dokularin epiteli tarafindan da
tiretilebilirler. Etkilerini hiicre yiizeyinde bulunan reseptorlerine baglanarak gosterirler

(16, 142).

Sitokinlerin cesitli biyolojik etkileri vardir, bunlar; hiicre proliferasyonunun stimiilasyon
veya inhibisyonu, sitotoksisite/apoptoz, hiicre biiylimesi ve farklilasmasi, antiviral
aktivite, inflamatuar yanit, antiinflamatuar aktivite, membran yiizey proteinlerinin

ekspresyonunun upregiilasyonu seklinde siralanabilir (143).

IL-1, IL-6 ve TNF-a gibi sitokinler, proinflamatuar sitokinler olarak bilinir.
Proinflamatuar sitokinler, inflamatuar degisikliklerin olusmasinda, hizli bagisiklik
yanitinin olusmasinda rol alirlar. IL-4, 1L-10, IL-13 gibi sitokinler, antiinflamatuar
sitokinler olarak bilinir. Antiinflamatuar sitokinler, bagisiklik yanitini ve bazi
sitokinlerin sentezini baskilayabilirler. IL-8 gibi bazi sitokinler ise, hem proinflamatuar

hem de antiinflamatuar etkinlik gosterebilirler (17, 144).
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2.5.1. interlokin-10

IL-10 antiinflamatuar ve immiin baskilayici bir sitokindir. IL-10 geni 1. kromozom
(1q31-q32) iizerinde lokalizedir. Fonksiyonel IL-10 molekiilii, 37 kDa agirliginda 160
amino asit iceren bir dimerdir. Cesitli doku ve organlarda, farkl fizyolojik ve patolojik
durumlarda endojen modiilator olarak rol oynar. IL-10, antiinflamatuar etkisini IL-1p,
TNF-a, IL-8, IL-6 ve interferon gama gibi inflamasyon medyatorlerini inhibe ederek

gosterir (145).

Monositler, makrofajlar, T ve B lenfositler IL-10 iireten esas hiicrelerdir, ayrica bazi
hiicre tipleri ve organlar belirli kosullarda IL-10 iiretmektedir. Karacigerde; hepatositler,
siniizoidal endotelyal hiicreler, Kupffer hiicreleri, stellat hiicreleri ve karaciger infiltratif

lenfositlerinde IL-10 tespit edilmistir (146).

IL-10’un karacigeri koruyucu rolii vardir. Steatoz olusturulan farelerde IL-10
inhibisyonunun, inflamatuar sitokinlerin ekspresyonunun arttigi, insiilin sinyal yolunda
bozukluk olustugu ve glukoneojenik yollarin uyarildig1r gosterilmistir. Diyetle steatoz
olusturulan IL-10 knockout farelerde IL-10un steatoz i¢in koruyucu bir faktér oldugu
tespit edilmistir (19). Son yillarda, IL-10 seviyelerinin insiilinin karaciger ve kastaki
etkisi ile direkt iligkili oldugu ve ekzojen IL-10’un insiilin duyarliligini iyilestirdigi
bildirilmistir (147). Diisitk IL-10 seviyeleri metabolik sendrom ve Tip 2 DM ile
iligkilidir (148, 149).

2.5.2. interlokin-1p

Interlokin 1 sitokin ailesinin bir iiyesi olan IL-1p, 31 kDa agirhginda prekiirsor olarak
sentezlenir ve daha sonra 17 kDa agirligindaki olgun formuna doniisiir. IL-1 converting
enzim (ICE) ile aktif forma doniistiiriilen IL-1p, sistemik bir hormon gibi davranir.
Proinflamatuar bir sitokin olan IL-1B’in etkileri sadece inflamasyon ile sinirli olmayip,
hematopoez, kemik metabolizmasi, leptin sekresyonu, T hiicre aktivasyonu, B hiicre
proliferasyonu ve sitokin aktivasyonu gibi ¢esitli biyolojik fonksiyonlara sahiptir (150).
IL-1 viicut 1s1s1n1n yiikselmesine yol agtig1 icin “endojen pirojen” olarak da adlandirilan

en giiclii inflamatuar sitokindir (151).
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Diisiik dozlarda; lokal inflamasyon medyatoriidiir. Enfeksiyon, travma, iskemi veya
toksinler ile uyarildiginda, lokal inflamasyon bolgesinde iiretilen IL-1p hedef endotelde
inflamatuar medyatorlerin olusumunu baslatir. Akut ve otoinflamatuar pek c¢ok

hastalikta IL-1B’nin bloke edilmesine yonelik caligmalar bulunmaktadir (152, 153).
2.5.3. TNF-a

TNF-a ilk 6nce 26 kDa’lik bir transmembran monomeri olarak sentezlenir. TNF-a
doniistiiriicii enzim aracilig1 ile proteolitik boliinme sonucu 17 kDa’luk ¢oziilebilir

TNF-a molekiilii tiretilir (154).

Aktif makrofajlar, lenfositler, fibroblastlar ve endotel hiicreleri tarafindan sentez
edilebilen bir sitokin olan TNF-o’nin primer sentez yeri, makrofajlar ve monositlerdir.
Inflamatuar hiicrelerin damar adezyonunu, polimorfoniikleer Iokositlerin antikor
bagimli sitotoksisitesini artirir. TNF-a, 1okositleri hasar bolgesine ¢ekerek kemotaktik

rol oynar (155).

TNF-a, hedef dokunun insiiline olan cevabim etkiler. Yiiksek TNF-a diizeylerinin
insiilin direnci ve obezite ile iliskili oldugu, hayvan ve insan c¢aligsmalar1 ile
gosterilmistir. TNF-a, inhibitor kappa kinaz [ (IKK-B)’y1 artwrarak adiposit ve
hepatositlerde IRS-1 ve IRS-2’nin tirozin fosforilasyonunu azaltir. Bu sekilde insiilin
direncine katkida bulunur. TNF-a promotor bolgesinde, 238 ve 308 pozisyonlardaki
polimorfizm insiilin direnci ile iliskilidir. Obezlerde kilo kaybi1 ile TNF-o seviyeleri

azalmaktadir (156, 157).

Karaciger, dogrudan hepatositler ve Kupffer hiicreleri ile ya da abdominal yag araciligi
ile dolayli yoldan TNF-a sentezleyebilmektedir. Hayvan ve insan ¢alismalar1t TNF-o’nin
yagh karaciger ve NASH gelisiminde 6nemli bir faktor oldugunu gostermistir (36). Anti
TNF-a antikorlar1 verilen NASH‘l1 rat modellerinde; inflamasyon, nekroz ve fibrozisin

azaldig1 tespit edilmistir (17).
2.5.4. interlokin-6

IL-6, cesitli dokulardan sentezlenebilen, 26 kD agirliginda proinflamatuar bir sitokindir.
Fibroblastlar, endotel hiicreler, 16kositler, miyositler, hepatositler ve osteoklastlar gibi
cok sayida hiicre IL-6 sentezleyebilmektedir. Adipositlerde, diger hiicrelere gore daha
fazla miktarda IL-6 iretilir. Yag dokuda IL-6, lipoprotein lipaz aktivitesini azaltir ve

akut faz protein sentezini stimiile eder. Ozellikle visseral yag dokudan salgilanan IL-6,
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portal yol ile karacigere gelir. IL-6 ve TNF-0, inflamasyonda birlikte etki gosterirler
(143, 151, 158).

IL-6’nin en iyi bilinen etkileri B lenfositler ve hepatositler lizerinedir ki; IL-6, akut faz
yanitina katkida bulunan pek ¢ok plazma proteininin hepatositler tarafindan sentezine
neden olur. IL-6, karaciger glukoz homeostazinda ve yag metabolizmasinda rol
oynamaktadir. IL-6 artisi, glikojen fosforilaz aktivitesini uyararak hepatik glukoz
iretiminde artig yapar. Karacigerde, trigliserid sentezini ve sekresyonunu, prokoagiilan

madde sentezini arttirir ve hipertrigliseridemiye neden olur (144).

IL-6’nin dolasimdaki seviyeleri, alkolik ve nonalkolik steatohepatitte ylikselmektedir.
IL-6’nin kisa siireli hepatoprotektif etkileri oldugu bilinmektedir. Yiiksek IL-6
seviyelerinin karaciger hasarma katkida bulundugu veya antiinflamatuar bir cevabi

temsil edip etmedigi heniiz aydinlatilamamustir (17, 36).



3. GEREC VE YONTEM

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan onaylanan (Etik Kurul Onay
No: 2011/243) ve Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu
tarafindan desteklenen (Proje No: TSD-11-3708) bu calisma, Erciyes Universitesi T1p
Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dalinda yapildi.

3.1. GEREC

Biyokimyasal ol¢iimlerde, ELISA okuyucu (Tecan SLT SPECTRA), ELISA yikayici
(Tecan), santrifiij (niive NF 400 R), buzdolab1 (Arcelik), -40°C derin dondurucu
(REVCO ULT 1740-5-V40), manyetik karistirict (Labor-Brand Model L-81), etiiv,
degisik Olcii ve markalarda otomatik pipetler, kronometre, cam pipetler, meziir,

beherler, ependorf ve polistren tiipler kullanild.

Calismada kullanilan ¢ozeltiler, deiyonize su ile hazirlandi. Calismada kullanilan tiim
cam malzemeler deiyonize su ile yikandiktan sonra, bir giin boyunca %?20’lik HNO3
icinde bekletildi ve sonrasinda tekrar deiyonize su ile yikandi ve sirastyla Tip II ve Tip
I saf su ile 3 kez yikanarak demineralize edildi. Olciimlerde kullanilan ¢ozelti ve
tamponlar, Tip I saf su ile hazirlanarak caligma siiresince soguk odada saklandi.

Dayaniklilig1 kisa siireli olan ¢ozeltiler ise ¢calisma sirasinda hazirlanarak kullanildi.
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3.2. CALISMA GRUBU
Hasta Grubu

Bu calismaya Nisan 2011-Nisan 2012 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Tip
Fakiiltesi Gastroenteroloji Anabilim Dali’na basvuran ve yeni nonalkolik steatohepatit
tanis1 alan 14’1 kadin, 14’1 erkek toplam 28 hasta dahil edildi. NASH 6n tanisi alan
hastalarin karaciger biyopsileri, lokal anestezi altinda ultrason rehberliginde yapilmistir.
Biyopsi materyallerinin hepsi, ayn1 uzman patolog tarafindan degerlendirilmistir.
Hastalarin hig¢birinde siroza rastlanmamistir. Hastalarin karaciger biyopsi bulgulari

Tablo 3.1.’de goriilmektedir.

Tablo 3.1. Hastalarin histopatolojik bulgulari

NASH (n=28)

Steatoz derecesi

1 18 (%64.28)

2 8 (%28.57)

3 2 (%7.14)

Nekroinflamasyon derecesi

1 10 (%35.71)

2 14 (%50)

3 4 (%14.28)
Fibrozis evresi

0 10 (%35.71)

1 12 (%42.85)

2 3 (%10.71)

3 3 (%10.71)

4 0
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Hastalarm hepsi, caligmanin amaci ve yontemi anlatilarak bilgilendirildi ve goniillii olur
formlar1 alindi. Hasta grubunu olusturan bireylerden tani sonrasi, herhangi bir tedaviye

baslamadan, bir kez sabah aclik kanlar1 alindi.
Kontrol Grubu

Rutin biyokimya sonuglar1 normal simirlar icinde bulunan, sistemik hastaligi olmayan,
herhangi bir ila¢ kullanmayan, sigara i¢cmeyen, 18 yas {istii, saghkli ve NASH’Ii
hastalarin yas ve cinsiyet dagilimina benzer sekilde se¢ilen 10’u bayan, 10’u erkek
toplam 20 goniillii, kontrol grubu olarak calismaya dahil edildi. Kontrol grubunu

olusturan bireylerden goniillii olur formlar1 alinarak, bir kez sabah aglik kanlar1 alind1.

HOMA-IR=[Aclik glukozu (mg/dL) x Achk insiilini (uU/mL)]/405 formiilii
kullanilarak hasta ve kontrol grubundaki bireylerde HOMA-IR degerleri hesaplandi.
HOMA-IR>2,7 degeri insiilin direnci olarak kabul edildi (102).

Hasta ve kontrol grubundaki bireylerin VKi’leri (Agirlik/Boy” kg/m”) hesaplandi. VKIi
degerleri 18,5-24,9 kg/m2 arasi olanlar normal, 25-29,9 kg/m2 arasi olanlar fazla kilolu,

>30 kg/m2 olanlar obez olarak kabul edildi (159).
3.3. YONTEM

Hasta ve kontrol grubunu olusturan bireylerden, yapilacak analizlere uygun sekilde,
etilendiamintetraasetik asit (EDTA) igeren tiiplere ve diiz biyokimya tiiplerine kan
ornekleri alindi. Hasta ve kontrol gruplarindan alinan vendz kan 6rnekleri, +4°C’de 10
dakika 3000 rpm’ de santrifiij edildi. Serum 6rneklerinden bir kismu ile rutin analizler
yapildi. Diger serum ve plazma ornekleri ise alikotlara ayrilarak -40°C’de saklandi.
Total osteokalsin Ol¢iimii i¢in kullanilacak olan plazmalara, proteaz inhibitorii olan

aprotinin ilave edildi (1 mL 6rnek i¢in 100 uL) ve bu sekilde saklandi.
Calisma gruplarina ait plazma ve serum Orneklerinde yapilan analizler
* Rutin Biyokimya Analizleri
* Biyokimyasal Caligma

olmak iizere iki baglik altinda toplandu.
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3.3.1. Rutin Biyokimya Analizleri

Hasta ve kontrol grubunun serum orneklerinde glukoz, insulin, total kolesterol (TC),
trigliserid (TG), HDL, LDL, AST, ALT, GGT, total bilirubin, direkt bilirubin dl¢iimleri
yapildi.

Glukoz, TK, TG, HDL, LDL, GGT, AST, ALT, total bilirubin, direkt bilirubin 6l¢iimii
Olympus AU 640 otoanalizoriinde uygun ticari kitler kullanilarak yapildi. Insiilin

Olciimleri, Siemens Advia Centour XP otoanalizoriinde caligildi.
3.3.2. Biyokimyasal Calisma

Calisma giiniine kadar dondurularak saklanan serum ve plazma Orneklerinde total
osteokalsin, ucOC, 8-OHdG, IL-10, IL-1p, TNF-a ve IL-6 diizeyleri ELISA (Enzyme

Linked Immunosorbent Assay) yontemleri kullanilarak 6l¢iildii.
3.3.2.1. Total Osteokalsin Olciimii

Total osteokalsin diizeyi, INVITROGEN marka (Katalog No: KAQ1381) ELISA kiti ile
Ol¢iildii.

Prensip

Metot sandvi¢ prensibine dayali kat1 faz ELISA'dir. Plate kuyucuklar1 osteokalsine
spesifik monoklonal antikorlar (Mabs) ile kaplanmistir. Plate kuyucuklarina numuneler,
standartlar ve konjugat tamponu eklenir; numune ve standartlar plate iizerindeki
monoklonal antikorlar (Mab 1) tarafindan ve Horseradish Peroksidaz (HRP) isaretli
monoklonal antikorlar (Mab 2) tarafindan yakalanirlar. Inkiibasyondan sonra, sandvi¢
kompleksi (Mab 1-osteokalsin-Mab 2-HRP) iceren plate kuyucuklar1 yikanarak
baglanmamis antikorlar uzaklastiriir. Kromojen soliisyonu eklenir ve inkiibasyona
birakilir. Stop soliisyonun ilavesiyle reaksiyon durdurulur ve olusan rengin siddeti 450

nm’de okunur. Tablo 3.2.’de total osteokalsin ¢alisma prosediirii agiklanmaistir.
Reaktifler
¢ Yikama tamponu

e Osteoklasin Standardi: Liyofilize haldeki standartlar, 1 mL distile su ile dilue
edilerek 0, 2.1, 5.3, 13.5, 43.8, 104 ng/mL konsantrasyonlarinda standart seri

hazirlandi.
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e Kontrol: Liyofilize haldeki kontroller 1 mL distile su ile diliue edilerek

hazirlandi.
¢ Konjugat tamponu (Anti-OST-HRP Konjugati)
¢ Kromojen soliisyonu: 3,3',5,5' Tetramethyl-benzidine (TMB)

e Stop soliisyonu

Tablo 3.2. Total Osteokalsin Caligma Prosediirii

Kontrol Numune Standart
Kontrol 25 uL - -
Numune - 25 uL -
Standart - 25 uL
Konjugat tamponu 100 uL 100 uL 100 uL

Oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi. 3 kere yikandi.

Kromojen soliisyonu 100 uL 100 uL 100 uL

Oda sicakliginda karanlikta 30 dakika inkiibe edildi.

Stop soliisyonu 100 uL 100 uL 100 uL

1 saat icerisinde 450 nm’ de okundu.

Hesaplama: Total osteokalsin standart grafigi yardimiyla, numunelerin vermis oldugu
absorbanslarin konsantrasyonu bilgisayarda hesaplandi. Total osteokalsin seviyeleri,

ng/mL olarak verildi (Sekil 3.1.).
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Sekil 3.1. Total osteokalsin standart grafigi

3.3.2.2. ucOC Olciimii
ucOC diizeyi CUSABIO marka (Katalog No: CSB-E13132h) ELISA kiti ile 6lciildii.
Prensip

Plate kuyucuklar1 ucOC’a spesifik antikor ile kaplanmistir. Plate kuyucuklarinda
bulunan antikor iizerine, numuneler eklenir ve inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon
sonrasi tiim kuyucuklara biyotin isaretli antikor eklenir ve tekrar inkiibasyona birakilir.
HRP-avidin ilave edilip inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonrasi reaksiyon ortamina
eklenen TMB, antikor-isaretli antijen kompleksine baglanir. Stop soliisyon ilave
edilerek reaksiyon sonlandirilir ve olusan rengin siddeti 450 nm’de okunur. Tablo

3.3.’de ucOC c¢alisma prosediirii aciklanmustir.
Reaktifler
¢ Yikama tamponu

e Standartlar: Dilusyon tamponu ile dilue edilerek 0.156, 0.312, 0.625, 1.25, 2.5, 5

ve 10 ng/mL konsantrasyonlarinda standart seri hazirland.

¢ Biyotin isaretli antikor: Calisma Oncesinde biyotin antikoru diliienti ile 1:100

oraninda dilue edilerek hazirlandi.

e Streptavidin-HRP konjugati: Calisma oncesinde HRP-avidin diliienti ile 1:100

oraninda dilue edilerek hazirlandi.



Substrat soliisyonu: TMB

Stop soliisyonu

Tablo 3.3. ucOC Calisma Prosediirii
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Kontrol Numune Kor
Kontrol 100 uL - -
Numune - 100 uL -
Kor - 100 uL
37°C’de 2 saat inkiibe edildi.
Biyotin isaretli antikor 100 uL 100 uL 100 uL
37°C’de 1 saat inkiibe edildi ve sonra 3 kez yikand.
Streptavidin-HRP 100 uL 100 uL. 100 uL
37°C’de 1 saat inkiibe edildi ve sonra 5 kez yikand.
Substrat soliisyonu 90 uL 90 uL. 90 uL.
37°C’de 30 dakika karanlikta inkiibe edildi ve sonra 5 kez yikand.
Stop soliisyonu 50 uL 50 uL. 50 uL.
30 dakika igerisinde 450 nm’ de okundu.

Hesaplama:

ucOC

standart

grafigi

yardimiyla,

numunelerin - vermis oldugu

absorbanslarin konsantrasyonu bilgisayarda hesaplandi. ucOC seviyeleri, ng/mL olarak

verildi (Sekil 3.2.).
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Sekil 3.2. ucOC standart grafigi

3.3.2.3. 8-OHdG Olciimii
8-OHdG NORTHWEST marka (Katalog No: NWK-80OHDG02) ELISA Kkiti ile 6l¢iildii.
Prensip

Metot kompetitif ELISA yontemidir. Kompetitif immuno ol¢iimde; Olciilmek istenen
antijenle, isaretli antijen sinirli sayidaki antikorla birlesmek iizere ayni anda ortama
konularak antikora karsi yarigmalar1 saglanir. Baglanamayan antijenler uzaklastirilir.
Daha sonra ortama enzim isaretli sekonder antikor, monoklonal antikora baglanmasi
icin ortama eklenir ve inkiibasyona birakilir. Baglanmayan enzim isaretli sekonder
antibadiler yikama ile ortamdan uzaklastirilir. Bir sonraki asamada kromojen substrat
ortama eklenir inkiibasyona birakilir ve reaksiyon stop soliisyonu ile durdurulur. Stop
soliisyonunun ilavesiyle olusan rengin siddeti 450 nm’de okunur. Tablo 3.4.’da 8-

OHAG calisma prosediirii agiklanmistir.

Reaktifler
® Yikama tamponu
e Standartlar: 10, 4, 1, 0.5, 0.25, 0.125 ng/mL konsantrasyonlarinda kullanima
hazir standart seri kullanild1.
® Primer antikor (8-OHdG ye 6zgii monoklonal antikor), sekonder antikor
e Kromojen soliisyonu (TMB)
e Stop soliisyonu (1M Fosforik asit)
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Ornek Hazirhg

Serum Orneklerine c¢alisma Oncesi, sartorius minisart marka (0,2 pum) filtrelerle

ulltrafiltrasyon iglemi yapildi.

Tablo 3.4. 8-OHdG Calisma Prosediirii

Numune Standart
Numune 50 uL -
Standart - 50 uL.
PBS 50uL 50 uL.
Primer antikor 50uL 50 uL.

Plate iizeri kapatilarak 4°C’de bir gece inkiibasyona birakildi

Her bir kuyucuk 250 pL yikama soliisyonu ile 3 kez yikandi.

Sekonder antikor 100 uL 100 uL

Plate iizeri kapatilarak, oda 1sisinda 1 saat inkiibasyona birakildi.

Her bir kuyucuk 250 pL yikama soliisyonu ile 3 kez yikandi.

Kromojen soliisyonu 100 uL 100 uL

Oda 1s1nda 15 dakika inkiibasyona birakildi.

Stop Soliisyonu 100 uL 100 uL

450 nm’de numune ve standartlarin absorbanslar1 okundu.

Hesaplama: Sekil 3.3.’te gosterilen 8-OHdG standart grafigi yardimiyla, numunelerin
vermis oldugu absorbanslarin konsantrasyonu hesaplandi. 8-OHdAG seviyeleri ng/mL

olarak verildi.



38

oD
1,2

0,8

y =-0,241Ln(x) + 0,7367
R? = 0,9963
0,6

0,4
0,2 —o
0
0 2 4 6 8 10 12

8-OH-dG (ng/mL)

. Sekil 3.3. 8-OHdG standart grafigi
3.3.2.4. IL-10 Olgiimii

IL-10 diizeyi, AVIBION marka (Katalog No: IL10001) ELISA kiti ile ol¢iildii.
Prensip

Metodun prensibi, enzim-baghh immiinokimyasal Ol¢clim esasina dayanir. Plate
kuyucuklarinda bulunan IL-10’a spesifik antikorlarin {izerine, once isaretsiz antijen
(numuneler ve standartlar), daha sonra biyotin isaretli antikor ardisik olarak eklenir.
Inkiibasyondan sonra baglanmamus antikorlar yikanarak uzaklastirilir. Streptavidin-HRP
konjugati eklenir, inkiibasyona birakilir ve sonra yikanir. Daha sonra tiim kuyucuklara
kromojen soliisyonu ilave edilir ve kromojen soliisyonu renk degisikligine yol acar.
Stop soliisyonunun ilavesiyle renk maviden sartya doner ve olusan rengin siddeti 450

nm’de okunur. Tablo 3.5.’de IL-10 ¢alisma prosediirii agiklanmistir.

Reaktifler

* Yikama tamponu

e Standartlar: Liyofilize haldeki standartlar, numune diliienti ile diliie edilerek 0, 3.9,
7.8, 15.6, 31.5, 62.5, 125 pg/mL konsantrasyonlarinda standart seri hazirlandi.

® Biyotin isaretli antikor

e Streptavidin-HRP konjugat

¢ Kromojen soliisyonu TMB)

e Stop soliisyonu (0.9 N H,SOy4)



Tablo 3.5. IL-10 Calisma Prosediirii

Standart Numune
Standart 50 uL -
Numune - 50 uL
Biyotin isaretli antikor 50 uL 50 uL

Oda sicakliginda 1 saat 30 dakika inkiibe edildi, sonra her bir kuyucuk 300 pL yikama

soliisyonu ile 5 kez yikandi.

Streptavidin-HRP konjugat

50 uL

50 uL.

Oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi, sonra her bir kuyucuk 300 uL. yikama soliisyonu

ile 5 kez yikand.
Kromojen soliisyonu 100 uL 100 uL
Oda sicakliginda karanlikta 20 dakika inkiibe edildi.
Stop soliisyonu 25 uL 25 uL

450 nm dalga boyunda okundu.
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Hesaplama: Sekil 3.4.’te gosterilen IL-10 standart grafigi yardimiyla, numunelerin

vermis oldugu absorbanslarin konsantrasyonu hesaplandi. IL-10 seviyeleri pg/mL

olarak verildi.

oD

y =0,021x

2,5

R2=0,922%

1,5

0,5 -v

50

150
IL-10 (pg/mL)

Sekil 3.4. IL-10 standart grafigi
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3.3.2.5. IL-1p Olciimii
IL-1B diizeyi, AVIBION marka (Katalog No: IL0O1b02) ELISA kiti ile ol¢iildii.
Prensip

Metodun prensibi, enzim-bagli immiinokimyasal Ol¢lim esasina dayanir. Plate
kuyucuklar1 IL-1B’ya spesifik antikor ile kaplanmistir. Plate kuyucuklarinda bulunan
antikor iizerine, numuneler ve standartlar eklenir, inkiibasyona birakilir. Inkiibasyondan
sonra, Ornekte bulunan baglanmamis diger komponentler yikanarak uzaklastirilir.
Biyotin isaretli antikor eklenir ve inkiibasyona birakilir. Eger varsa, IL-1p’lar antikor
bagh kuyucuklarda biyotin konjugat ile sandvi¢ yapi olustururlar. Yikama yapilarak
baglanmamis antikorlar uzaklastirilir. Streptavidin-HRP konjugati eklenir, inkiibasyona
birakilir ve sonra yikanir. Daha sonra tiim kuyucuklara TMB substrat soliisyonu ilave
edilir. Stop soliisyonunun ilavesiyle renk maviden sariya doner ve olusan rengin siddeti

450 nm’de okunur. Tablo 3.6.’da IL-1B c¢alisma prosediirii aciklanmustir.
Reaktifler
¢ Yikama tamponu

e Standartlar: Dilusyon tamponu ile dilue edilerek 0, 15.6, 31.5, 62.5, 125, 250,

500 pg/mL konsantrasyonlarinda standart seri hazirlandi.
® Biyotin isaretli antikor
e Streptavidin-HRP konjugat
¢ Kromojen soliisyonu (TMB)

e Stop soliisyonu (0.9 N H,SO,)
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Tablo 3.6. IL-1p Calisma Prosediirii

Standart Numune

Standart 50 uL -

Numune - 50 uL

Oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi, sonra her bir kuyucuk 300 pL yikama soliisyonu
ile 5 kez yikandi.

Biyotin isaretli antikor 50 uL 50 uL

Oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi, sonra her bir kuyucuk 300 uL. yikama soliisyonu ile 5 kez
yikandi.

Streptavidin-HRP konjugat 50 uL 50 uL.

Oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi, sonra her bir kuyucuk 300 uL. yikama soliisyonu ile 5 kez
yikandi.

Kromojen soliisyonu 50 uL 50 uL

Oda sicakliginda karanlikta 20 dakika inkiibe edildi.

Stop soliisyonu 25 uL 25 uL

450 nm dalga boyunda okundu.

Hesaplama: Sekil 3.5.°te gosterilen IL-1B standart grafigi yardimiyla, numunelerin
vermis oldugu absorbanslarin konsantrasyonu hesaplandi. IL-1f seviyeleri pg/mL

olarak verildi.
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Sekil 3.5. IL-1p standart grafigi
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3.3.2.6. TNF-a Olciimii
TNF-a diizeyi, AVIBION marka (Katalog No: TNFa021) ELISA Kkiti ile 6l¢iildii.
Prensip

Metodun prensibi, enzim-bagli immiinokimyasal Ol¢lim esasina dayanir. Plate
kuyucuklarinda bulunan TNF-a’ya spesifik antikor iizerine isaretsiz antijen (numune)
eklenir. Daha sonra isaretli antijen eklenerek inkiibasyona birakilir. Inkiibasyondan
sonra baglanmus antikorlar yikanarak uzaklastirihir. Inkiibasyon sonrasi reaksiyon
ortamina eklenen enzim, antikor-igaretli antijen kompleksine baglanir. Enzim
substratinin da ilavesiyle olusan rengin siddeti 450 nm’de okunur. Tablo 3.7.’de calisma

prosediirii agiklanmuistir.
Reaktifler
¢ Yikama tamponu

e Standartlar: Dilusyon tamponu ile dilue edilerek 0, 15.6, 31.5, 62.5, 125, 250,
500, 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda standart seri hazirlandi.

® Biyotin isaretli antikor
e Streptavidin-HRP konjugat
¢ Kromojen soliisyonu (TMB)

e Stop soliisyonu



Tablo 3.7. TNF-a Calisma Prosediirii

Standart

Numune

Standart

50 uL

Numune

50 uL

Oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi, sonra 5 kez yikandi.

Biyotin isaretli antikor 50 uL 50 uL
Oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi, 5 kez yikandi.
Streptavidin-HRP konjugat 50 uL 50 uL.

Oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi, sonra 5 kez yikandi.

Kromojen soliisyonu 50 uL 50 uL.
Oda sicakliginda karanlikta 20 dakika inkiibe edildi.
Stop soliisyonu 25 uLL 25 uL.

450 nm dalga boyunda okundu.
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Hesaplama: Sekil 3.6.’da gosterilen TNF-a standart grafigi yardimiyla, numunelerin

vermis oldugu absorbanslarin konsantrasyonu hesaplandi. TNF-a

olarak verildi.
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Sekil 3.6. TNF-a standart grafigi
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3.3.2.7. IL-6 Ol¢iimii
IL-6 diizeyi, AVIBION marka (Katalog No: IL06001) ELISA kiti ile 6l¢iildii.
Prensip

Metodun prensibi, enzim-bagli immiinokimyasal Ol¢lim esasina dayanir. Plate
kuyucuklarinda bulunan IL-6’ya spesifik antikorlarin iizerine, Once isaretsiz antijen
(numuneler ve standartlar), daha sonra biyotin isaretli antikor ardisik olarak eklenir.
Inkiibasyondan sonra baglanmamus antikorlar yikanarak uzaklastirilir. Streptavidin-HRP
konjugati eklenir, inkiibasyona birakilir ve sonra yikanir. Daha sonra tiim kuyucuklara
kromojen soliisyonu ilave edilir ve kromojen soliisyonu renk degisikligine yol acar.
Stop soliisyonunun ilavesiyle renk maviden sartya doner ve olusan rengin siddeti 450

nm’de okunur. Tablo 3.8.’de IL-6 ¢alisma prosediirii agiklanmustir.
Reaktifler
¢ Yikama tamponu

e Standartlar: Dilusyon tamponu ile dilue edilerek 0, 15.6, 31.5, 62.5, 125, 250,

500 pg/mL konsantrasyonlarinda standart seri hazirlandi.
® Biyotin isaretli antikor
e Streptavidin-HRP konjugat
¢ Kromojen soliisyonu (TMB)

e Stop soliisyonu
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Tablo 3.8. IL-6 Calisma Prosediirii

Standart Numune
Standart 50 uL -
Numune - 50 uL
Biyotin isaretli antikor 50 uL 50 uL

Oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi, sonra 5 kez yikandi.

Streptavidin-HRP konjugat 50 uL 50 uL.

Oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi, sonra 5 kez yikandi.

Kromojen soliisyonu 50 uL 50 uL.

Oda sicakliginda karanlikta 20 dakika inkiibe edildi.

Stop soliisyonu 25 uLL 25 uL

450 nm dalga boyunda okundu.

Hesaplama: Sekil 3.7.°de gosterilen IL-6 standart grafigi yardimiyla, numunelerin
vermis oldugu absorbanslarin konsantrasyonu hesaplandi. I1-6 seviyeleri pg/mL olarak

verildi.
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Sekil 3.7. IL-6 standart grafigi
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3.4.ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Veriler, IBM SPSS Statistics 20 ve SigmaStat 3.5 istatistik programlarinda
degerlendirildi. Sayisal degiskenlerin normal dagilimina Shapiro-Wilk testi ile bakildi.
Normal dagilim gosteren degiskenlerin Ozet istatistikleri ortalama + standart sapma;
normal dagilmayan degiskenlerin 6zet istatistikleri medyan (25. ve 75. persentil) olarak
verildi. Normal dagilim gosteren degiskenlerin iki grup karsilagtirmalar1 Student t testi

ile; normal dagilmayanlar Mann-Whitney U testi ile yapildi.

Ikiden fazla grubun bulundugu Kkarsilastrmalarda, normal dagilim gosteren
degiskenlerde Tek Yonlii Varyans Analizi, coklu karsilastirma testi olarak Student-
Newman-Keuls testi kullanildi. Normal dagilmayan degiskenlerde gruplar arasi
karsilagtirmalar Kruskal Wallis Analizi ile; ¢oklu karsilastirmalar ise Dunn testi ile
yapildi. Sayisal degiskenler arasindaki iliski Pearson Korelasyon Analizi ve Spearman
Korelasyon Analizi ile degerlendirildi. Kategorik degiskenler arasindaki iligkiler Ki-

kare testinin exact yontemi ile degerlendirildi. P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlaml

kabul edildi.



4.BULGULAR

Hasta ve kontrol grubu arasinda cinsiyet, yas ve boy acisindan istatistiksel olarak
anlamh fark olmadig1 goriildii (p>0.05). Hasta grubu kilo degerleri, kontrol grubuna
kiyasla anlamli diizeyde yiiksek bulundu (p<0.001). Gruplar VKI acisindan
karsilastirildiginda; hasta grubu VKI degerleri kontrol grubu VKI degerlerine gore,
anlaml diizeyde yiiksek bulundu (p<0.001) (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1. Hasta ve kontrol grubunun cinsiyet, yas, kilo, boy ve VKI bulgularinin karsilastirilmast

Parametreler Hasta Grubu (n=28) | Kontrol Grubu (n=20) p
Cinsiyet
Kadin 14 (%50) 10 (%50)

0.615
Erkek 14 (%50) 10 (%50)
Yas (yil) 433+12.7 448 +10.4 0.661
Kilo (kg) 87.3+14.3 69.1 £12.2 <0.001
Boy (cm) 165.3 £8.1 169 £7.7 0.083
VKI (kg/m®) 322+6.2 23.9+2.38 <0.001
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Hasta ve kontrol grubuna ait rutin biyokimya parametreleri karsilastirildiginda; insiilin
(p<0.001), HOMA-IR (p<001), TC (p<0.007), TG (p<0.005), LDL (p<0.014), AST
(p<0.001), ALT (p<0.001) ve GGT (p<0.001) degerleri hasta grubunda kontrol grubuna
gore anlaml olarak yiiksek bulundu (Tablo 4.2). Diger rutin degerlerinde ise, hasta ve

kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p>0.05).

Tablo 4.2. Hasta ve kontrol grubuna ait rutin parametrelerinin karsilastirilmasi

Parametreler Hasta Grubu (n=28) | Kontrol Grubu (n=20) p

Glukoz (mg/dL) 90.9 £ 10.5 88.3+6.3 0.294
Insiilin (uU/mL) 14.8 (9.3-21.5) 2.3 (2.0-5.6) <0.001
HOMA-IR 3.6 (1.9-5.3) 0.6 (0.4-1.3) <0.001
TC (mg/dL) 198.9 +39.5 171.5+22.4 0.007
TG (mg/dL) 131.5 (98.8-191.2) 96.0 (74.2-106.2) 0.005
HDL (mg/dL) 442 +11.1 46.4 +10.7 0.496
LDL (mg/dL) 123.8 +35.0 103.8 +18.1 0.014
AST (U/L) 44.5 (35.0-56.0) 15.5 (15.0-19.5) <0.001
ALT (U/L) 65 (44.5-91.2) 17.5 (10.2-2.0) <0.001
GGT (U/L) 50 (31.2-107.0) 16 (11.2-18.0) <0.001
Total Bil. (mg/dL) 0.69 £0.28 0.58 £0.23 0.128
Direkt Bil. (mg/dL) 0.2 (0.1-0.3) 0.2 (0.2-0.3) 0.767

Hasta ve kontrol grubu ana biyokimyasal bulgular1 Tablo 4.3.te gosterildi. Total
osteokalsin degerleri, hasta grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
diizeyde diisiik bulundu (p<0.001). TNF-a degerleri, hasta grubunda kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamh diizeyde yiiksek bulundu (p<0.009).

Diger caligma parametrelerimiz olan ucOC, 8-OHdG, IL-10, IL-1p ve IL-6 degerlerinde

ise, hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p>0.05).



Tablo 4.3. Hasta ve kontrol grubuna ait ana biyokimyasal bulgularin karsilagtirilmasi

Parametreler Hasta Grubu (n=28) | Kontrol Grubu (n=20) )/

Total osteokalsin (ng/mL) 9.9 (5.4-14.4) 18.2 (14.7-28.2) <0.001
ucOC (ng/mL) 2.1(1.2-4.2) 1.8 (1.2-2.7) 0.497
8-OHdG (ng/mL) 1.31 (1.1-1.9) 1.15 (0.9-2.0) 0.517
IL-10 (pg/mL) 5.54.7-7.7) 5.0 (4.5-6.2) 0.296
IL-1PB (pg/mL) 56.3 (34.2-78.7) 49.3 (29.8-76.0) 0.558
TNF-a (pg/mL) 218.2 (145.3-297.7) 138.9 (117.0-209.0) 0.009
IL-6 (pg/mL) 15.4 (11.7-28.2) 13.2 (10.4-19.3) 0.331
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Hasta grubu kendi igerisinde; insiilin direnci bulunmayan (HOMA-IR<2,7) ve insiilin
direnci bulunan (HOMA-IR>2,7) hastalar, obez olmayan (VKi<30 kg/mz) ve obez olan
(VKIi>30 kg/m?) hastalar, karaciger biyopsi sonuclarma gore fibrozis bulunmayan ve
fibrozis bulunan hastalar, diisiik derece steatoz ve yiiksek derece steatoz bulunan

hastalar seklinde ayrilarak bu gruplar kontrollerle kiyaslandi.

Hasta grubunun HOMA-IR diizeyleri degerlendirildiginde, 28 hastanin 16'sinda
(%57.14) insiilin direnci tespit edildi. Insiilin direnci bulunmayan ve insiilin direnci
bulunan hasta gruplar1 ile kontrol grubu arasinda kilo, VKI ve rutin biyokimya

bulgulariin karsilastirmasi Tablo 4.4.’te gosterildi.

Insiilin direnci bulunmayan grup ile insiilin direnci bulunan grup arasinda; glukoz

(p<0.001) ve insiilin (p<0.001) degerlerinde anlaml1 diizeyde fark bulundu (Tablo 4.4.).

Insiilin direnci bulunmayan grup ile kontrol grubu arasinda; kilo (p<0.001), VKI
(p<0.001), AST (p<0.001), ALT (p<0.001) ve GGT (p<0.001) degerlerinde anlaml
diizeyde fark bulundu (Tablo 4.4.).

Insiilin direnci bulunan grup ile kontrol grubu arasinda; kilo (p<0.001), VKI (p<0.001),
glukoz (p<0.001), insiilin (p<0.001), TC (p<0.002), TG (p<0.011), LDL (p<0.025),
AST (p<0.001), ALT (p<0.001) ve GGT (p<0.001) degerlerinde anlaml diizeyde fark
bulundu (Tablo 4.4.).
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Tablo 4.4. Insiilin direnci bulunmayan ve insiilin direnci bulunan hasta grubu ile kontrol grubunun rutin
parametrelerinin karsilagtiriimasi

Parametreler HOMA-IR<2,7 HOMA-IR>2,7 Kontrol Grubu »
(n=12) (n=16) (n=20)

Kilo (kg) 81.5 (75.5-92.5) 86.2 (83.5-97.5) 67.5 (61.5-73.5)" <0,001
VKI (kg/m®) 29.4 (25.6-35.0) 33.8 (29.6-37.4) 23.8 (21.7-23.3)" <0,001
Glukoz (mg/dL) 82 (76.5-88.5)" 98 (94.5-102.5) 86.5 (85-93)" <0,001
Insiilin (uU/mL) 8.74 (7.4-10.3) 19.8 (17.8-24.3)" 2.35 (2.0-5.3)" <0,001
TC (mg/dL) 183 (155.0-241.5)* 202 (191-214.5) 180.0 (152.0-188.0)" 0.002
TG (mg/dL) 121.0 (90.5-158.5)" | 137.5 (109.0-197.0)" 96.0 (76.5-105.5)" 0.011
LDL (mg/dL) 108.6 (85.5-161.7)* 127 (113.9-138.3)" 107.7 (91.1-118.2)" 0.025
AST (U/L) 45.5 (38-53.5)° 44.5 (34.5-64.5) 15.5 (15.0-19.0)* <0,001
ALT (U/L) 55.0 (45.0-67.5)° 76.5 (52.0-119.5)" 17.5 (10.5-20.0)* <0,001
GGT (U/L) 45.0 (36.0-101.0)° 64.0 (30.5-106.0)" 16.0 (11.5-18.0) <0,001

&®. Ayn1 harflerin yer aldigi gruplarda fark bulunmamaktadir.

Insiilin direnci bulunmayan grup ile kontrol grubu arasinda; total osteokalsin (p<0.001)

ve TNF-a (p<0.032) degerlerinde anlamli diizeyde fark bulundu (Tablo 4.5.).

Insiilin direnci bulunan grup ile kontrol grubu arasinda; total osteokalsin (p<0.001)

degerlerinde anlamli diizeyde fark bulundu (Tablo 4.5.).

Tablo 4.5.te belirtildigi gibi, insiilin direnci bulunmayan grup ile insiilin direnci
bulunan grup arasinda; total osteokalsin ve TNF-a degerleri acgisindan istatistiksel

olarak anlaml fark yoktu (p>0.05).

Diger caligma parametrelerimiz olan ucOC, 8-OHdG, IL-10, IL-1f ve IL-6 degerlerinde

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p>0.05).
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Tablo 4.5. insiilin direnci bulunmayan ve insiilin direnci bulunan hasta grubu ile kontrol grubunun ana
biyokimyasal bulgularinin karsilastirilmasi

Parametreler HOMA-IR<2,7 HOMA-IR>2,7 Kontrol Grubu
(n=12) (n=16) (n=20) )4
Total osteokalsin 14.4 (9.2-15.2)° 7.87 (5.2-10.6)° 18.2(14.8-252) | <0,001

(ng/mL)

TNF-a (pg/mL) 219.2 (141.8-303.7)" | 215.2 (151.5-288.9)® 138.9 (118.7-200.8)" 0.032

&b Ayni harflerin yer aldigi gruplarda fark bulunmamaktadr.

Hasta grubunun VKI degerleri degerlendirildiginde 28 hastanin 18'inin (%64.28) obez
oldugu tespit edildi. Obez olmayan ve obez olan hasta grubu arasinda, yas degerlerinde

anlamli fark bulundu (p<0.003) (Tablo 4.6.).

Obez olmayan hasta grubu ve kontrol grubu arasinda; insiilin (p<0.001), HOMA-IR
(p<0.001), AST (p<0.001), ALT (p<0.001) ve GGT (p<0.001) degerlerinde anlamli fark
bulundu (Tablo 4.6.).

Obez olan hasta grubu ve kontrol grubu arasinda; yas (p<0.003), insiilin (p<0.001),
HOMA-IR (p<0.001), TC (p<0.001), TG (p<0.020), LDL (p<0.009), AST (p<0.001),
ALT (p<0.001) ve GGT (p<0.001) degerlerinde anlamli fark bulundu. Diger rutin
parametrelerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p>0.05) (Tablo
4.6.).




Tablo 4.6. Obez olmayan ve obez olan hasta grubu ile kontrol grubunun rutin parametrelerinin
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karsilagtirilmasi
. 2 o 5

Parametreler VK{;i(i(l)()g/ m VKI(;Q;(; ;()g/m Kon(t;zlzg;'ubu »
Yas (yil) 3524118 50.2+9.8" 43.3+10.3° 0.003
Insiilin (uU/mL) 9.3 (8.1-17.8)" 17.9 (10.7-23.5) 2.35(2.0-5.3)" <0,001
HOMA-IR 2.0(1.4-3.7)° 3.9 (2.2-5.4)° 0.6 (0.4-1.2)* <0,001
TC (mg/dL) 186.5 (174.0-192.0)° | 211.0(196.0-220.0)* | 180.0 (152.0-188.0)> | <0,001
TG (mg/dL) 151.5 (94.0-196.0)" 130.0 (105.0-164.0)" 96 (76.5-105.5) 0.020
LDL (mg/dL) 111.0 (88.0-121.0)* 134.7 (101.0-143.0)" 107.7 (91.1-118.2)" 0.009
AST (U/L) 46.5 (43.0-57.0)° 43.5 (34.0-53.0)° 15.5 (15.0-19.0)* <0,001
ALT (U/L) 71.0 (47.0-93.0)° 62.5 (40.0-86.0)° 17.5 (10.5-20.0)* <0,001
GGT (U/L) 78.0 (46.0-98.0)° 42.5 (30.0-114.0)° 16.0 (11.5-18.0) <0,001

®®. Ayn1 harflerin yer aldigi gruplarda fark bulunmamaktadir.

Obez olmayan hasta grubu ve kontrol grubu arasinda; total osteokalsin degerlerinde

anlamli fark bulundu (p<0.001) (Tablo 4.7.).

Obez olan hasta grubu ve kontrol grubu arasinda; total osteokalsin degerlerinde anlaml

fark bulundu (p<0.001) (Tablo 4.7.).

Obez olmayan ve obez olan hasta grubu arasinda; total osteokalsin degerleri acisindan

istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p>0.05) (Tablo 4.7.).

Diger calisma parametrelerimiz olan ucOC, 8-OHdG, IL-10, IL-1B, TNF-a ve IL-6

degerlerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p>0.05).
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Tablo 4.7. VKi<30 kg/m* ve VKIi>30 kg/m* olan hasta grubu ile kontrol grubunun ana biyokimyasal
bulgularinin karsilastirilmasi

VKi<30 kg/m* VKi>30 kg/m® Kontrol grubu
Parametreler (n=10) (n=18) (n=20) p
Total osteokalsin b b a
(ng/mL) 12.2 (7.3-15.1) 8.9 (5.2-12.3) 18.2 (14.8-25.2) <0.001

b Ayni harflerin yer aldigi gruplarda fark bulunmamaktadr.

Karaciger biyopsisi sonuglarina gore, 28 hastanin 18’inde (%64.28) fibrozis bulundugu
tespit edildi. NASH tanis1 konan hastalarin higbirinde siroza rastlanmadi. Tablo 4.8 de
goriildiigli iizere fibrozis bulunmayan ve fibrozis bulunan hasta grubu arasinda, boy

degerlerinde anlaml1 fark bulundu (p<0.01).

Fibrozis bulunmayan hasta grubu ve kontrol grubu arasinda; kilo (p<0.001), boy
(p<0.01), VKI (p<0.001), insiilin (p<0.001), HOMA-IR (p<0.001), TC (p<0.025), TG
(p<0.013), AST (p<0.001), ALT (p<0.001) ve GGT (p<0.001) degerlerinde anlamli fark
bulundu (Tablo 4.8.).

Fibrozis bulunan hasta grubu ve kontrol grubu arasinda; kilo (p<0.001), VKI (p<0.001)
insiilin (p<0.001), HOMA-IR (p<0.001), TC (p<0.025), AST (p<0.001), ALT (p<0.001)
ve GGT (p<0.001) degerlerinde anlamli fark bulundu (Tablo 4.8.).

Fibrozis bulunmayan ve fibrozis bulunan hasta grubu arasinda, rutin parametre
degerlerinde istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p>0.05) (Tablo 4.8.). Diger rutin

parametrelerinde, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p>0.05).
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Tablo 4.8. Fibrozis bulunmayan ve fibrozis bulunan hasta grubu ile kontrol grubunun kilo, boy, VKI ve

rutin parametrelerinin karsilastirilmasi

Parametreler Fibrozis Yok (n=10) | Fibrozis Var (n=18) Kon:;(;lz(;)r ubu P
Kilo (kg) 85.2 (78.0-95.0)° 85.5 (75.0-95.0)° 67.5 (61.5-73.5)" <0.001
Boy (cm) 162.6 +7.4* 1703 +7.1° 169.5+7.7° 0.01
VKI (kg/m?) 33.8(29.1-37.1)° 29.6 (25.6-34.7)° 23.8 (21.7-23.3)" <0.001
insiilin (uU/mL) 10.3 (8.3-18.1)° 17.8 (10.8-24.1)° 2.35 (2.0-5.3) <0.001
HOMA-IR 2.1(1.4-3.8)° 3.9 (2.1-5.4)° 0.6 (0.4-1.2)* <0.001
TC (mg/dL) 203.9 +39.7° 196.2 +40.2° 171.5+£22.4° 0.025
TG (mg/dL) 155.5 (109.0-211.0)° | 128.5 (94.0-164.0)" 96 (76.5-105.5)* 0.013
AST (U/L) 42.0 (34.0-48.0)° 47.0 (42.0-76.0)° 15.5 (15.0-19.0)* <0.001
ALT (U/L) 59.0 (44.0-75.0)° 68.5 (46.0-93.0)° 17.5 (10.5-20)" <0.001
GGT (U/L) 60.0 (44.0-130.0)° 45.0 (30.0-98.0)° 16.0 (11.5-18.0)" <0.001

&®: Ayni harflerin yer aldigi gruplarda fark bulunmamaktadr.

Fibrozis bulunmayan hasta grubu ve kontrol grubu arasinda; total osteokalsin

degerlerinde anlamli fark bulundu (p<0.001) (Tablo 4.9.).

Fibrozis bulunan hasta grubu ve kontrol grubu arasinda; total osteokalsin degerlerinde

anlamli fark bulundu (p<0.001) (Tablo 4.9.).

Fibrozis bulunmayan ve fibrozis bulunan hasta grubu arasinda, total osteokalsin

degerlerinde istatistiksel olarak anlaml1 fark yoktu (p>0.05) (Tablo 4.9.).

Diger calisma parametrelerimiz olan ucOC, 8-OHdG, IL-10, IL-1B, TNF-a ve IL-6

degerlerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p>0.05).
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Tablo 4.9. Fibrozis bulunmayan ve fibrozis bulunan hasta grubu ile kontrol grubunun ana biyokimyasal
bulgularinin karsilastirilmasi

Fibrozis Yok Fibrozis Var Kontrol Grubu

Parametreler (n=10) (n=18) (n=20) p

Total osteokalsin (ng/mL) | 12.2 (5.3-15.3)° | 8.9 (6.0-12.4)° | 18.2(14.8-25.2)" | <0.001

b Ayni harflerin yer aldigi gruplarda fark bulunmamaktadr.

Karaciger biyopsisi sonuglarina gore, steatoz<%33 diisiik derece; steatoz=%33-%66, ve
steatoz>%66 yiiksek derece steatoz olarak kabul edildi. 28 hastanin 18’inde (%64.28)
diisiik derece steatoz bulundugu tespit edildi (Tablo 4.10.).

Tablo 4.10.’da goriildiigii iizere diisiik derece steatoz ve yiiksek derece steatoz bulunan
hasta grubu arasinda yas (p<0.005) ve total bilirubin (p<0.023) degerlerinde anlamlh
fark bulundu.

Diisiik derece steatoz bulunan hasta grubu ve kontrol grubu arasinda; kilo (p<0.001),
VKI (p<0.001), insiilin (p<0.001), HOMA-IR (p<0.001), TC (p<0.007), TG (p<0.025),
AST (p<0.001), ALT (p<0.001), GGT (p<0.001) ve total bilirubin (p<0.023)
degerlerinde anlamli fark bulundu (Tablo 4.10.).

Yiiksek derece steatoz bulunan hasta grubu ve kontrol grubu arasinda; kilo (p<0.001),
VKI (p<0.001) insiilin (p<0.001), HOMA-IR (p<0.001), TG (p<0.025), AST (p<0.001),
ALT (p<0.001) ve GGT (p<0.001) degerlerinde anlamli fark bulundu (Tablo 4.10.).
Diger rutin parametrelerinde, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu

(p>0.05).
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Tablo 4.10. Diisiik derece steatoz ve yiiksek derece steatoz bulunan hasta grubu ile kontrol grubunun
kilo, VKI, yas ve rutin parametrelerinin karsilastiriimasi

Parametreler SDiisiik Derece Yiiksek Derece Kontrol Grubu ?
teatoz (n=18) Steatoz (n=10) (n=20)

Kilo (kg) 88.5 (83.0-95.0) 84.5 (75.0-89.0) 67.5 (61.5-73.5)* | <0,001
VKI (kg/m?) 33.0+5.1° 30.7+7.7° 23.9+2.8 <0,001
Yas (yil) 499+11.7° 35.6 + 8.5 43.3+£10.3" 0.005
Insiilin (uU/mL) 14.5+6.8 16.6 +7.4° 4.0+29° <0,001
HOMA-IR 32+ 1.7° 40+2.1° 0.9+0.6° <0,001
TC (mg/dL) 198.5 (176.0-220.0)* | 191.0 (184.0-212.0) | 180.0 (152.0-188.0)° | 0,007
TG (mg/dL) 140.1 £ 60.8 154.7 + 81.6° 99.2 +34.9° 0.025
AST (U/L) 44.5 (43.0-57.0)° 44.5 (35.0-53.0) 15.5 (15.0-19.0)* | <0,001
ALT (U/L) 59.0 (42.0-71.0)° 83.5 (71.0-128.0)" 17.5 (10.5-20.0)* | <0,001
GGT (U/L) 47.5 (32.0-110.0)° 68.0 (30.0-98.0)° 16.0 (11.5-18.0)* | <0,001
Total Bil. (mg/dL) | 0.77 (0.27-0.06)" 0.55 (0.20-0.06)° 0.58 (0.23-0.05)" 0.023

&®. Ayn1 harflerin yer aldigi gruplarda fark bulunmamaktadir.

Diisiik derece steatoz bulunan hasta grubu ve kontrol grubu arasinda; total osteokalsin

degerlerinde anlamli diizeyde fark bulundu (p<0.001) (Tablo 4.11.).

Yiiksek derece steatoz bulunan hasta grubu ve kontrol grubu arasinda; total osteokalsin

(p<0.001) ve TNF-a (p<0.019) degerlerinde anlamli diizeyde fark bulundu (Tablo

4.11.).

Diisiik derece steatoz ve yiiksek derece steatoz bulunan hasta grubu arasinda; total

osteokalsin ve TNF-a degerleri agisindan istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p>0.05)

(Tablo 4.11.).

Diger calisma parametrelerimiz olan ucOC, 8-OHdG, IL-10, IL-1P ve IL-6 degerlerinde

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p>0.05).
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Tablo 4.11. Diisiik derece steatoz ve yiiksek derece steatoz bulunan hasta grubu ile kontrol grubunun ana
biyokimyasal bulgularinin karsilastiriimasi

Parametreler Diisiik Derece Yiiksek Derece Kontrol Grubu

Steatoz (n=18) Steatoz (n=10) (n=20) p
Total osteokalsin b b a
(ng/mL) 11.2 (8.5-14.5) 6.7 (4.3-7.9) 18.2 (14.8-25.2) <0,001
TNF-o (pg/mL) 195.2 (138.9-298.4)™ | 245.2(212.1-282.1)* | 138.9 (118.7-200.8)" | 0.019

®®. Ayn1 harflerin yer aldigi gruplarda fark bulunmamaktadir.

Tablo 4.12.’de parametreler arasindaki korelasyonlar goriilmektedir.

Tablo 4.12. Parametreler arasindaki korelasyonlar

Parametreler r P

HOMA-IR-VKI 0.696 <0.001
Total osteokalsin-Kilo -0.452 <0.001
Total osteokalsin-VKI -0.591 <0.001
Total osteokalsin-HOMA-IR -0.592 <0.001
Total osteokalsin-TG -0.383 0.007
Total osteokalsin-TC -0.379 0.008
Total osteokalsin-AST -0.531 <0.001
Total osteokalsin-ALT -0.572 <0.001
Total osteokalsin-Insiilin -0.626 <0.001
TNF-0-HOMA-IR 0.290 0.045
TNF-o-1L-6 0.452 <0.001
TNF-o-IL-1P 0.285 0.050
8-OHdG-IL-1p 0.462 <0.001
8-OHdG-IL-6 0.288 0.047
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Yapilan korelasyon analizleri sonucunda; HOMA-IR ile VKi ve HOMA-IR ile TNF-a
arasinda anlamhi diizeyde pozitif korelasyon tespit edilmistir. Total osteokalsin ile
HOMA-IR arasinda anlamli diizeyde negatif korelasyon tespit edilmistir. Total
osteokalsinin; kilo, VKI, TG, TC, AST, ALT, insiilin ile anlaml diizeyde negatif
korelasyon gosterdigi tespit edilmistir. TNF-a ile IL-6 ve TNF-a ile IL-1f arasinda,
anlamli diizeyde pozitif korelasyon bulunmustur. Ayrica, 8-OHdG ile IL-1f ve 8-OHdG
ile IL-6 arasinda anlamli diizeyde pozitif korelasyon tespit edilmistir (Tablo 4.12.).



5. TARTISMA VE SONUC

Nonalkolik yagl karaciger hastaliginin ilerlemis formu olan NASH, prevalansi diinya
genelinde giderek artan bir hastallk haline gelmektedir. Hastalarin ¢ogunun
asemptomatik olmasi ve tani i¢in biyopsi gerekmesi NASH’1 tanis1 zor bir hastalik

haline getirmektedir (24).

NASH patogenezi tam olarak bilinmemekle beraber, patogenezinde rol oynadigi ileri
siiriilen bazi faktorler vardir. Insiilin direnci, oksidatif stres, obezite, sitokinler,
metabolik sendrom ve tip 2 diyabet NASH gelisiminde 6nemli risk faktorleri olarak
goriilmektedir. Son c¢aligmalar, metabolik sendrom ile NASH iligkisi {izerinde
durmaktadir ve NASH’in metabolik sendromun hepatik tutulumu oldugu ileri

siiriilmektedir (34, 160).

NASH patogenezinde, ilk asamada karacigerde makrovezikiiler steatoz olusumu vardir.
Steatoz olusumuna insiilin direnci eklenirse, diren¢ durumunda hepatik lipid
metabolizmasi etkilendigi icin kisir dongiiler baslatilmis olur. ikinci asamay1; cevresel
toksinler, sitokinler, endoktoksinler, sitokrom P450 enzimleri ve mitokondriyal ROT u
iceren oksidatif stres olusturmaktadir. Diger 6nemli faktor ise, visseral obezite ile iliskili
olarak yag dokudan salgilanan adipositokinlerdir. Yag dokudan adiponektin, leptin,
resistin, visfatin, TNF-0, IL-6 ve anjiotensinojen gibi adipokin ve sitokinler
salgilanmaktadir. Bu adipositokinler NASH patogenezine katkida bulunmaktadirlar (6,
20, 161).
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NASH’l1 vakalarm cogu benign seyir gosterip diisiik fibrozis evresinde kalirken, bazi
vakalar siroza ilerleyebilmektedir. Bizim hasta grubumuzda %35.71 olguda hi¢ fibrozis
bulunmazken, vakalarin %42.85’inde evre 1, %10.71’inde evre 2, %10.71’inde evre 3

fibrozis saptanmis olup, hicbir vakamizda evre 4 fibrozise ve siroza rastlanmamustir.

Literatiirde, NASH’l1 olgularin daha ¢ok 4. ve 5. dekattan sonra ortaya c¢iktigi
bildirilmistir (22, 162). Calismamizda tiim hastalarin yas ortalamasi1 43.3 + 12.7

bulunmustur. Sonuglarimiz literatiir ile uyumludur.

Insiilinin genel metabolik etkilerinin azalmasi ile karakterize olan insiilin direnci,
prediyabet, tip 2 diyabet ve kardiyovaskiiler hastalik riskini artiran bir durumdur.
Insiilin direnci durumunda yag dokuda lipoliz, hepatik glukoz miktari, dolasimda
serbest yag asidi ve glukoz seviyeleri artar. Insiilin direnci, hepatik lipid iiretimini
artirarak steatoza ve lipotoksisiteye neden olmaktadir. Artmis kalori alimi, fiziksel
aktivite azl1ig1 ve obezite, insiilin direnci icin 6nemli cevresel risk faktorlerdir. Ozellikle,
visseral obezite insiilin direnci olusumunda onemli risk faktorii olarak goriilmektedir.
Bunun yam sira, diyabetik olmayan ve metabolik sendrom kriterleri bulunmayan zayif

insanlarda da insiilin direnci goriilebilmektedir (4, 46, 163).

Yapilan bircok c¢alismada, NASH ve insiilin direnci iligkisi gOsterilmistir.
Calismamizda, NASH’I1 bireylerde insiilin diizeyleri ve HOMA-IR degerleri kontrol
grubuna kiyasla anlamli olarak yiiksek saptanmis olup, sonug¢larimiz literatiir ile uyumlu
bulunmustur. Hasta grubumuzun glukoz diizeyleri ile kontrol grubu glukoz diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir. Calisma bulgularimizda
insiilin ve. HOMA-IR degerlerinin yiiksek olmasi, NASH patogenezinde insiilin

direncinin rol aldigin1 desteklemektedir.

Organizmanin metabolik homeostazi; beslenme, enerji harcamalar1 ve hormonal
sinyaller tarafindan dengede tutulur. Son donemlerde yapilan ¢alismalar, kemik dokusu

ile glukoz ve yag metabolizmasi arasinda iliski bulundugunu gostermistir.

Cesitli calismalarda tip 2 diyabet, metabolik sendrom, obezite, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve nonalkolik yaglh karaciger hastaliginda serum osteokalsin seviyeleri ile
insiilin sekresyonu arasinda negatif iliski bulundugu tespit edilmistir. Ayrica, serum

osteokalsin diizeyleri obezite ve glukoz diizeyleri ile iligkili bulunmustur (9-12, 126).
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Calismamizda hasta grubu total osteokalsin seviyeleri, kontrol grubuna kiyasla anlamli
olarak diisiik bulunmustur (p<0.001). Total osteokalsin ve HOMA-IR arasinda,

literatiirle uyumlu olarak negatif korelasyon tespit edilmistir.

Hwang ve ark. (11), yiiksek total osteokalsin diizeyleri bulunan tip 2 diyabetli
bireylerde HOMA-% ve HOMA-IR degerlerinin diisiik oldugunu, total osteokalsinin {3
hiicre fonksiyonu ve insiilin duyarlilig: ile ilgili bir molekiil oldugunu tespit etmislerdir.
Bao ve ark. (164), tip 2 diyabetli hastalarla yaptiklar1 ¢alismada, 8 hafta siiresince
glukoz diisiiriicli tedavi alan hastalarda, glisemik kontroliin saglanmasi ile osteokalsin

seviyelerinin yiikseldigini bildirmislerdir.

Calismamizda, hasta ve kontrol grubu arasinda ucOC seviyeleri agisindan anlamli fark
bulunamamistir. Osteokalsin knockdown fare modellerine ucOC verildiginde; B hiicre
proliferasyonunda ve insiilin duyarliliginda iyilesme, adiponektin gen ekspresyonunda
ise artis tespit edilmistir (8). Hayvan calismalar1 ve in vitro calismalarda, ucOC’un
glukoz homeostazin1 ve enerji metabolizmasini diizenledigi gosterilse de, yapilan insan
caligma sonuclar1 bununla bagdasmamistir. Pek cok calismada, ucOC ile HOMA-IR
arasinda iligki bulunamamustir (11, 126, 165-167). Son caligmalar; ucOC’un insiilin
sekresyonu ile, total osteokalsinin ise insiilin direnci ile iligkili oldugunu gostermistir

(10, 11).

Yapilan bir ¢alismada, vitamin K takviyesi almayan yash kadmn ve erkeklerde 3 yil
stiresince ucOC, karboksile osteokalsin ve total osteokalsin seviyelerinin HOMA-IR ile
iliskisi arastirilmistir. Total osteokalsin ve karboksile osteokalsinin HOMA-IR ile
negatif korelasyon gosterdigi, ucOC ile HOMA-IR arasinda anlamh bir iliski
bulunmadigi bildirilmistir (166).

Kanazawa ve ark (12), hipergliseminin diisik kemik turnover1 ve osteoblast
disfonksiyonuna neden oldugunu bildirmislerdir. Tip 2 diyabetli 50 hasta ile yaptiklar1
caligmada, glisemik kontrol sonrasinda serum osteokalsin seviyelerinin yiikseldigini,

ucOC seviyelerinin degismedigini gostermislerdir.

Yapilan bir caligmada alkolik sirozlu hastalarda osteokalsin seviyelerinin saghkli
kontrollere gore diistiigii bildirilmistir (168). Diisiik osteokalsin diizeylerinin, karaciger

fibrozisi ile iliskili oldugu tespit edilmistir (117).
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NASH’ta osteokalsin ile ilgili literatiirler smirli sayidadir. Szalay ve ark. (169),
nonalkolik karaciger yaglanmasinda osteokalsin seviyelerini diisiik bildirmislerdir.
Yilmaz ve ark. (170), nonalkolik yagl karacigerli hastalarda osteokalsin ile HOMA-IR
arasinda negatif korelasyon bulundugunu gostermislerdir. NASH’l1 hastalarla yapilan
bir ¢calismada; osteokalsinin HOMA degerleri, glukoz seviyeleri ve karaciger fibrozisi

ile negatif korelasyon gosterdigi bildirilmistir (171).

Diger calismalardan farkli olarak bizim ¢alismamizda hem total osteokalsin hem de
ucOC olciimii yapilmustir. Insiilin direnci bulunmayan hastalar ve insiilin direnci
bulunan hastalar karsilastirildiginda; insiilin direnci bulunan grubun total osteokalsin
seviyeleri, diren¢ bulunmayan gruba goére diisiik fakat anlamsizdi. Insiilin direnci
bulunmayan grup ile kontrol grubu ve insiilin direnci bulunan grup ile kontrol grubu
karsilagtirildiginda; total osteokalsin seviyeleri, her iki hasta grubunda da kontrol
grubuna kiyasla anlamli olarak diisiiktii. Diisiik total osteokalsin seviyeleri, insiilin
direncinden ya da karaciger fibrozisinden kaynaklanmig olabilir. Fakat hastalarin
hepsinde insiilin direnci ve fibrozis bulunmadigi dikkate alinirsa mekanizmay1

aciklamak icin daha genis kapsamli ¢alismalara gerek vardir.

Yilmaz ve ark. (170), nonalkolik yaglh karacigerli hastalarda serum osteokalsin ile AST
ve ALT arasinda negatif korelasyon oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda total
osteokalsin ile ALT ve AST seviyeleri arasinda negatif korelasyon tespit edildi,
sonuclarimiz literatiir ile uyumludur. Daha 6nceki caligmalarla uyumlu olarak, total

osteokalsin ile TG ve TC arasinda negatif korelasyon tespit edilmistir (126, 172).

Osteokalsin ve karaciger fibrozisi arasinda bir iligskinin olup olmadigini degerlendirmek
amaciyla; hasta grubunu fibrozis bulunmayan ve fibrozis bulunan grup olarak ayirip,
saglikli kontrollerle birlikte bu iic grubu karsilastirdik. Total osteokalsin seviyeleri
fibrozis bulunan grupta en diisiiktii fakat, fibrozis bulunmayan grup ile arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark yoktu.

Aller ve ark. (171), 69 NASH’1 hasta ile yaptiklar1 ¢caliymada; fibrozis bulunmayan ve
fibrozis bulunan hastalarda osteokalsin, insiilin, glukoz ve HOMA-IR’1
degerlendirmislerdir. Bu caliymada, glukoz degerlerinin iki grup arasinda degismedigi,
osteokalsin diizeylerinin fibrozis bulunan grupta daha diisiik oldugu bulunmustur.
Insiilin ve HOMA-IR degerleri ise fibrozis bulunan grupta fibrozis bulunmayan gruba

kiyasla anlamli olarak yiiksek tespit edilmistir. Biz bu c¢aligmanin aksine, fibrozis
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bulunmayan ve fibrozis bulunan grupta total osteokalsin, insiilin ve HOMA-IR degerleri
arasinda anlamli fark bulmadik. Bu ¢aligmaya kiyasla fibrozis evrelerinin ve fibrozisli

hasta sayisinin diisiikliigii nedeniyle bulgularimiz farklilik gdstermis olabilir.

Steatoz derecesine gore NASH’l1 hastalar1 diisiik derece steatoz ve yiiksek derece
steatoz olarak ikiye ayiran Aller ve ark. (171), iki grup arasinda osteokalsin, insiilin,
glukoz ve HOMA-IR’1 degerlendirmislerdir. Osteokalsin ve glukoz diizeyleri iki grup
arasinda farksiz bulunurken, insiilin ve HOMA-IR degerleri yiiksek derece steatozlu
hastalarda anlamli olarak yiiksek bildirilmistir. Calismamizda diisiik derece steatoz ve
yiiksek derece steatoz bulunan hastalar1 karsilastirdigimizda, yas ve total bilirubin
disinda hicbir parametreyi farkli bulmadik. Yiiksek derece steatoz bulunan hastalarda
total osteokalsin seviyeleri, diisilk derece steatozu bulunan hastalara gore diisiik fakat
anlamsizdi. HOMA-IR ve TNF-a seviyeleri; yiiksek steatoz bulunan grupta, diisiik
steatoz bulunan gruba kiyasla yiiksek fakat anlamsizdi. Bu konuda, baska literatiir

bulunmamas1 nedeniyle, ornek biiyiikliigii fazla olan yeni ¢alismalara ihtiyac vardir.

Degisen yasam kosullar1 ve modern hayat, insanlarin haraketlerini kisitlamalarina yol
acmaktadir. Yiiksek kalori girdisi yaninda azalmis fiziksel aktivite, pek c¢ok saglik
sorununu beraberinde getirmektedir. Giiniimiiz toplumlarinda son on yilda obezite,
onemli bir saglik sorunu olmaya baslamistir. Gelismis iilkelerde, obezite prevalansi
9%?25 ile %35 arasina ulagsmistir. Tiim toplumlarda giderek artan bir epidemi halini alan

obezitede, 10 yilda %10-30 arasinda bir artig oldugu bildirilmistir (159, 173).

Obezite, NASH i¢in en onemli risk faktorlerinden biridir. Diinya genelinde obezite
prevalansinin her gecen giin arttig1 diisiiniiliirse, NASH, yakin gelecekte diinya icin
onemli bir saglik sorunu haline gelecektir. Diinyada, NASH i¢in kabul edilen bir ilac
bulunmamaktadir ve NASH tedavisinde diyet ve egzersiz gibi yasam tarzi degisiklikleri
onerilmektedir. Kilo kaybinin patofizyolojik temeli, yag dokunun azalmasi ve insiilin
direncinde 1iyilesmeye neden olmasidir (174). Egzersiz, iskelet kasinda GLUT-4

membran lokalizasyonunu artirarak insiilin direncinin kirilmasini saglamaktadir (175).

Calismamizda, hasta grubu VKI degerleri, kontrol grubuna gore anlaml olarak yiiksek
bulunmustur. 28 hastanin 18'1 (%64.28) obezdi. 7 hasta asir1 kilolu (25-29,9 kg/m2), 3
hasta ise normal kilolu (18,5-24,9 kg/mz) idi. Giicin ve ark. (176), 27 NASH’]1 hasta ile

yaptiklar1 calismada vakalarin tamaminda, VKI degerlerinin 25’in iistiinde oldugunu, 15
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hastanin ise obez oldugunu bildirmislerdir. Benzer ¢alismalarda da NASH’ta obezite

siklig1 %57-90 arasinda bildirilmis olup, sonuclarimiz literatiir ile uyumlu idi.

VKI ile HOMA-IR arasinda pozitif korelasyon tespit ettik. Pittas ve ark. (177), obez
hastalarla yaptiklar1 ¢alismada, osteokalsin diizeylerinin glukoz, HOMA-IR ve VKI ile
negatif korelasyon gosterdigini bildirmislerdir. Calismamizda, VKI ile total osteokalsin
arasinda da negatif korelasyon tespit edilmistir. Literatiirde total osteokalsin
seviyelerinin VKI ile negatif korelasyon gosterdigi bildirilmistir (172). Nonalkolik yagl
karacigerli obez hastalarla yapilan bir ¢calismada, kilo kayb1 ile osteokalsin seviyelerinin
arttig;; HOMA-IR, AST ve ALT seviyelerinin ise diistiigii tespit edilmistir (10).

Sonuglarimiz literatiir ile uyumlu idi.

Hasta grubunu VKI degerlerine gére obez olmayan (VKi<30 kg/m?®) ve obez olan
(VKi>30 kg/m?) grup olarak ikiye ayirdik ve saghkl kontroller ile kiyasladik. HOMA-
IR diizeyleri obez grupta yiiksekti fakat, obez olmayan grup ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark yoktu. Total osteokalsin diizeyleri obez grupta diisiik
bulundu fakat, obez olmayan grup ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli
degildi. NASH’ta bu konu ile ilgili benzer calisma olmamasi nedeniyle, sonuc¢larimizin
literatiire katki saglayacagmi diisiinmekteyiz. Bu konuda yapilacak yeni caligmalara

ihtiya¢ vardir.

Proinflamatuar sitokinler ile baslayan inflamasyon, akut faz reaksiyonunun olugmasini
saglar. Hepatositler yiizeylerinde tasidiklar1 cesitli sitokin reseptorleri ile organizmanin
hem sistemik hem de yerel savunma sistemi icin ¢ok onemli bir hedeftir. Stellat
hiicreleri ve Kupffer hiicrelerinin, hem proinflamatuar sitokinler i¢in reseptorleri hem de

sitokinleri iretme kapasiteleri vardir (178).

IL-1B, TNF-a, IL-6 gibi proinflamatuar sitokinler karacigere portal venden kan yolu ile
gelirler ve sitokinler hepatosite ulasirken es zamanh olarak Stellat ve Kuppfer hiicreleri
tarafindan da yanit olusturulur. Proinflamatuar sitokinlerin tip 2 diyabet, insiilin direnci

ve hipertrigliseridemi ile iliskili oldugu ¢esitli caligmalar ile gosterilmigtir (143, 144).

TNF-a seviyelerini kontrol grubuna kiyasla hasta grubunda yiiksek tespit ettik. NASH’I1
hastalarda TNF-a seviyelerinin yiiksek oldugu bilinmektedir. Basit yaglanmanin
steatohepatite ilerlemesinde, TNF-a’nin 6nemli rolii oldugu diisiiniilmektedir. Yiiksek
TNF-a seviyelerinin, hayvan modelleri ve insanlarda obezite ve insiilin direnci ile

iliskili oldugu ile ilgili literatiirde cesitli yayinlar mevcuttur. TNF-a, stellat hiicre
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aktivasyonunda rol oynar (156, 157). Hiicre apoptozunu da tetikleyebilmektedir. TNF-
a, osteoklast farklilagmasini uyarir ve kemik yikimi artar. Pluripotent projenitor
hiicrelerde, TNF-o’nin osteoblastlarin farklilagmasimni inhibe ettigi bildirilmistir (155).
Calismamizda osteokalsin seviyelerindeki azalma, TNF-o artisindan kaynaklanmis

olabilir.

TNF-a ile HOMA-IR arasinda pozitif korelasyon tespit ettik. 1993 yilinda Hotamisligil
ve ark. (179), obez rodentlerde TNF-a ve insiilin direnci iliskisini gostermelerinden
sonra bu konu ile ilgili ¢ok sayida calisma yapilmistir. TNF-o’nin, NASH’ta insiilin
direnci ile iliskili olarak hastalik patogenezinde rolii oldugu ileri siiriilmektedir. Insiilin
direnci bulunmayan grupta TNF-a seviyeleri en yiiksekti fakat, insiilin direnci bulunan

hasta grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi.

Calismamizda IL-10, IL-1B ve IL-6 seviyelerinin hasta ve kontrol grubu arasinda
degismedigi tespit edilmistir. Literatiir taramamiza gore, IL-1p ile ilgili NASH’ta az
sayida calisma mevcuttur. IL-6 seviyelerinde de, hasta grubu ile kontrol grubu arasinda
fark yoktu. Bizim bulgularimiza benzer sekilde IL-6 seviyelerinin NASH’ta

degismedigini gosteren literatiirler mevcuttur (180, 181).

IL-10, sitokin sentez inhibitorii olan major antiinflamatuar sitokindir. IL-10"un viral,
otoimmiin, alkole bagh gelisen karaciger hasarinda koruyucu rol oynadigi
bilinmektedir. Deneysel calismalarla, IL-10’un insiilinin etkisi ile direkt iligkili oldugu,
eksojen IL-10’un iskelet kasi1 ve karacigerde insiilin duyarliligmi gelistirdigi

gosterilmigtir (146, 148).

Cintra ve ark. (147), deneysel olarak diyetle karaciger yaglanmasi olusturulan farelerde,
IL-10 inhibisyonu sonucunda inflamatuar sitokinlerin ekspresyonunun arttigini ve
insiilin sinyalinde bozukluk olustugunu bildirmislerdir. Yapilan bagka bir calismada ise,
yagh diyetle beslenen IL-10 knockout fareler insiilin direnci ve steatoz agisindan
degerlendirilmis, IL-10’un sadece steatoz i¢in koruyucu rol oynadigi bildirilmistir
(182). Mager ve ark. (183), nonalkolik yaglh karaciger hastaligi bulunan obez
cocuklarda IL-10 seviyelerini diisiik bulmuslardir. NASH’ta az sayida literatiiriin

bulundugu bu konuda, 6rnek biiyiikliigii daha genis yeni caligmalara ihtiya¢ vardir.

Hidojen peroksit, hiicrede pek ¢ok bolgeyi hedef alarak ve bu bolgelere saldirmak

suretiyle hidroksil radikalini olusturur. Hidroksil radikali deoksiriboz ve bazlarla
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kolayca reaksiyona girebilmektedir. Hidroksil radikali, guaninin 4., 5. ve 8.

pozisyonlarindaki karbon atomlari ile reaksiyona girebilir.

Hidroksil radikalinin, DNA’da yaptig1 en sik karsilasilan ve mutajenitesi en iyi bilinen
baz hasar iirtinii 8-OHdG’dir. 8-OHdG olciimii DNA’daki oksidatif hasarin dogrudan
gostergesi olarak kabul edilir (130). Calismamizda, NASH’l1 hasta grubu ile kontrol
grubu serum 8-OHAG diizeyi bakimindan karsilastirildiginda aralarinda anlamli bir fark

bulunamamustir.

Steatozun steatohepatite, steatohepatitin fibrozis ve siroza ilerlemesinde oksidatif stres
onemli rol oynamaktadir. Mitokondri ROT’un ana hiicresel kaynagidir. Lipid
peroksidasyonu, ROT olusumu, sitokin salinimi1 ve antioksidanlarin azalmasinin neden
oldugu oksidatif stres, hiicre hasarina yol agmaktadir. Oksidatif hiicre hasari, nekroz ya

da apoptoz ile sonu¢lanabilmektedir.

Mitokondri disfonksiyonu iki farkli nedenle NASH’ta 6nemli rol oynamaktadir.
Birincisi orta ve kisa zincirli serbest yag asitlerinin oksidasyon merkezi mitokondri
oldugu icin, disfonksiyon durumunda yag birikimi olusacaktir. ikinci neden ise oksidatif

strestir (40, 47).

ROT; hiicre 6liimii, Mallory cismi yapimi, kollajen sentezi ve doku inflamasyonu ile
iligkili bulunmustur. Hepatik stellat hiicreler, disse araliginda hepatositler ile endotel
arasinda yerlesmis sitokin ve biiyiime faktorii sentez ve sekresyonu yapabilen
hiicrelerdir. Aktive olduklarinda, karaciger fibrozisinden sorumlu ekstraselliiler matriks
proteinlerini ve kollajen sentezlerler. Oksidatif stres, hepatik stellat hiicrelerini aktive
eder. NASH’ta hepatik stellat hiicre aktivasyonu vardir ve bu durumun fibroz derecesi

ile iliskili oldugu tespit edilmistir (41, 43).

Seki ve ark. (184), 17 NASH’I1 hasta ile yaptiklar1 caligmada, 11 hastada 8-OHdG
ekpresyonunu karacigerde inflamasyon alanlarinda tespit etmislerdir. Bizim
caligmamiza benzer sekilde, Machado ve ark. (185) 8-OHdG diizeylerinin NASH’ta
kontrol grubuna kiyasla farksiz oldugunu bildirmislerdir. Literatiir taramamiza gore,
NASH’ta oksidatif DNA hasar1 iizerine yapilan ¢alismalarin smirli sayida olmasi

nedeniyle, bulgularimizin literatiire katki saglayacagi kanisindayiz.

Sonug olarak, elde ettigimiz bulgular NASH patogenezinde insiilin direnci ve obezitenin

onemli faktorler oldugu goriisiinii desteklemektedir. Calismamiz, NASH’ta hem total



67

osteokalsin hemde ucOC’un insiilin direnci ile birlikte degerlendirildigi ilk ¢alismadir.
Bu tez ¢alismasinda, insiilin direnci ve osteokalsin iliskisine NASH penceresinden farkl
bir bakis kazandirdigimizi diisiinmekteyiz. Ornek biiyiikliigii daha genis olan yeni
caligmalar ile bu iliskinin daha 1yi agiklanacagi kanisindayiz. Hastaligin patogenezinin
aciklanmasi ve tedavi protokollerine faydali olmasi agisindan, bulgularimizin literatiire

onemli katkilar saglayacagi kanaatindeyiz.
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