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OZET

Nonalkolik Yagh Karaciger Hastaligi Olan Bireylerde Serum Vaspin,

Obestatin ve Apelin-36 Duzeyleri

Girig: Nonalkolik yagh karaciger hastaligi (NAFLD) hepatositlerde trigliserid
damlaciklarinin birikimiyle karakterize; basit yaglanmadan steatohepatit (NASH)’
e, ilerlemis fibrozis ve siroza kadar genis bir spektrumu kapsayan ve gelismis
ulkelerde en sik gorulen kronik karaciger hastaligidir. Hastaligin patogenezinde
insulin rezistansinin 6énemli rolu oldugu dusunulmektedir. Giderek artan kanitlar,
yag dokusu kaynakh adipokinlerin insulin homeostazisini de etkileyerek NASH

patogenezinde rol alabilecegini dusundurmektedir.

Amag: Bu calismada NAFLD’ Ii bireylerde yeni adipokinlerden vaspin, obestatin,
ve apelin-36° nin serum seviyeleri ile bu molekillerin hastalarin Klinik,
biyokimyasal ve histolojik &zellikleri ile olasi iligkilerinin incelenmesi

amaclanmistir.

Materyal ve Metod: Calismaya karaciger biyopsisi ile NAFLD tanisi konmusg
91 hasta ve 81 saglikh kontrol alindi. Serum vaspin, obestatin ve apelin-36
seviyeleri ELISA ile Ol¢uldi. Cok degigkenli lineer regresyon modelleri

kullanilarak bu adipokinler ile hastalarin 6zellikleri arasindaki iliski analiz edildi.

Bulgular: Tek degdiskenli analiz sonucunda, serum obestatin seviyesinde hasta
ve kontroller arasinda fark bulunmazken; serum vaspin ve apelin-36
konsantrasyonlari, NAFLD olan hastalarda kontrollere gore anlamli oranda
yuksek saptandi. Serum vaspin dizeyleri; C-reactive protein (r=0.378, p <
0.001) ve karaciger fibrozis skorlari ( r=0.401, p<0.001 ) ile istatistiksel olarak
anlamli bir iligki gosterdi. Apelin-36 seviyeleri ise HOMA-IR (r=0.204, p<0.01) ile

iligkiliydi. Asamali lineer regresyon analizinden sonra, serum vaspin seviyelerinin



hastalardaki karaciger fibrozis evrelerinin tek bagimsiz prediktori oldugu
gosterildi ( =0.37, t=3.99, p<0.01).

Sonug: Bu yeni adipokinlerden ozellikle vaspin hastaligin patogenezinde rol
aliyor olabilir. Bulgularimiz gelecekte yeni adipokinlerden 6zellikle vaspinle iligkili

ileri calismalara ihtiya¢ oldugunu desteklemektedir.



ABSTRACT

Serum levels of vaspin, obestatin, and apelin-36 in patients with

nonalcoholic fatty liver disease

Objective: The novel adipokines vaspin, obestatin, and apelin-36 are
associated with insulin resistance and the components of the metabolic
syndrome. We assayed circulating levels of these molecules and examined their
association with clinical, biochemical, and histological phenotypes in patients
with nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD).

Design: Case-control study.

Patients and methods: Serum levels of vaspin, obestatin, and apelin-36 were
assayed by ELISA in 91 patients with biopsy-proven NAFLD and 81 controls.
We analyzed associations between adipokines and the characteristics of
patients with NAFLD using multivariable linear regression models.

Results: Univariable analysis showed that concentrations of vaspin and apelin-
36 were significantly higher in patients with NAFLD than in controls, while no
differences in obestatin levels were found. Serum vaspin levels showed a
statistically significant association with C-reactive protein (r = 0.378, P < 0.001)
and liver fibrosis scores (r =0.401, P < 0.001), while apelin-36 levels showed a
modest associated with HOMA-IR (r = 0.204, P < 0.01). After stepwise linear
regression analysis, serum vaspin levels were the only independent predictor of
liver fibrosis scores in patients with NAFLD (8 = 0.37; t = 3.99, P <0.01).

Conclusion: Serum vaspin levels are raised in patients with NAFLD regardless
of potential confounders and represent an independent predictor of liver fibrosis
scores. These findings support further investigation of this novel adipokine in

metabolic liver diseases.



ANAHTAR SOZCUKLER: Nonalkolik yaglh karaciger hastaligi, nonalkolik
steatohepatit, adipositokinler, vaspin, obestatin, apelin-36
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1.GIRIS

Nonalkolik yagh karaciger hastaligi (NAFLD), metabolik sendromun hepatik bir
komponenti olarak kabul edilmektedir (1,2). Erigkinlerdeki karaciger fonksiyon
testi anormalliklerinin en sik nedenidir ve genel populasyondaki prevalansi %10-
24 arasinda degismektedir (3-5). Nonalkolik steatohepatit (NASH) prevalansi ise
%3-5 arasinda degismektedir (3,6). Ancak daha da Onemlisi bazi 06zel
populasyonlarda 6rnegin morbid obezlerde NAFLD %75-95, NASH %?20-47
arasinda gorulmektedir (3,6,7). Obezite prevalansi arttikga NAFLD da giderek
artmaktadir ve bu durum global bir halk sagligi problemi olarak kalacaktir.

Non alkolik yagli karaciger hastalidi; basit yaglanmadan steatohepatite
(NASH) kadar uzanan, siroz ile komplike olabilen genis bir spektrumu kapsar.
NASH, hastaligin progresif formudur, siroz ve hepatoselliler karsinoma (HCC)
ile komplike olabilecek klinik bir durumdur (8).

NASH patofizyolojisi son birka¢ yildir hepatologlarin ilgi odagi olmasina
ragmen tam olarak aydinlatilamamistir. GiUnimuzde kanitlar, patolojik sekilde
gerceklesen hepatosit apoptozisinin, NASH’in  belirgin  6zellikleri olan
inflamasyona ve fibrozise yol actigini géstermektedir. Bu durumun steatozisin
steatohepatite = progresyonundan  sorumlu  asil mekanizma  oldugu
dusunulmektedir (9-11).

Nonalkolik yagh karaciger hastaliginin obezite, insilin rezistansi ve tip 2
DM ile glglh iliskisi vardir ve ginimuzde artik metabolik sendromun énemli bir
komponenti oldugu kabul edilmektedir.

NAFLD patogenezinde temelde insulin rezistans sendromu ve oksidatif
stres rol oynamaktadir . Mitokondriyal yag asidi oksidasyonu, nikleer faktor —kB-
bagimli sitokin ekspresyonu ve adipositokinler nedeniyle olugsan oksidatif stres;
hepatosellller hasar, inflamasyon, fibrozis ve progresif karaciger hastaligina
sebep olabilir. Adipositler tarafindan Uretilen adipositokinler NAFLD
patogenezinde rol alan insulin rezistansinda, kompleks parakrin ve endokrin

mekanizmalarda 6onemli rol oynayabilir (12, 13). Non- alkolik yaglh karaciger



hastaligi, karaciger parankiminde agsiri miktarda trigliserid ve serbest yag asidi
birikimiyle karakterizedir (6,14).

Giderek artan kanitlar, yag dokusu kaynakli adipokinlerin de NASH
patogenezinde roll oldugunu dustndirmektedir (15-19).

Visseral adipoz doku, insulin rezistansinin eglik ettigi bir ¢ok hastaligin
(Tip 2 DM, NAFLD, vb. ) patogenezinde onemli bir risk faktoradar (20). Visseral
adipoz doku, miktar olarak subkutandéz adipoz dokuya goére ¢ok daha az
olmasina ragmen daha zararli olarak kabul edilmektedir. Diger yag dokularindan
farkh olarak visseral adipoz doku portal vene direne olur, dolayisiyla bu yag
dokusu karacigerle direkt iliski halindedir. Ayrica, visseral yagd dokusundan
salinan UrlUnler (adipositokinler) insilin rezistansi ile seyreden tip 2 DM’ nin
NAFLD’ in olusmasinda veya Onlenmesinde 6nemli bir role sahip olabilirler.
Gergekten de obez, insllin rezistansli bireylerden abdominal subkutan yag
dokusunun cikartiimasinin metabolik bir etkisi saptanmadigi halde ayni
bireylerde omental bdlgedeki yag dokusunun cikartilmasi insulin direncinin
dizelmesiyle sonucglanmistir (21, 22). Ayrica ¢ogu kesitsel ¢alismada insulin
duyarhhg ile visseral yag dokusu arasinda subkutan yag dokusuna gore daha
iyi korelasyon saptanmistir (20).

Daha once bazi adipokinlerin NASH patogenezindeki rolu arastiriimigtir.
Ornegin hipoadinopektineminin hepatik yag birikimine ve insilin rezistansina
neden oldugu gosterilmistir (17, 23, 24). Ayrica rezistinin insilin rezistansi,
obezite ve aterosklerozla iliskisi saptanmistir (160-162). Vaspin, obestatin,
apelin gibi daha yeni adipositokinlerin ise NAFLD patogenezindeki yeri net
degildir.

Vaspin , yakin zamanda kesfedilmis visseral adipoz dokudan
kaynaklanan serin proteaz ailesinden bir serpindir. Obezite, insulin direnci
modeli olan Otsuka Long-Evans Tokushima fatty (OLETF) sicanlarda plazma
konsantrasyonunun arttigi gosterilmistir (25). Serum vaspin konsantrasyonu

artigtyla obezite ve azalmis insulin duyarliig1 arasinda insan galismalarinda da



iliski bulunmus, ayrica siganlara vaspin verilmesiyle bozulmus glukoz
toleransinin duzeldigi , insulin duyarhliginin arttigi gosterilmistir (25, 26).

Obestatin ise sican midesinden izole edilmis 23 aminoasidli bir peptiddir.
Yiyecek alimini, sindirim sistemi motilitesi ve kilo alimini azaltir (27). Yiyecek
alimini azaltmasinin, beyinde susama hissini inhibe etme 0Ozelligine sekonder
oldugu iddia edilmektedir (28, 29).

Apelin ise yeni tanimlanmis bir adipositokindir, dnemli miktarda adipoz
dokudan salinir (30). Hem insanlarda hem de siganlarda obezite ve
hiperinsilinemide upregule oldugu gdsterilmistir (30).

Nonalkolik yagh karaciger hastaligi endustrilesmis toplumlardaki en
yaygin kronik karaciger hastaligidir. Onemsiz bir hastalik degildir. NAFLD, basit
yaglanmadan steatohepatite kadar uzanan genis bir spektrumu kapsar, NASH
potansiyel olarak fibrozise ve siroza yol agabilir (31). NAFLD’in iki tipi olan basit
yaglanma ile NASH’ in klinik ayirrmi bu agidan ¢ok onemlidir. GUnumuzde
NASH tanisi icin tek kesin diyagnostik yontem vardir, o da karaciger biyopsisidir
(32, 33). invaziv olmasi nedeniyle ciddi komplikasyonlara yol acabilir, hastalar
tarafindan kolay kabullenilmez, hastaligin seyrinin takibinde uygun bir yontem
degildir. Giderek artan kanitlar, yag dokusu kaynakli adipokinlerin de NASH
patogenezinde rolu oldugunu dusundirmektedir. Su ana kadar NAFLD’ da adi
gecen adipositokinlerden obestatin ile ilgili higbir g¢alisma yoktur. Bildigimiz
kadariyla su ana kadar biyopsi kanith NAFLD hastalarinda, apelinin ¢aligildigi
tek insan g¢alismasi mevcuttur. Bu c¢alismada plazma apelin seviyelerinin,
NAFLD olan hastalarda kontrollere gére daha yuksek oldugu saptanmigtir (94).
Vaspin’in NAFLD’da insulin duyarliigi ve inflamatuvar cevapta oynadigi rolle
iligkili olarak literaturde tek ¢alisma bulunmaktadir, burda adipokin seviyesi ile

karaciger fibrozisinin siddeti arasinda herhangi bir iliski bulunamamistir (89).



2. AMAG

Bu calisma obezite, insllin rezistansi ve tip 2 DM ile ¢ok yakindan iligkili olan
nonalkolik yagh karaciger hastaligiyla yeni adipositokinlerin  NAFLD
patogenezindeki roli olup olmadidini saptamaya odaklanmigtir. Calismanin
amaci, nonalkolik yagh karacigerli hastalarda serum vaspin, obestatin ve apelin
duzeyleri ile hastahgin klinik, biyokimyasal ve histolojik 6zellikleri arasindaki

iligkinin arastiriimasidir.



3. GENEL BILGILER

Nonalkolik yadli karaciger hastaligi (NAFLD), hastaligin selim formu olan basit
yaglanmadan ilerleyici formu olan steatohepatite (NASH) kadar uzanan genis bir
spektrumu kapsar (Sekil 1). Steatohepatite fibrozis eslik edebilir ve bu durum
siroz ve hepatosellller kanser ile komplike olabilir. Karaciger transplantasyonu
yapilan NASH hastalarinin bir kisminda hastalik tekrarlayabilir (106-108).

NAFLD Spektrumu

Yagh Karaciger NASH Siroz

Karaciger
Karacigerde Yag Birikimi ve hicrelerinin
Yag Birikimi Skar Dokusu yerini alan
Olusumu skar dokusu

Sekil 1: NAFLD olanlarda hastaligin dogal seyri
(www. gi. org/patients/gihealth/fld. asp)

NAFLD, batili ulkelerdeki karaciger hastaliginin en sik sebebidir (34) ve
Turkiye’de hepatoloji polikliniklerine yapilan basgvurularin en sik nedenidir.
Karaciger biyopsisi, NASH'’in kesin tanisini koymada altin standart olup NASH'i
basit yaglanmadan ayirmada en iyi yontemdir (35). Ne yazik ki invaziv dogasi
geredi ciddi komplikasyonlara yol agabilen ve bu nedenle hastalar tarafindan
kolaylikla kabullenilmeyen bir tani yontemidir (36). Karaciger biyopsisi, her ne
kadar NAFLD tani ve takibinde anahtar rolu oynasa da kisithliklarit mevcuttur. Bu
sebeple klinisyenlerin NASH ve karaciger fibrozisi riskini tasiyan hastalari

tanimlayabilmek icin klinik degerlendirmeye yardimci olacak ek tani


http://www.gi.org/patients/gihealth/fld.asp

yontemlerine ihtiyaci vardir. Biyobelirtegler, NAFLD bunyesindeki NASH
hastalarini daha iyi tanimlamada kullanilabilecek yontemler olup bu durumdaki
hastalarin prognozunu belirlemede etkili olacagina dair imit vermektedir (37,38).

NASH’li hastalarin ¢ogunlugu asemptomatiktir. Hastalarin bir kisminda
halsizlik, yorgunluk, sag ust kadranda huzursuzluk gibi nonspesifik semptomlar
olabilir (111). Hastalarin en vyaygin basvuru sekli rutin laboratuvar
incelemelerinde saptanan anormal karaciger fonksiyon testleridir. Hastalarin
bircogunda saptanabilen tek muayene bulgusu hepatomegalidir. Serum AST ve
ALT  duzeyleri  hastalarin  neredeyse  %90’inda  yuksektir  (111).
Transaminazlardaki artis ¢gogu olguda normalin 1-3 kati arasindadir. AST/ALT
orani NASH'li hastalarda genellikle 1’den dusuktir. Alkolik hepatitli hastalarda
ise bu oran genellikle 2’nin Gstindedir (112,113). GGT ve alkalen fosfataz
duzeyleri olgularin yarisindan azinda normalden yuksek bulunmaktadir,
hiperbilirubinemi ise nadirdir (111). Ancak serum aminotransferazlarinin normal
duzeyde olmasi, karacigerin ilerlemis histolojik oOzelliklerini diglamaz. Bir
calismada yagh karacigeri ve normal aminotransferazlari olan 51 hastaya
biyopsi yapiimig; 12 hastada koprulesme fibrozisi, 6 hastada ise siroz
saptanmigtir (114).

NAFLD, histolojik olarak hepatositlerin en az % 5 inde yag
damlaciklarinin  bulunmasi ve karaciger agirhginin  %5-10'unu  yag
damlaciklarinin olusturmasi seklinde tanimlanir. Ayrica, NAFLD tanisi konulan
bireylerde, haftalik alkol tuketimi erkeklerde 140 gr, kadinlarda 70 gri
ge¢memelidir (39). Diger yandan hepatik sirozda karacigerde yag birikimi
gOzlenmemektedir. Bu sebeple bu tanimlama aslinda tartismahdir (40).
Morfolojik olarak hepatosteatoz ise, hepatositlerin icinde makrovezikuler ve
mikrovezikller intrastoplazmik yag damlaciklarinin bulunmasi ile karakterizedir
(36). Makrovezikuler steatozda, buylUk bir yag vakuoli hepatositlerin
stoplazmasini doldurur ve nukleusu perifere iter. BOylece karakteristik tasl
yuzUk goruntusu olusur. Mikrovezikller steatozda ise ¢ok sayida kuguk yag

damlaciklari hepatositlerin sitoplazmasinda dagdilirlar ve ntkleus perifere itiimez.



Hepatosteatoz, altta yatan nedenin gideriimesi ya da devamlilik gostermesine
gore geri donuisumla olabilir ya da NASH’e ilerleyebilir (41). Basit yaglanmadan
farkh olarak NASH'te steatoz, inflamasyon, fibrozis, hepatositlerde balonlasma,
apoptotik hiicreler ve Mallory cisimcikleri gérilir (34). inflamatuar alanin
bayukligu oldukga degdisken olabilir, ancak her zaman steatozun derecesiyle
dogru orantili degildir. inflamatuar hiicre infiltrasyonu; lenfositlerden ve
polimorfonukleer I6kositlerden olusmaktadir (36). Apoptotik, balonlasmig
hepatositler ve Mallory cisimcigi saptandiginda ise NASH’in basladi§i inanisi
yaygindir. Ito hicreleri olarak da bilinen hepatik stellat hicreler (HSC), Disse
araliginda (perisintzoidal aralik, hepatositler ile sintzoidler arasindaki bdlge)
bulunan, karaciger fibrozisinde aktif rol oynayan perisitlerdir. Karacigerde hlicre
olima ve inflamasyon, stellat hicreleri aktive eder. Bu aktivasyon perisintizoidal,
perivenuler (terminal hepatik venlerin gevresinde) ve periselluler fibrozisin
gelismesine neden olur. Hepatoselller proliferasyon kadar hepatik steatoz,
inflamasyon ve yogun fibrogenez de sirozun gelismesine katkida bulunur (34-
36). NASH’te gbzlenen hepatik fibrozis, genellikle tim karacigerde gerceklesen
bir hadisedir. Ancak bazi NASH’li hastalarda fibrozis bdlgesel veya heterojen
olabilir. iste bu durumda alinan igne biyopsisi karacigerin gercek fibrozis evresini
yansitmayabilir.

NAFLD’Iin dogal seyrine ait mikroskopik ve makroskopik goérinumler Sekil

2’de gosterilmigtir.



Sekil 2. NAFLD gelisiminde makroskopik ve mikroskopik gérunumler

3.1. Epidemiyoloji

NAFLD, tim dunyada saptanan en sik karaciger hastaliklarindan biridir (42-44).
Hatta, hastalia yakalananlarin sayisi giderek artmakta olup epidemik seviyeye
ulasmistir. Ancak, NAFLD ve NASH’in gercek prevelansi heniz tam olarak
tespit edilememistir (42). Bildirilen NAFLD prevelansi g¢aligilan populasyona ve
kullanilan tani kriterlerine gore degiskenlik gostermektedir (43). Genellikle obez
populasyonda uygulanan toplum tabanli c¢alismalar, genel populasyondaki
NAFLD prevelansini; otopsi ¢alismalari, hastane serileri veya ¢alismalarina gore
daha iyi tahmin etmektedir. Ancak buglne kadar, bu sekilde bildirilen birkag
galisma bulunmaktadir. Ayrica, toplum tabanli c¢aligmalarda NAFLD tanisi
genellikle ultrasonografi (US) ile konulmaktadir. Ultrasonografinin katkisi sadece
yaglanmanin saptanmasi degil ayni zamanda derecelendiriimesine de olanak

saglamasidir, ancak bu klinik derecelendirmenin klinik anlami henltz belli



degildir ve hastaligin takibi icin deger tasiyip tasimadigi kuskuludur (104).
Derecelendirmede dikkate alinan dlgutler (105):

Grade 1. Hafif diffiz ekojenite artisi mevcuttur, diyafragma ve
intrahepatik damarlarin duvarlari normal gorunumdedir.

Grade 2: Orta derecede ekojenite artigi, diyafragma ve intrahepatik
damar duvarlari géruntusunde hafif silinme mevcuttur.

Grade 3: Belirgin eko artisl, diyafragma, intrahepatik damar duvarlari ve
sag lob posterioru goruntusunde ileri derecede veya tamamen silinme
mevcuttur.

US, karaciger biyopsisinde yag orani % 33’U gecgerse iyi bir 6zgullik ve
duyarlihda sahiptir. Yani, orta ve ciddi derecede olan steatozu saptamaya imkan
vermektedir. Daha duyarl teknikler olan MRI (Magnetic Resonance Imaging) ve
MR spektroskopi ise, pahali olmasi ve genis populasyonlarda uygulanabilirliginin
zor olmasi nedeniyle geri planda kalmistir. NAFLD, AASLD (American
Association for the Study of Liver Diseases) tarafindan karacigerdeki yag
birikiminin, karaciger agirhginin en az %5-10u kadar olmasi seklinde
tanimlanmistir (42-44). Proton MR spektroskopi ve 1H-MRS karacigerdeki
yaglanmayl en dogru saptayan noninvaziv yontemlerdir, fakat hem pratik
degildirler hem de genis kitlelere uygulamak oldukga pahalidir.

NAFLD, erigkinlerdeki karaciger test anormalliklerinin en sik nedenidir ve
genel populasyondaki prevalansi %10-24 arasinda degismektedir (36-38).
Nonalkolik steatohepatit prevalansi ise %3-5 arasinda degismektedir (36,39).
Son zamanlarda yapiimis olan Dallas Heart calismasina gore Amerikali
yetiskinlerin %30’'unda NAFLD mevcuttur (42). Ayrica, bu hastalik agisindan
dusuk riskli olarak dusunulen Cin ve Japonya’daki yetiskinlerde sirasiyla %15 ve
%14 oranlarinda NAFLD saptanmasi, hastaligin epidemik karaktere sahip
oldugunu da gostermektedir (43). Cocuklarda NAFLD prevelansi bilinmemekle
birlikte bazi veriler cocuklarin %2.6-9.6’sinda NAFLD oldugu ve obez cocuklarda
bu oranin %38-53’e yukseldigini gdstermektedir (42). NAFLD, obezlerde (%75)
ve Tip 2 diyabeti olanlarda (%34-74) kontrollere (%16) goére daha siktir. Morbid



obezlerde NAFLD %75-95, NASH %?20-47 arasinda gorulmektedir (36,39,40).
Obezite prevalansi arttikca NAFLD da giderek artmaktadir ve bu durum global
bir halk sagligi problemi halini almistir(Sekil 3). Ayrica Tip 2 diyabeti olan obez
hastalarda oldukg¢a yaygin bir bulgudur. NAFLD prevelansi beyaz Amerikalilara
gore Ispanyollarda daha sik ve Amerikali zencilerde ise daha az olup yasla
birlikte artis gostermektedir. Tum bu prevelanslara gore bati topluluklarinda en
sik kronik karaciger hastaligi NAFLD'tir (44).

H .
Obezite o: patosteat NASH Siroz HCC
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Sekil 3. Obeziteden baslayip hepatoselller kansere uzanan NAFLD prevelansi

(http://ciencia-atual. blogspot. com/2008/06/doena-heptica-gordurosa-no-alcolica. html)
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3.2. Prognoz ve insidans

NAFLD / NASH'in dogal seyri ve mortalitesine ait literatirde mevcut olan
calismalarin sonugclari geliskilidir (42-44). NAFLD, uzun yillar sonra NASH, siroz
ve hepatosellller kansere donusebilir. Bu verilerin 11§31 altinda, hastaligin dogal
seyrini kisa bir zaman diliminde saptamak zordur (42). Basit steatozu olan
hastalar, daha selim bir prognoza sahip gibi gorunmektedir. Danimarka’da Dam-
Larsen ve arkadaslari (45) tarafindan yapilan bir kohort ¢calismada, 109 tane
belirgin morbid obezitesi olan hasta yaklasik 17 yil izlenmigtir. Siroz insidansinin
%1’den az oldugu ve yaglh karacigeri olan hastalarin mortalitesinin genel
populasyondan farkli olmadigi saptanmistir (45). Diger yandan, NASH’e bagli
kriptojenik sirozu olan hastalar daha kot bir prognoza sahiptir. Son zamanlarda
yapilan g¢aligmalarda, 4-10 yil kadar izlenmis olan hastalarin %9-26 si1 dlmustar
ve bu olumlerin gogunun sebebi son donem karaciger hastahgi ile iligkilidir (45).
Adams ve arkadaslari, toplum tabanli 6rneklem kullanarak, NAFLD'’I olan
diyabetik hastalarin yagsam suresinin sadece diyabeti olan genel populasyona
gbre daha az oldugunu saptamistir (46). Baska bir calismada, Ekstedt ve
arkadaglari, NAFLD hastalarinda, 6zellikle de NAFLD’in alt grubu olan NASH
hastalarinda, kontrollere gore yasam suresinin kisaldigini bildirmislerdir (47).
Ancak bu cgalismalar genel populasyonu tam olarak yansitmamaktadir. Ong ve
arkadaslar tarafindan yapilan, NHANES Il veritabaninin kullanildigi calismada
ise NAFLD saptanan hastalarda karaciger iligkili komplikasyonlar nedeniyle 6lum
riskinin NAFLD / karaciger hastaligi olmayanlara goére daha yuksek oldugu
saptanmigtir (48). Bu risk, obezite ve diyabet varligindan bagimsiz olarak tespit
edilmistir. Diyabet varliginda ise karaciger iligkili 6lumler daha yuksek oranlara
ulasmaktadir. Ancak bu g¢alismanin énemli bir kisithihdr mevcuttur, o da artmig
serum aminotransferazlarin NAFLD belirteci olarak kullaniimasidir. Cunkd bu
durum, NAFLD'In gercek prevelansini, %50'den daha fazla oranda duisik
saptamaktadir (48).

11



NAFLD hastalarinda tum o6lum nedenleri incelendiginde, kardiyovaskuler
hastaliklar ve malignite en o6nemli sebepler olarak saptanmistir. Genel
populasyondaki ayni yas ve cinsiyete sahip bireylerle NAFLD saptanan hastalar
karsilastirildiginda, NAFLD olanlarda daha kisa yasam suresi beklenmektedir ve
bu mortalite oranlarindaki yuksekliginin ana sebebi kardiyovaskuler hastaliklardir
(49-51). Hoorn Study, Framingham Heart Study ve Valpolicella Heart Diabetes
Study gibi birgok toplum tabanli ¢alismada artmis serum karaciger enzimleriyle
kardiyovaskuler hastalik riski arasinda guclu bir iliski saptanmistir. Bu durum
geleneksel risk faktorlerinden ve metabolik sendrom komponentlerinden
bagdimsiz olarak bulunmustur (52,53). Bazi kisa donem veriler, kriptojenik
sirozlarin 6nemli bir kisminda altta yatan nedenin NAFLD oldugunu
bildirmektedir. Bunlarin %50-73 kadarinda obezite ve diyabet mevcuttur. Ancak,
NAFLD’in son donem karaciger hastaligina ilerledigini net olarak gosteren uzun
donem veri yoktur. Ayrica hastada NAFLD bulunmasi; kronik hepatit C, alkolik
karaciger hastaligi ve hemokromatoz gibi diger karaciger hastaliklarinda

hastaliin ciddiyeti ve progresyonunu artirmaktadir (42-44).

3.3. Patogenez

Hastaligin basit yaglanmadan NASH’e ilerleyisine iligkin ilk teoriler, ‘cift vurus’
hipotezine dayanir (54). ik vurus, karacigerde trigliserid birikimi veya steatoz
olarak tanimlanmstir. ikinci vurus, inflamatuvar sitokin / adipokin, mitokondrial
disfonksiyon ve oksidatif stres olarak tanimlanmistir (Sekil 4). Karacigerin
hasari, ilk vurus olan hastada ikinci vurusun gerceklesmesiyle artmaktadir.

Karaciger hasari, daha sonra steatohepatit ve/veya fibrozise kadar ilerlemektedir

(Sekil 5).
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Sekil 4. NAFLD patofizyolojinde yeralan temel hipotezler

(www. fibrogenesis. com)
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NFkB: Nukleer faktér kappa B, TNF-a: Tumor nekroz faktér-alfa, CTGF: Bag dokusu biyime
faktorii, ANGII: Anjiotensin II, IRS-1 protein: Insulin reseptér substrat-1(insiilin ve insiilin benzeri
blyime faktorii-1 reseptérlerinden gelen uyarilari hiicre igine tasir), IR: Insiilin rezistansi, JNK:
c-Jun-N-terminal-kinase (inflamasyon ve sitokin Uretiminde yer alir), CYP450: Sitokrom P450,
YA: Yag asidi, SYA: Serbest yad asidi, HSC: Hepatik stellat hiicre, ROS: Reaktif oksijen
radikalleri, ER: Endoplazmik retikulim

(http://ciencia-atual. blogspot. com/2008/06/doena-heptica-gordurosa-no-alcolica. html)

Son 10 yilda, hem insan calismalari ve gozlemler hem de hayvan
modellerinde NAFLD etiyoloji ve patogenezine iligkin onemli veriler elde
edilmistir (55-57). NAFLD’in olusumunda ekstrahepatik ve intrahepatik olaylarin
birlikte rol oynadidi dusunulmektedir. Karacigerde yag depolanmasina zemin
hazirlayan faktorler arasinda artmis yag kitlesi ve azalmig fiziksel aktiviteler
bulunmaktadir. Aslinda bu metabolik ortamin olusmasinda rol oynayan faktérler,
proinflamatuvar ve profibrotik 6zellige de sahiptir.

NAFLD ile giderek yayginlasan obezite ve tip 2 DM arasinda guglu bir
klinik iligki vardir (34). Patofizyolojisi, NAFLD da oldukga yaygin bir bulgu olan
insulin rezistansi ve visseral obeziteyle karakterize metabolik sendromla
iliskilendirilmistir. insulinin ana etkisi; hiicre yiizeyindeki glukoz tasiyicilarinin
ekspresyonunu indiikleyerek hiicrelerin glukoz alimini artirmasidir. insulin ayni
zamanda adipoz dokuda lipogenezi indukler ve yag asidi sentezini artirirken
lipolizi inhibe eder (109). insulin rezistansinda ve metabolik sendromda,
hiperinsilineminin sonucu olarak serbest yag asitlerinin hepatik sentezi artar ve
kolesterollin dokulara taginmasinda rol oynayan apolipoprotein B-100’Un sentezi
azalir. Cogunlukla visseral yag dokusunda, lipolizin insulin aracili inhibisyonunun
defektif olmasina yol agar. Boylece insilin rezistansi, hem adipoz dokuda lipolizi
hemde hepatositlerde 6zellikle trigliserid formundaki lipid birikimine yol agan
lipogenezi artirir (110).

Bagska bir deyisle visseral adipoz doku, insulinin antilipolitik etkisine daha

az duyarhdir ve insulin rezistansi varliginda serbest yag asitlerinin portal
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dolasimla karacigere taginmasi artar. Karacigere taginan serbest yag asitleri
esterleserek trigliseridleri olugtururlar ve boylece karacigerde yag depolanmasini
artirirlar. Ancak, karacigere ulasan serbest yag asitlerinin ¢ok az bir kismi
visseral/splanknik bdélgeden kaynaklanmaktadir. Cogunlugu insilin rezistansi
gelismesi ve adipoz dokunun lipolizi baskilayamamasi sonucunda periferik
bdlgeden gelmektedir.

Her ne kadar insllin rezistansi, insulinin glukoz metabolizmasini
duzenleyici etkilerine rezistansla karakterize olsa da karaciger gibi organlarda
insulinin lipojenik etkisi korunmustur. Son zamanlarda yapilmis olan metabolik
calismalara gore de NAFLD hastalarinda karaciger yaglanmasinin sadece Ugte
biri dogustan olmayip, yeni olusan lipogenez ve diyetle alinan serbest yag
asitlerinden olusmaktadir. Trigliseridlerin ¢ok dusuk yogunluklu lipoprotein
(VLDL) seklinde karacigerden disari atilmasi da azalir ve bu durum NAFLD da
steatozun olusumuna katkida bulunur (57). Adiposit kitlesinin buylumesi ve
karacigerin makrofajlar ile infiltre olmasinin sonucunda cesitli sitokinler ve
kemokinler salinir. Bunlarin enerji metabolizmasi, lipid homeostazi, inflamasyon
ve yara iyilesmesi Uzerine etkileri mevcuttur. Hayvan modellerinde, intrahepatik
lipid depolanmasi ile hepatik steatozdan bagslayip steatohepatit ve karaciger
fibrozuna kadar ilerleme yaygin olarak calisiimistir. Hayvan c¢alismalarindaki
steatohepatit ve fibrozis modellerinden ve insan calismalarindan elde edilen
verileri destekleyen bir¢cok patofizyolojik durum mevcuttur. Bunlar arasinda
oksidatif stres, pro-inflamatuvar sitokin ve kemokin salinimi, hepatoselltler
apopitoz, asiri bakteri GUremesi, mikrovaskuler hasar, mikrozomal, peroksizomal
ve mitokondrial hasar bulunmaktadir. Sosyoekonomik dizeyi ylksek olan
bireylerin yaklagik Ucgte birinde NAFLD gorulmektedir, ancak ¢ok az bir kismi
NASH’in inflamatuvar lezyonlarina ilerlemektedir. Bu sebeple NASH geligimi
kisinin genetik 6zellikleri ve hastalia kargi duyarliigiyla da iliskilidir. Ozellikle
proinflamatuvar ve sitoprotektif bir dengenin varligi s6z konusudur.

Hepatik steatozisden steatohepatite gecisi en iyi gosteren galisma modeli,

kemirgenlerin metiyonin ve kolin’den fakir, sukroz (%40) ve yagdan (%10)
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zengin diyetle (MCD diyeti) beslenmesi esasina dayanir. MCD diyetiyle
beslenen sican ve fareler kilo kaybetmig ve karaciger agirliklar azalmistir. Ciddi
steatoz gelismis ve sonrasinda nekroinflamasyon, serum transaminazlarinda
artis ve hepatik fibroz olusmustur (58,59).

intrahepatik lipidlerin mikrosomal, peroksizomal ve mitokondriyal yolaklar
araciligiyla oksidasyonu artar ve lipid peroksidasyon drunleri ortaya cikar.
Bunlar da oldukg¢a proinflamatuvar karakterde olup hicreye zarar verir. MCD
modelinde 6zellikle Cyp2e1 (insandaki NASH’te de artar), Cyp4al0 ve Cyp4al4d
gibi lipid oksidazlari, reaktif oksijen radikallerinin Uretimine neden olur. Lipid
metabolizmasinin dizenleyicileri ayni zamanda apoptoza da 6nayak olur ve bu
durum NASH olan bireylerde sik bir bulgudur (60,61). MCD ile beslenen
farelerde, IL-6, TNF, TGF-B, ICAM1, VCAM1 ve MCP7T’in de icinde bulundugu
cesitli sitokin, kemokin ve adhezyon molekulleri artmistir. NASH hastalarinin
karacigerinde ise TNF ekspresyonu artmistir. Ancak dolagimdaki TNF seviyesi
degismeyebilir. TNF, NFkB gibi transkripsiyon faktorlerinin oksidatif strese
etkisiyle inflamatuvar hadiseyi diizenler. Ancak insan ve hayvan ¢alismalarinda

saptanan bu verilere gére TNF, NASH gelisimi icin sart degildir (55-57).

3.4. NAFLD Tanisini Koymada Karaciger Biyopsisinin Rolu:

NAFLD, klinik ve patolojik bir tanidir (62). Bugune kadar hi¢bir klinik test veya
goruntuleme yontemi karaciger biyopsisinin yerini alamamistir. Karaciger
biyopsisi; tani koymada, diger hastaliklari dislamada ve steatozis ile
steatohepatiti (Sekil 6) ayirt etmede degerli bir ydntemdir. Ayrica
nekroinflamatuvar lezyonlarin ciddiyetini oldugu kadar fibrozisi ve yapisal
degisiklikleri de tayin edebilmektedir. Karaciger biyopsisi ayni zamanda daha
ciddi hastaliklar igin risk altinda bulunan vakalarin tanimlanmasinda rol

oynamaktadir. Ornegin, steatohepatit ile steatozu ayirir ve fibrozisi saptar (63).
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Sekil 6. Normal karacigerden steatohepatite kadar giden karaciger histolojisi. A)
Normal karaciger (Bu trikrom boyali 6rnekte sitoplasmik yagd damlaciklari
hepatositlerde yoktur); B) Steatohepatit olmayan steatoz [Fibrozis olmadan orta
derecede sitoplazmik yag infiltrasyonu (ok yerinde) bulunuyor]; C) Minimal
fibrozisli steatohepatit (Bolgesel hepatosit balonlagsmasi, inflamasyon ve minimal
fibrozis-trikrom boyasi ile mavi olarak gosteriimig-mevcuttur) ; D) Fibrozisli
steatohepatit. (Trikrom boyasi ile gosterilmis ileri fibrozis ve noduler gérinim

bulunmaktadir).

(World J Gastroenterol. 2008 January 7; 14(1): 22-28. Published online 2008 January 7. doi: 10.
3748/wjg. 14. 22.)
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Yetigkin ve ¢ocuklarda ciddi fibrozis varhigini tespit etmeye ve NASH ile
steatozis ayirrmini yapmaya yonelik olarak klinik degerlendirmeler ve skorlar
geligtiriimigtir. Ne bu klinik degerlendirme ve skorlar ne de NASH ile fibrozisin
noninvazif belirtegleri ve mevcut goéruntlileme yontemleri, henlz dokularin
histolojik incelemesinin yerini alamamistir. Bu testlerin gelisimi ve validasyonu
icin halen karaciger biyopsisine ihtiya¢ vardir. Siroz da dahil olmak Uzere
NAFLD’in tim evreleri, normal ALT seviyeleriyle seyredebileceginden dolayi
karaciger biyopsisi, dikkatli bir sekilde degerlendiriimelidir. Francanzani ve
arkadaslar (64), artmis ALT seviyesi bulunanlarda, steatoz ve nekroinflamasyon
derecesinin daha yuksek olabilecegini saptadilar. Ancak yiksek ALT’li bireylerde
saptanan fibrozis ile siroz, normal ALT seviyesi bulunanlardan farkh degildir. Bu
durum, karaciger biyopsisinin gerekliligini ortaya koymaktadir. 856 tane NAFLD
vakasinin yeraldigi 9 yayin analiz edilmis, biyopsili hastalara histolojik
degerlendirme sonucuna gore terdpatik uygulama yapiimis ve bu hastalarda 5
yillik sag kalim sdresinin, biyopsisi olmayanlara goére daha yuksek oldugu
bildiriimistir (65). Karaciger biyopsisi, karaciger enzim yuksekliginin olasi diger
sebeplerini histolojik olarak ekarte eder ve NAFLD/NASH tanisini koymada ana
yontemdir. Skelly ve arkadaslari (66), agiklanamayan karaciger enzim yuksekligi
nedeniyle yapilan 354 adet karaciger biyopsisinin 2/3’Unun steatohepatite bagl
oldugunu saptamiglardir. Karaciger biyopsisinin de birtakim zorluklar
bulunmaktadir (62). Agri, en sik komplikasyonudur ama nadiren analjezi
gereklidir. Kanama en ciddi komplikasyonudur, ancak nadiren girisim gerektirir
ya da 6lume neden olur. Mortalite ¢ogunlukla malignite veya siroz olan
vakalarda bildirilmistir. Komplikasyonlar, biyopsiyi yapan kisinin tecrubesi ve
hasta secimi ile iligkilidir. Ancak, kullanilan igne tipinin komplikasyon oraninina
etkisi bulunmamaktadir. Ayrica, karaciger biyopsisi karacigerin kuguk bir
parcasini igerdiginden dolayr tim karacigeri temsil etmeyebilir. Karaciger
biyopsisinin diger bir kisitlihdr da, biyopsinin degerlendiriimesinde patologlar
arasinda bulunan yorum farkhh@idir. Biyopsi boyutlarinin kiglik olmasina ek

olarak, biyopsinin yorumlanmasini etkileyen bagka faktorler de vardir. Tecrubeli
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bir patologun biyopsiyi degerlendirmesi, taniyi koymada biyopsi materyalinin
Ozelliklerinden (uzunlugu, sayisi) daha onemlidir. Sonuglar arasindaki
degiskenligi belirleyen en 6nemli faktor patologun uzmanlik alani ve egitimidir
(36).

Noninvaziv metodlar gelistirip hatasiz olarak NASH tanisi koymak ve
fibrozisi tanimlayabilmek icin buylk c¢aba sarfediimekte ve girisimler
yapilmaktadir (37,62). Ancak buglne kadar histolojiden elde edilen bilgiyi
saglayabilecek tekli bir noninvaziv yontem hentz gelistirilememistir. Ancak
minimal ve ciddi fibrozisi ayirmak igin, iki noninvaziv belirte¢ birlikte kullanilarak

daha net tahmin yapilabilmektedir (67).

3.5. Tedavi

Her ne kadar obezite, hiperlipidemi ve kontrolstuz diyabetin duzeltiimesi onerilse
de gunumuzde NASH igin kanitlanmis etkili bir tedavi bulunmamaktadir. NASH
tedavisinde bugune kadar arastirmalara konu olusturmus ilaglarin sayisi ondan
fazladir. Bu ilaglarin bazilari asagida listelenmistir. Ancak hemen belirtmek
gerekir ki ne Uulkemizde ne de dunyada dogrudan bu hastalik igin

ruhsatlandiriimig herhangi bir ilag bulunmamaktadir.

3.5.1.Kilo verilmesi

Hizli kilo verilmesi karaciger hastahgini kotu etkileyeceginden dolayl yavas
yavas verilmesi 6nerilmektedir (118). Bir calismaya gore kilo kaybi haftada 1.6
kg’'yu gegcmemelidir (118). Kilo verilmesi ve artmis fiziksel aktivite karaciger
enzimleri, histoloji, serum insllin seviyeleri ve hayat kalitesinde duzelmeyi
saglamaktadir (87-89). Bariatrik cerrahi sonrasi takiplerde inflamasyon ve

fibroziste olmasa da steatozda gerileme saptanmistir (122).
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3.5.2. Vitamin Eve C

Vitamin E’nin oksidatif stresi azaltma etkisine dayanarak NASH hastalarinda
kullanimi gundemdedir. Cocuklarda  yapilan calismalarda serum
aminotransferazlarinda gerileme saptanmistir (123). Kontrolll bir calismada da
yine E vitamin ile serum aminotransferazlarinda gerileme saptanmistir, ancak
histolojik duzelme vitamin E ve pioglitazon ile kombine tedavide gosterilebilmistir
(124). 45 hastanin bulundugu placebo kontrolli bir calismada 6 aylik kombine
vitamin E ve C tedavisi sonrasinda karaciger fibrozisinde énemli bir dizelme
saptanmistir (125). Ancak vitamin E takviyesi ile ilgili yetersiz kanitlar bulunmasi

nedeniyle dnerilmemektedir.

3.5.3. Hipoglisemik ajanlar:

Metformin: Kontrolli bir c¢alismada lipid ve kalorinin kisitlandigi metformin
kullananlar ile  kullanmayanlar 6 ay kadar izlenmigtir.  Serum
aminotransferazlarinda, insilin ve C-peptid seviyelerinde disme her iki gruptada
g6zlenmis  olup metformin  grubunda daha belirgin  saptanmistir.
Nekroinflamasyonda dizelme metformin grubunda daha fazla goézlense de
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (125). Aminotransferazlardaki diizelme
metformin kullananlarda kilo verilmesi ve vitamin E kullanimina gére daha fazla
saptanmisgtir (126).

Pioglitazon: Bazi ¢alismalarda pioglitazon tek basina ya da diyet tedavisi veya
vitamin E kombinasyonu ile NASH hastalarinda arastinimistir (124,127-130).
Bunlarda biyokimyasal ve histolojik dizelme gozlense de ilaci birakmayla birlikte
tekrar hastaliga donus olmaktadir. Klinik olarak dénemli bir faydasinin olup
olmadigini  anlayabilmek icin uzun doénem tedavi gereklidir ancak
tiyazolinedionlarin  kalp hastaliklari riskini arttirma ihtimali g6z o6nunde
bulundurulmahdir (129). Ayrica tedavi kilo alimina sebep olarak NASH’in daha

kotlye gitmesine yol acgabilir.
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Rosiglitazon: Placebo kontrolli bir galismada rosiglitazon verilen NASH
hastalarinda steatoz ve aminotransferaz seviyelerinde daha fazla dizelme
g6zlenmistir. Fakat fibrozis gibi diger histolojik bulgularda degisiklik olmamigstir

(131). En 6nemli yanetkiler kilo alimi ve bacaklarda sislik olmustur.

3.5.4. Probukol

Antioksidan o6zellikleri olan lipid dusurtcu bir ilagtir. Randomize kontrollt bir
calismada serum transaminazlarinda 6nemli bir dusls saptanmistir (132).

Karaciger histolojisine olan etkisi bilinmemektedir.

3.5.5. Betain

Hayvan modellerinde steatoza kargi koruyucu etkisi olan, betain metabolik
siklusunun bir parcasidir. 10 hastalik bir ¢calismada 1 yillik tedavi sonrasinda
serum aminotransferazlari ve karaciger histolojisinde o6nemli bir dizelme

saptanmigtir (133).

3.5.6. Ursodeoksikolik asit

40 hastalik pilot bir galismada (134) faydali olabilecegi saptansa da daha buyuk

kontrollG bir calismada etkisi gosterilememistir (135).

3.5.7. Losartan

Anjiotensin 1l hepatik fibrozisin patogenezinde yeralmaktadir ve demir
depolanmasi ve insulin rezistansini artirmaktadir. Anjiotensin Il reseptor agonisti
olan losartanin 7 hastalik bir pilot galismada uygulanmis olup hepatik fibrozis ve

serum aminotransferazlarina olumlu etkisi oldugu gézlenmistir (136).
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3.5.8. Pentoksifilin

NASH’in ilerlemesinden sorumlu olan TNFa’nin Uretimini inhibe etmektedir.
Toplamda 38 hastanin oldugu 2 pilot calismada biyokimyasal duzelme
saptanmistir (137,138).

3.5.9. Orlistat

Obezite ve tip 2 DM tedavisinde kullanilan gastrointestinal lipaz inhibitorudur.
Randomize kontrolli pilot bir c¢alismada NASH hastalarina ultrasonla
bakildiginda karaciger yaglanmasinda o6nemli gerileme saptanmistir (139).
Orlistat kullanan grupta serum aminotransferaz seviyelerinde azalma

gOrulmustar.

3.6. NAFLD Tanisinda Kullaniimasi Planlanan Biyobelirteglerin Ozellikleri

NASH ile steatohepatit ayirimi igin karaciger biyopsisi yapmanin gerekli olmasi
nedeniyle steatohepatit tani ve tedavisine yonelik arastirmalar engellenmektedir
(37). Hastanin biyopsi yapmadan tani ve tedavisinin duzenlenebilmesi igin
NASH tahminini yapabilecek biyobelirteglere ihtiya¢ vardir. Biyobelirtegler,
aslinda NAFLD spektrumunu anlama, tarama yapma, tani koyma, prognozu
belirleme ve terdpatik uygulamanin izlenmesi gibi bircok alanda kullanilabilirler.
Ancak biyobelirteglerin klinik kullanimi igin analitik metodlarla standardize
edilmesi ve maliyetinin degerlendiriimesi de gereklidir (37). Yeni geligtirilen
biyobelirtecin klinik degerinin olabilmesi icin standarda uygun olarak elde
edilebilmesi ve klinisyenler tarafindan kolay yorumlanabilmesi gereklidir. Ayrica
NASH’i tanimlamada ylksek sensitivite ve spesifisiteye sahip olmalidir ve basit
yaglanmaylr NASH’ten ayirabilmelidir. NAFLD olarak tanimlanan vakalarin
takibinde NASH ve fibrozise ilerleyebilecekleri degerlendirecek ve prognostik
degeri olacak bir biyobelirte¢c elde etmek oldukg¢a zordur. Culnkl prospektif bir
calisma dizaynina ve seri olarak karaciger biyopsisi yapilmasina ihtiya¢ vardir.

Her ne kadar mevcut biyobelirtegler ve bunlarin kombinasyonlari, kesitsel
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calismalarda NASH olan vakalari olmayanlardan ayirsa da, hangi hastalarin
fiborozis ve son donem karaciger hastaligi gelistirecegini, hangilerinin
gelistirmeyecegini ayirt edecek biyokimyasal belirteclerin kullaniimasina yonelik
ileri calismalara gereksinim vardir. Teknolojik gelismeler sayesinde bir¢cok
belirtegten olusan profillerin, NASH tanisinda altin standart olan karaciger
biyopsisinin yerini alacagi dusunulmektedir (68). NASH ile basit yaglanmayi
ayirmaya yonelik giderek artan sayida biyobelirteclerin olmasi aslinda yeni
biyobelirteglerin  6zenli bir gekilde degerlendiriimesi gerektigini ortaya
koymaktadir. Bu sebeple taniyr dogru koyabilmek igin guvenilir istatistiksel
metodlarla degerlendirmeye ihtiya¢c vardir (37). Uygun istatistiksel tekniklerin
uygulanmasi, biyobelirteglerin NAFLD spektrumunu dederlendirme potansiyelini
ve klinik kullanimini belirlemede son derece dnemlidir. Genelde bir biyobelirtecin
taniy1 dogru koyabilme 0Ozelligi sensitivite ve spesifisitesiyle degerlendirilir (37).
Sensitivite, biyobelirtecin dogru olarak NASH tanisi koyduklarinin gergekten
hastaligi bulunanlara oranidir. Benzer sekilde spesifisite, biyobelirtecin dogru
olarak NASH olmadigina dair tanisini koyduklarinin gercekten hastalidi
bulunmayanlara oranidir. ROC egrisi altinda kalan alan (AUC=area under curve)
biyobelirtecin ortalama sensitivitesini ifade eder ve biyobelirtecin performansini
gosteren istatistiksel bir 6zettir. Prediktif degeri olmayan bir biyobelirtecin AUC
degeri 0.5tir. Hastali§i en iyi tahmin eden biyobelirtecin AUC degeri ise 1’dir.
Ayni populasyonda 2 ya da daha fazla sayida biyobelirte¢c karsilastiriliyorsa

egslestirilmis ornekler icin uygun istatistiksel teknikler kullaniimalidir (69).

3.7. Klasik Adipokinler ve NAFLD

Adipoz doku, enerji deposu oldugu gibi aktif sekresyon yapan endokrin bir
organdir (70). Adipokinlerin fonksiyonlari giderek daha iyi anlasiimaktadir.
Bunlardan en iyi tanimlananlari leptin, adiponektin ve rezistindir.

Leptin, 167 aminoasidli bir protein olup 1994’te ob geninin pozisyonel

klonlanlanmasi ile kegfedilmigstir (71). Her ne kadar anoreksijenik hormon olarak
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bilinse de etkilerine karsi direng olugsmasi nedeniyle obezitede artar (72).
Hayvan modellerinde, adipoz doku digi dokularda lipid birikimini dnlemektedir.
Ozellikle karacigerde bu etki, SREBP-1 (Sterol Regulating Binding Protein-1)
ekspresyonunun azaltilmasiyla gergeklesir (73). Leptinin, NASH patogenezini
acgiklayan ¢ift vurug hipotezinin her iki wvurusunda da rol oynadigi
dusundlmektedir (74). Baslangigta insulin rezistansinin gelisimine ve sonrasinda
da steatoza katkida bulunur (75). Karaciger hasarinda leptin, proinflamatuvar bir
role sahiptir ve karaciger fibrozisinin énemli bir mediyatéradar (76). Karbon
tetraklorir (CCls) kullanilan siganlarda, leptin enjeksiyonu sonucunda aktif
hepatik stellat htcrelerin (HSCs) belirteci olan prokollojen-I, transforming growth
faktor 1 (TGF 1) ve diz kas aktini artmaktadir. Sonug olarak, karaciger fibrozisi
artmistir (77). Ayrica leptin enjeksiyonundan sonra serum TNFa seviyelerinde
dramatik bir artis meydana gelmistir. Bu durum, leptinin inflamasyonu arttirdigini
ve fibrozis gelisimini bagimsiz olarak etkiledigini digsundurmektedir. Sinuzoidal
endotel hicreler ve Kupfer hicreleri leptinin profibrojenik etkisinin ana hedefleri
olarak saptanmistir (77). Diger yandan leptin direncli veya leptin bulunmayan
fareler, 6nemli derecede azalmis fibrojen yanit vermigtir (76). Leptin guclu
mitojen etkiye sahiptir ve apoptozis inhibitoradur. Bu fibrojenik etki, icinde
bulundugu HSCs (zerinden gergeklesmektedir. Aktiflesen HSCs, leptin
salgilamaya baslar ve karaciger fibrozinin artmasini tetikler.

Adiponektin adipositler tarafindan salgilanan ve anti-inflamatuvar olarak
kabul edilen bir adipokindir (78). Vucut yagini azaltir ve karaciger ile periferde
insulin duyarlih@ini artirir. Vacut kitle indeksi ve insilin rezistansi ile ters
orantilidir. Karacigerde, serbest yag asitlerinin oksidasyonunu artirarak ve/veya
hepatositlerden serbest yag asidi sentezini azaltarak lipid birikimine engel olur
(79). Bu etkinin bir kismi, yag asidi sentezi dizenlemede anahtar role sahip olan
SREBP-1’in reseptor sayisindaki azalma ile gerceklesir. Adiponektinden yoksun
birakilan fareler, NASH’e sebep olan diyet ile beslendiklerinde dogal (wild) tip
farelere gore daha ciddi hepatosteatoz gelistirmektedirler (80). Ayrica

adiponektin, karaciger inflamasyonu ve fibrozisine kargi koruyucu rol
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oynamaktadir. Kamada ve arkadaslari, adiponektin tedavisini uygulamanin CCl,
ile olusturulan fare modellerindeki karaciger fibrozunu azalttigini ve HSCs’nin
her iki adiponektin reseptorlerini (AdipoR1 ve AdipoR2) eksprese ettigini
bildirmistir (80). Masaki ve arkadaslari, KK-Ay tipi obez farelerde endotoksine
bagli akut karaciger hasari modeli olusturmustur ve sonrasinda adiponektinin
TNFa sentezi ve / veya salinimini inhibe ederek karaciger hasarini engelledigini
saptamiglardir (81). Ayrica Xu ve arkadaslari, farelerde yaglh karaciger
hastaliginda adiponektinin koruyucu etkisi oldugunu bildirmistir (82).

Rezistin adipoz doku ve makrofajlardan salgilanan son zamanlarda
kesfedilmis bir adipokindir (83). Bazi kemirgen calismalarina goére rezistinin
major etkisi karaciger lizerinedir. Hepatik insiilin rezistansina neden olur. iskelet
kaslari ve adipoz doku Uzerinde de etkileri mevcuttur (84). Serbest yag
asitlerinin iskelet kaslarina alinmasini ve metabolizmasini engelleyerek insulin
rezistansini artirmaktadir. Ayrica rezistin tedavisinin, insulin inhibitori olarak
bilinen SOCS3 (supressor of cytokine signalling 3) geninin ekspresyonunu
belirgin olarak indikledigine dair kanitlar bulunmaktadir (84). Daha da énemlisi
rezistinin proinflamatuvar etkileri oldugunu gosteren kanitlar mevcuttur. Rezistin
bu etkisini, nikleer faktor (NF) — kappa B’ye bagiml yolak ile makrofajlarda
bulunan TNFa ve IL-12’yi uyararak ve IL-6 ile IL-1 salinimini diuzenleyerek
gOstermektedir (85). Yine bir galismada rezistinin karaciger fibrozisinde rol

oynadigina dair kanitlar 6ne surdlmustar (86).

3.8. Yeni Adipokinler ve NAFLD : Tezin amaci

Son zamanlarda 6nemli metabolik fonksiyonlari olan; vaspin, obestatin ve
apelinin de iginde yeraldigi bazi yeni adipokinler tanimlanmistir.

Vaspin (visseral adipoz doku kaynakli serin proteaz inhibitoru),
ekspresyonu visseral adipoz dokuyla sinirli olan bir serpindir (87). Otsuka Long-
Evans Tokushima Fatty (OLETF) siganlarinda vaspin gen ekspresyonunda artis
saptanmigtir (87). YUksek yag ve yuksek sukroz diyetiyle (YYYS) beslenenlerde,
obezite ve insulin rezistansi gibi birgok metabolik bozuklugu olanlarda vaspin,
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belirgin sekilde hlcre yuzeyindeki reseptorlerini arttirir (88). Tiyazolidinedion
uygulanan farelerde serum vaspin duzeylerinde belirgin artis saptanmistir (87).
Vaspin reseptorlerindeki artis, obezite ve insulin rezistansini tersine cgevirerek
vlcutta dengeleyici bir rol oynayabilir. Gergekten de YYYS diyetiyle beslenen
obez farelere uygulanan rekombinan vaspin tedavisi sonrasinda glukoz
toleransinda ve insulin duyarlihginda dizelme gozlenmistir. Vaspinin adipoz
dokuda direkt etki gésterdigi diistniimektedir. ilging olarak son calismalar,
NAFLD saptanan hastalarda serum vaspin seviyesi, hepatositlerde balonlagsma
ve aminotransferaz seviyeleriyle pozitif iliski gostermektedir (89).

Obestatin, sican midesinden izole edilmis 23 aminoasitli bir peptidtir (90).
Yiyecek tuketimini uyaran bir peptid olan ghrelin ile ayni prekursoru paylagir,
ancak ghrelinin aksine yiyecek tiketimi, gastrointestinal sistem motilitesi ve
vucut agirhgini azaltan bir etki gosterir (Sekil 7). Fare / sicanlardaki obestatine
kargl antiserum uygulamasiyla Sprague—Dawley siganlarinin testis Leydig,
gastrik mukoza ve miyenterik pleksus hucrelerinde obestatin immunreaktivitesi
(irOBS) saptanmistir (90). Miyenterik pleksusun, hem obestatin hem de kolin
asetiltransferaza (ChAT) karsi kullanilan antiserum ile isaretlenebilir olmasi,
neredeyse tum irOBS ndronlarinin ChAT pozitif oldugunu gostermigstir. Tam tersi
de dogrudur. Bu bulgu, obestatin immunreaktivitesinin miyenterik pleksusun
kolinerjik néronlarinda mevcut oldugunu desteklemektedir (162). Obestatinin
biyolojik aktivitesini 6lgmek amaciyla sicanlarin serebral kortikal ndronlarina
eklenen obestatin (100 nM), sitozolde kalsiyum (Ca*™®) konsantrasyonlarini
arttirmistir. Bu durum santral sinir sisteminde obestatinin biyolojik olarak aktif
oldugunu gostermektedir (162). intraserebroventrikiiler obestatin uygulamasi,
yeterince yiyecek ve su verilen farelerde de verilmeyenlerde de sivi alimini
inhibe etmektedir. Obestatin, yine hayvan deneylerinde anjiotensin-Il ile
indUklenen sivi alimini inhibe etmektedir (90). Obestatinin insulin duyarlihg ve
insulin sekresyonu Uzerine etkisi bulunmamaktadir. Obestatin verilen siganlarda
glukoz ve insulin konsantrasyonlari degismemistir. Ayrica obestatin uygulamasi

ile insuline verilen hipoglisemik yanit da degismemistir. Bu durum obestatinin
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glukoz homeostazi ve insulin sekresyonu uzerine direkt etkisi olmadigini
gostermektedir (163). Obestatinin siganlarda yiyecek tiketimine iliskin etkisinin,
peptidin sivi alimini inhibe etmesine sekonder oldugu dusunidimektedir.
insanlarda obestatin seviyeleri obezitede azalmaktadir. Ayrica viicut kitle indeksi
ve insulin rezistansi indeksiyle ters orantilidir (91).
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Sekil 7. Obestatin ve ghrelinin yiyecek metabolizmasina etkisi
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Apelin, 77 aminoasitten olusan prekursor bir peptidtir ve farkl dokularda
apelin-36, apelin-13 ve apelin-12 gibi aktif molekuler formlarina donusur (92). G-
proteini bagimh APJ reseptérinin endojen ligandi olarak etki gosterir. Kalp,
akciger, bobrek, adipoz doku, gastrointestinal sistem, beyin, adrenal bezler,
endotel doku ve plazma gibi ¢esitli organlarda yaygin olarak bulunmaktadir (92).
Parakrin ve endokrin etkileri bulunmaktadir (Sekil 8). Apelin, kan basinci ve kan
akimini  duzenler, dolayisiyla kardivaskuler sistemin kontrolinde rol
oynamaktadir. Kardiyak kontraktilitenin simdiye kadar tanimlanmig en guglu
uyaricilarindan olup kardiak dokunun sekillenmesinde rol oynamaktadir (92).
Ayrica apelin, adipoz dokudan da salgilanmaktadir ve obezitede adipoz doku ile
dolagimdaki seviyeleri artar. insulin, adipositlerin apelin sekresyonu iizerinde
pozitif etki gosterir. Apelin ayni zamanda sivi homeostazini da dizenler. Yiyecek
ve sivi aliminin hipotalamik olarak dizenlenmesinde 6nemli role sahiptir (93).
Son zamanlarda yapilan klinik bir galismada, NAFLD hastalarinda apelin-12
seviyeleri saglikli kontrollere gore yuksek olarak saptanmistir. Ancak bu farkhlik,
veriler vicut kitle indeksi ve insulin rezistansina goére duzeltildiginde
kaybolmustur (94). Ayrica apelin seviyeleri, NAFLD hastalarinda vicut kitle
indeksi ve  HOMA indeksi ile pozitif korelasyon gostermektedir (94). Ancak
NAFLD hastalarinda aktif olarak salgilanan en uzun form olan apelin-36

seviyeleri ile iligkili henlz bir bilgi bulunmamaktadir.
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Sekil 8. Apelinin parakrin ve endokrin etkileri
Bu galismada, NAFLD olan hastalarda yeni adipokinlerden serum vaspin,

obestatin ve apelin-36 seviyeleri ile hastalarin klinik, biyokimyasal ve histolojik

Ozelliklerinin olasi iligkisini saptamak amaglanmistir.
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4. MATERYAL VE METOD

4.1. Etik Kurul

Calisma protokoli Marmara Universitesi Tip Fakultesi Etik Kurulu tarafindan

onaylandi ve galismaya katilan tum bireylerden aydinlatilmis onam alindi.

4.2. Calisma Populasyonu

Bu ¢alisma, toplamda 91 adet NAFLD’li hasta (43 erkek ve 48 kadin, ortalama
yas, 47 + 9 yas) ve 81 adet saglikli kontrolden (39 erkek ve 42 kadin, ortalama
yas, 46 = 11 yas) olusan bir vaka-kontrol calismasidir. Calismaya alinan
hastalar, 01.06.2009 -01.03.2010 tarihleri arasinda Marmara Universitesi Tip
Fakultesi Hastanesi Gastroenteroloji Polikliniginden biyopsi ile tanisi
kesinlestiriimis bireyler arasindan segildi. Kontrol grubu ise ayni tarihlerde
Gastroenteroloji ve ¢ Hastaliklari Poliklinigine basvuran tetkikleri yapilip

herhangi bir kronik hastalik saptanmayan bireylerden olusturuldu.

4.2.1. Ainma kriterleri

18-70 yas arasi biyopsi kanith nonalkolik yagli karaciger hastaligi olan hastalar

4.2.2. Dislama kriterleri

1-Erkeklerde 140 gr/hafta, kadinlarda 70gr/haftadan fazla alkol kullanimi olanlar.
2-Viral hepatit, hemokromatoz, Wilson hastaligi, otoimmun hepatit, primer biliyer
siroz, sklerozan kolanjit, biliyer darlik, alfa-1 antitripsin eksikligi, iskemik kalp
hastaligi veya serebrovaskuler hastalik, malignite saptanan hastalar.

3-Ostrojen, amiodaron, steroid, tamoksifen, metotreksat, valproate gibi
yaglanma ile iligkili olabilecek ila¢ kullanimi olan hastalar ve antihiperlipidemik
ilag kullananlar

4-Diyabet igin insulin tedavisi almakta olan hastalar

5- Gebeligi, kalp yetmezligi, bobrek yetmezIligi(Cr>1. 4) olan hastalar
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81 adet yas ve cinsiyet agisindan eglestiriimis gonualla saghkh kisiler
kontrol grubu olarak belirlendi. Kontrol grubundaki tim vakalar, normal karaciger
fonksiyon testleri ve normal karaciger ultrason bulgulari olan saglikli kisilerden
secildi. 20 g/gun’in Uzerinde alkol tuketimi olan ve herhangi bir ila¢ kullanimi

olan bireyler kontrol grubuna dahil edilmedi.

4.3. Klinik ve Biyokimyasal Ozellikler

Tum vakalara fizik muayene, antropometrik ve biyokimyasal olgimler yapildi.
Vucut kitle indeksi, boy ve kilo dlgumlerine gére hesaplandi. Diyabetes mellitus
tanisi, ADA kriterlerine gore konuldu (95). Metabolik sendrom tanisi, ATP llI
kriterleri kullanilarak konuldu. Insulin rezistansinin tahmini HOMA-IR indeksi

hesaplanarak yapildi (Tablo 1).

Tablo 1. insulin rezistansi formlii

insiilin rezistansi=Aclik plazma insiilini (mikrounit/ml)xAclik plazma glukozu (milimol/It)
225

(<2. 5ise normal, 22. 5 ise insllin rezistansi mevcut)

Sfigmomanometre ile sessiz bir odada, 10 dakikadan fazla dinlenmis bir
sekilde kan basinci élguma yapildi. Sistolik ve diastolik kan basinci icin sirasiyla
Korotkoff 1 ve 5 sesleri kaydedildi. Sigara igme durumlari sorgulandi. Rutin kan
tetkikleri Marmara Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi'nin laboratuvarlarinda
calisildi. Serum yuksek duyarhliklh C-reaktif protein (hs-CRP) duzeyi iki kez,
rastgele, kor olarak ve uygun bir metod kullanilarak oélguldi (Dade Behring,
Marburg, Almanya). Yiksek duyarlikli CRP igin intra-assay ve inter-assay
varyasyon katsayilari sirasiyla %4.6 ve %6.1'dir ve en dusuk 6lgim limiti 0.19
mg/dl’dir.
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4.4. Karacigerin Histolojisi

Karaciger biyopsisi, lokal anestezi ile 16-gauge Hepafix ignesi (Braun
Melsungen AG, Melsungen, Almanya) kullanilarak ultrason egliginde yapildi
(Sekil 9). Butun biyopsi ornekleri, % 10’luk formaldehid ile fikse edildi ve
sonrasinda parafin bloklara gomuldi. Bloklardan 4 mikron kalinliginda
hazirlanan kesitler, Hematoksilen-Eozin ve Masson Trikrom ile boyanarak 1gik

mikroskobunda incelendi.

Sekil 9. Karaciger biyopsi teknigi

Klinik bilgilerden habersiz, tecribeli bir patolog, NASH 6n tanisi olan
hastalarin biyopsi materyallerini, NIDDK (National Institute of Diabetes and
Digestive and Kidney Diseases) NASH Klinik Arastirma Agi Skorlama Sistemi'ne
gore degerlendirdi (97). Steatoz, 0 dan 3’e kadar 4 derece olarak skorlandi (SO:
Steatoz olmamasi ya da % 5’ten daha az olmasi; S1: %5-33; S2: %33-66; S3:
>%66 olarak tanimlanmistir). Lobuler inflamasyon evrelemesi, Evre 0: Odak
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yok; Evre 1: her 200x alanda <2 odak; Evre 2: her 200x alanda 2-4 odak; Evre
3: her 200x alanda >4 odak olarak tanimlanmigtir. Balonlagsma degerlendirilirken
ise balonlasmis hlicre yoksa 0 puan, birka¢ tane varsa 1 puan, ¢ok sayida varsa
veya balonlasma asikar ise 2 puan alir. Fibrozis evrelemesi, Evre 0: Fibrozis
yok; Evrel: perisinuzoidal veya periportal fibrozis; Evre 2: perisinuzoidal ve
portal / periportal fibrozis; Evre 3: koprulesme fibrozisi; Evre 4: siroz olarak
tanimlanmistir. Fibrozisin, hastalik aktivitesinin bir sonucu oldugu ve genellikle
geri dénistimslz oldugu dusundlir ve aktivite skorunun bir komponenti olarak
puanlamaya dahil edilmez. Histolojik NASH skoru, steatoz (0-3), lobuler
inflamasyon (0-3) ve balonlagsma (0-2) skorlarinin toplanmasi ile elde edilir. Bu
toplama sonucunda O ile 8 arasinda bir deger saptanir. 0-2 arasinda skoru
bulunanlar basit yaglanma, 5 ve Ustinde skoru bulunanlar ise kesin olarak
NASH olarak degerlendirilir. Skoru 3 ve 4 olarak saptanan vakalar ise olasi
NASH olarak tanimlanir (97).

Normal karaciger, nonalkolik steatohepatit ve siroz gelisen karacigerin

histolojisi Sekil 10,11 ve 12'de gosterilmistir.

Sekil 10. Normal karaciger histolojisi
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Sekil 12. Siroz histolojisi

4.5. Adipokinlerin Analizi (ELISA)

GCalismaya katilan batin bireylerden sabah saat 8:00 — 9:00 arasinda

antekubital venden, tim gece a¢ birakilarak kan numuneleri alindi ve hemen
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2500 g’de 10 dakika santrifij edildi. Elde edilen serumlar -80°C’de inceleme
oncesine kadar dondurularak saklandi ve inceleme igin sadece bir defa ¢ozuldu.
Butun serum ornekleri, klinik bilgilerden habersiz sekilde analiz edildi. Serum
vaspin seviyelerinin 6lgimu igin ticari olarak elde edilebilen EIA kit (Alpco
Diagnostics, Salem, NH, USA) kullanildi. Ureticinin protokiliine uygun bir
sekilde Olgum yapildi. Minimum tanimlanan deger, 0. 012 ng/ml idi. Serum
obestatin dlzeyi kantitatif bir EIA kit (Yanaihara Institute Inc., Fujinomiya-SHI
Shizuoka, Japan) kullanilarak degerlendirildi. Minimum tanimlanan deger, 0. 412
ng/ml idi. Serum apelin seviyeleri, apelin-36 ELISA kiti (Phoenix
Pharmaceuticals, Burlingame, CA, USA) kullanilarak ureticinin protokoltine
uygun olarak olguldu. Minimum saptanabilen konsantrasyon 0. 17 ng/ml idi. TUm
Olcumler iki kez yapildi ve ortalama bir sonuca gore degerlendirildi. Tum kitler

icin intra-assay ve inter-assay varyasyon katsayilari sirasiyla <%9 ve <%12 idi.

4.6. Verilerin Analizi

Surekli verilerin dagilimi tek 6rnekli Kolmogorov-Smirnov testi ile arastiridi.
Normal dadilan degiskenler ortalama = standart sapma (SS) seklinde
tanimlandilar. Normal dagihim gostermeyenler ise ortanca ve ceyrek degerler
genisligi olarak bildirildi. Kategorik degiskenler ise sayilarla tanimlandilar.
Normal olarak dagilan surekli degiskenlerin bulundugu iki c¢alisma grubu
arasindaki farkliliklari belirlemek amaciyla Student’s t-test kullanildi. Normal
dagilm saglanamadiysa Mann-Whitney U testi kullanildi. Dagilimi yigihm
gosteren veriler logaritmik transformasyon uygulandiktan sonra degerlendirildi.
Calismadaki degiskenler arasindaki korelasyon Spearman’s korelasyon
katsayisi ile test edildi. NAFLD hastalarinda fibrozis skorunun prediktorleri ¢ok
asamali lineer regresyon analizi kullanilarak degerlendirildi. Tablo 1’de yeralan
tum degiskenler potansiyel prediktorler olarak tanimlandi. Tum istatistiksel
analizler Windows (SPSS Inc. , Chicago, IL, USA) SPSS 11. 0 versiyonu
kullanildi. Tip 1 hatanin olasiligini dusurmek amaciyla p<0. 01 (iki yonla)
istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edildi (98).
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5. BULGULAR

Calismaya Haziran 2009 ile Mart 2010 tarihleri arasinda Marmara Universitesi
Gastroenteroloji ve i¢ Hastaliklar poliklinigine basvuran biyopsi kanitl 91 adet
NAFLD hastasi (43 erkek ve 48 kadin, ortalama yas, 47 + 9 yas) ve 81 adet
saglhkh kontrol (39 erkek ve 42 kadin, ortalama yas, 46 + 11 yas) dahil edildi.
Serum vaspin , apelin ve obestatin dizeyleri ile nonalkolik yaglh karaciger
hastaligi olan bireylerin klinik, biyokimyasal ve histolojik 6zellikleri arasindaki
iliski degerlendirildi.

Calisma populasyonunun genel 6zellikleri Tablo 2’de 6zetlenmigtir. Her iki
calisma grubu yas, cinsiyet, sistolik ve diyastolik kan basinci, sigara igme
hikayesi ve HDL kolesterol acisindan farkhlik gostermemekteydi. Gruplar
arasinda karsilagtirma yapildiginda, biyopsili NAFLD grubunda vuacut kitle
indeksi, HOMA-IR, AST, ALT, total kolesterol, LDL kolesterol ve trigliserid
Olcimleri kontrol grubundan farkli olarak saptandi. Diyabet ve metabolik

sendrom prevelansi NAFLD grubunda kontrollere gore daha yuksekti.
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Tablo 2. Gruplarin genel ézellikleri

NAFLD (n = 91)

Kontrol (n =81) P degeri

Cinsiyet (E/K)

Yas (yil)

Viicut kitle indeksi (kg/m?)
Diyabetes mellitus
(evet/hayir)

Metabolik sendrom
HOMA-IR

Sistolik kan basinci (mmHg)
Diastolik kan basinci(mmHg)

Sigara kullanimi,

(hig/6nceden/kullanmakta)
AST (IU/L)

ALT (IU/L)

Total kolesterol (mg/dL)
HDL kolesterol (mg/dL)
LDL kolesterol ( (mg/dL)
Trigliseridler (mg/dL)
hs-CRP (mg/dL)
Histolojik steatozis
Lobuler inflamasyon
Balonlagsma

NASH skoru

Fibrozis

43/48
47+9
31.3+5.1
22/69

33/58

3.5 (2.5-5.2)
131+ 19
84+ 11
58/19/14

44 £ 19
67 + 33

222 + 51

47 £12

139 + 46
180 + 87
3.2 (2.9-5.6)
2 (1-3)

2 (1-3)

2 (1-2)

5 (4-7)
1(0-2)

39/42

46 + 11
26534
0/81

0/81

1.6 (0.5-2.7)
125 + 17
81+ 11
55/11/15

24 +9
21+13
183+ 6
46 £ 10
122 + 36
137 + 71

anlamsiz
anlamsiz
<.001
<.001

<.001
<.001
anlamsiz
anlamsiz

anlamsiz

<.001
<.001
<.001
anlamsiz
<.001
<.001
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HOMA-IR: Homeostazis model assesment-insulin resistansi; AST: Aspartat aminotransferaz;
ALT: Alanin aminotransferaz; HDL: Ylksek yogunluklu lipoprotein; LDL: Dislik yogdunluklu
lipoprotein; hs-CRP: Yiiksek duyarlikli C-reaktif protein; NASH: nonalkolik steatohepatit.

Veriler uygun sekilde ortalama ve standart sapma veya ortanca ve ceyrek degerler genisligi

olarak hesaplanmistir.

NAFLD tanili hastalarin (n=91), %8.7’sinde basit yaglanma (n=8),
%28.5’inde olasi steatohepatit (n=26), %61.5'inde kesin NASH (n=56) saptandi

(Sekil 13).

m Basit yaglanma
m OlasI NASH
B Kesin NASH

Sekil 13. Hastalarinin NASH skoruna gore dagilimi
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Fibrozis, NAFLD (n=91) hastalarinin %57.14’inde (n=52) gobzlendi.
Hastalarin %42.8’inde evre 0 fibrozis (n=39), %21.9’unda evre 1 fibrozis (n=20),
%21.9’'unda evre 2 fibrozis (n=20), %13.1 evre 3 fibrozis (n=9) ve %3.2’sinde
evre 4 fibrozis (siroz) (n=3) saptandi (Sekil 14).

" %

42

13

evre 0 Evre 1 Evre 2 Evre 3 Evre 4 (siroz)

Sekil 14. NAFLD hastalarinda fibrozis evre oranlari
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Kesin NASH tanisi konan hastalarin (n=56) %30.3’Unde evre O,
%26.7’sinde evre 1, %26.7’sinde evre 2, %12.5inde evre 3, %3.5'inde evre 4

fibrozis saptanmistir (Sekil 15).

"%

30,3

12,5
3,5
Evre O Evre 1 Evre 2 Evre 3 Evre 4

Sekil 15. Kesin NASH tanisi konan hastalarda fibrozis evre oranlari

NASH 6n tanili hastalarin timU ultrasonda gesitli derecede yaglanma
saptananlar arasindan secilmisti. NASH tanisi kesinlesen hastalarin
tamaminda gesitli derecede yaglanma mevcuttu.

Calisma grubundaki adipokin seviyeleri Tablo 3 ve Sekil 16-18'de
gOsterilmigtir. Obestatin seviyeleri hastalar ve kontroller arasinda farklilik
gostermemekteydi. Ancak hem vaspin hem de apelin-36 seviyeleri biyopsili
NAFLD hastalarinda, kontrollere gore istatistiksel olarak anlamli oranda daha
yuksekti (Mann-Whitney U test, P < 0. 001).

41



Tablo 3. Calisma gruplarinda plazma adipokin seviyeleri

NAFLD (n=91) Kontrol (n =81) P degeri
Vaspin, ng/mL 0.6 (0.3-1.1) 0.4 (0.2-0.7) <0.01
Obestatin, ng/mL 3.6 (3.0-4.1) 3.6 (3.2-4.2) Anlamsiz
Apelin-36, ng/mL 1.4 (0.9-2.1) 1.1 (0.8-1.5) <0.01

Veriler ortanca ve geyrek degerler genisligi olarak degerlendirilmistir.

AA

Vaspin, ng/mL

A

Ak
A Ak
At 4

YOI I T
AL AAd
Aaalifdliianas

Ak

Ady res
Aaaiii:}::“ﬂ:AaAA

NAFLD KONTROLLER

Sekil 16. Hastalarda ve kontrollerde serum vaspin seviyeleri
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Sekil 17. Hastalarda ve kontrollerde serum obestatin seviyeleri
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Sekil 18. Hastalarda ve kontrollerde serum apelin-36 seviyeleri
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Bu calismada, serum adipokinleri ile NAFLD saptanan hastalarin klinik,
biyokimyasal ve histolojik Ozellikleri arasindaki iliski incelendi. Serum vaspin
seviyeleri, CRP (r = 0. 378, P < 0. 001) ve karaciger fibrozisi (r = 0. 401, P < 0.
001) arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki saptandi. Ayrica ¢alismada CRP
ve HOMA-IR arasinda iligki saptanmistir (r=0.222, P <0.036). Ancak CRP ile
NASH skoru ve fibrozis evreleri arasinda bir iligki saptanamamigtir (p>0.05).
Serum apelin-36 seviyeleri ise HOMA-IR ile iligkili olarak saptandi (r = 0. 204, P
< 0.01). Potansiyel karistiricilar dikkate alindiktan sonra yapilan analizlerde bu
iliski gézlenmemigstir (P >0.05). Ayrica serum obestatin seviyeleri ile ¢alismanin
herhangi bir degiskeni arasinda istatistiksel olarak anlamh bir iligki saptanmadi
(P >0.05). NASH skoru ile secilen adipokinler arasinda iligki bulunmadi (P
>0.05). Ayrica bu molekiller, basit yaglanma ile NASH ayirimini
yapamamaktadir (P >0.05). Asamali lineer regresyon analizlerinden sonra
NAFLD hastalarinda, yalniz serum vaspin seviyeleri, karaciger fibrozis
skorlarinin bagimsiz bir prediktort olarak saptandi (3 = 0. 37;t=3. 99, P < 0.
01).
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6. TARTISMA

NAFLD anormal karaciger fonksiyonu testlerinin en yaygin nedenidir. NAFLD
karaciger hasari olusturmak icin yeterli dizeyde alkol tuketmeyen hastalardaki
karaciger steatozu olarak tanimlanir (153, 154). Steatozis; obez, hiperlipidemili
ve diyabetli hastalarda siklikla olusur ve bu U¢ hastalik, metabolik sendromun
temel kriterlerindendir (155,156). NAFLD tanisinin dogrulanmasi goérintileme
yontemleri ile yapilabilir ancak, hastaligin kesin tanisi ve evrelendiriimesi
karaciger biyopsisini gerektirmektedir. NAFLD, hastalarin az bir kisminda siroz
ve hepatoselller karsinoma gibi artmis 6lum riskine yol acan komplikasyonlara
neden olur. Ayrica artmis 6lum riski muhtemelen vaskuler hastalik gibi insulin
rezistansina ait komplikasyonlara baghdir. Daha dnceden ‘kriptojenik siroz’ tanisi

konmus hastalarda NAFLD’in 6nemli bir rolG oldugu artik bilinmektedir (157).

NASH ve basit steatoz arasindaki klinik ayrim énemlidir. Clinki NASH,
siroz ve hepatoseluler karsinomu da igceren ciddi karaciger hastaliklarinin en 6nde
gelenidir. Sirozun NASH’li hastalarda gelismesi sadece steatozu olanlara nazaran
daha muhtemeldir. Ayrica, NASH tanisi atlanabilen bir hastalktir. Tip 2 diyabetli
hastalar ve obez hastalar arasinda insidansi 6zellikle ylUksektir. Steatozisden
NASH’e gecisin tam sininnin net olarak cizilememis olmasina ragmen,

inflamasyon ve/veya fibrozis temel farktir.

NAFLD tanimlanmasinin Uzerinden 20 yildan fazla zaman ge¢mistir ve
patofizyolojik mekanizmasinin anlasiilmasi agisindan pek ¢ok gelisme
kaydedilmistir. insiilin direnci, hepatoselliiler yag birikimi igin énemli bir faktérdiir.
Asir miktardaki intrasellller yag asitleri, oksidatif stres, adenozin trifosfat (ATP)
azalmasi ve mitokondriyal disfonksiyon yaglanmis karacigerde hepatosellller
hasarin énemli sebepleridir (154). Mitokondriyal disfonksiyon orijini ne olursa
olsun NASH’de anahtar bir rol oynar. Mitokondriyal disfonksiyon yalnizca yag
birikimine katkida bulunmaz ayrica reaktif oksijen UrGnleri (ROS) olusmasina

sebep olur. Sonugta gesitli kisir donguler; lipid peroksidasyonu, mitokondriyal
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hasar, ROS olusumu, anti-oksidanlarin azalmasi ve sitokin saliniminin neden
oldugu oksidatif stres genetik olarak yatkin bireylerde nekroinflamasyon ve
fibrogenezise sebep olabilir (154). Batlin bunlarin sonucunda hepatosit nekrozu
veya apoptozis meydana gelir (9,158). Hicre olimunin mekanizmasi henlz
aciklanmamistir. inflamatuvar ve immunolojik faktérlerin, sitokinlerin  ve
kemokinlerin belirgin etkisi muhtemeldir (159). Ancak ayni metabolik bozukluklari
tasiyor olmalarina ragmen bazi hastalarda sadece yaglanma, bazilarinda ise
steatohepatit gelismesi, yagl karaciger hastaliginin tim formlarinin sadece bu
patogenez sureci igerisinde agiklanmasini olanaksiz kilmaktadir (115). NASH
patogenezindeki temel hasar insulin rezistansi sonucu gelisen karacigerdeki
trigliserid birikimidir (116).

Son 10 yilda adipoz doku; adipokin denilen metabolik Grinleri ile lokal,
periferik ve santral etkiler gostererek enerji homeostazinda anahtar rol oynayan
endokrin bir doku olarak tanimlanmistir (74). Obezitenin patofizyolojisinde
adipoz doku ve hormonlar rol oynamaktadir. Ayrica obezite, sistemik hafif bir
inflamasyon olarak kabul edilmektedir (117). Hipertrofiye ugrayan adipositler
kemokinleri salgilarlar ve makrofajlari toplarlar. Makrofajlardan; inflamatuvar
adipokinleri uyaran, anti-inflamatuvar adipokinleri ise baskilayan inflamatuvar
sitokinler salinir (80). Karaciger hasarinda ise c¢ogu adipokin hepatositler
tarafindan Uretilir ve salgilanir. Literatirde yaygin olarak bilinenleri leptin,
adiponektin, rezistin, TNF-alfa, IL-6 (interleukin-6) olup son doénemlerde
kesfedilenleri ise visfatin ve RBP-4 (retinol binding protein-4 ) tar. Bu
adipositokinlerin NAFLD’taki rolleri Tablo 4’te 6zetlenmisgtir.
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Tablo 4. Farkli adipokinlerin NAFLD’taki rolleri (42)

Sitokin Deneysel Modeller Klinik Cahigmalar
Leptin Proinflamatuvar NAFLD/NASH’te artmaz
HSC aktivasyonu Histolojide baglanti yok
Adiponektin Anti-inflamatuvar NAFLD’ta kontrollere gore |
Hepatoprotektif Fibrozis ile ters orantili
Rezistin Proinflamatuvar NASH’te artar
Fibrozis ile muhtemelen
iliskili
TNFa Proinflamatuvar NAFLD/NASH’te 1
Lipojenik Fibrozis ile iligkili
IL-6 Belirsiz Yetersiz veri
Visfatin Belirsiz Yetersiz veri
RBP-4 Belirsiz Yetersiz veri

Bu calismada, NAFLD hastalarinda yeni adipositokinlerden serum vaspin
ve apelin-36 seviyeleri kontrollere goére anlaml derecede ylksek olarak
saptanmistir. Ancak serum obestatin seviyelerinde farklihk bulunamamistir.
Ayrica serum vaspin seviyeleri, metabolik parametreler de dahil olmak Uzere
potansiyel karistiricilardan bagimsiz olarak karaciger fibrozisinin prediktoru

olarak saptanmistir.

Apelin yeni tanilanmis bir adipokin olup kan basinci, vaskuler tonus,
kardiyak kontraktilite, kalp hizi ve yiyecek aliminin dizenlenmesinde ve anterior
pituiter sistem, anjiogenez, apopitoz, inflamasyon gibi birgok sistemde gorevi
vardir.  Adipositokin olarak ele alindiginda plazma apelin seviyeleri obez
hayvanlarda ve insanlarda ylksek olarak saptanmistir (125). Bu c¢alismada

NAFLD hastalarinda apelin-36 seviyelerinde saptanan yukselme, Ergin ve
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arkadaslarinin (94) apelin-12 ile elde ettikleri sonuglari desteklemektedir. Ergin
ve arkadaglarinin yaptigi bu ¢alismaya sadece erkek hastalar alinmistir. Ancak
bizim c¢alismamiz daha yuksek hasta sayisi ve her iki cinsiyeti igeren
populasyonla yapilmistir. Daha onceden yapilan bir c¢alismada insulin
sekresyonu ile apelin arasinda guglu bir iligki bildirilmistir (125). Boucher ve
arkadaslari, adipoz dokudan apelin sentez ve sekresyonlarinin insulin
araciligiyla arttigini bildirmiglerdir (96). Ayrica plazma apelin seviyelerinin vicut
yag Kitlesi ve hiperinsulinemi ile paralel olarak artis gosterdigini saptamiglardir.
Bizim ¢alismamiz, daha dnceden apelin ve HOMA-IR kullanarak degerlendirilen
insulin rezistansi ile NAFLD arasindaki iligkiyi de dogrulamaktadir (94). Ancak
potansiyel karigtiricilar dikkate alindiktan sonra yapilan analizlerde bu iligki
gozlenmemigtir (P >0. 05). Tum bu sonuglara gore apelinin, NAFLD
patofizyolojisinde major rol oynamadigi dusundlebilir. Apelinin insulin rezistansi
ve glukoz homeostazinin regiilasyonundaki rol(i tartismalidir. Ornegin, insilin
rezistan farelere disardan apelin uygulamasi yapilirsa glukoz kullanimi artis
gOstermektedir (99). Diger bir calismada apelin geni silinmis fareler, dogal (wild)
tip fareler ile karsilastirildiklarinda anlamli derecede daha fazla insulin rezistan
olarak saptanmiglardir. Yine bu farelerdeki insulin rezistansi apelin verildiginde
kaybolmustur (100). Her ne kadar hayvan modellerinde insulin sensitivitesi
uzerinde apelinin olumlu etkisi oldugu gosterilse de, Li ve arkadaslari serum
apelin seviyelerinin tip 2 diyabeti olan hastalarda saglikli kontrollere gore artmis
oldugunu saptamislardir (101). Son yillarda Principe ve arkadaslari, karaciger
fibrozisi olan vakalarda serum apelin dizeylerinde saglikli kontrollere gore
belirgin yukselme saptamiglardir (145). Ancak bu c¢alismada, Ergin ve
arkadaslarinin yaptigi calismada da oldugu gibi metabolik karaciger hastalgi ile
apelin arasinda bagdimsiz majoér bir iliski bulunamamistir (94). Benzer sekilde,
obestatin seviyeleri NAFLD’da dedismemektedir ve hastalarin klinik, histolojik ve
biyokimyasal ozellikleriyle korelasyon saptanmamisgtir.

Bu c¢alismanin ana bulgusu, vaspin seviyelerinin NAFLD hastalarinda

kontrollere goére anlamli oranda artmis oldugu ve bu durumun karaciger fibrozisi
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ile bagimsiz olarak biyokimyasal korelasyon gosterdigidir. Son zamanlarda
Kukla ve arkadasglari, 41 kisiden olusan NAFLD hasta grubunda, serum vaspin
seviyesini yuksek olarak saptamiglardir (89). Serum vaspin seviyesindeki bu
yukselme, hepatositlerdeki balonlasma ile pozitif korelasyon gostermektedir.
Ayni yazarlar, yiksek serum vaspin seviyelerinin kronik hepatit C’si olan
hastalarda karaciger fibrozis skoruyla iligkilendirilebilecegini bildirmislerdir (102).
Vaspin seviyeleri ve karaciger fibrozisi arasinda saptanan pozitif korelasyonda
rol oynayan faktérler mevcut verilerden elde edilememektedir. Ancak vaspin,
insulin duyarhhgin artiran etkileri oldugu dusunulen yeni bir serpindir.
Serpinlerin yapisal ve/veya sekresyonlarinda meydana gelen degisiklikler,
fonksiyonel 6zelliklerini degistirebilir. Bu durum karaciger sirozu da dahil olmak
lizere bazi hastaliklara sebep olabilir (103). ileri calismalar karaciger fibrozisinin
patogenezinde ana rol oynayan TGF-beta 1 (transforming growth factor-betal)
ve vaspin arasindaki iliskiyi saptamaya yonelik olmalidir. Caligmanin bulgulari,
dénemli klinik anlamlar tasimaktadir. ilk olarak serum vaspin seviyesi dlcimii
NASH tanisi gbzden kagmis hastalarin sayisini azaltabilir. Ayrica NASH’in tanisi
icin karaciger biyopsisinin gerekliligi akilda tutulmalidir. NASH’i tespit etmede yeni
tanisal serum belirteclerine veya invaziv olmayan islemlere ihtiyag duyuldugu
agikardir. NAFLD ile baglantili ciddi riskler bulundugundan dolayi, serum vaspin
duzeyi hastaligin progresyonunu izlemede ve yuksek riskli hastalari belirlemede
yeni bir izlem parametresi olarak goérulebilir. Ancak 6rneklem buyUkligu daha
genis olan bagka ¢alismalarin yapilmasina ihtiyag vardir.

Calismada serum vaspin seviyesi ile korelasyon gosteren CRP bir akut
faz reaktanidir (141). Ulasimi kolay, ucuz, sik¢a kullanilan, guvenilir bir serum
belirteci olup yaygin bir sekilde bazi hastaliklarda tani ve takip igin
kullaniimaktadir (141,142). CRP’nin ana sentez yeri karacigerdir. Serum CRP
seviyelerinin metabolik sendrom ve diyabette arttigi bildirilmigtir (143). CRP ayni
zamanda metabolik sendromu olan hastalarda kardiyovaskuler olaylarin
prediktori olarak kabul edilmektedir (143,144). Son zamanlarda Orug¢ ve
arkadaslari, CRP degerlerini NAFLD hastalarinda kontrollere gére daha yuksek
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olarak saptamigs ve CRP’nin NAFLD hastalarinin tanisinda tim klinik ve
laboratuvar bilgileri saglandiktan sonra ek bir belirte¢ olarak ve hastaligin
takibinde kullanilabilecegini belirtiimislerdir (146). Ancak steatohepatit ile basit
yaglanmayi ayiramadigi bildirilmistir. Bu calismada ise NASH hastalarinda
serum vaspin duzeyleri kontrollere gore anlamli olarak yuksek saptandi. Serum
vaspin seviyeleri ile CRP dizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki
oldugu goézlendi (r = 0. 378, P < 0. 001). Hem karaciger hem de adipoz dokudan
IL-6 araciligiyla CRP salgilanmaktadir. Obezitede her iki dokudan da CRP
salinimi artmaktadir. CRP inflamasyonun nonspesifik bir gostergesidir (147).
Nonalkolik steatohepatitin patofizyolojisinde inflamasyonun bulunmasi ve
CRP’nin inflamasyonun bir gdstergesi olmasi, nonalkolik yagli karaciger
hastalijinda yukselen vaspin dlzeyi ile CRP’nin korelasyon gdstermesini
aciklayabilir. Bu patofizyolojiden yola g¢ikarak yapilan bazi ¢alismalarda CRP ile
fibrozis derecesi arasinda iliski saptanmigtir ve CRP’nin basit yaglanmayi
NASH’ten ayirabilecegi bildiriimistir (148-149). Ancak bu konuda celigkili
sonuglar mevcuttur (146,152). CRP obezite, metabolik sendrom ve tip 2 DM’te
artis gostermektedir (147). Bizim ¢alismamizda da CRP ve HOMA-IR arasinda
iliski saptanmistir (r=0.222, P <0.036). Ancak CRP ile NASH skoru ve fibrozis
evreleri arasinda bir iliski saptanamamistir (P >0.05). Endotel disfonksiyonuna
ve insulin rezistansina NASH' |i hastalarda siklikla rastlanmaktadir.
Proinflamatuvar adipokinler ve CRP endotel disfonksiyonu ve insulin rezistansini
tetikleyebilmektedir(150-151). Bu durum serum vaspin dizeyindeki artisin CRP
yukselmesiyle birlikte olmasinin agiklanmasina katkida bulunabilir.

Calismanin bazi kisitliliklari  bulunmaktadir. Bunlardan birincisi, bu
calisma bir vaka-kontrol calismasidir ve serum vaspin, NAFLD ve fibrozis
arasinda nedensel bir iliski saptanamamaktadir. Bu nedenle, serum vaspin
seviyeleri ile karaciger fibrozisi arasindaki nedensel iligkileri irdelemek adina
longitudinal c¢alismalara ihtiyag vardir. ikincisi, g¢alismada nispeten kiglk
orneklem kullaniimasi sonuglarin genellenmesini engellemektedir. Ancak bu

calisma literatlirde en fazla sayida vaka iceren 6rnekleme sahip ¢alismalardan
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biridir. Uglinclisti, calisma tek merkezli olup sadece Turk irki (izerinde
yapildigindan dolayi, calismanin sonuglari farkli etnik gruplarin o6zelliklerini
yansitmaz. Fakat hem kadin hem de erkeklerde yapilan bir galigma olmasi
nedeniyle daha 6nce sadece erkekler Uzerinde yapilan g¢alismaya gore (94)
toplumu daha iyi yansittigr dusunalebilir. Dorduncu olarak HOMA formali
kullanimi basit ve noninvaziv bir yontem olsa da insulin sensitivitesini kesin
bildirmemekte, yalnizca gercege yakin olarak tahmin edebilmektedir. Buna
karsin tim NAFLD hastalarinin karaciger biyopsisi ile tani almis olmasi

calismayi guglu kilan en 6nemli faktordar.
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7. SONUCLAR

Sonug¢ olarak bulgular, serum vaspin seviyelerinin NAFLD hastalarinda
potansiyel karistiricilardan bagimsiz olarak yukseldigini ve karaciger fibrozis
skorlarinin bagdimsiz bir prediktori oldugunu dusundirmektedir. Bu sonuglar,
yeni adipokinler ile metabolik karaciger hastaliklari arasindaki iligkinin
belirlenmesi icin ileri ¢aligmalara ihtiya¢ oldugunu gostermektedir. Bu yeni
adipokinlerden ozellikle vaspin hastaligin patogenezinde rol aliyor olabilir. Bu
calisma, NAFLD hastalarinda serum vaspin seviyesindeki artisin prognostik
onemini degerlendirememektedir. Bunun igin ileri galismalara gereksinim vardir.
Bu calisma, giderek artan literatirin 1siginda yeni adipokinlerin NAFLD
patofizyolojisi ve Klinigindeki yerini aciklamaya katkida bulunabilir. Ayrica
gelecekte karaciger hastaliklarinda vaspinin teropatik kullanimi ile ilgili

arastirmalara yon verebilir.
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