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I-OZET

Nonalkolik steatohepatit (NASH), kriptojenik karaciger sirozunun en sik
nedenidir’. NASH ile iliskili genetik faktérlerin ortaya konmasi, hastalik
etiyopatogenezinin daha iyi anlasiimasini saglayarak, NASH ve sonrasinda
gelisen karaciger sirozu ve hepatoselliler karsinomun (HCC) 6nlenmesine
katkida bulunabilir.

Metilentetrahidrofolat rediktaz (MTHFR), homosistein metabolizmasinda
anahtar enzimdir. MTHFR A1298C ve C677T gen polimorfizimlerinin 6zellikle
homosistein metabolizmasini  etkileyerek NASH etiyopatogenezinde rol
alabilecegi dusunulmektedir. Ancak bu konuyla ilgili literatirde yer alan klinik
calismalar nitelik ve sayi bakimindan yetersizdir.

NASH ile MTHFR A1298C ve C677T gen polimorfizimleri arasindaki
iliskiyi arastirdigimiz galismamiza karaciger biyopsisi ile tani almis 40 NASH
hastasi ve 59 saglikh birey alindi. NASH hastalari ve saglikli bireylerde MTHFR
A1298C ve C677T gen polimorfizimleri incelendi. Ayrica bu polimorfizimlerle,
homosistein, lipit profili, vitamin B12, folat dlzeyleri, viicut kitle indeksi (VKI),
HOMA-IR (Homeostasis model assessment-insulin resistance) ve karaciger
histopatolojilerinin iligkisi arastirildi. NASH hastalari ile saglikli bireyler arasinda
MTHFR A1298C polimorfizimlerinin dagihmi bakimindan anlamli bir fark
saptanmadi (p>0,05). Bununla birlikte, MTHFR C677T polimorfizminin TT
genotipi NASH’ li hastalarda kontrol grubuna gore anlamli derecede sik bulundu
(OR=11,250(2,154-58,744)p=0,004). Ayrica obez olmayan NASH’ li hastalarda
MTHFR C677T gen polimorfiziminin TT genotipi, saglikli kontrol grubuna goére
anlamli 6lcude daha sik saptandi (p=0,006).

Bu calismada, NASH’ li hastalarimizda MTHFR C677T polimorfizminin
TT genotipinin anlamli derecede yuksek siklikta bulunmasi, bu polimorfizimin
NASH etiyopatogenezinde rolu olabilecegini diustindirmektedir. Ayrica obezite
ve diger metabolik sendrom komponentleri bulunmayan NASH hastalarinda da
MTHFR C677T gen polimorfiziminin TT genotipinin sik bulunmustur. Bu bulgu,
NASH icin iyi bilinen risk faktorlerine sahip olmayan olgularda, genetik
faktorlerin Gnemini gostermektedir

Anahtar kelimeler: Non alkolik steatohepatit, MTHFR gen polimorfizmi



II- ABSTRACT

Nonalcoholic steatohepatitis (NASH) is the most common cause of
criptogenic liver cirrhosis'. Determination of genetic factors related to NASH,
can enlighten etiopatogenesis of disease thus can contribute to prevention of
liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma (HCC).

Methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) is the key enzyme in
homocysteine metabolism. It is thought that MTHFR A1298C and C677T gene
polymorphisms contribute to etiopathogenesis of NASH because of their effects
in homocysteine metabolism. But there is not satisfactory qualified and
adequate number of clinical trials.

In this study we search the relation between NASH and MTHFR A1298C
and C677T gene polymorphisms. We include 40 NASH patients that is
diagnosed by help of liver biopsy and 59 healty volunteers. We search MTHFR
A1298C and C677T gene polymorphisms and compare NASH patients and
healty volunteers. Also we search the relation of these polymorphisms and
homocysteine, lipid profiles, vitamin B12, folate levels, body mass index (BMI),
HOMA-IR (homeostasis model assessment-insulin resistance) and liver
histopatologies. There was no statistically significant difference between
diversion of MTHFR A1298C polymorphisms of NASH patients and healty
volunteers (p>0,05). However the proportion of TT genotype of MTHFR C677T
polymorphism of NASH patients is significantly higher than that of healty
volunteers (OR=11,250(2,154-58,744) p=0,004). Also the proportion of TT
genotype of MTHFR C677T polymorphism of non-obese NASH patients is
significantly higher than that of healty volunteers (p=0,006).

In this study TT genotype of MTHFR C677T polymorphism is more often
in NASH patients than that of healty volunteers. Thus we think that this mutation
can affect homocysteine metabolism and contribute to NASH etiopatogenesis.
In addition the proportion of TT genotype of MTHFR C677T polymorphism of
NASH patients that lack of components of metabolic syndrom, is found to be
high. This finding reveals that genetic factors are more important in patients
without well known risk factors of NASH.

Key words: Nonalcoholic steatohepatitis, MTHFR gene polymorphisms



I-GIRIS VE AMAG

Alkole bagli olmayan yagli karaciger hastaligi (Nonalkolik yagh karaciger
hastaligi, NAFLD), hafif yagli karacigerden, steatohepatit (NASH), hepatik
fibroz, siroz ve HCC’ ye kadar kadar uzanan genis bir yelpazeyi kapsar® * *.
NAFLD gelismis Ulkelerde gorilen en yaygin kronik karaciger hastahigidir.

Normalde hepatositlerde trigliserid igerigi %5’ ten azdir. Alkol alimi
olmayanlarda (kadinlarda 10 gr/gin ve erkeklerde 20 gr/gin’ Un altinda alan)
hepatositlerin trigliserid igeriginin %10’ dan fazla olmasiI durumunda karacigerde
yaglanmadan bahsedilir.

NAFLD, iki ayr hastaligi bir arada ifade etmek icin kullanilir: Birincisi
inflamasyon ve fibrozisin eslik etmedigi sadece basit yagli karaciger, digeri ise
steatoz ile birlikte nekroinflamatuvar aktivitenin oldugu NASH’ tir. NASH
prevalansi genel popullasyonda %2-3, obezlerde %20-30 olarak bildirilmigtir.
Morbid obezlerde NASH sikligi %50’ ye ulasabilir>® 7.

NAFLD dan, NASH ve siroza kadar gegen slUre¢ ayni sekilde
seyretmemektedir. NAFLD tanisi kondugu anda bile bircok hastada yerlesmis
kronik karaciger hasari ve hatta siroz gozlenebilmektedir. Bu hastaligin bazi
bireylerde asemptomatik ve hizli ilerleme gdsterdigini dusundurmektedir. Ancak
NAFLD olan bireylerde NASH gelisiminin erken ddbnemde taninmasi ve tedauvisi
siroz ve komplikasyonlarinin olusmasini engelleyebilir veya geciktirebilir.

Basit yaglanmada bir ile iki dekadin Gzerinde bir strede siroz gelisme
riski %4’ Un altindadir. NASH’ de ise bes yil iginde %5-8 hastada siroz gelisebilir
ve tiim hastalarda siroza ilerleme orani %20’ ye ulasabilir’. Son yillarda NASH’
in HCC gelisimine neden oldugu, ayrica siroz olmaksizin NASH’ de HCC
gelisebilecegi bildirilmigtir.

isve¢’ de yapilan NAFLD’ llarin benzer 6zellikli genel populasyon ile
karsilastirildigi bir calismada, NASH’ lilerde sag kalim oraninin anlamli dizeyde
duguk oldugu ve bu hastalarin siklikla kardiyovaskuler ve karaciger ile iligkili
nedenlerden oldugu gosterilmistir. Bu galismada NAFLD’ 1 hastalarin ¢gogunda
uzun donemde diyabet veya bozulmus glikoz toleransi gelisebilecegi
gosterilmistir. Karaciger fibrozisine ilerlemenin insulin direnci ve anlamli kilo

artisi (5 kg) ile belirgin olarak iliskili oldugu bulunmustur®. isve¢’ de yapilmis 28



yil takip sureli baska bir calismada ise, NAFLD’ lilarin benzer yas ve cinsiyetli
toplumla karsilastirildiginda mortalite oraninin hafif derecede ylksek, NASH’
lilerde ise mortalitenin anlamli dizeyde vyuksek oldugu go6zlenmistir. Bu
calismada yine karaciger hastaligina bagli élumlerin NAFLD’ hlarda tGglUncu en
yaygin 8lim nedeni oldugu gdsterilmistir®.

NAFLD’ nin seyrini 6ngérmede nekroinflamasyon ve fibrozis derecesinin
bilinmesi 6nemlidir. Hepatosellller steatoz, nekroinflamasyon ve fibrozisi
degerlendirmede altin standart karaciger biyopsisidir. Karaciger biyopsisi invazif
bir yontemdir, bazi riskleri ve komplikasyonlari vardir. Karaciger biyopsisi
karacigerin 1/50.000’ ini gosterir ve belirgin yorum hatalarina neden olabilir.
Karaciger inflamasyonu ve fibrozisini degerlendirmek igin bazi noninvazif
testler(Biyokimyasal testler; AST/ALT orani, hiperbilirubinemi, hipoalbuminemi,
goruntileme; ultrasonografi (US), bilgisayarli tomografi (BT), manyetik rezonans
(MR), biyolojik belirtegler; CRP, fibrotest, sitokin ve adipokinler, genetik testler;
PNLPA3, APOC3 gibi) gelistirilmistir'® ' 2,

Avrupa Karaciger Arastirmalari Dernegi (The European Association for
the Study of the Liver, EASL) ileri fibrozis sUphesi olanlarda biyopsi yapmayi
onermektedir. Yagsam tarzi degisikligini uygulayip kilo verme ve altta yatan
insdlin direncini iyilestirme potansiyeli olan, alanin aminotransferaz (ALT) ve
noninvazif belirteglerde diuzelme olan hastalarda ise biyopsiden kaginmayi
onermektedir. Diger otoriteler NASH igin gugli noninvazif 6nceden
belirleyicilerin bulunmamasi durumunda ileri yas, diyabet, ileri obesite ve
metabolik sendrom gibi ileri fibrozis risk faktorleri olan hastalarda biyopsi
yapmanin mantikli oldugunu ileri stirmektedirler™.

NASH’ in en 6nemli nedenleri; obezite, tip 2 diyabetes mellitus (DM) ve
hiperlipidemidir. Etnisite, metabolik hastaliklar ve cerrahi girisimler de NASH’
den sorumlu olabilir. Akut aclik, hizli kilo kaybi, hipotiroidizim, bakteriyel asiri
¢ogalma, divertikllozis, parenteral nutrisyon, pestisit, ¢esitli petrokimyasal
maddeler ve amiodaron, kortikosteroit, metotreksat gibi ilaglarin NASH ile iliskili
olabilecegi bildiriimistir’®. Giinimiizde diinya genelinde epidemik bir sorun olan
obezite NASH' in bilinen en énemli nedenidir™.

NAFLD hastalarinin ¢ogunda metabolik sendrom bulunmaktadir.
Metabolik sendrom; visseral obesite (bel gevresi erkeklerde >94cm, kadinlarda

>80 cm), hipertansiyon (>130/85 mmHg), hipertrigliseridemi (>150 md/dl),
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dusuk HDL (<40 mg/dl erkeklerde, <50 mg/dl kadinlarda) ve hiperglisemi (>100
mg/dl) birlikteligi olarak tanimlanmaktadir. Metabolik sendrom tani kriterlerinden
biri NAFLD’ 1 hastalarin hemen hepsinde mevcut iken; metabolik sendrom
tanisi alanlarda (en az 3 veya daha fazla kriter pozitifliginde) NASH daha sik
gozlenmektedir. Obez, 45 yas Uzerinde, diyabetik ve AST/ALT orani 1’ den
fazla olanlarda da karacigerde fibrozis daha sik goézlenir.

Hiperhomosisteinemi, metabolik sendrom ve NASH ile iligkisi gosterilmis
onemli bir metabolik hastaliktir. Hiperhomosisteinemi, hem karaciger
yaglanmasini artirarak hem de lipit peroksidasyonunu (LP) uyarip baz reaktif
oksijen tirlerini ortaya cikarak oto oksidasyon ile NASH e yol agabilir” ™.
MTHFR enzimi, homosistein metabolizmasinda, 5,10-metilentetrahidrofolati
(MTH), 5-MTH’ a doénusturen anahtar enzimdir. MTHFR genindeki C677T ve
A1298C polimorfizimi gibi sik goérilen mutasyonlar, plazma homosistein
dizeyinde artisa yol agar. MTHFR gen mutasyonlariyla NASH arasinda teorik
olarak artmis bir iligski olmasi gerekir.

Literatirde, MTHFR gen polimorfizimleriyle NASH arasindaki iligkiyi
arastiran az sayida calisma vardir'’. Bu ¢alismada NASH’ i hastalarda, sik
gorilen MTHFR gen polimorfizimleri ve hiperhomosisteineminin klinik éneminin

arastiriilmasi1 amacglanmistir.



IV-GENEL BILGILER

A-Non Alkolik Yagh Karaciger Hastaligi: NAFLD, alkol disi nedenlere
bagli olarak meydana gelen karaciger yaglanmasi olarak tanimlanabilir. NAFLD,
karacigere zarar verecek miktarda alkol tiketimi olmayan bireylerde (kadinlarda
10 gr/gin ve erkeklerde 20 gr/gin’ Un altinda alan) histolojik olarak
makrovezikiiler yaglanmanin baskin oldudu genis bir tabloyu igerir' '°.

NAFLD; fibrozis ve sirozla iligkili olabilen veya olmayabilen, eslik eden
inflamasyon veya fibrozis olmadan hepatositlerde yagd birikiminden (basit
karaciger yaglanmasi), nekroinflamatuar bir bileseni olan karaciger
yaglanmasina kadar (steatohepatit) degisen bir histolojik yelpazeyi icerir* *°.

Karaciger yaglanmasi, yaglarin karaciger agirhginin %5’ ten fazlasini
olusturmasi veya histolojik incelemede hepatositlerin %5’ inden daha fazlasinda
yag vakuollerinin gorilmesi olarak tanimlanir. Hafif steatoz, hepatositlerin %30’
undan azini icerir, ciddi steatoz ise hepatositlerin %60’ indan fazlasini icerir'’.
Basit karaciger yaglanmasi hastaligin siddetli bir formu olan, NASH' e
ilerleyebilir.

NAFLD, insdlin direnci, visseral obezite, dislipidemi, diyabet,
hipertansiyon gibi risk faktorlerine sahip olan ve sik goérulen metabolik

sendromun bir hepatik belirtisi olarak kabul edilir'® ™. insilin direnci®® '

22, 23

ve
sitokin dretimi , karaciger yaglanmasi ve belki de steatohepatite yol agan
anahtar mekanizmalardir. NAFLD genetik bozukluklar ve insilin direnci ile de
iliskidir**. Son calismalarda kadin ve erkeklerin esit olarak etkilendigi
gosterilmistir’. Diyabet, dislipidemi ve ozellikle obezitesi olan hastalarda
belirgin olarak artmaktadir® ?°. NAFLD’ a yakalanma olasihgi VKI ile dogru
orantili olarak énemli élclide artar®’.

Epidemiyolojik arastirmalarda NAFLD dunya ¢apinda yukselen bir saglik
problemi olarak Bati Ulkelerinde tahmini %20-40 prevalans ile tespit
edilmektedir® # 3°. Genel populasyon icin ultrasonografi (US) veya bilgisayarli
tomografi (BT) ile yapilan ¢alismalarda NAFLD’ in sikligi %15 ile %39 arasinda
degisen oranlarda bildirilmistir’" 3. Post mortem karaciger biyopsisi ile ilgili iki
ayri calismada ise NAFLD ve NASH sikliklar sirasi ile %24’e %1,2 ve %16’ ya
%1,2 olarak bildirilmistir®> 3*. VKI, 30 kg/m? ve (izerinde olanlarda NAFLD sikhg
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%60-95, tip 2 diyabetiklerde %28-55 ve hiperlipidemisi olanlarda %20-92 olarak
2,35, 36

bildirilmistir

B- Non Alkolik Steatohepatit: NASH; karacigerde yaglanma ile birlikte
alkolik karaciger hastaliginda oldugu gibi hepatositlerde balonlagma, iltihabi
infiltrasyon, Mallory cisimcikleri, megamitokondria ve fibrozis gibi bulgularin
goralduagu bir hastaliktir.

iIk olarak 1980’ de Ludwig ve arkadaslari tarafindan alkol kullanimi
olmayan kigilerin karaciger biyopsilerinde karacigerde yaglanmaya bagli
inflamasyon saptanmigs ve NASH olarak isimlendirilmistir. Ludwig ve
arkadaslari bu c¢alismalarinda NASH’' i; “karaciger biyopsisinde belirgin
yaglanma, lobuler hepatit, fokal nekroz, miks tipte iltihabi infiltrasyon bulgulari,
¢ogu hastada Mallory cisimcikleri ve fibrozis bulunan, siklikla orta yash ve obez,
tip 2 diyabetlilerde ve kadinlarda gériilen bir durum” seklinde ifade etmislerdir®.

NAFLD’ 1 hastalarin %10-%20’ sinin NASH oldugu bilinmektedir.
inflamasyon ve/veya fibrosis hastaligin uzun ddénem prognozunun
belirlenmesine yardimci olurken, steatoz tek basina prognozu belirlemek igin
yeterli degildir® 3" % 3°  NASH’ |i hastalarda da en sik tip 2 DM, obezite ve
hiperlipidemi durumlarinda gorular.

NASH icin bilinen risk faktorlerinin gcogu, NAFLD’ In risk faktorlerine
benzer. Obezite, tip 2 DM ve hiperlipidemi NASH’ lilerde de en sik rastlanan risk
faktorleridir. Diger risk faktorleri arasinda, total parenteral natrisyon (TPN), ileal
by-pass gibi intestinal cerrahiler, amiodaron ve metotreksat gibi ilaglar, pestisit
ve petrokimyasal maddeler sayilabilir'® 1% 4°.

NASH ile ilgili risk faktorlerinin higbirini tagimayan NASH tanili hastalara
da sik¢a rastlanmaktadir. Angulo ve arkadaslarinin galismasinda 144 adet
biyopsi ile gosterilmis NASH vakasinin %29 unda obezite, diyabet veya
dislipidemi gibi metabolik sendrom komponentlerinden higbir risk faktoru
saptanmamistir*’.

Son yillarda NAFLD’ lilarda apolipoprotein C3 (APOC3) ve patatin-
benzeri fosfolipaz 3 (PNPLA3) olarak isimlendirilen yeni gen polimorfizimleri
tanimlanmis ve bu sayede NAFLD patogenezine genetigin 6nemi ortaya
konmustur® 2. NAFLD’ Ii bireylerin cocuklarinda NAFLD gelisme riskinin

yuksek olmasi, bazi ailelerde yigilma seklinde NAFLD gorulmesi ve “Hispanic”
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Amerikalilar’ da Afrika kokenli Amerikalilar’ a gore daha yuksek oranda NAFLD
bulundugunun gdsterilmesi bu hastaligin patogenezinde genetigin énemli rol
oynadigini dusundurmusttr. Bunlardan yola c¢ikilarak yapilan arastirmalarda
PNPLAS3’ de bulunan lipid agil hidrolazlarla homolog olup fonksiyonu bilinmeyen
bir proteini kodlayan bir allelin artmig hepatik yag ve inflamasyon ile guglu bir
birliktelik gosterdigi, ayrica APOC3 gen varyantlarinin da NAFLD ve insulin

direnci ile birliktelik gdsterdigi bulunmustur®.

C-Patogenez: NAFLD ve NASH patogenezinde en ¢ok bilinen hipotez
cift darbe hipotezidir. Cift darbe hipotezi (two hits) olarak bilinen ve yaglama ile
neticelenen hastalik siirecinde belirleyici olan insilin direncidir(birinci darbe)*.
inflamasyon ve fibrozise neden olan ikinci darbeden ise oksidatif stres,
mitokondriyal fonksiyon bozukluklari, timoér nekrozis faktor-a (TNF-a) gibi
sitokinler ve adiponektin, leptin gibi hormonlar sorumludur* *°. ikinci darbeden
sorumlu faktorlerin normal bir karaciger Uzerindeki olumsuz etkisi adaptasyon
mekanizmalari ile giderilebilirken, yaglanmig bir karacigerde bu mamkin olmaz
ve hastaligin ilerleyici formlarina déntsecek sureg¢ baglamis olur.

Birinci darbede, insllin direnci karacigerde yaglanmaya neden olur.
Yaglanma karaciger hucresini zararli etkenlere kargi duyarl kilar. Eger ortamda
zararh etkenler (reaktif oksijen Urunleri, sitokinler vb.) mevcut ise ikinci darbe
gerceklesir. Sonu¢ olarak; hepatosit hasari, inflamasyon ve sonunda da
karaciger fibrozisi, siroz ve HCC’ ye gidebilecek bir siirec islemeye baglar*® *'.

Trigliseridlerin en nemli kaynaklari yag dokuda depolanan yag asitleri ve
karacigerde de novo lipogenezdir®®. Serbest yag asitlerinin (SYA), karacigere
artmis akimi hepatik glukoneogenezi ve ftrigliserid sentezini stimule eder,
insdlinin karacigerden glikoz c¢ikisini baskilamadaki yetenegini bozar ve
instlinin metabolik etkilerini degistirir*®. Obezite, artmis visseral beyaz yag
dokusu ve periferik insulin direnci kombinasyonu; glukoneogenez artigi, visseral
yag dokudan serbest yag asidi salinmasi, periferik lipoliz, serbest yag asidinin
karacigerden artmis tutulumu ve hepatoselller trigliserid sentezi ve birikimi ile
iliskilidir?® °° °' %2 Bu sekilde ortaya cikan kisir déngi insiilin direnci ve
karaciger yaglanmasini artirarak, NASH ve karaciger sirozu gelisimine uygun

bir ortam hazirlar.
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Sekil 1: NAFLD’ da cift darbe hipotezi *>*"

Second hits

T Oxidative stress & lipid peroxidation
« MCD Diet
« MTP™" mouse

Pro-inflammatory cytokine release
o TNFu
* TNFS

Lipopolysaccharide

Inflammation

Ischaemia-reperfusion injury

First hits

T LCFA delivery to the liver
« High fat diet
« High carbohydrate diet
*CD36™ mouse

T de novo LCFA and TG synthesis
* Ob/Ob mouse
* Db/Db mouse
« Yellow-obese agouti mouse
» PEPCK-NSREBP-1a mouse
» aP2-NSREBP-1¢ mouse

L VLDL synthesis and export
o MTT™ mouse

| LCFA oxidation/metabolism
* PPARa ™ mouse
«MTP ™ mouse
« JVS mouse
* ADX ™" mouse
« MCD Diet
« Drugs (Oestrogen, etc)

Obesity and insulin resistance

Coklu paralel darbe modeli: Gunumizde NAFLD’ in patogenezinde
“coklu paralel darbe” (multiple parallel hits) hipotezinin daha gegerli oldugu
dusundlmektedir. Cogu durumda, yagli karaciger inflamasyona agik kalir, yagli
karacigere sahip olan hastalarin %10-20’ sinde inflamasyon ve fibrozis gelisir®.
NASH yaglanmay takip eden bir inflamasyon hastalididir veya antilipotoksik
koruma yetersizligi sonucu gelisebilir. Her iki durumda da, bagirsak ve/veya yag
dokusundan gelismis olan karaciger inflamasyonunu tesvik edebilen pek ¢ok
paralel darbe olabilir. Endoplazmik retikulum stresi ve ilgili sinyalizasyon aglari,
(adipo)sitokinler ve dogal bagisikik NASH patogenezinde o6nemli kontrol
mekanizmalari olarak ortaya gikmaktadir®.

Visseral yag dokusu ve insulin direnci artisi ile birlikte artan serbest yag
asidi salinimi, karaciger yaglanmasinin baglangici ve ilerlemesinde anahtar rol
oynamaktadir. Yag dokusundan vel/veya sindirim kanalindan kaynaklanan
urinler coklu paralel darbe ile karaciger inflamasyonunu uyarir. Karacigerde
bunun ardindan gelisen inflamasyondan oksidatif stres ve LP’ nun

baskinlagmasi, antioksidan savunmanin azalmasi, erken mitokondriyal
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disfonksiyon gelismesi, demir birikmesi, yad dokusu kdkenli adipokinlerin
dengesinin bozulmasi ve kronik proinflamatuvar bir tablonun olusmasi

sorumludur®.

Sekil 2: Coklu paralel darbe modeli*: 1-Lipotoksisite 2- Bagirsak kaynakli
sinyaller 3-Polisakkaritlerin hatali GrGnleri 4- A¢lik kaynakli adiposit faktorl (Fiaf)
5- Toll like reseptorler (TLR) 6- Trans yagd asitleri (TFAS) 7-Adipoz doku

kaynakli sinyaller

-----------
TCDD ™.
"' * Qreeeeeeens *
TLRLS™
iy
~ fructose™,
TFA/FFA\‘M * ®

fatty liver/NASH

gut/nutrient-
derived signals

complex

adipose Lt
tissue k\ﬂi»}i\ ®

intestine

D- Non Alkolik Steatohepatit’ in Klinik Bulgulari: NASH hastalarinin
¢ogu asemptomatiktir. Hastalarda tesadufen hepatomegali veya karaciger

fonksiyon test bozukluklari gorilebilir. Hastalarin buylk bir kisminda yorgunluk,
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kirginlik ve sad Ust kadranda hassasiyet veya dolgunluk gibi nonspesifik
semptomlar mevcuttur®. Tek fizik muayene bulgusu olabilen hepatomegali,
hastalarin yaklasik % 25 inde saptanir®™. NASH’ lilerin ¢ogunda siklikla
saptanan tek anormal laboratuvar bulgusu alanin aminotransferaz (ALT),
aspartat aminotransferaz (AST) veya her ikisinde birden hafif veya orta
derecede artistir. Bazi hastalarda karaciger enzimleri normaldir®®. AST/ALT
orani genellikle 1’ in altinda olup, karacigerde fibrozisinin ilerlemesi ve siroz
gelisimi ile oran 1’ in lizerine gikar*" °’. Hastalarin yarisina yakininda alkalen
fosfataz (ALP) velveya y-glutamiltransferaz (GGT) genellikle 2 kattan daha az
olmak Uizere, bir miktar artmis olarak bulunur®®.

Ultrasonografide  karacigerde yag birikimi, bobrek ekolariyla
karsilastirilarak diffUz eko artigi olarak saptanir. Karacigerdeki yaglanmayi
saptamada US’ nin duyarliligi % 89 ve 6zgilligi % 93’ tir™ ®°. Karacigerde
yaglanma bilgisayarli tomografide (BT) karaciger dansitesinde azalma seklinde
saptanir®’.  Manyetik rezonans (MR) gériintileme karacigerdeki fokal
yaglanmalari metastazlardan ayirmada faydalidir.

NASH; asemptomatik transaminaz yuksekligi, baska bir nedene
baglanamayan hepatomegali ve radyolojik olarak karaciger yaglanma bulgusu
olan olgularda dusunulir. Bu bulgulara sahip olan hastalarda viral, metabolik,
ilag, otoimmun gibi diger nedenlerin ve ciddi dizeyde alkol kullaniminin
olmadiginin gosterilmesi ile NASH 6n tanisi konulabilir®®. Ancak hastaligin
siddetinin ortaya konmasi, prognozun belirlenmesi ve ayirici tanilarin
yapilabilmesi agisindan karaciger biyopsisi ile kesin verilere ulasilir.

Ozellikle yiksek fibrozis riski tasiyan hastalara mutlaka biyopsi
onerilmektedir. Yuksek fibrozis riski tasiyan kigiler ise; 45 yas Uzeri, obez, tip 2
DM’ u olanlar, AST/ALT orani 1’ in Uzerinde olanlar ve takiplerde ALT artisi iki
kattan fazla olanlar olarak bildirilmistir'®. Karaciger fonksiyon testleri yiiksek
olan obez veya diyabetik hastalara karaciger biyopsisi Oncesi metabolik
anormalliklerin duzeltilmesi, egzersiz, yavas kilo kaybi ile enzimlerin normale
dénmesi icin tedavi uygulanmalidir. Ug ayin (izerinde bir zaman periyodunda
enzimler normale donebilir. Karaciger enzimleri surekli yuksek olan hastalara

mutlaka biyopsi yapilmalidir®.
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NAFLD tanisi i¢in etiyoloji kadar hastaligin evre ve sinifini iceren histoloji

de belirtimelidir. Cleveland grubu NAFLD’ | basitce 4 histolojik tipe ayirmistir 2
53, 64 .

* Tip I: Yagh karaciger,

* Tip IIl: Yag + lobuler inflamasyon,

« Tip lll: Yag + balonlasma dejenerasyonu,

* Tip IV: Yag + balonlasma dejenerasyonu ve Mallory cisimcigi

veya fibrozis.

NASH’ in histopatolojik olarak degerlendiriimesinde Brunt ve arkadaslar

tarafindan énerilen sistem en yaygin kullanilandir®. (Tablo 1).

Tablo 1: NASH’ te histolojik grade ve stage®®

A. Grade Steatozis Hepatositlerde inflamasyonun
balonlagsma derecesi

1 <% 33 Minimal Hafif

2 %34 - %66 Mevcut limli (orta)

3 >%66 Belirgin Portal ilimli, lobuler iliml

B. Stage Fibrozis

1 Perisinlzoidal

2 Perisintizoidal ve portal/periportal

3 Koprulesen septalar

4 Yaygin képrulesme fibrozisi, siroz

Karaciger biyopsi bulgulari yaglanma, miks iltihabi hlcre infiltrasyonu,
hepatositlerde balonlagma ve nekroz, glikojen cekirdek, Mallory cisimcikleri ve
fibrozisdir. Steatoz siklikla blylUk damlaciklar veya makrovezikiler yaglanma
seklinde olup Mallory cisimcikleri ve fibrozis gibi genellikle 3 no’ lu asinar zona

yerlesmistir® .

Fibrozis saptanmasi, ilerlemis ve ciddi karaciger hasari
varligini gosterir ve teshis sirasinda NAFLD hastalarinda %67 oraninda
bulunur. NAFLD sonucu gelisen fibrozisin karakteristik 6zellikleri vardir. Kollajen
ilk 6nce santral ven ¢evresinde periventler bosluga ve perisintzoidal bolgeye

yerlesir. NAFLD’ da progresif hasar santral-portal ve porta-portal septa
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olusmasi ve sirozla sonuglanir. Ciddi hepatik fibroz hastalarin %25’ inde,
yerlesmis sirozda %14’ Unde saptanmaktadir. Sirozlu hastalarda steatoz ve
nekroiltihabi aktiviteye rastlanmayabilir. NASH teshisinde gerekli minimal
bulgularin ne oldugu konusunda tam bir uzlasma henlz mevcut olmamakla
birlikte yaglanma, miks mononukleer hlcre infiltrasyonu, niukleer ve/veya
polimorf hepatositlerde balonlasma ve fokal nekroz alanlarinin birlikte

bulunmasi NASH’ in histolojik tanisi igin gereklidir® .

E-Hiperhomosisteinemi ve MTHFR Gen Polimorfizimleri:
Hiperhomosisteineminin hepatosteatoz ve karaciger fibrozisiyle iliskili oldugu
bilinmektedir®” ®. Homosistein, metiyonin metabolizmasinda rol oynayan kiikdirt

iceren esansiyel olmayan bir aminoasittir®.

Sekil 3: Homosistein metabolizmasi®’

Remetilasyon yolu
I

Metiyonin ﬁ
Tetrahidrofolat (THF) DNA

Folat N,N,-dimetil glisin S-adenosil metiyonin S[ RNA
: - Protein
5,10 -metilen SiKIUSU g GHMT Metiyonin .
tetrahidrofolat [b12] - siklusu L S
(CH.TH) Betain
2 siiatiitetia’ S-adenosil homosistein °1'3
hidrofolat —
MTHER TG The)
cssl B6
Sistatiyonin
cvsl B6 | ITranssiilffiirasyon yolu
CBS  Sistativonin B-sentaz Sistein
CYS  y-sistatiyonaz
Ms Metiyonin sentaz l
MTHFR Metilen tetra hidrofolat rediiktaz 4

Siilfat (SD;)
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Karaciger Uzerinde olumsuz etkileri bilinen hiperhomosisteinemi pek ¢ok
cevresel ve genetik faktorle iligkilendirilmistir. Hiperhomosisteinemiden sorumlu

baslica cevresel ve genetik faktorler:

Cevresel faktorler:

« Folik asit, Vitamin B12, Vitamin B6, kolin, serin alim yetersizligi
* Asirt metiyonin alimi

+ Bobrek yetmezligi, hipotiroidi, hiperproliferatif bozukluklar

*  Yaslihk

» Erkek cinsiyet

* Menapoz

» Sigara, alkol, kahve

Genetik faktorler:

* Agir hiperhomosisteinemi/homosisteinuri
- Sistatiyonin R-sentaz eksikligi
- MTHFR eksikligi
- Metiyonin sentaz eksikligi
» Hafif-orta hiperhomosisteinemi
- MTHFR geni C677T mutasyonu

Ug enzim homosisteini bir substrat olarak kullanir: Metiyonin sentaz (MS)
ve homosisteini metionine geri c¢eviren betain-homosistein metiltransferaz
(BHMT) ve transsulfiurasyon yolunun birinci enzimi sistatyonin [B-sentaz
(CBS)®°. Homosisteinin kullanimi metabolik kosullara baglidir: Metiyonin
goreceli olarak eksik oldugunda homosistein remetilasyonu tercih edilir.
Metiyonin fazlali§i durumunda ise, transsiilfiirasyon yolu hakimdir’"®° .

S-adenozilmetiyonin  (Ado-Met), metiyoninin ilk metabolitidir. Bu
metabolik yollar boyunca homosistein akisini duzenler. Ado-Met duzeylerinde
artis, CBS’ yi aktive eder ve MS ve BHMT aktivitesini inhibe eder®® "2
Homosisteinin remetilasyonu veya transsulfurasyonunun eksikligi
hiperhomosisteinemiye yol agar. Metiyonin sentaz, sistatyonin B-sentaz veya
MTHFR  enzimlerindeki  genetik  defektlerin  bir  sonucu  olarak

hiperhomosisteinemi gelisebilir’" 7. B6 vitamini, folik asit, vitamin B12, kolin ve
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serinin diyetle alimindaki yetersizlikler, bobrek fonksiyon bozuklugu ile birlikte

hiperhomosisteinemiye yol acabilir’" ™,

Transmetilleme icin tum vicut
kapasitesinin yaklagik %85’ inin bulundugu, diyetle alinan metiyoninin
¢ogunlugunun karacigerde metabolize oldugu gergegi géz o6nune alindiginda,
karaciger homosistein sentez ve metabolizmasinda merkezi bir rol oynar® "2,
Garcia-Tevijano ve arkadaslari, karaciger fibrozisi geligsiminde
hiperhomosisteineminin rolt oldugunu saptamislardir’™.

Homosistein metabolizma enzimleri eksik olan transgenik farelerde
steatohepatit ve ciddi karaciger yaglanmasi gosterilmistir’®. Kronik hepatit C’ i
hastalarda, hiperhomosisteineminin yaglanma ve hatta fibrozis i¢in bagimsiz bir
risk faktorli oldugu bilinmektedir’”. Diger taraftan, etiyolojisi ne olursa olsun
hiperhomosisteinemi ve insiilin direnci arasinda giicli bir iliski vardir’® 7 8.
Son zamanlarda, hiperhomosisteineminin endoplazmik retikulum (ER) stres
mekanizmalarinin dahil oldugu bir mekanizma yoluyla steatohepatite yol agtig
gosterilmistir®’. Homosistein indikledigi ER stres sterol diizenleyici element
baglayici protein-1 (SREBP-1) aktivasyonu yoluyla lipid biyosentezini ve
lipidlerin karacigere alimini artirir®>. Ayrica homosistein SREBP-1’ in asiri
ekspresyonuna neden olarak da karaciger yaglanmasi yapabilir®®. Yaglanmis
karacigerde, nukleer faktor kappa B gibi proinflamatuar sitokinler NASH

gelisimine neden olur®* %,

Homosistein ayrica, doku inhibitoru
metalloproteinazlari (TIMP) -1’ i uyararak fibrozis gelisim siirecini baslatabilir®.
Sonu¢ olarak, hiperhomosisteinemi, yagll karaciger, inflamasyon ve/veya
fibrozise yol agabilir.

Plazma homosistein dlzeyi standardize edilmemis olmakla birlikte,
genellikle 5-15 ymol/l dizeyi normal olarak kabul edilmekte ve 16 pmol/I'nin
lizerindeki degerler hiperhomosisteinemi olarak kabul edilmektedir®’. Yasa bagli
olarak homosistein plazma seviyesi hafif artma egilimi gosterir. MTHFR C677T
homozigot mutasyonlu hastalarin plazma homosistein seviyeleri genelde 20-40

umol/L arasindadir®.

MTHFR Gen Polimorfizimleri: Hiperhomosisteineminin 6nemli bir
nedeni MTHFR enzim eksikligidir ®*. MTHFR homosisteinin metionine
metilasyonunun hiz kisitlayici basamagini katalizleyen folat bagimlhi 656

aminoasitten olusan bir enzimdir®® °" 2. MTHFR geni 1. Kromozomda bulunur
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(1p36.3)®. Enzim sitoplazmik bir protein olup, iki alt birimden olusan homodimer
yapidadir®®. insanlarda yapilan Western analizler sonucu 2 izoformunun oldugu
aciklanmistir® %°. Bu izoformlar dokulara 6zgii olup, 70 kDa’ luk kiiclik alt
birimlere sahip izoform karacigerden, 77 kDa’' luk blUyUk alt birimlere sahip
izoform ise diger dokulardan piirifiye edilmistir®® .

MTHFR genindeki fonksiyonel polimorfizimler azalmig enzim aktivitesinin
yaygin bir nedenidir. Genel populasyonun %15-20’ si, MTHFR A1298C veya
C677T varyantlarindan biri agisindan heterozigottur®. MTHFR geninin en iyi
bilinen A1298C ve C677T polimorfizimlerinin total plazma homosistein
seviyesini artirici etkileri mevcuttur. MTHFR polimorfizimlerinin sik rastlanan
polimorfizimler oldugu bilinmektedir. Bu polimorfizimin prevalansi etnik gruplara
gore degiskenlik gosterir. Beyaz irkin % 60’ 1 MTHFR allelini tasir ve bunun %5-
15" i homozigottur®’. MTHFR C677T polimorfiziminin TT genotipinin genel
populasyonda %12-%15 siklikta oldugu, MTHFR A1298C CC genotipinin % 1-
12 siklikta oldugu bildirilmistir. Tdrk toplumunda MTHFR C677T CT genotipinin
sikligl %47,4 iken MTHFR C677T TT genotipi sikligi %9,6 olarak saptanmistir®®.
Bu alleli heterozigot (TT) formda tasiyan bireylerde plazma homosistein diuzeyi
intermediyer araliklardadir®. Emirogullari ve arkadaslari MTHFR A1298C CC
genotipinin Tirkiye’ deki sikligini %6 olarak bildirmislerdir®.

Daha dnceki calismalarda, MTHFR  A1298C ve C677T
polimorfizimlerinin, hiperhomosisteineminin, dusuk vitamin B12 ve dusuk

plazma folat diizeylerinin'® °': nérovaskiiler hastaliklar(iskemik veya hemorajik

102, 103 104, 105

stroke) , psikiyatrik bozukluklar , nérodejeneratif hastaliklar'® ve

meme kanseriyle'”’
Adinolfi LE ve arkadaslarinin bir c¢alismasinda MTHFR C677T

polimorfizimi TT genotipinin neden oldugu hiperhomosisteineminin, kronik

iligkili olabilecegi gosterilmigtir.

hepatit C hastalarinda ileri derecede steatoz ve fibrozise neden oldugu
gosterilmigtir. Daha siddetli yaglanma gelismesi icin rolatif risk CT genotipi olan
hastalarda 6 kat ve TT genotipi olanlarda 20 kat yiiksek saptanmistir’’.

MTHFR, homosistein metabolizmasinda, daha sonra homosisteinden
metiyonine remetilasyonda da kullanilan; 5,10-Metilen tetrahidrofolat (MTH)—5-

MTH’ a doénustiren anahtar enzimdir'®.

Homosisteinin remetilasyon ile
metiyonine dontsiminde 5-MTH metil donorl olarak, vitamin B12 ise kofaktor

olarak rol alr’”. DNA metilasyonu, hiicresel farkllasma sirasinda gen
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ekspresyonunu ve genomik butinligu duzenleyen DNA’ nin esansiyel temel
epigenetik bir 6zelligidir, evrensel metil donoérl olarak, S-adenozil-L metiyonin
kullaniimaktadir. Bu tepkimede, metiltransferaz katalizér enzimdir'®. Genomik
DNA metilasyonu, folik asit duzeyleri ile dogru, plazma homosistein duzeyleri ile

ise ters orantili bir degisim gosterir.

MTHFR A1298C Polimorfizimi: MTHFR geninde, enzimi kodlayan genin
7. ekzondaki 1298. nukleotid olan A (Adenin) ile C (Sitozin)’ nin yer degistirmesi
sonucu, MTHFR proteinindeki Glutamin’ in— Alanin’ e degisimine neden olan
nokta mutasyonudur ve enzimin C-ug regiilatdr bélgesinde etkilidir®™ "% 1.
MTHFR A1298C polimorfiziminde, AA (Glutamin/Glutamin) homozigot normal
(wild tip), AC (Glutamin/Alanin) heterozigot ve CC (Alanin/Alanin) homozigot
mutant genotipler olarak goérulmektedir. Bu mutasyonda MTHFR aktivitesi
azalr'™ " MTHFR A1298C polimorfiziminin, plazma homosistein
konsantrasyonundaki artisit MTHFR C677T polimorfizimi kadar etkilemedigini
ileri stren calismalar olmakla birlikte kesin bir kaniya varmak igin hendz
erkendir’® """ 12 n.vitro kosullarda MTHFR A1298C alleli homozigot (CC)
olan bireylerde enzim aktivitesi %40 kadar azalmistir ancak plazma homosistein
diizeyleri kontrollere gore yiiksek degildir'”. Lievers ve arkadaslari MTHFR
A1298C mutasyonunda MTHFR enzim aktivitesinde azalma oldugunu ancak bu

durumun homosistein diizeyinde énemli bir etki yapmadigini géstermislerdir’™*.

MTHFR C677T mutasyonu: MTHFR geninin 677 no’ lu nukleotidi olan
Sitozin (C) ile Timin’ in (T) yer degistirmesi 222. aminoasit olan Alanin’
in—Valin’ e dontisimuyle sonuglanmaktadir. Bu degisim enzimi termolabil hale
getirir ve MTHFR enziminde aktivite azalir ve 6zellikle duguk folik asitli diyetle
birlikte hiperhomosisteinemiye neden olabilir®” 7 '°_ in-vitro kosullarda MTHFR
enzim aktivitesini homozigotlarda %70, heterozigotlarda ise %35 oraninda
azaltir'®. MTHFR C677T polimorfizimi, MTHFR proteinin N-terminal katalitik
bdlgesini etkileyen 4. ekzonda meydana gelir''® 7. MTHFR’ nin C677T
polimorfiziminde, CC (Alanin/Alanin) homozigot normal (wild tip), CT
(Alanin/Valin) heterozigot ve TT (Valin/Valin) homozigot mutant genotipler

gorilmektedir’® 1°.
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MTHFR A1298C ve C677T polimorfizmlerinin birlikte heterozigot oldugu
durumda, MTHFR enzim aktivitesi, her iki allelin normal homozigot oldugu du-
rumdaki enzim aktivitesinin % 50-60° 1 kadardir'®’. Bu aktivite, MTHFR C677T
heterozigot bireylerinin enzim aktivitesinden daha diisiiktir'%.

Sonug olarak, mutant MTHFR genleri, homosistein dizeylerini artirarak

karaciger yaglanmasi, NASH ve karaciger sirozu gelisiminde rol alabilir.
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V-GEREG VE YONTEMLER

Calismaya baglanmadan once etik kurul onayi alindi. 2000-2012 yillar
arasinda Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Gastroenteroloji B.D. poliklinigine
basvuran ve karaciger biyopsisiyle NASH tanisi konan 135 hasta retrospektif
olarak tarandi. Alkol kullanma Oykusu (> 20 gr/gin) ve HBsAg veya Anti HCV
seroloji pozitifligi, otoimmun hepatit, Wilson hastaligi ve hemakromatozis gibi
metabolik karaciger hastaligi olanlar calisma disinda birakildi. Calismaya
alinma kriterlerine uygun, karaciger biyopsileriyle NASH tanisi almis 40 hasta,
MTHFR A1298C ve C677T gen polimorfizimleri ve homosistein duzeyleri
bakimindan 59 kisiden olusan saglikh kontrol grubuyla kargilastirildi.

Hasta dosyalarindan, hastalarin boylari, kilolari, hemogram, acglik kan
sekeri, insulin, total kolesterol, LDL, trigliserid, HDL, vitamin B12, folik asit, ALT,
AST, ALP, GGT, total bilirubin, direkt bilirubin, CRP, homosistein, MTHFR
A1298C ve C677T gen polimorfizimleri, VKI, HOMA-IR diizeyleri ve karaciger
biyopsi sonuglari kaydedildi. Tum NASH hastalarinin karaciger biyopsileri Brunt
siniflandirmasina uygun olarak degerlendirilip skorlanmisti.

Saglikh kontrol grubu, alkol kullanimi Oykisu, diyabetes mellitusu,
hipertansiyonu, koroner arter hastaligi, hiperlipidemisi, obezitesi, batin
ultrasonografisinde karaciger yaglanma bulgusu olmayan, herhangi bir ilag
kullanmayan ve viral hepatit belirtecleri negatif gonalli kisilerden olusturuldu.
Hasta ve kontrol grubu calisma hakkinda bilgilendirildikten sonra aydinlatiimig
onam formlari imzalatilarak rizalari alindi. Saglikli kontrol grubundaki bireyler,
hemogram, aclik kan sekeri, insllin, total kolesterol, LDL, trigliserid, HDL,
vitamin B12, folik asit, ALT, AST, ALP, GGT, total bilirubin, direkt bilirubin, CRP,
homosistein, MTHFR A1298C ve C677T gen polimorfizimleri bakimindan
degerlendirildi. VKi ve HOMA-IR diizeyleri dlglldi.

HOMA, (aclik kan sekeri mg/dl x aclik insulin seviyesi pU/ml)/405
formalayle hesaplandi. Genel kabul gérdugu sekilde, HOMA-IR degerinin >2,5
olmasi “insiilin direnci” olarak kabul edildi'?" %

TUm batin ultrasonografileri, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Gastroenteroloji Klinigi’ nde, abdominal ultrasonografi konusunda deneyimli

ayni gastroenterolog (F. A.) tarafindan uygulandi.
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Vucut kitle indeksi 1835 yilinda, Qutelet tarafindan ilk kez tanimlandigi
sekilde boy ve agilik dlglimlerinden yararlanilarak hesaplandi'®.
VKI: Agirlik(kg) / Boy(m)? formiili ile hesaplandi. Genel olarak VK’ nin 30 kg/m?

uzerinde bulunmasi obezite olarak kabul edildi.

Tablo 2: VKIi degerlerine gére asiri kilolu ve obezite siniflandirmasi®*:

Siniflandirma VKIi(kg/m?)
Dusuk kilolu <18,5
Normal 18,5-24,9
Asiri kilolu 25-30
Obez sinif | >30,0

Numune Toplanmasi: Calismamizda Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Gastroenteroloji poliklinigine gelen ve kontrol grubuna secilen tim
katilimcilardan 10 saatlik aglik sonrasi alinan kanlar EDTA’ i ve duz biyokimya
tiplerine aktarildi.

Duz biyokimya tuplerine alinan kan ornekleri 20 dakika pihtilagsmasi igin
bekletildi. EDTA igeren tlplere alinan kan érnekleri ve diz biyokimya tuplnde
pihtilasan kan drnekleri 4000 G’ de 10 dakika santrifij edildi. Biyokimya tliplne
ayrilan serumlardan ayni gun kreatinin, AST, ALT, ALP, GGT, CRP, AKS,
vitamin B12, folik asit ve insulin duzeyleri galisildi. EDTA’ 1 tapten ayrilan
plazmadan homosistein duzeyleri calisildi. MTHFR A1298C ve C677T
mutasyon analizi igin alinan EDTA’ I kan Ornekleri ise tam kan sayimi

yapildiktan sonra DNA izolasyon agsamasina kadar +4°C’ de saklandi.

Biyokimyasal Analizler: Tim dlgtimler Mersin Universitesi Tip Fakuiltesi
Hastanesi Biyokimya laboratuvarinda gergeklestirildi. Tam kan sayimlari
Sysmex XT2000i (Sysmex Asia Pacific Pte Ltd and Sysmex Corporation of
Japan) otomatik kan sayim cihazinda yapildi. Serum kreatinin, AST, ALT, ALP,
GGT, CRP, AKS diizeyleri integra 800 biyokimya otoanalizériinde (Roche
Diagnostics GmbH, D-68298 Mannheim) ticari kitler (Roche Diagnostics GmbH,
D-68298 Mannheim) kullanilarak yapildi. Vitamin B12, folik asit dlgtimleri ADVIA
Centaur XP otoanalizérinde (Siemens Healthcare Diagnostics Inc., Tarrytown,

NY, 10591-5097, USA) kemiluminesan enzim immunoassay metodu ile ¢alisildi.
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Serum insilin &lglimleri ise Immulite 2000 otoanalizériinde (Siemens
Healthcare Diagnostics Products Ltd. Llanberis, Gwynedd LL55 4EL, United
Kingdom) caligildi. Plazma homosistein O6lgimi homosistein (Chromsystem,
Germany) kiti kullanilarak ylksek basingli sivi kromatografisi (high pressure

liquid chromatography; HPLC) yontemi ile galigildi.

Homosistein igin HPLC kosullari:

Enjeksiyon hacmi: 30 ml

Akis hizi: 1,7 mL/dk

Oda sicakhigr: 25° C

Dalga boyu: EX 385 nm, M 515 nm

DNA izolasyonu ve MTHFR A1298C ve C677T Mutasyon Analizi:
EDTA' | tiplere alinan kan 6rneklerinden High Pure PCR Template Preparation
Kit (Roche Mannheim Germany) kullanilarak genomik DNA izole edildi. MTHFR
A1298C ve C677T Mutasyon Analizleri LightCycler® 480 Il Real-Time PCR
Sistemi (Roche Mannheim Germany) kullanilarak gercek zamanli PCR ( real-
time polymerase chain reaction; RT-PCR) yontemiyle c¢alisildi. MTHFR A1298C
ve C677T gen mutasyonlarini heterozigot veya homozigot sekilde tasiyan

hastalar kaydedildi.

Materyal-Metot: Sirekli degiskenlerin normal dagihma uygun dagilip
dagilmadiklari Shapiro Wilk testi ile incelendi. Normal dagilima uygun dagilan
degdiskenler ortalamatstandart sapma, normal dagilima uygun dagiimayan
degiskenler ise medyan[minimum-maximum] seklinde &zetlendi. Kategorik
degiskenler ise sayl ve yuzde cinsinden ifade edildi. Dagilim varsayimi
saglandigi durumda iki grup karsilastirimasinda independent sample t test
kullanilirken, dagilim varsayimi saglanmadigi durumda Mann Whitney u testi
kullanildi. ikiden fazla grup karsilastiriimalarinda ise normallik varsayimi altinda
ANOVA uygulanirken, varsayim saglanmadigi durumda Kruskal Wallis testi
kullanildi. Genotip dagiimlarinin karsilastirimasinda Hardy Weinberg denge
kontroli yapildiktan sonra, ki kare testi uygulandi. Bu test sonucuna gére odds
orani hesaplandi. Analizler SPSS v.11.5 ve Med Calc v.12.3 paket programlari
ile yapildi ve p<0,05 istatistiksel anlamlilik duzeyi olarak kabul edildi.
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VI-BULGULAR

Calismamiza 22 ile 67 yaslari arasinda, 26’ si erkek, 14’ G kadin toplam
40 NASH hastasi alindi. Saglikl kontrol grubuna ise, 22 ile 67 yagslari arasinda
31" i erkek ve 28 i kadin toplam 59 kisiden olusturuldu. NASH hastalarinin
ortalama yaslari 44 [22-67] yil, saglikli kontrol grubunun ise 34 [22-67] yild1.

NASH grubunda yas, VKIi, ALT, AST, GGT, ALP, Total bilirubin, CRP,
Total kolesterol, Trigliserid, LDL, HOMA, Folik asit, Vitamin B12, Homosistein
duzeyleri kontrol grubuna gore ylksek, HDL ise duslUk saptandi. Her iki grubun,
HDL, LDL ve Total bilirubin dlzeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
(p<0,05); VKI, ALT, AST, GGT, ALP, CRP, Total kolesterol, Trigliserit, HOMA,
Folik asit ve Vitamin B12 dizeyleri arasinda ise ileri derecede anlaml bir fark
(p<0,001) saptandi. Homosistein ve direkt bilirubin dizeyleri bakimindan ise iki

grup arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05).(Tablo 3)

Tablo 3- NASH hastalarinin ve saglikli kontrol grubundaki kisilerin baslangi¢

karakteristik o0zellikleri

Ozellikler Hastalar (n = 34) Kontrol(n=59) p degeri
Yas (yil) 44 [22-67] 34 [22-67] <0,001
Cinsiyet (E/K) 26/14 31/28 -
Diyabetes mellitus %12,5 0 -

VKI (kg/m?) 29,80+4,47 23,85+2,7 <0,001
ALT (IU/L) 99,40+61,01 17,74+6,79 <0,001
AST(IU/L) 55 [19-248] 17 [12-33] <0,001
ALP (IU/L) 89,5 [46-258] 58 [29-148] <0,001
GGT (IU/L) 53 [17-245] 12 [0,7-44] <0,001
Total bilirubin (mg/dl) 0,5[0,17-2,1] 0,4 [0,07-1,1] 0,006
Direkt bilirubin (mg/dl) 0,10[0,01-0,30] 0,10[0,02-0,50] 0,865
CRP 3[0,17-21] 0,6 [0-16] <0,001
Total Kolesterol (mg/dl) 196,2+36,75 174,35+26,57 0,001
Trigliserit (mg/dl) 148 [47-489] 98 [46-280] <0,001
HDL (mg/dl) 42,35+12,45 49,52+12,50 0,006
LDL (mg/dl) 121,23+33,61 104,51+26,87 0,008
HOMA 3,46 [0,77-15,84] 0,6 [0,38-3,93] <0,001
Folik asit (ng/dl) 9,65+3,99 6,59+1,75 <0,001
Vitamin B12 (pg/dl) 341 [170-664] 220 [113-520] <0,001
Homosistein (umol/L) 17 [8-32] 15 [6-39] 0,269

Tim katiimcilar VKI' ne gére degerlendirildiginde, NASH hastalari
arasinda asir kilolu veya obez birey sikhidi, kontrol grubuna gore anlaml
derecede fazla idi (p<0,05). NASH grubunun ortalama VKIi 29,80 kg/m? iken,
kontrol grubunun ortalama VKI 23,85 kg/m? saptandi.

26



Tdm NASH hastalarinin karaciger biyopsileri, steatoz derecesi, histolojik
grade ve stage bakimindan Brunt siniflamasindan aldiklari skorlara gore

degerlendirildi. Buna gore;

Sekil 4: NASH hastalarinin karaciger biyopsilerindeki steatozis duzeylerine
gore dagihmi

Steatozis

m Hafif
mOrta
m Siddetli

NASH’ li hastalarin karaciger biyopsilerinin %32,5" inde siddetli steatoz
(>%66), %42,5 inde orta derecede steatoz (%33-%66 arasinda), %25 inde
hafif derecede steatoz (%5-33) saptandi.( Sekil 4)

Sekil 5: NASH hastalarinin karaciger biyopsilerinin histolojik gradelerinin
dagihmi

Grade

2,50%

m 1(hafif)
M 2(orta)

™ 3(siddetli)
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NASH grubunun karaciger biyopsileri Brunt siniflamasina goére
degerlendirildiginde, %2,5’ inde grade 3, %40’ inda grade 2, %57,5’ inde grade
1 NASH saptandi.( Sekil 5)

Sekil 6: NASH hastalarinin karaciger biyopsilerinin histolojik stagelerinin

dagihmi

Stage

=0

m1

m3

NASH hastalarinin %15’ inin karaciger biyopsisinde fibrozis saptanmadi,
%12,5" inde koprulesme fibrozisi (stage 3), %20’ sinde perisinuzoidal ve
portal/periportal fibrozis (stage 2), %52,5’ inde periportal veya perisinuzoidal
fibrozis (stage 1) saptandi. Karaciger biyopsilerinde siroz (stage 4) olan hig
hasta yoktu.( Sekil 6)

NASH hastalarinin karaciger biyopsi bulgulan (steatozis, histolojik grade
ve stage) ile cinsiyet, yas ve VKIi ve diger tim laboratuvar bulgulari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptanmadi (p>0,05).

Hastalarda ve saglikli kontrol grubunda MTHFR A1298C ve C677T gen
polimorfizimleri ayri ayri arastirldi. NASH hastalarin ve saglikli kontrol
grubunda MTHFR A1298C gen polimorfizimlerinin sikliklarinin dagihimi Tablo 4’

de verilmektedir.
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Tablo 4: NASH hastalari ve saglikli kontrol grubunda MTHFR A1298C gen

polimorfizimleri

MTHFR Hasta (n=40) Kontrol (n=59) | Odds ratio (%95 GA) P
A1298C degeri
genotip

CcC 7 (%17,5) 13 (%22,0) 0,673(0,204-2,217) 0,515
AC 21 (%52,5) 31 (%52,5) 0,847(0,331-2,167) 0,729
AA 12 (%30,0) 15 (%25,5) | -

MTHFR A1298C gen polimorfizimi icin de NASH hastalari ve saglikli
kontrol grubunda Hardy Weinberg denge kontroll yapildi, NASH hastalari ve
saglikli kontrol grubunda populasyon dengede bulundu (p=0,673, p=0,689).
MTHFR A1298C polimorfizimi igin genotip dagilimlari bakimindan hasta ve
kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p=0,808).
MTHFR C677T gen

polimorfizimlerinin sikliklarinin dagihmi Tablo 5’ de verilmektedir.

Hastalarin ve saglikh kontrol grubunda

Tablo 5: NASH hastalari ve saglikli kontrol grubunda MTHFR C677T gen

polimorfizimleri

MTHFR Hasta (n=40) Kontrol (n=59) Odds ratio (%95 GA) p degeri
C677T

genotip

1T 9/40 (%22,5) 2 (%3,4) 11,250(2,154-58,744) 0,004
CT 17/40 (%42,5) 21 (%36,2) 2,024 (0,831-4,931) 0,121
cC 14/40 (%35) 35(%60,4) |- -—--

TT veya CT | 26/40 (%65) 22/59 (%37) | - -

MTHFR C677T gen polimorfizimi icin NASH hastalari ve saglikli kontrol
grubunda Hardy Weinberg denge kontroll yapildi, NASH hastalari ve saglikli
kontrol grubunda populasyon dengede bulundu (p=0,388, p=0,590). MTHFR
C677T gen polimorfizimi TT genotipi dagilimi bakimindan NASH hastalari ve

saglikli kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi
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(p=0,004). NASH’ lilerde mutant genotip (TT) orani, kontrol grubuna goére
11,250 kat daha sik belirlendi (OR=11,250, (2,154-58,744), p=0,004).

MTHFR A1298C ve C677T gen polimorfizimleri olan NASH hastalari folik
MTHFR C677T geninde

homozigot mutant (TT) genotipi olan sadece bir hastada folik asit dusuklugu

asit duzeyleri bakimindan degerlendirildiginde,
saptandi. Diger tum NASH hastalarinin folik asit duzeyleri, yaglariyla uyumlu
normal deger araliklarindaydi. Bununla birlikte saghkli kontrol grubunda folik
asit dusuklugu olan tum bireylerde (n=7) heterozigot veya homozigot MTHFR
A1298C ve C677T gen polimorfizimlerinden en az birine rastlandi. Saglikl
kontrol grubundan folik asit dusukligu saptanan 3 bireyde MTHFR A1298C
geninde homozigot (TT) mutasyon, 2 bireyde MTHFR A1298C geninde
heterozigot (AC) mutasyon, 3 bireyde MTHFR C677T geninde heterozigot (CT)
mutasyon ve 1 bireyde ise hem MTHFR C677’de heterozigot (CT) hem de
MTHFR A1298 geninde heterozigot (AC) mutasyon mevcuttu.

NASH hastalari ve saglikli kontrol grubunun MTHFR A1298C ve C677T
allel sikliklarinin  karsilastinimasi Tablo 6 da

gen polimorfizimlerinin

sunulmustur.

Tablo 6: NASH hastalari ve saglikli kontrol grubunun MTHFR A1298C ve
C677T gen polimorfizimlerinin allel sikliklarinin karsilastirmasi

-------- Allel sikhig1-------

MTHFRC677T | MTHFRA1298C | Hasta Kontrol OR; %95 GA; p

cC AA 1(%2,5) 3 (%5,1) 0,478 (0,048-4,778) p=0,530
cC AC 8 (%20) 20 (%33,9) 0,487 (0,189-1,253) p=0,136
CC cC 5 (%12,5) 13 (%22,1) 0,559 (0,180-1,734) p=0,314
CT AA 6 (%15) 10 (%16,9) 0,864 (0,287-2,604) p=0,796
CT AC 10 (%25) 11 (%18,6) 1,454 (0,551-3,838) p=0,449
CT cC 1(%2,5) 0 4,519 (0,179-113,765) p=0,359
TT AA 5 (%12,5) 2 (%3,4) 4,071 (0,749-22,331) p=0,104
TT AC 3 (%7,5) 0 11,107 (0,558-221,148) p=0,114
TT cC 1(%2,5) 0 4,519 (0,179-113,765) p=0,359

NASH hastalari ve saglikli kontrol grubunun MTHFR A1298C ve C677T

gen polimorfizimlerinin allel sikliklari agisindan aralarinda anlamli bir fark

saptanmadi (p>0,05).
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Tablo 7: Obez olan NASH hastalariyla saglikli kontrol grubu arasinda MTHFR
A1298C ve C677T gen polimorfizimi genotip sikliklarinin karsilastiriimasi

MTHFR NASH’li Obez | Kontrol (n=59) Odds ratio (%95 | p degeri
(n=13) GA)

A1298C | CC 1 (%2,5) 13 (%22,0) 0,295 (0,035-2,484) | 0,261
AC 10 (%25) 31 (%52,5) 3,011 (0,752-12,060) | 0,119
AA 2 (%5) 15 (%25,5) 0,533 (0,106-2,686) | 0,446

ce677T | TT 2 (%5) 2 (%3,4) 5,091 (0,646-40,097) | 0,122
CT 5 (%12,5) 21 (%36,2) 1,101 (0,319-3,802) | 0,879
cc 6 (%15) 35 (%60,4) 0,563 (0,168-1,890) | 0,343

Obez olan ve obez olmayan NASH hastalari ile saglikh kontrol grubu
MTHFR A1298C ve C677T gen polimorfizimleri genotip sikliklari agisindan
karsilastiriidi. MTHFR A1298C ve C677T gen polimorfizimi genotip sikliklari
bakimindan obez olan NASH hastalari ile saglikli kontrol grubu arasinda
anlamli  bir fark saptanmadi (p>0,05) (Tablo 7). MTHFR C677T gen
polimorfiziminin TT genotipi, obez olmayan NASH hastalarinda saglikli kontrol
grubuna gore anlamli 6lcide daha sik saptandi (p=0,006). Ayrica MTHFR
C677T CC (wild, normal) genotipi obez olmayan NASH hastalarinda saglikli
kontrol grubuna goére anlamli dlgiide daha az siklikta saptandi (p=0,012). Obez
olmayan NASH hastalari ile saglikli kontrol grubu arasinda MTHFR C677T
polimorfizimi CT genotipi ve MTHFR A1298C genotipleri bakimindan anlamli bir
fark yoktu (p>0,05) (Tablo 8). Ayrica homosistein duzeyleri bakimindan obez
olan ve obez olmayan NASH hastalari ile saglikli kontrol grubu arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p=0,587).
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Tablo 8: MTHFR A1298C ve C677 gen polimorfiziminin obez olmayan NASH

hastalariyla saglikli kontrol grubu arasinda genotip sikliklarinin kargilastiriimasi

MTHFR NASH’li Obez | Kontrol (n=59) Odds ratio (%95 | p degeri
olmayan (n=27) GA)

A1298C | CC 6 (%15) 13 (%22) 1,011 (0,337-3,026) | 0,984
AC 11 (%27,5) 31 (%52,5) 0,621 (0,247-1,562) | 0,311
AA 10 (%25) 15(%25,5) 1,725 (0,650-4,581) | 0,273

Cce677T | TT 7 (%17,5) 2 (%3,4) 9,975 (1,911-52,04) | 0,006
CT 12 (%30) 21 (%36,2) 1,448 (0,573-3,660) | 0,434
CcC 8 (%20) 35 (%60,4) 0,289 (0,109-0,766) | 0,012

Tablo 9: NASH hastalarinda MTHFR A1298C gen polimorfizimi ile karaciger

biyopsi bulgulari (steatozis, histolojik grade, stage) arasindaki iliski

MTHFR?ZQBI %5-%33 %33-%66 >%66 p
Steatozis
(o]0 2 (%20,0) 3 (%17,6) 2 (%15,4)
AC 7 (%70,0) 8 (%47,1) 6 (%46,2) 0,552
AA 1(%10,0) 6 (%35,3) 5 (%38,4)
MTHFR1298/
Grade 1 2 3 P
(o]0 5 (%21,7) 1 (%6,3) 1 (%100,0)
AC 13 (%56.5) 8 (%50,0) 0 (%0,0) 0,147
AA 5 (%21,7) 7 (%A43,7) 0 (%0,0)
MTHFR1298/ periportal veya | perisinuzoidal ve | . .
. . .. . . kopriillesme
Fibrozis yok perisinuzoidal | portal/periportal . . . p
. . . . fibrozisi
skoru fibrozis fibrozis
(o]0 1(%16,7) | 3 (%14,3) 2 (%25,0) 1 (%20,0)
AC 3 (%50,0) | 12 (%57,1) 5 (%62,5) 1 (%20,0) 0,653
AA 2 (%33,3) | 6 (%28,6) 1 (%12,5) 3 (%60,0)
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Tablo 10: NASH hastalarinda MTHFR C677 gen polimorfizimi ile karaciger

biyopsi bulgulari (steatozis, histolojik grade, stage) arasindaki iliski

MTHFR?”’ %5-%33 %33-%66 >%66 p
Steatozis
TT 4 (%40,0) 3 (%17,6) 2 (%15,4)
CT 4 (%40,0) 7 (%41,2) 6 (%46,2) 0,615
cC 2 (%20,0) 7 (%41,2) 5 (%38,5)
MTHFR677/
Grade 1 2 3 P
TT 7(%30,4) 2(%12,5) 0(%0,0)
CT 7(%30,4) 10(%62,5) 0(%0,0) 0,176
cC 9(%39,2) 4 (%25,0) 1(%100,0)
MTHFR677/ periportal veya | perisinuzoidal ve | . .
. . .. . . kopriillesme
Fibrozis yok perisinuzoidal portal/periportal . . p
. . . . fibrozisi
skoru fibrozis fibrozis
TT 3(%50,0) 2(%9,5) 1(%12,5) 3(%60,0)
CT 1(%16,7) 11(%52,4) 4(%50,0) 1(%20,0) 0,172
cC 2(%33,3) 8(%38,1) 3(%37,5) 1(%20,0)

NASH hastalarinda MTHFR A1298C ve C677T gen

karaciger biyopsi bulgulari (steatozis, histolojik grade, stage) ve diger tim

polimorfizimleriyle

laboratuvar bulgulari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi
(p>0,05).(Tablo 9 ve Tablo 10)
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VII-TARTISMA

NAFLD gelismis Ulkelerde goérulen en vyaygin kronik karaciger
hastahigidir. NAFLD spektrumu icerisinde ilk basamakta yer alan basit karaciger
yaglanmasina nekroinflamatuvar aktivitenin eklenmesi sonucu gelisen NASH,
karaciger sirozu ve HCC’ ye yol acabilen morbiditesi ve mortalitesi yluksek bir
hastaliktir?. Giinimiizde kriptojenik karaciger sirozunun en sik nedeninin NASH
oldugu kabul edilmektedir'’. NASH’ e neden olan metabolik hastaliklarin
gelisiminde c¢evresel faktorler kadar genetik faktorler de sorumlu
tutulmaktadir'?®.

Genetik faktorlerin baglica LP ve homosistein Uzerinden NASH geligimine
katkida bulunduklari iddia edilmektedir'?® 2% 127 MTHFR gen polimorfizimleri,

. Hiperhomosisteinemi de

67, 68, 77

hiperhomosisteinemi nedenlerinden birisidir’"
NAFLD ve karaciger fibrozisi risk faktorleri arasinda yer almaktadir
Homosistein plazmaya karistiginda kolayca okside edilir ve sdlfidril grubunun
oksidasyonu sirasinda, stuperoksit anyon radikalleri ve hidrojen peroksit ortaya

glkar128‘ 129

. Bu oksidasyon stresi, hem endotel hicre ylzeyini hem de
plazmadaki lipoprotein partikiillerini etkileyerek LP’ nu baslatir'®,"®". Genetik
cesitlilik, NAFLD gelisiminde insulin direnci, lipid birikimi, LP, inflamatuvar
kaskat ve fibrozis gibi bir veya daha fazla basamagi etkiliyebilir.
Hiperhomosisteinemi insulin direnci yoluyla da NAFLD patogenezinde rol
oynamaktadir. insilin direnci hem NAFLD hem de metabolik sendromun énemli
bir bilesenidir?® “°.

MTHFR gen polimorfizimlerinin NASH gelisiminde rol oynayabilecegine
dair elimizde guclu teorik kanitlar bulunmasina ragmen, literatirde NASH ve
MTHFR gen polimorfizimleri arasindaki iligkiyi arastiran klinik ¢alisma sayisi
yetersizdir®* 2. MTHFR A1298C ve C677T polimorfizimlerine ikincil olarak
gelisen hiperhomosisteinemi  oksidatif stres etkisiyle basit karaciger
yaglanmasinin NASH’ e ilerlemesinde belirleyici bir faktor olabilir.

Schwahn ve arkadaslari, MTHFR’ den yoksun farelerde gelisen orta ve
siddetli hiperhomosisteineminin karaciger yaglanmasina neden oldugunu

133

gostermislerdir™ Gulsen M. ve arkadaslari ise plazma homosistein

duzeylerinin NASH’ |i hastalarda, basit karaciger yaglanmasi olan hastalara
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gore anlamli olarak daha ylksek oldugunu bildirmislerdir Yine ayni
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calismada NASH hastalarinin plazma homosistein dizeylerinin,
nekroinflamatuar aktivite siddeti ile anlamli derecede korelasyon gdsterdigi
bulunmus ve ylUksek homosistein diuzeylerinin NAFLD hastalarinda karaciger
biyopsisi icin bir endikasyon olabilecegi bildirilmistir'**. Huang ve arkadaslari
folik asit dusukligu ve hiperhomosisteininin rat karacigerinde oksidatif stres
mekanizmalarini ¢alistirarak NASH’ e neden oldugunu bildirmislerdir'®. Bizim
¢alismamizda NASH hastalarinin homosistein duzeyleri saglikli kontrol grubuna
gore ylUksek olmakla birlikte aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0,05). Bunun nedeni hasta sayimizin az olmasi olabilecedi gibi, saglikli
kontrol grubunun folik asit ve vitamin B12 duzeylerinin NASH grubuna gore ileri
derecede anlamli dlizeyde duslUk olmasi olabilir (p<0,01). Daguk vitamin B12 ve
folik asit duzeylerinin homosistein duzeylerini artirdigi bilinmektedir. Harmon
DL. ve Frederiksen J. iki ayri ¢calisma ile folik asit eksikligi olmayan MTHFR gen

polimorfizimli olgularda homosistein diizeylerinin normal oldugunu bildirmistir'>*
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Daha 6nce Sazci A. ve arkadaslart MTHFR A1298C polimorfiziminin
NASH hastalarinda anlamli derecede fazla bulundugunu ancak, NASH ile
MTHFR C677T gen polimorfizimi arasinda herhangi bir iligki bulunmadigini
bildirmistir®*. Diger bir calismada ise Serin ve arkadaslari; MTHFR C677T
polimorfiziminin NASH igin bir risk faktorii olarak gériilmedigini bildirmislerdir'>.
Serin ve arkadaslarinin bu ¢alismasinda katilimcilarin homosistein dizeylerinin
¢alisiilmamis olmasi bu galismanin eksik yonlerinden biri olarak kabul edilebilir.
Ayrica bu iki calismada da saglikli kontrol grubu batin ultrasonografisiyle
degerlendiriimemigstir. Bu durum, her iki ¢alismanin saglikli kontrol grubunda da
hepatosteatozlu bireyler olabilecegi icin elegtirilebilir. Bizim c¢alismamizda
kontrol grubuna alinmasi planlanan tum bireylere batin ultrasonografisi
uygulanmig, hepatosteatozun ultrasonografik bulgularina rastlananlar ¢alismaya
alinmamistir. Ancak bizim galismamizda da NASH hastalari ve saglikli kontrol
grubunun vyaslari arasinda anlamh bir fark olmasi elestiri  konusu
olabilir(p<0,001). Bu durum, diglama kriterlerine sahip olmalari nedeniyle
kontrol grubunda c¢aligsmaya alinmasindan vazgecilen bireylerin genellikle ileri
yasta olmasindan kaynaklanmigtir.

Bizim calismamizda NASH’ li hastalarda saglikli kontrol grubuna gore

MTHFR A1298C gen polimorfizimi agisindan anlamli bir iligki saptanmadi
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(p>0,05). Ancak MTHFR C677T gen polimorfiziminin homozigot TT genotipi
acisindan hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
bulundu (p=0,004). NASH’ lilerde homozigot TT genotipi orani, kontrol grubuna
gore 11,250 kat daha sik belirlendi (OR=11,250, (2,154-58,744), p=0,004).
Bizim ¢alismamizda oldugu gibi, Adinolfi L. E. ve arkadaslarinin ¢alismasinda
da Kronik Hepatit C' li hastalarda MTHFR C677T gen polimorfiziminin TT
genotipi NASH ile iliskili bulunmustur’’. NASH hastalarinda MTHFR A1298C ve
C677T gen polimorfizimleriyle karaciger biyopsi bulgulari (steatozis, histolojik
grade ve stage) arasinda ise bir iligki saptanmadi (p>0,05). Bu sonug NASH’ li
hasta grubunda sik olarak saptadigimiz MTHFR C677T gen polimorfiziminin TT
genotipinin, hastaligin  siddetinden ¢ok etiyopatogenezinden sorumlu
olabilecegini disundurmektedir.

Calismamizda NASH’ in tipik laboratuvar bulgulariyla uyumlu sekilde
ALT, AST, ALP, GGT, Total bilirubin, CRP, Total kolesterol, Trigliserid, LDL
dizeyleri anlamli derecede ylksek saptandi (p<0,05). Karaciger fibrozisinin
ilerlemesi ve siroz gelisimi ile 1" in Uzerine ¢ikan AST/ALT oranlari bizim
hastalarimizda siroz ve ileri fibroz olmamasi nedeniyle 1’ in altinda bulundu*"
> NASH hastalarinda ALP ve/veya GGT genellikle normal degerlerin st
sinirinin 2 katindan daha az olmak Uzere, bir miktar artmis olarak bulunmakta
olup®®, bizim calismamizda da NASH hastalarinin ALP, GGT ortalama duzeyleri
ayni sekilde ihmli yaksekti.

NASH gelisiminden en sik obezite ve metabolik sendromun diger
komponentleri sorumlu tutulmaktadir. VKI, 30 kg/m? ve (izerinde olanlarda
NAFLD sikligi %60-95, tip 2 diyabetiklerde %28-55 ve hiperlipidemisi olanlarda
%20-92 olarak bildirilmistir* > **. NASH prevalansinin ise, genel popiilasyonda
%2-3, obezlerde %20-30 oldugu bilinmektedir> ® . Bizim calismamizdaki NASH
hastalarinin %32,5’ i obez iken, %12,5’ inde tip 2 diyabetes mellitus, %15’ inde
hiperlipidemi bulunmaktaydi. insilin direncini gésteren HOMA diizeyi NASH
hastalarinda normal sinirdan fazla (medyan degeri 3,46 [0,77-15,84]); saglikli
bireylerde ise normal sinirlarda (medyan degeri 0,6 [0,38-3,93]) idi. NASH
hastalarinin HOMA duzeyi saglikli bireylerin HOMA duzeyinden anlamli olarak
yuksekti(p<0,001). Bu verilerden anlasilacagi gibi, bizim NASH’ i

hastalarimizda da, basta obezite ve ona ikincil gelisen insulin direnci olmak
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Uzere, metabolik sendromun tum komponentleri en sik rastlanan risk
faktorleriydi.

Bununla birlikte obez olmayan bir grup NASH hastasinin varligi da uzun
suredir dikkat ¢cekmektedir. Bu hasta grubunda NASH gelisiminde cevresel
faktorlerden c¢ok genetik faktorlerin  rol oynayabilecegini dusunerek,
calismamizdaki obez ve obez olmayan NASH hastalarini MTHFR gen
polimorfizimleri bakimindan kargilastirdik. Obez NASH hastalari ile saglikli
bireyler arasinda MTHFR A1298C ve C677T gen polimorfizimleri genotip
sikliklari ve homosistein duzeyleri bakimindan anlamli bir fark saptanmadi.
Ancak, obez olmayan NASH hastalarinda MTHFR C677T gen polimorfiziminin
TT genotipi, saglikh kontrol grubuna gdére anlamli 6l¢gide daha sik saptandi
(p=0,006). Ayrica MTHFR C677T CC (wild, normal) genotipi obez olmayan
NASH hastalarinda saglikli kontrol grubuna gére anlamli dl¢ide daha az
sikliktaydi (p=0,012). Obez olmayan NASH’li hastalarda, NASH igin iyi bilinen
risk faktorlerinden; dislipidemi, diyabetes mellitus ve insulin direnci de yoktu. Bu
bulgu genetik faktorlerin, diger cevresel faktorlerden bagimsiz olarak NASH

gelisiminde rol oynayabilecegini duslindurmektedir.
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VIII-SONUG

40 NASH hastasi ve 59 saglikli bireyden olusan, toplamda 99 katilimciyi
iceren, genis yas araligina sahip (22 yas-67 yas) ¢alismamizin sonucunda su
kanilara varildr;

- NASH’ |li hastalarda basta obezite olmak Uzere metabolik sendrom
komponentleri en dnemli risk faktorleridir.

- Hiperhomosisteinemi NASH gelisiminden sorumlu tutulan diger énemili
bir risk faktorudur. Ancak, vitamin B12 ve folik asit eksikligi basta olmak Uzere
pek cok durumdan etkilenebilir.

- NASH’ li hastalarrmizda MTHFR C677T gen polimorfiziminin TT
genotipinin, saglikli kontrol grubuna goére anlamli derecede yuksek siklikta
bulunmasi, homosistein metabolizmasini etkileyen bu mutasyonun NASH
etiyopatogenezinde roll olabilecegini dusundurmektedir.

- Obez olmayan NASH hastalarinda MTHFR C677T gen polimorfiziminin
TT genotipi, saglikli kontrol grubuna gére anlamli 6l¢glide daha sik saptanmis bu
hasta grubunda NASH igin iyi bilinen risk faktoérlerinden; dislipidemi, diyabetes
mellitus ve insulin direnci de belilenmemistir. Bu bulgu genetik faktorlerin, iyi
bilinen diger risk faktorleri olmadan da NASH gelisiminde rol oynayabilecegini
gOstermektedir.

- NASH ve NASH’e ikincil olarak gelisen karaciger sirozu ve HCC
etiyopatogenezinde cevresel faktorler kadar genetik faktorlerin de belirleyici
oldugu dusunudimektedir. YUksek morbidite ve mortaliteyle seyreden bu
hastaliklarin 6nlenmesi icin, NASH ile iliskili genetik risk faktorlerinin iyi bilinmesi
gerekir. Bu nedenle NASH etiyopatogezinde genetik risk faktorlerini arastiran

daha kapsamli ve genis katihmli ¢alismalara ihtiyag vardir.

38



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

IX-KAYNAKLAR

Angulo P, L.K., Nonalcoholic fatty liver disease. N Engl J Med, 2002.
346(16): p. 1221-31.

Matteoni, C.A., et al., Nonalcoholic fatty liver disease: a spectrum of
clinical and pathological severity. Gastroenterology, 1999. 116(6): p.
1413-9.

Younossi, Z.M., et al., Nonalcoholic fatty liver disease: assessment of
variability in pathologic interpretations. Mod Pathol, 1998. 11(6): p. 560-
5.

Tilg, H. and A.R. Moschen, Evolution of inflammation in nonalcoholic
fatty liver disease: the multiple parallel hits hypothesis. Hepatology,
2010. 52(5): p. 1836-46.

Dowman, J.K., J.W. Tomlinson, and P.N. Newsome, Systematic review:
the diagnosis and staging of non-alcoholic fatty liver disease and non-
alcoholic steatohepatitis. Aliment Pharmacol Ther, 2011. 33(5): p. 525-
40.

Musso, G., R. Gambino, and M. Cassader, Non-alcoholic fatty liver
disease from pathogenesis to management: an update. Obes Rev, 2010.
11(6): p. 430-45.

Krawczyk, M., L. Bonfrate, and P. Portincasa, Nonalcoholic fatty liver
disease. Best Pract Res Clin Gastroenterol, 2010. 24(5): p. 695-708.
Ekstedt, M., et al., Long-term follow-up of patients with NAFLD and
elevated liver enzymes. Hepatology, 2006. 44(4): p. 865-73.

Soderberg, C., et al., Decreased survival of subjects with elevated liver
function tests during a 28-year follow-up. Hepatology, 2010. 51(2): p.
595-602.

Fierbinteanu-Braticevici, C., et al., Noninvasive investigations for non
alcoholic fatty liver disease and liver fibrosis. World J Gastroenterol,
2010. 16(38): p. 4784-91.

Adams, L.A. and A.E. Feldstein, Non-invasive diagnosis of nonalcoholic
fatty liver and nonalcoholic steatohepatitis. J Dig Dis, 2011. 12(1): p. 10-
6.

Miller M. H., F.M.A., Dillon JF. , Systematic reviewof performance of non-
invasive biomarkers in the evaluation of non-alcoholic fatty liver disease,
in Liver Int. 2011. p. 461-473.

Kopec, K.L. and D. Burns, Nonalcoholic fatty liver disease: a review of
the spectrum of disease, diagnosis, and therapy. Nutr Clin Pract, 2011.
26(5): p. 565-76.

Kalhan, S.C., et al., Methionine and protein metabolism in non-alcoholic
steatohepatitis: evidence for lower rate of transmethylation of methionine.
Clin Sci (Lond), 2011. 121(4): p. 179-89.

Falck-Ytter, Y., et al., Clinical features and natural history of nonalcoholic
steatosis syndromes. Semin Liver Dis, 2001. 21(1): p. 17-26.

Younossi, Z.M., AM. Diehl, and J.P. Ong, Nonalcoholic fatty liver
disease: an agenda for clinical research. Hepatology, 2002. 35(4): p.
746-52.

Ploeg R. J., D.A.A., Knechtle SJ, Stegall MD, Pirsch JD, Hoffmann RM,
et al, Risk factors for primary dysfunction after liver transplantation—a
multivariate analysis. Transplantation, 1993. 55: p. 807-13.

39



18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.
28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Expert Panel on Detection Evaluation and Treatment of High Blood
Cholesterol in Adults . Final Report. (Adult Treatment Panel Ill), in Third
report of the National Cholesterol Education Program (NCEP)2002. p.
3143-421.

Shulman A.l., M.D.J., Retinoid x receptor heterodimers in the metabolic
syndrome. N Engl J Med, 2005. 353: p. 604-15.

Sanyal, AJ., et al., Nonalcoholic steatohepatitis: association of insulin
resistance and mitochondrial abnormalities. Gastroenterology, 2001.
120(5): p. 1183-92.

Vigano M., V.A., Trombini P., Paleari F, Piperno A., Insulin resistance
influence iron metabolism and hepatic steatosis in type Il diabetes.
Gastroenterology, 2000. 118: p. 986-7.

Tilg, H.D., A. M., Cytokines in alcoholic and nonalcoholic steatohepatitis.
N Engl J Med, 2000. 343(20): p. 1467-76.

Shoelson, S.E., L. Herrero, and A. Naaz, Obesity, inflammation, and
insulin resistance. Gastroenterology, 2007. 132(6): p. 2169-80.

Sazci, A., et al., Methylenetetrahydrofolate reductase gene
polymorphisms in patients with nonalcoholic steatohepatitis (NASH). Cell
Biochem Funct, 2008. 26(3): p. 291-6.

McCullough, A.J., Update on nonalcoholic fatty liver disease. J Clin
Gastroenterol, 2002. 34(3): p. 255-62.

Clark, J.M., The epidemiology of nonalcoholic fatty liver disease in
adults. J Clin Gastroenterol, 2006. 40 Suppl 1: p. S5-10.

Haslam D.W., JW.P., Obesity. Lancet, 2005. 366: p. 1197-209.
Neuschwander-Tetri, B.A. and B.R. Bacon, Nonalcoholic steatohepatitis.
Med Clin North Am, 1996. 80(5): p. 1147-66.

Loguercio C, D.S.T., D'Auria MV, de S, |, Federico A, Tuccillo C, et al.
Non-alcoholic fatty liver disease: a multicentre clinical study by the Italian
Association for the Study of the Liver. . Dig Liver Dis 2004. 36: p. 398—
405.

Loguercio C., D.G.V., De Sio I., Tuccillo C., Ascione A., Baldi F., et al.,
Non-alcoholic fatty liver disease in an area of southern lItaly: main
clinical, histological, and pathophysiological aspects. J Hepatology, 2001.
35: p. 568-74.

Alexander, W.S., et al., Suckling defect in mice lacking the soluble
haemopoietin receptor NR6. Curr Biol, 1999. 9(11): p. 605-8.

El-Hassan AY, I.E., Al-Mulhim FA et al. , Fatty infiltration of the liver:
analysis of prevalence, radiological and clinical features and influence on
patient management. Br J Radiol, 1992. 65: p. 774-778.

Hilden M., C.P., Juhl E, Dalgaard JB., Liver histology of a normal
population examinations of 503 consectuvie fatal traffic casualties. Scand
J Gastroenrol 1977. 12: p. 593-597.

Ground K E, Liver patology in aircrew. Aviad Space Environ Med, 1982.
53: p. 14-18.

Lee, R.G., Nonalcoholic steatohepatitis: a study of 49 patients. Hum
Pathol, 1989. 20(6): p. 594-8.

Ludwig, J., et al., Nonalcoholic steatohepatitis: Mayo Clinic experiences
with a hitherto unnamed disease. Mayo Clin Proc, 1980. 55(7): p. 434-8.

40



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

Adams, L.A., et al., The histological course of nonalcoholic fatty liver
disease: a longitudinal study of 103 patients with sequential liver
biopsies. J Hepatol, 2005. 42(1): p. 132-8.

Dam-Larsen S, F.M., Andersen IB, Christoffersen P, Jensen LB,
Sorensen Tl, et al., Long term prognosis of fatty liver: risk of chronic liver
disease and death. Gut Liver, 2004. 53: p. 750-755.

Feldstein A E, C.P., Treeprasertsuk S, Benson JT, Enders FB, Angulo P,
The natural history of non-alcoholic fatty liver disease in children: a
follow-up study for up to 20 years. Gut Liver, 2009. 58: p. 1538-1544.
Marchesini, G., et al., Nonalcoholic fatty liver disease: a feature of the
metabolic syndrome. Diabetes, 2001. 50(8): p. 1844-50.

Angulo, P., et al., Independent predictors of liver fibrosis in patients with
nonalcoholic steatohepatitis. Hepatology, 1999. 30(6): p. 1356-62.

Tilg, H. and A. Moschen, Update on nonalcoholic fatty liver disease:
genes involved in nonalcoholic fatty liver disease and associated
inflammation. Curr Opin Clin Nutr Metab Care, 2010. 13(4): p. 391-6.
Abdelmalek, M.F. and A.M. Diehl, Nonalcoholic fatty liver disease as a
complication of insulin resistance. Med Clin North Am, 2007. 91(6): p.
1125-49, ix.

Ma, X. and Z. Li, Pathogenesis of nonalcoholic steatohepatitis (NASH).
Chin J Dig Dis, 2006. 7(1): p. 7-11.

Day C, S.S., Non-alcoholic steatohepatitis: Definitions and pathogenesis.
Journal of Gastroenterology and Hepatology, 2002. 17: p. 377-S384.
Powell, E.E., et al., The natural history of nonalcoholic steatohepatitis: a
follow-up study of forty-two patients for up to 21 years. Hepatology, 1990.
11(1): p. 74-80.

Day C P, J.O.F.W., Steatohepatitis: a tale of two hits? Gastroenterology
1998. 114: p. 842-845.

Donnelly, K.L., et al., Sources of fatty acids stored in liver and secreted
via lipoproteins in patients with nonalcoholic fatty liver disease. J Clin
Invest, 2005. 115(5): p. 1343-51.

Kahn BB, F.J., Obesity and insulin resistance. J Clin Invest, 2000. 106: p.
473-81.

Jensen MD, H.M., Rizza RA, Cryer PE, Miles JM. , Influence of body fat
distribution on free fatty acid metabolism in obesity. J Clin Invest 1989.
83: p. 1168-73.

Parekh, S. and F.A. Anania, Abnormal lipid and glucose metabolism in
obesity:  implications  for  nonalcoholic  fatty liver disease.
Gastroenterology, 2007. 132(6): p. 2191-207.

Gastaldelli A, C.K., Pettiti M, Hardies J, Miyazaki Y, Berria R et al.,
Relationship between hepatic/visceral fat and hepatic insulin resistance
in nondiabetic and type 2 diabetic subjects. Gastroenterology 2007. 133:
p. 496-506.

Brunt, E.M., Nonalcoholic steatohepatitis: definition and pathology.
Semin Liver Dis, 2001. 21(1): p. 3-16.

Bacon, B.R., et al., Nonalcoholic steatohepatitis: an expanded clinical
entity. Gastroenterology, 1994. 107(4): p. 1103-9.

Diehl, A.M., Nonalcoholic steatohepatitis. Semin Liver Dis, 1999. 19(2):
p. 221-9.

41



56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

Garcia-Monzon C, M.-P.E., lacono OL et al. , Characterization on of
pathogenic and prognostic factors of nonalcoholic steatohepatitis
associated with obesity. J Hepatology, 2000. 33: p. 716-724.

Palck-Ytter Y, Y.Z., Marchesini G et al. , Clinical features and natural
history non alcholic steatosis syndrommes. Semin Liver Dis 2001. 21: p.
17-26.

Pinto, H.C., et al., Nonalcoholic steatohepatitis. Clinicopathological
comparison with alcoholic hepatitis in ambulatory and hospitalized
patients. Dig Dis Sci, 1996. 41(1): p. 172-9.

Siegelman ES, R.M., Imaging of hepatic steatosis. Semin Liver Dis 2001.
21: p. 71-80.

Joseph AEA, S.S., Al-Sam S, Cook MG, Maxwell JD, Comparison of liver
histology with ultrasonographyin assessing diffuse parenchymal liver
disease. Clin Radiol, 1991. 43: p. 26-31.

Bydder GM, K.L., Chapman RW, Harry D, Sherlock S, Bassan L. ,
Accuracy of computed tomography in diagnosis of fatty liver. BMJ Case
Rep, 1980. 281: p. 1042

Becker U, D.A., Sorenson TL et al., Prediction of risk of liver disease by
alcohol intake, sex and age: a prospective population study. Hepatology
1996. 23: p. 1025-1029

Chitturi, S. and G.C. Farrell, Etiopathogenesis of nonalcoholic
Steatohepatitis. Semin Liver Dis, 2001. 21(1): p. 27-41.

AGA technical review on nonalcololic fatty liver disease. in
Gastroenterology. 2002.

Angulo P, L.K., Non-alcoholic fatty liver disease: Quadrennial review.
The Journal of Gastroenterology and Hepatology, 2002. 17: p. 186-
S190.

Yazict H, H.V., Sonsuz A., Karaciger yaglanmasi ve nonalkolik
steatohepatit. Cerrahpasa i¢ Hastaliklari . istanbul Medical Yayincilik.
2005. 920-926.

Ji C, K.N., Hyperhomocysteinemia, endoplasmic reticulum stress, and
alcoholic liver injury World J Gastroenterol 2004. 10: p. 1699-708.

Gaull G, S.J., Schaffner F., Homocystinuria due to -cystathionine
synthase deficiency: enzymatic and ultrastructural studies. J Pediatr. ,
1974 Mar;. 84(3): p. 381-90.

JD., F., Methionine metabolism in mammals. J Nutr Biochem, 1990. 1: p.
228-36.

Castro R, e.a., Homocysteine metabolism, hyperhomocysteinaemia and
vascular disease: an overview. J Inherit Metab Dis, 2006. 29(1): p. 3-20.
Refsum H, U.P., Nygard O, Vollset SE. , Homocysteine and
cardiovascular disease. Annu Rev Med 1998. 49: p. 31-62.

Mato JM, A.L., Ortiz P, Pajares MA, S-Adenosylmethionine synthesis:
molecular mechanisms and clinical implications. Pharmacol Ther 1997.
73: p. 265-80.

Mayer EL, J.D., Robinson K. , Homocysteine and coronary
atherosclerosis. . J Am Coll Cardiol 1996. 27: p. 517-27.

Selhub J, J.P., Wilson PW, et al. , Vitamin status and intake as primary
determinants of homocysteinemia in an elderly populations. J Am Med
Assoc 1993. 270: p. 2693-8.

42



75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

Garcia-Tevijano ER, B.C., Rodriguez JA, et al., Hyperhomocysteinemia
in liver cirrhosis mechanisms and role in vascular and hepatic fibrosis.
Hypertension, 2001. 38: p. 1217-21.

Watanabe M, O.J., Aratani Y, et al. , Mice deficient in cystathionine beta-
synthase: animal models for mild and severe homocysteinemia. Proc
Natl Acad Sci USA, 1995. 92: p. 1585-9.

Adinolfi LE, 1.D., Cesaro G, et al., Hyperhomocysteinemia and the
MTHFR C677T polymorphism promote steatosis and fibrosis in chronic
hepatitis C patients. Hepatology 2005. 41: p. 995-1003.

Golbahar J, A.M., Kassab SE, Omrani GR. , Hyperhomocysteinemia
induces insulin resistance in male Sprague-Dawley rats. Diabetes Res
Clin Pract 2007. 76: p. 1-5.

Altinova AE, T.F., Bukan N, et al.,, Decreased plasma adiponectin is
associated with insulin resistance and HDL cholesterol in overweight
subjects. Endocr J, 2007. 54: p. 221-6.

Meigs JB, J.P., Selhub J, et al. , Fasting plasma homocysteine levels in
the insulin resistance syndrome: the Framingham Offspring Study.
Diabetes Care, 2001. 24: p. 1403-10.

Ji C, KIN., Betaine decreases hyperhomocysteinemia, endoplasmic
reticulum stress, and liver injury in alcohol-fed mice. Gastroenterology
2003. 124: p. 1488-99.

Yahagi N, S.H., Hasty AH et al. , Absence of sterol regulatory elment-
binding protein-1 (SREBP-1) ameliorates fatty livers but not obesity or
insulin resistance in Lep(ob)/Lep(ob) mice. J. Biol. Chem, 2002. 277(19 ):
p. 353-7.

Ascencio C, T.N., Isoard-Acosta F, et al, Soy protein affects serum
insulin and hepatic SREBP-1 mRNA and reduces fatty liver in rats. J Nutr
Biochem, 2004. 134: p. 522-9.

Giltay EJ, H.E., Elbers JM, Gooren LJ, Asscheman H, Stehouwer CD,
Insulin resistance is associated with elevated plasma homocysteine
levels in healthy, nonobese subjects. Atherosclerosis 1998. 139: p. 197—
8.

Wang G, S.Y., O K, Homocysteine stimulates nuclear factor kappaB
activity and monocyte chemoattractant protein-1 expression in vascular
smooth-muscle cells: a possible role for protein kinase C. Biochem J,
2000. 352: p. 817-26.

Torres L, G.-T.E., Rodriguez JA, et al., Induction of TIMP-1 expression in
rat hepatic stellate cells and hepatocytes: a new role for homocysteine in
liver fibrosis. Biochim Biophys Acta 1999. 1455: p. 12-22.

Utku U, C.Y., Inmede etyoloji, siniflandirma ve risk faktérleri.
Serebrovaskuler Hastaliklar, ed. B. S. Vol. 3. 2009, Ankara: Gilnes
Kitabevi

Hademenos J, A.M., Awad |, Mayberg M, Shephard T, Jagoda A, et al.,
Advances in the genetics of cerebrovascular diseases and stroke.
Neurology 2001. 56: p. 997-1008.

Ho GYH, E.J., Hankey GJ, Wong CR, Tan SL, Chan JBC, et al.,
Methylenetetrahydrofolate reductase polymorphisms and homocysteine-
lowering effect of vitamin therapy in Singaporean stroke patients. Stroke
2006. 37: p. 456-60.

43



90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

Wu Y, T.M., Sumino K, Methylenetetrahydrofolate reductase gene
polymorphism and ischemic stroke: sex difference in Japanese. Kobe J
Med Sci, 2001. 47: p. 255-62.

Rosenblatt D S, Methylenetetrahydrofolate reductase. Clin Invest Med,
2001. 24: p. 56-59.

Homberger G, L.M., Winter C, et al., Genomic structure and transcript
variants of the human methylenetetrahydrofolate reductase gene. Eur J
Hum Genet, 2000. 8: p. 725-729.

Emirogullari EF, S.C., Unal A, Ozkul Y, Arteriyovenéz fistiil trombozu
gelisen ve gelismeyen kronik bobrek yetersizligi olan hastalarda
metilentetrahidrofolate rediiktaz polimorfizmlerinin arastiriimasi. Saglik
Bilimleri Dergisi, 2007. 16(3): p. 121-8.

Sibani S, C.B., Oferrall E, et al, Characterization of six novel mutations
in the methylenetetra-hydrofolate reductase (MTHFR) gene in patients
with homocystinuria. Hum Mutat 2000. 27(15): p. 280-7.

Rozen R, Methylenetetrahydrofolate reductase in vascular disease,
neural tube defects and colon cancer, in [IV.Reunion, Metiyonin
metabolism, molecular mechanisms and clinical implications1998:
University of Nevarra and Granada, Spain.

Weisberg |, T.P., Christensen B, Sibani S, Rozen R, A second genetic
polymorphism in  methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR)
associated with decreased enzyme activity. Mol Genet Metab 1998. 64:
p. 169-72.

Li Z, S.L., Zhang H, Liao Y, Wang D, Zhao B, Zhu Z, Zhao J, Ma A, Han
Y, Wang Y, Shi Y, Ye J, Hui R, Elevated Plasma Homocysteine Was
Associated  With  Hemorrhagic and  Ischemic  Stroke,  but
Methylenetetrahydrofolat Reductase Gene C677T Polymorphism Was a
Risk Factor Thrombotic Stroke. Stroke, 2003. 34(9): p. 2085-2090.

Sazcl A, E.E., Kaya G, Kara |, Genotype and allele frequencies of the
polymorphic methylenetetrahydrofolate reductase gene in Turkey. Cell
Biochem Funct 2005. 23(1): p. 51-4.

Ucar F, S.M., Ovali E, Ozmenoglu M, Karti SS, Yilmaz M, et al, MTHFR
C677T polymorphism and its relation to ischemic stroke in the Black Sea
Turkish population. Am J Hematol 2004. 76: p. 40-3.

Robertson KD, W.A., DNA methylation in health and disease. Nat Rev
Genet 2000. 1: p. 11-19.

Frosst P, B.H., Milos R, et al. , A candidate genetic risk factor for
vascular disease: a common mutation in methylenetetrahydrofolate
reductase. Nat Genet, 1995. 10: p. 111-113.

Kara I, S.A., Ergul E, Kaya G, Kilic G, Association of the C677T and
A1298C polymorphisms in the 5,10 methylenetetrahydrofolate reductase
gene in patients with migraine risk. Mol Brain Res 2003. 111: p. 84-90.
Sazci A, E.E., Tuncer N, Akpinar G, Kara |, Methylenetetrahydrofolate
reductase gene polymorphisms are associated with ischemic and
hemorrhagic stroke: dual effect of MTHFR polymorphisms C677T and
A1298C. Brain Res Bull 2006. 71: p. 45-50.

Sazci A, E.E., Guzelhan Y, Kaya G, Kara |, Methylenetetrahydrofolate
reductase gene polymorphisms in patients with schizophrenia. Mol Brain
Res 2003. 117: p. 104-107.

44



105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

Sazci A, E.E., Kucukali |, Kara |, Kaya G, Association of the C677T and
A1298C polymorphisms of methylenetetrahydrofolate reductase gene
with schizophrenia: association is significant in men but not in women.
Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry 2005. 29: p. 1113-1123.
Sazci A, E.E., Bayulkem K, Association of the C677T and A1298C
polymorphisms of methylenetetrahydrofolate reductase gene in patients
with essential tremor in Turkey. Mov Disord 2004. 19: p. 1472-1476.
Ergul E, S.A., Utkan Z, Canturk NZ, Polymorphisms in the MTHFR gene
are associated with breast cancer. Tumor Biol, 2003. 24: p. 286—290.
Rozen R, Genetic predisposition to hyperhomocysteinemia: deficiency of
methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR). Thromb Haemost 1997.
78: p. 523-526.

Jones PA, G.M., Altered DNA methylation and genome instability: a new
pathway to cancer? Proc Natl Acad Sci U S A, 1997. 94: p. 2103-2105.
Botto LD, Y.Q., 5,10-Methylenetetrahydrofolate reductase gene variants
and congenital anomalies. Am J Epidemiol, 2000. 151: p. 862-77.
Shpichinetsky V, R.l., Friedlander Y, et al, The association between two
common mutations Cce6rrT and A1298C in human
methylenetetrahydrofolate reductase gene and the risk for diabetic
nephropathy in type Il diabetic patients. J Nutr, 2000. 130: p. 2493- 2497.
Szczeklik A, S.M., Jankowski M, et al, Mutation A1298C of
methylenetetrahydrofolate reductase: Risk for early coronary disease not
associated with hyperhomocysteinemia. Am J Med Genet, 2001. 101: p.
36-39.

Tepeli E, M.M., Uludag A, Ath E, Uzun D, Artan S, Eskigehir ilinde
idiyopatik tekrarlayan gebelik kayiplari ile MTHFR C677T ve A1298C
polimorfizmleri arasindaki iliski. Osmangazi Tip Dergisi, 2007. 29(1): p.
1-11.

Choi BO, K.N., Kim SH, Kang MS, Lee S, Ahn JY, Kim OJ, Kim S, Oh D,
Homozygous C677T mutation in the MTHFR gene as an independent
risk factor for multiple small-artery occlusions. Thrombosis Research,
2003. 111: p. 39-44.

Kaplowitz, N., et al., Endoplasmic reticulum stress and liver injury. Semin
Liver Dis, 2007. 27(4): p. 367-77.

Rady PL, T.S., Hundnall SD, et al, Methylenetetrahydrofolate reductase
(MTHFR): The incidence of mutations C677T and A1298C in the
Ashkenazi Jewish population. Am J Med Genet, 1999. 86: p. 380-384.
Tonetti C, B.A., Bories D, et al, Methylenetetrahydrofolate reductase
deficiency in four siblings: A clinical, biochemical, and molecular study of
the family. Am J Med Genet, 2000. 91: p. 363- 367.

Stern LL, B.P., Rosenberg IH, et al, Conversion of 5-formyltetrahydrofolic
acid is unimpaired in folate- adequate persons homozygous for the
C677T mutation in the methylenetetrahydrofolate reductase gene. J Nutr,
2000. 130: p. 2238-2242.

Molloy AM, D.S., Mills JL, et al, Thermolabile variant of 5,10-
methylenetetrahydrofolate reductase associated with low red-cell folates:
Implications for folate intake recommendations. The Lancet, 1997. 49: p.
1591-1593.

Fodinger M, HW.S.-P.G,, Molecular  biology  of  5,10-
methylenetetrahydrofolate reductase. J Nephrol 2000. 13(1): p. 20-33.

45



121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

Osei K, G.T., Rhinesmith S, Schuster D, impaired insulin sensitivity,
insulin secretion and glucose effectiviness predict future development of
48 impaired glucose tolerance and type 2 diabetes in pre-diabetic african
americans. Diabetes Care 2004. 27: p. 1439-1446.

Jaber LA, B.M., Hammad A, Zhu Q, Herman WH, The prevelance of the
metabolic syndrome among arab americans. Diabetes Care 2004. 27: p.
234-238.

Seidell JC, D.P., Hatvast JG, Obesity and fat distribution, in relatin to
health. Current insights and recommendations. World Rev Nutr Diet
1987. 50: p. 57-91.

Organization, W.H. Obesity: Preventing and Managing the Global
Epidemic Report of a WHO Consultation on Obesity. in WHO/NCD/98.1.
1998. Geneva: World Health Organization.

Bonkovsky, H.L., et al., Non-alcoholic steatohepatitis and iron: increased
prevalence of mutations of the HFE gene in non-alcoholic steatohepatitis.
J Hepatol, 1999. 31(3): p. 421-9.

Valenti, L., et al., Tumor necrosis factor alpha promoter polymorphisms
and insulin  resistance in nonalcoholic fatty liver disease.
Gastroenterology, 2002. 122(2): p. 274-80.

Namikawa, C., et al., Polymorphisms of microsomal triglyceride transfer
protein gene and manganese superoxide dismutase gene in non-
alcoholic steatohepatitis. J Hepatol, 2004. 40(5): p. 781-6.

Mansoor MA, B.C., Svardal AM, Lonning PE, Ueland PM, Redox status
and protein binding of plasma homocysteine and other aminothiols in
patients with early-onset peripheral vascular disease. Homocysteine and
peripheral vascular disease. Arterioscler Thromb Vasc Biol 1995. 15: p.
232-240.

Heinecke JS. Alan R. Liss, Superoxide mediated oxidation of low density
lipoproteins by thiols. In: Cerutti PA, Cerutti JM, McCord |, Fridovich |
(eds) Oxy-radicals inmolecular biology and pathology. 1988. 3186: p.
433-447.

Hayden MR, T.S., Homocysteine and reactive oxygen species in
metabolic syndrome, type 2 diabetes mellitus, and atheroscleropathy: the
pleiotropic effects of folate supplementation. Nutr J, 2004. 10: p. 1-23.
Setola E, M.L., Galluccio E, Palloshi A, Fragasso G, Paroni R, Magni F,
Sandoli EP, Lucotti P, Costa S, Fermo |, Galli-Kienle M, Origgi A,
Margonato A, Piatti P, Insulin resistance and endothelial function are
improved after folate and vitamin B12 therapy in patients with metabolic
syndrome:  relationship  between  homocysteine levels  and
hyperinsulinemia. Eur J Endocrinol 2004. 151: p. 483—-489.

Serin, E., et al., Methylenetetrahydrofolate reductase C677T mutation
and nonalcoholic fatty liver disease. Dig Dis Sci, 2007. 52(5): p. 1183-6.
Schwahn BC, C.Z., Laryea MD, et al. , Homocysteine-betaine
interactions in a murine model of 5,10-methylenetetrahydrofolate
reductase deficiency. FASEB J 2003. 17: p. 512-514.

Gulsen M, Y.Z, Bagci S, et al, Elevated plasma homocysteine
concentrations as a predictor of steatohepatitis in patients with non-
alcoholic fatty liver disease. J Gastroenterol Hepatol 2005. 20: p. 1448—
1455.

46



135.

136.

137.

Huang R F, H.Y.C., Lin H L, Yang F L, Folate depletion and elevated
plasma homocysteine promote oxidative stress in rat livers. J. Nutr 2001.
131: p. 33-38.

Harmon DL, D.R., Meleady R, Doyle M, Shields DC, Barry R, et al,
Genetic  analysis of the  thermolabile  variant of  5,10-
methylenetetrahydrofolate reductase as a risk factor for ischemic stroke.
Arterioscler Thromb Vasc Biol 1999. 19: p. 208-11.

Frederiksen J, J.K., Grande P, Jensen GB, Schroeder TV, Tybjaerg-
Hansen A, et al, Methylenetetrahydrofolate reductase polymorphism
(C677T), hyperhomocysteinemia and risk of ischemic cardiovascular
disease and venous thromboembolism: prospective and case control
studies from the Copenhagen City Heart Study. Blood Cells, 2004. 104:
p. 3046-51.

47



X-SIMGELER VE KISALTMALAR DiZziNi

Non alkolik yagl karaciger hastaligi: NAFLD
Non alkolik steatohepatit: NASH
Hepatoseluller karsinoma: HCC

Real-time polymerase chain reaction: RT-PCR
High pressure liquid chromatography: HPLC
Homeostasis model assessment-insulin resistans: HOMA-IR
The European Association for the Study of the Liver: EASL
Diabetes Mellitus: DM

Alanin aminotransferaz: ALT

Aspartat aminotransferaz: AST

High density lipoprotein: HDL

Low density lipoprotein: LDL
Metilentetrahidrofolik asit reduktaz: MTHFR
Metilen tetrahidrofolat: MTH

Viicut kitle indeksi: VKi

Ultrasonografi: US

Bilgisayarli Tomografi: BT

Total parenteral nutrisyon: TPN
Apolipoprotein C3: APOC3

Patatin-benzeri fosfolipaz 3: PNPLA3
TUmor nekrozis faktor: TNF

Serbest yag asitleri: SYA

Lipit peroksidasyonu: LP

Aclik kaynakli adiposit faktoru: Fiaf

Toll like reseptorler: TLR

Transyag asitleri: TFAS

Alkalen fosfataz: ALP

y-glutamiltransferaz: GGT

Manyetik rezonans: MR

Metiyonin sentaz: MS

Betain-homosistein metiltransferaz: BHMT

Sistatyonin B-sentaz: CBS
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S-adenzilmetiyonin: Ado-Met

Stres sterol duzenleyici element baglayici protein-1: SREBP-1
Doku inhibitdéri metalloproteinazlari: TIMP
Deoksiribonukleik asit: DNA

Sitozin-guanin: CpG

S-adenozilhomosistein : SAH

KiloDalton: kDa

Cok dusik yogunluklu lipoprotein: VLDL
Glisin methyltransferase: GNMT

Adenin: A/ Sitozin: C/ Guanin: G/ Timin: T
Quantitative Insulin Sensitivity Index: QUICKI
C reaktif protein: CRP
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