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OZET

Amag: Nonalkolik yagh karaciger hastaligt (NAFLD) giiniimiizde kronik
karaciger hastaliklarinin en yaygimi haline gelmistir. NAFLD tanisim1 koymak igin
karacigerdeki inflamasyon siddeti ve fibrozis derecesini belirlemek gereklidir.
Gliniimiizdeki altin standart yontem karaciger biyopsisidir. Ancak islemin invaziv
olmasi nedeni ile noninvaziv tant yontemlerinin gelistirilmesi konusunda calismalar
devam etmektedir. Bu calismada karaciger biyopsisi ile tani konulmus NAFLD
olgularinda, serum Lektin benzeri okside diisik yogunluklu lipoprotein reseptorii-1
(LOX-1) diizeyleri ile hastalarinin klinik ve histopatolojik 6zellikleri arasindaki iligkileri
arastirmay1 amacladik.

Gere¢ ve Yontem: Caligmaya 53 hasta ve 26 saglikli kontrol dahil edildi.
Kisilerden alinan serum orneklerinde ELISA yontemiyle LOX-1 diizeyleri arastirildi.
Degiskenler arasindaki iligkiyi test etmek icin lojistik regresyon analizi kullanild.

Bulgular: Serum LOX-1 diizeyleri biyopsi kanitli NAFLD olgularinda ortalama
8,49+6,43 ng/ml iken saglikli grupta 4,08+4,32 ng/ml saptandi. Serum LOX-1 diizeyi
NAFLD grubunda saglikli kontrollere gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek
bulundu (P=0,001). LOX-1 serum diizeyi igin belirlenen cutt off degeri 5,35 ng/ml
almarak olusturulan ROC egrisi analizinde, serum LOX-1 diizeyinin, steatohepatit
grubunu saglikli kontrollerden ayirmadaki duyarliligmin %69,8, 6zgiilliigliniin %69,2
oldugu gosterildi.

Sonug: Serum LOX-1 diizeyi NAFLD’l1 olgularda saglikli gruba gére anlamli
sekilde yiiksek bulundu. Yine serum LOX-1’in, steatohepatit grubunu saglikli
kontrollerden yiiksek duyarlilikla ayirabildigi gosterildi. Bulgularimizin daha genis ¢aph
calismalarla  desteklenmesi  halinde = LOX-1  diizeylerinin hem  hastalik
patofizyolojisindeki roliiniin aydinlatilabilecegini hem de tanida kullanilabilen

noninvaziv bir biyobelirte¢ olabilecegini diisiinmekteyiz.
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Steatohepatit
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THE SIGNIFICANCE OF LECTIN-LIKE OXIDIZED LOW-DENSITY
LIPOPROTEIN RECEPTOR-1 IN PATIENTS WITH NON ALCOHOLIC
FATTY LIVER DISEASE AND ITS CORRELATION WITH LIVER FIBROSIS

ABSTRACT

Aim: Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) has become the most common
subgroup of the chronic liver diseases. The degree of inflammation and the grade of
fibrosis should be determined for the diagnosis of NAFLD. The gold standard tool for
diagnosis is liver biopsy. The invasiveness of the biopsy motivate investigators to find a
noninvasive alternative method. In this study, we aimed to evaluate the relation between
serum lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor-1(LOX-1) levels and clinical
and histo-pathologic features of biopsy confirmed NAFLD patients.

Materials and Methods: Fifty-three patients and 26 healthy controls were
included in this study. Serum LOX-1 levels were measured by ELISA in the samples
obtained from both patients and healthy controls. Logistic regression test was performed
to evaluate the relation between variables.

Results: The mean serum LOX-1 level in biopsy proven NAFLD patients was
8,49+6,43 ng/ml and it was 4,08+4.32 ng/m in healthy controls. The difference was
statistically significant (p=0,001). The cut off value for serum LOX-1 level was set at
5,35 ng/ml and the ROC curve analysis were done. The sensitivity and specificity of the
serum LOX -1 level were 69,8% and 69,2%, respectively for distinguishing
steatohepatitis and healthy controls.

Conclusion: Serum LOX-1 levels were significantly higher in NAFLD patients
compared to healthy controls. Also serum LOX-1 levels could successfully differentiate
steatohepatitis patients from healthy controls at a high sensitivity. In our opinion, if it is

confirmed with further studies including more patients, the role of LOX-1 in disease



pathology could be established and then probably it will turn out to be a noninvasive
marker for diagnosis for NAFLD.

Key Words: Biomarkers, Liver fibrosis, Lectin-like oxidized low density

lipoprotein receptor-1, Nonalcoholic fatty liver disease, Steatohepatitis



GIRIS VE AMAG

Alkol alim1 olmamasina ragmen karaciger yaglanmasinin olmasi nonalkolik yagh
karaciger hastaligt (NAYKH=NAFLD) olarak kabul edilmektedir (1). Nonalkolik
karaciger yaglanmasi tiim diinyada en sik goriilen kronik karaciger hastaliklarindan
birisidir ve giderek daha da yayginlagmaktadir (2, 3).

NAFLD terimi basit yaglanmadan nonalkolik steatohepatite (NASH) kadar
uzanan genis bir yagl karaciger degisikligi yelpazesini tanimlamak i¢in kullanilir (4).
Nonalkolik  karaciger yaglanmasi olmasina ragmen, histopatolojik olarak
nekroinflamasyon bulgularinin olmamasi nonalkolik karaciger yaglanmasi ya da basit
steatoz  olarak isimlendirilir. Nonalkolik karaciger yaglanmasi ile birlikte
nekroinflamasyonun varligi ise NASH olarak isimlendirilir. Basit yaglanma genellikle
selim bir seyre sahipken, steatohepatit karaciger fibrozisine yol agarak siroza kadar
ilerleyebilir. Bu nedenle ortaya ¢ikacak morbidite ve mortalitenin de artmasina yol
acabilir (5). Bu nedenle NASH’li hastalar erken donemde taninmali ve miidahale
edilmelidir (6, 7).

Gilinlimiizde karaciger biyopsisi, NAFLD tanist koymada, eslik eden inflamasyon
ve fibrozis derecesinin belirlenmesinde, NASH’in ayriminda ve diger ayirict tanidaki
hastaliklarin diglanmasinda altin standart yontemdir (8). Karaciger biyopsisi NAFLD
tan1 ve takibinde ¢ok 6nemli bir yere sahip olsa da baz1 zorluklarla karsilasmamiza yol
acmaktadir (7). Bu yiizden klinik yaklasimda NASH ve karaciger fibrozisi riskini
tasiyan hastalar1 tanimlayabilmek i¢in, klinik degerlendirmeye yardimci olacak ek tani
yontemlerine ihtiyag duyulmaktadir. Bu konuda yeterli diizeyde arastirilmis
biyobelirtegler, NASH hastalarin1 basit karaciger yaglanmasi olan hastalardan ayirarak
hastalarin prognozunu belirlemede etkili olabilirler. Ancak bu konuda istenilen diizeyde
kanit  saglanamadigindan NAFLD’li  hastalarda birgok  biyomolekiil halen
arastirilmaktadir.

Son yillarda yapilmis c¢alismalarda, serum lektin benzeri okside diisiik

yogunluklu lipoprotein reseptorii-1 (LOX-1) diizeylerinin diyabet, metabolik sendrom ve



koroner arter hastaligi olan bireylerde artmis oldugu gosterilmistir (9). Ancak
giintimiizde, literatirde NAFLD olgularinda LOX-1 diizeyleri ile ilgili yapilmis bir
calisma bulunmamaktadir. Metabolik sendrom ve bu tablo ile iligkili olan diyabet ve
koroner arter hastaliklar1 gibi durumlarda Onemi gosterilen LOX-1 diizeylerinin,
metabolik sendromun hepatik bir komponenti olan NAFLD olgularinda da yiiksek
olacagin1 dngdrmekteyiz. Bu tez ile biyopsi kanitli NAFLD’l1 bireylerde serum LOX-1
diizeyi ile hastalarin klinik, biyokimyasal ve histopatolojik 0Ozellikleri arasindaki

iligkileri aragtirmay1 planladik.



GENEL BILGILER

Nonalkolik yagli karaciger hastaligi kronik karaciger hastaliklarinin en sik
nedenlerinden biridir ve tiim diinyadaki insidansi1 giderek artmaktadir (8). Alkol alimi
olmayan bireylerde saptanan karaciger yaglanmasina bu isim verildigi i¢in alinan alkol
miktarima vurgu yapilmistir. Buna goére alkol almama kadinlar i¢in 20 gram/giin,
erkekler i¢in 30 gram/giin altinda alkol alimi1 seklinde tanimlanmistir (1).

NAFLD terimi inflamasyon ve fibrozisin eslik etmedigi basit yagl karacigerden,
steatoz ile birlikte nekroinflamatuar aktivitenin oldugu nonalkolik steatohepatite kadar
olan genis bir yelpazeyi tamimlar (4,10). NASH olgularmin siroza kadar ilerleme
potansiyeli mevcuttur. Ayrica ¢aligmalarda, hem sirotik hem de non sirotik NAFLD’l1
bireylerde hepatoselliiler karsinom (HCC) gelisme riski saglikli bireylere gore artmis
olarak saptanmustir (11-13).

NAFLD’IN KLINiK SEYRI

Yagh karaciger NASH Siroz

-

1 Yaglanma ile Fibroz dokunun
zf“g_ka_""_‘ birlikte hepatositlerin
irikimi inflamasyon ve yerini almasi

Karacigerde

fibrozis gelisimi

Sekil 1. NAFLD’ 1n klinik seyri



Ik olarak 1980 yilinda, Mayo Klinik’ten Ludwig ve arkadaslari, alkol
kullanmamig olmasina ragmen karaciger fonksiyon testleri yiiksek olan ve histopatolojik
olarak alkole bagh karaciger hastaliginda goriilen bulgular1 igeren 20 hastalik bir seri
sunmus ve bu tabloyu da nonalkolik steatohepatit olarak tanimlamistir (14). Sonrasinda
ise klinik olarak benzer olan ancak histopatolojik olarak NASH’de belirtilen bulgularin
sadece bir kismini igeren olgular tanimlanmis. Bu nedenle bu konuda yeni tanimlamalar
getirilmistir. Karaciger agirliginin %5°den fazlasinin yag olmasi karaciger yaglanmasi
olarak tanimlanmustir (1).

Tim diinyada giderek yayginlasan NAFLD, bati toplumlarinda en sik goriilen
karaciger hastaligi olarak bilinmektedir ve metabolik sendromla ¢ok yakin iligki
gostermektedir (15). Diinya saghk orgiitiiniin (WHO) tahminlerine gore, hastaligin
insidansinin bu hizla artmasi, NAFLD’1 gelecekteki en sik karaciger transplantasyon
sebeplerinden biri yapacagi yoniindedir (16).

Yapilmis bircok c¢alismada NAFLD’in metabolik sendrom diyabet, obezite,
insiilin rezistansi, dislipidemi ile yakin iligkisi gosterilmistir (4, 8). Bunun yaninda bazi
ilaclar kalitsal hastaliklar ve cerrahi girisimlerden sonra da gelsisebilecegi gosterilmistir
(4). Insiilin direncinin varliZt NAFLD gelisiminde en onemli mekanizma olarak
diisiiniilmektedir ve buna yol acan obezite, diyabet, hiperlipidemi varliginda NASH daha
sik olarak karsimiza ¢ikmaktadir. insiilin direncini saglayan bunun gibi birgok sistemik
hastaligin varligt NAFLD’1n izole karaciger hastaligindan c¢ok sistemik bir hastalifin
karaciger tutulumu oldugunu diisiindlirmektedir. Bu nedenle giiniimiizde metabolik
bozukluklarin eslik ettigi metabolik sendromun hepatik manifestasyonu olarak kabul
edilmektedir (10, 17, 18). Metabolik anormalligi olan bireylerde ilging olarak NAFLD
mevcudiyeti ile karotis intima media kalinlig1 arasinda da bagimsiz bir iligki saptanmistir
(19). Karotid plaklar NAFLD’l1 kisilerde %60 iken diger durumlarda %38 saptanmustir.
Bu bulgularda NAFLD’in diger metabolik bozukluklardan farkli sistemik etkilerinin
oldugunu gostermektedir (20).

Giliniimiizde NASH ve basit karaciger yaglanmasini ayiran en giivenilir yontem
karaciger biyopsisidir (21-23). NASH’in kesin tanist i¢in diger kronik karaciger
hastaliklarinin da dislanmasi gerekmektedir (10, 17, 22, 24). Karaciger biyopsisi



giivenilir olmasina karsin hastalar tarafindan kabulu zor ve komplikasyon riski olan bir
islemdir. Ayrica alinan biyopsilerin bir kismi dogru degerlendirme igin yetersiz
olabilmektedir (23, 25). Bu yiizden klinisyenler i¢in kolay, giivenilir ve daha az invaziv
tan1 yontemleri gerekmektedir. Bu amagla ¢esitli biyobelirtegler arastirilmaktadir (6, 7).
Ayrica NAFLD’11 hastalardaki fibrozisi degerlendirmek icin degisik fibrozis hesaplama
panelleri de olusturulmustur (26).

Hepatik steatoz, hepatositler i¢inde yag birikimidir ve karaciger biopsilerinde sik
saptanabilen bir bulgudur. Lipid damlaciklarinin morfolojisi ve boyutu, yag birikiminin
akut veya kronik olmas1 ve etyopatogenez hakkinda bilgi verebilir (10).

Mikrovezikiiler steatozda, ¢ok sayida kiicik yag damlacigi hepatosit
sitoplazmasini doldurur, niikleusu perifere itmez (27). Genellikle siddetli karaciger
fonksiyon bozukluklariyla birliktedir ve serbest yag asidi beta-oksidasyonunun son ortak
yollarindaki bozukluklar1 paylagan bazi kalitimsal veya kazanilmis hastaliklarda
gozlemlenebilir (10). Makrovezikiiler steatozda ise biiyiik tek bir yag vakuolii veya daha
kiigik smirlart belirgin yag damlaciklari hepatosit sitoplazmasini doldurur, niikleusu
perifere dogru iter ve karakteristik tagh yliziikk goriiniimiine neden olur (27, 28).
Karacigerde artmis yag asidi yiikili, yetersiz oksidasyon ve karacigerden degisik
formdaki yaglarin azalmis sekresyonu gibi patolojik degisikliklerin oldugu karmasik
olaylar sonucu olusur (29). NAFLD’da hakim olan makrovezikiiler steatozdur. Mikst
tipte steatoz goriilebilmekle birlikte hemen daima makrovezikiiler steatoz 6n plandadir.
Mikrovezikiiler steatozun hakim olmasi durumunda tan1 gdzden gecirilmeli ve basta ilag
toksitesi olmak tizere diger nedenler arastirilmalidir (28).

Hepatik steatoz altta yatan nedenin diizelmesine bagli olarak gerileyebilir veya
devam etmesiyle birlikte NASH’e ilerleyebilir (23). NASH ise steatozis, inflamasyon,
fibrozis, hepatositlerin balonlasmasi, apoptotik hiicreler ve “Mallory”nin hyalini ile
karakterizedir. Inflamasyonun derecesi her zaman fibrozisle korele degildir (4, 5, 8)
Hepatositlerdeki balonlasgma NASH icin c¢ok oOnemli bir ozelliktir. Calismalarda
balonlagsmanin varlig1 ile siddetli hastalik ve yiiksek siroz insidansi arasindaki iliski

gosterilmistir (30).



Apoptotik cisimler (asidofilik) programlanmis hiicre 6liimiiniin bir 6zelligidir ve
hepatosit hasariin gelismesinde diger bir yolu saglar. Bu yolla goriilen hiicre hasar1 da
NASH’li  hastalarda yaygindir. Rutin  boyalarla kolayca tanimlanir. Fakat
immunhistokimyasal boyamalarla saptanan keratin-18 fragmentleri ayni antijendir ve
son zamanlarda NASH’de biyomarkir olarak kullanilabilecegi vurgulanmaktadir (31,
32).

NAFLD’l1 hastalarda artmis portal inflamasyon hastaligin siddetiyle koreledir ve
NASH tamsinda énemlidir (33). Onceden Mallory cismi veya Mallory’nin hyalini olarak
bilinen Mallory-Denk cisimleri de nekroinflamasyon dercesiyle ve siroz gelisme
insidansi ile korele bulunmustur (30).

Fibrozis asiner zon 3 boélgesinden baslar. Ekstraselliiler matriks fibrilleri ve
kollajenler zon 3’iin siniizoidleri boyunca ve hepatositler etrafinda birikmeye baglar (34,
35). llerlemis hastalarda da kopriilesme fibrozisi ve siroz gelisebilir (28). Sirotik
donemde perisiniizoidal fibrozis ve aktif hastaligin diger bulgulari olabilir veya
olmayabilir. Bu ylizden NASH’1 veya diger kronik karaciger hastaliklarini gosteren
baslangi¢ biyopsisi yoksa bu tiir hastalar kriptojenik siroz olarak adlandirilirlar (36).

NAFLD’da tedavi direkt olarak insiilin rezistansinin ve metabolik risklerin
azaltilmasma yoneliktir. Yasam tarzi degisiklikleri etkin ve gilivenilir olmakla birlikte
cerrahi, diyet destegi, farmakoterapi i¢in yillar i¢inde degisik sonuglar bildirilmistir. Kilo
verilmesi karaciger histolojisinde kalici iyilesme saglarken ilaglarla yapilmis kontrolli
randomize caligmalarda hem karaciger histolojisi hem de uzun doénem sonuglar
bakimindan yetersizlikler vardir (15). Bugiin i¢in NAFLD tedavisinde giivenilir ve etkin

bir ilag kesin olarak gosterilememistir (37, 38).

NAFLD’IN EPIiDEMIiYOLOJiSi

Bat1 toplumlarda NAFLD’in prevalansi %20-30 arasinda tahmin edilirken
morbid obezlerde %90’lara kadar c¢ikmaktadir (39-41). NAFLD’in c¢ocuklardaki
prevalansi ise genel populasyonda %3 iken obez ¢cocuklarda %53 lere kadar ¢ikmaktadir

(42, 43). NAFLD yas ve etnik gruba gore de farkli oranlarda karsimiza ¢ikar. Amerikada



hispaniklerde %45 iken, beyazlarda %33 ve siyahlarda %24 olarak goriilmektedir. Yine
beyaz erkeklerde %42 iken beyaz kadinlarda %24 olarak tespit edilmistir. Hispanik ve
siyahlarda ise cinsiyet farki saptanmamustir (39).

Yine ¢ocukluk doneminde ve adolesan donemde etnik gruplara gore farkliliklar
olabilmektedir (44). Bu durum daha ¢ok farkli etnik gruplarda viicut yag dagiliminin
farkli olmasiyla agiklanmaktadir. Mesela hispaniklerde viicut yag orani daha fazla ve
bel/kalga oram1 daha yiliksek saptanmistir (45). Yine Asyali’larda, benzer viicut kitle
indeksi (VKI) olan beyazlara gére visseral yag oram daha yiiksek, yagsiz viicut orani
daha diisiik oranda tespit edilmistir (46). Bu yilizden farkli etnik gruplardaki lipid
dengesinde goriilen farkliliklarin NAFLD siirecini etkiledigi diistiniilmektedir (39).
NAFLD’in klinik olarak daha siddetli ve Onemli formu olan NASH ise genel
populasyonda %2-3’den az olmakla birlikte morbid obez populasyonda %37’lere kadar
cikmaktadir (41, 47). NASH siroza progrese olabilir ve sonucta hastalarda karaciger
karsinomu gelisebilir (39, 40).

NAFLD’l1 bireylerde genellikle tek basina olan ve en sik goriilen laboratuar
anormalligi serum transaminazlarindaki hafif ya da orta dercedeki yiiksekliklerdir (48).
Genellikle obez olan bu bireylerde hiperlipidemi, tip-2 diyabet, hipertansiyon ve insiilin

rezistansi tabloya siklikla eslik etmektedir (8).

NAFLD’IN DOGAL SEYRIi

NAFLD’in dogal seyrinde, basit yaglanma olgularinin genellikle normal
bireylere yakin oranda sagkalima sahip oldugu gozlenirken, steatohepatit gelisenlerde
karaciger fibrozisine ve siroza ilerleme egilimi nedeniyle morbidite ve mortalitenin
arttig saptanmistir (5, 49). Ayrica bu hastalardaki HCC goriilme sikliginin saglikli
bireylere gore arttig1 bulunmustur (12).

Yiiksek VKI ve artmus insiilin rezistansi veya tip-2 diyabet varligi fibrozis
progresyonunu artiran Onemli risk faktorleridir (50, 51). Tami sirasinda saptanan
histolojik bulgulardan hepatositlerdeki steatoz, inflamasyon ve balonlasma Onemli

sekilde diizelebilir veya tamamen ortadan kaybolabilir. Onemli olan fibrozis varligidir.



Bu yiizden fibrozis yayginligi disindaki bu bulgular NAFLD’1n uzun dénem prognozunu

tahmin etmede ger¢ek¢i olmayabilir (51). Bu konuda yapilmis ¢alismalarda hastalarin

genellikle %30-40 oraninda progresyon gosterdigi saptanmustir (Tablo 1).

Tablo 1. NAFLD’l1 Bireylerde Yapilan Ardisik Karaciger Biyopsileri ile Fibrozis

Evresindeki Degisikliklerin Degerlendirildigi Caligmalar

Biyopsiler arasi Hastahg Hastahg Hastahg
Hasta yop . g stabil iyilesme
Yazar (yil) ortalama zaman | Ilerleyenler "
sayisi arah (yillar) n (%) kalanlar | gosterenler

g n (%) n (%)
Harrison (2003) 22 5.7 (1.4-15.7) 7 (32) 11 (50) 4 (18)
Fassio (2004) 22 4.3 (3-14.3) 7(32) 11(50) 4 (18)
Adams (2005) 103 3.2(0.7-21.3) 38 (37) 35 (34) 30 (29)
Ekstedt (2006) 70 | 13.8(10.3-16.3) 29 (41) 30 (43) 11 (16)

NAFLD’1mn ileri evrelere progresyonu genellikle yavastir yillar hatta dekadlar
stirebilir. Ancak tant kondugu andaki evresi 6nemlidir. Sadece steatoz olanlarda prognoz
¢ok selimdir. Danimarka’da ¢ogu morbid obez olan 109 hastalik bir ¢alismada yaklasik
17 yil gibi uzun bir siire hastalar takip edilmis. Bu siire sonundaki siroz insidansi
%]1°’den az olarak tespit edilmistir (52). Ancak yapilan son c¢alismalarda sirotik
asamadaki NASH’l1 hastalarda prognozun koti oldugu saptanmistir (53-55). Bu
caligmalardaki 4-10 yillik takipler sonucunda hastalarin %9-26’sinin 6ldiigii tespit
edilmistir. Cogu 6liim nedeninin ise son donem karaciger hastalif1 ile iliskili oldugu
saptanmistir.

NAFLD’l1 bireylerdeki sagkalimin, genel populasyondaki aymi yas ve
cinsiyettekilere gore daha kisa oldugu yapilmis baska calismalarda da gosterilmistir (50,
56). Amerikada iligkli

komplikasyonlardan 6liim, NAFLD’h

yapilmigs toplum tabanli bir c¢alismada; karaciger

bireylerde 3. sirada saptanirken genel




populasyonda 13. sirada tespit edilmistir. Yine bozulmus aglik glukozu veya diyabet,
ileri yas ve siroz varliginin NAFLD’l1 bireylerdeki yliksek mortaliteyle bagimsiz iligkisi
oldugu saptanmustir (56). NAFLD 1n ayrica kronik hepatit C, alkolik karaciger hastaligi,
hemakromatozis gibi diger kronik karaciger hastaliklarinin siddetini arttirarak

progresyonlarini hizlandirdig1 da gosterilmistir (57).

NAFLD’IN ETYOLOJIiSi

NAFLD’1n ana nedeni olarak insiilin rezistansi ve buna yol agan tip-2 diyabet,
obezite ve dislipidemi gibi metabolik degisiklikler sorumlu tutulmustur (58). Santral tip
obezite artmis visseral yag toplanmasiyla iliskilidir. Visseral yag dokusunun lipolitik
potansiyeli yiiksektir ve serbest yag asitlerinde (SYA) artisa yol acarak insiilin
rezistansinda onemli mediatdr gorevi goriir (59). Bu yilizden santral obeziteli hastalar
olmayanlara gore daha siklikla insiilin rezistansi ile birliktelik gosterir (60).

Cesitli etnik topluluklarin bulundugu Amerikada yapilmis ¢alismalarda, degisik
etnik gruplardaki NAFLD prevalansinin farkli oldugu saptanmistir. Hispanik yetiskinler
ve ¢ocuklarda NAFLD daha fazla goriiliirken siyahlarda daha az tespit edilmistir (39,
44). Bu durum 1rksal farkliliklara bagl olarak viicut kompozisyonlarinin ve viicut yag
dagilimlarinin farkli olmasiyla agiklanmaktadir (39). Zaten genetik yatkinlik nedeniyle
gelisen santral obezite ve tip-2 diyabetin NAFLD gelisiminde rol oynadig: siiphesizdir
(58). Genetik faktorlerle ilgili Dallas grubunun c¢aligmasinda da NAFLD’a egilimi
artiran ve progresyonuyla iliskili PNPLA3 gen varyantlarinin etnik farkliliklar gosterdigi
saptanmigtir. Bu bulgular kalitimsal farkliliklarm NAFLD patogezindeki etkilerini
ortaya ¢ikarmaktadir (61).

Cevresel faktorler ile azalmig fiziksel aktivite, yagdan zengin beslenme gibi
yasam stiliyle iliskili faktorlerin, insiilin rezistansi (IR) gelismesine yol agarak NAFLD
ve IR iligkili hastaliklarin gelisiminde etkili oldugu iyi bilinmektedir (58).



NAFLD’IN PATOGENEZI

NAFLD patogenezinde ilk ortaya atilan patogenez mekanizmasi Day ve James
tarafindan One siiriilen ¢ift vurus (two hits) hipotezidir. Bu hipoteze gore ilk vurus
steatozu olustururken, ikinci vurus nekroinflamatuvar aktivitenin bagslamasini ve NASH
gelisimini  olusturmaktadir (62). Ancak daha sonra serbest yag asitlerinin etkileri
hakkindaki bilgiler arttikga SYA’lerinin karaciger hasarinda direk etkilerinin odugu
anlasildi. Bdylece bu teorinin modifye edilmesini sagladi. Obezite ve IR varliginda
karacigere SYA sunumunda artis olur. SYA’leri hem beta oksidasyona ugrar hem de
gliserolle esterleserek trigliseride doniisiirler ve hepatik yag birikimine yol acarlar.
Boylece SYA’leri oksidatif stres ve inflamatuvar yollar1 aktive ederek direk toksisiteye

(3

yol agabilir (63). Bu patogenetik mekanizmalara baska bir komponent veya *’ii¢lincii
vurus’’ da eklenmistir ki bu da yetersiz hepatosit proliferasyonunu yansitmaktadir (64).
NAFLD patogenezinde, IR, oksidatif stres, hepatik stellat hiicre aktivasyonu, apoptozis,
inflamasyon ve genetik nedenlerin etyopatogenezdeki rolleri bir¢cok c¢alismada
gosterilmistir. Bu faktorlerin NAFLD patogenezindeki muhtemel rolleri Sekil 2’de

gosterilmistir.
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Sekil 2. NAFLD patogezinde etkili mekanizmalar

Periferal insiilin rezistansi, karacigerde serbest yag asitlerinin iiretiminde artisa
yol acar. Bu durum SYA’lerinin alimi, sentezi ve tasinmasi ile oksidasyonu arasinda
dengesizlige yol acarak hepatik steatoza neden olur. Boylece ilk vurus sonrasi
inflamasyona duyarli hale gelen hepatositlerde SY A’lerinin oksidasyonu sonucu gelisen
reaktif oksijen radikallerinin (ROS) iiretimi apoptozis ve inflamatuvar hasari tetikleyerek
HSH’lerin aktivasyonunu saglar ve karaciger fibrozisine yol acar. Artmis hepatik SYA,
endoplazmik retikulum stresine yol agar ve c-jun-N terminal kinazin (JNK)
aktivasyonuna neden olarak hepatositlerde inflamasyon ve apoptozisi artirir. Yine
adipoz dokudan sekrete edilen adipositokinlerden leptinin adiposit metabolizmasi ve
insiilin aracili yolaklarda direkt etkisi vardir. Adiponektinin ise antiinflamatuvar ve
antisteatotik etkisi vardir. Adiponektinin sentezi, ozellikle NF-Kf araciligiyla sentezi

arttirtlan Timor nekroz faktor-alfa (TNF-a) tarafindan diizenlenir (15).
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Kilo artisiyla birlikte adipoz doku artist ve hepatik insiilin rezistansi,
hipertrigliseridemi ve artmig serbest yag asitleri (SYA) visseral adipoz dokunun artigina
neden olurlar. Artmis visseral adipoz doku da heniliz tam olarak anlasilamamis
mekanizmalar araciligiyla insiilin rezistansini gelisiminde etkili olur (15). TNF-a ve
interlokin (IL)-6’nin SY A’lerinin lipoliz yoluyla artisina ve insiilin reseptor substratinin
aktivasyonunu engelleyerek bu kisir dongiide rol aldigi ileri siiriilmiistiir. Mitokondriyal
disfonksiyon, oksidatif stres ve de novo lipogenezin de bu kisir dongiide etkileri oldugu
gosterilmistir (65, 66).

Hepatik steatoz, lipid sentezi ve oksidasyonu arasindaki dengenin bozulmasiyla
olusur. Azalmis SYA oksidasyonuna neden olan potansiyel mekanizmalar olarak;
peroksizom proliferatér aktive eden reseptdr-a ekspresyonunun (PPAR-o) azalmasina
bagl yetersiz mitokondirial f-oksidasyon, PPAR-y ve sterol duyarli element baglayici
protein-1c (SREBP-1c) yolunun araciligiyla artmis de novo lipogenez ve artmis hepatik
lipoliz diistiniilmistiir. Endokannabinoid sistem ise hepatik cannabinoid CBI1
reseptidrlerinin aktivasyonuyla SREBP-1c ekspresyonunun artigina yol agar. Steatoz
tizerine ¢alismalar son zamanlarda daha da yogunlagsmistir. Diagilgliserol agiltransferaz-
1(DGAT-1)’in trigliserit sentezinde ve eksojen yag asitlerinin esterifikasyonunda
anahtar rolii oldugu son calismalarda gosterilmistir. Bununla baglantili olarak
DGAT/!I’in inhibisyonuyla, steatoz gelisiminin Onlendigini gosteren c¢alismalar da
mevcuttur (67).

Yine yag asidi sentezinde rol alan genlerin kontroliinde etkili oldugu gosterilen
X-Box baglayict  proteinl’deki (XBP1) eksikligin  hipokolesterolemi  ve
hipotrigliseridemiye yol agtig1 saptanmistir. Ancak etkili oldugu mekanizmalar tam
olarak anlasilamamistir (68). NAFLD’lilarda degismis mikro RNA (miR) profili de
saptanmugtir.  Ozellikle miR122’nin  hiicre metabolizmasinda ve inflamasyonun
diizenlenemesinde 6nemli rolii oldugu gosterilmistir (69, 70).

Son zamanlarda tartigmali olmakla birlikte bagirsak kaynakli endotoksinlerin de
NAFLD patogenezinde rol aldigin1 gosteren caligmalar bildirilmistir. Bagirsak
permeabilitesinin NAFLD’l1 bireylerde belirgin arttig1 saptanmustir. ince bagirsakta
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bakteriyel asir1 ¢ogalma sikliginda artis saptanmis olup bunu gosteren parametrelerin
steatozun siddetiyle korele oldugu gosterilmistir (71).

Steatozun gelistigi karacigerde tetikleyici mekanizmalarin devreye girmesiyle
inflamasyon asamasi ortaya ¢ikmaya baslar. Serbest yag asiteri (SYA), niikleer faktor-
Kp yolunun aktivasyonunu saglayarak ve proinflamatuar sitokinlerin salinimini artirarak
inflamasyona neden olur. NAFLD’l1 bireylerde C3 ve C4d kompleman sisteminin
aktivasyonuyla birlikte karacigerdeki apoptotik hiicrelerde artis oldugu calismalarda
gosterilmistir. Yine C3 birikiminin aktive oldugu hastalarda IL-6 ve IL-8 saliniminin ve
hepatik nétrofil infiltrasyonun onemli sekilde arttigi saptanmistir (72). intrahepatik
naturel killer hiicrelerde de artis goriilir. Plazma myeloperoksidaz (MPQO) agresif
oksijen radikallerinin meydana gelmesini saglayan bir nétrofil enzimidir ve NASH’l1
hastalarda yliksek seviyelerde saptanmistir (73). Cesitli kemokinler ve hepatik notrofil
infiltrasyonuyla MPO aracili oksidasyon iiriinlerinin birikmesi NASH gelisimine katkida
bulunmaktadir. Bazi1 ¢alismalarda da poliansature yag asitlerinin  yetersiz
metabolizmasinin ve yetersiz non enzimatik oksidasyonunun NASH progresyonu ile
iliskili oldugu saptanmistir (74). Ozetle niiklear transkripsiyon faktérlerinin
bozulmasiyla ortaya ¢ikan anormal lipid metabolizmasimnin, inflamasyon
patogenezindeki rolii ¢ok onemlidir.

SYA araciligrtyla gelisen lipotoksisite bir¢cok sinyal yolaginin aktive olmasiyla
gelisir. Mitokondriyal disfonksiyon, degismis lipid profili (6zellikle n-3 poliansature yag
asitlerinin tiiketilmesi), TNF-o aracili sitotoksisite, c-jun-N terminal kinazin (JNK)
aktivasyonu, lizozomal ve kaspaz yollariyla hiicre oliimii, endoplazmik retikulum
stresinin aktivasyonu ve protein yanit gelismesindeki diizensizlik gibi c¢esitli
fizyopatolojik mekanizmalar hepatosit hasarinda rol alir (75, 76). Son zamanlarda
hepatosit hiicre kiiltiirlinde yapilan bir ¢alismada oleik asitin, palmitik asitten daha fazla
steatojenik ve daha az apoptotik etkiye sahip oldugu gosterilmis. Buna gore diyet
farkliliklarinin da NAFLD’in patogenetik modellerindeki etkisi gosterilmistir (77).
Bunun yaninda oksidatif stres ve lipid peroksidasyonu JNK sinyal yolunun

aktivasyonunu saglar. Oksidantlar ve lipid peroksidasyon iiriinii olan 4-hydroxynonenal
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sinerjistik olarak JNK yolunu siirekli olarak aktive eder. Bdylece NAFLD
progresyonunda rol alarak hepatosit hasar1 gelisimine katkida bulunur (78).

NAFLD etyopatogenezinde rol aldigir diisiiniilen genetik varyantlardan en
Oonemlisi patatin benzeri fosfolipaz etki alam1 igeren-3 (PLPLA3) genetik
polimorfizmidir. Adipositlerdeki triagillerin hidrolizinden sorumlu triagilgliserol lipaz
enzimini kodlar (61, 79-81). Diger genetik varyantlar, makrofaj migrasyon inhibitor
faktor gen, adiponektin, metilentetrahidrofolat reduktaz, PPAR-y koaktivatorl-a,
haptoglobulin, TNF-a gen, ve ATP baglayici kaset genden olusmaktadir (82, 83).
Anjiyotensin II tip 1 reseptor’iin ise Ozellikle fibrozis gelisiminde potansiyel dnemi
oldugu diistintilmektedir (84).

NAFLD’mm seyrinde fibrozis progresyonu basit yaglanmada beklenmezken
steatohepatitli olgularda goriilebilir. Proinflamatuvar sitokinler hepatik stellat hiicre
(HSH) aktivasyonunu saglayarak kollajenoz matriks tiretimini artirirlar ve hepatik
fibrozis gelisimine yol acarlar. Matriks iiretimi endokannabinoid reseptorlerin
aktivasyonundan etkilenen HSH’lerin apoptozisi ile diizenlenir (85). Diagilgliserol
aciltransferaz inhibisyonu HSH aktivasyonunu azaltarak karaciger fibrozisini azaltir.
NAFLD VE NASH arasindaki temel fark hepatosit apoptozisinin yayginligidir.
Apoptotik hiicrelerin fagositozu da HSH’lerin aktivasyonunu saglar ve fibrozis

progresyonunun artigina yol acar (86).

NAFLD TANISINDA LABORATUVAR VE NONINVAZiV YONTEMLER

NAFLD genellikle rutin laboratuar tetkikleri sirasinda saptanan transaminaz
yiikseklikleri ve ¢ogunlukla NAFLD siliphesi disindaki nedenlerle yapilmis
ultrasonografik incelemeler veya diger goriintiileme ydntemleri sonucunda rastgele
teshis edilir. Cogu hasta asemptomatiktir. En stk semptomu yorgunluk ve sag st kadran
agrisidir.  Fizik muayenede genellikle obezite ve hepatomegali disinda o6zellik
saptanmaz. Ancak ilerlemis karaciger hastaligi olanlarda sarilik, asit, ensefalopati ve

sirozun diger periferik bulgular1 saptanabilir (26).
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En sik goriilen laboratuar anormalligi transaminaz yiikseklikleridir. Genellikle
normalin 3-4 katim1 gegmez. Genellikle Alanin aminotransferaz (ALT)/aspartat
aminotransferaz (AST)>1 dir (87). Bu AST, ALT yiiksekligi her zaman fibrozisle korele
degildir ve fibrozis siddetini yansitmaz. Normal ALT degeri olan NAFLD’l1 bireyler de
mevcuttur (88). Serum alkalen fosfataz (ALP) ve gamaglutamil transferaz (GGT) yiiksek
olabilir (89). Tanida en yaygin kullanilan goriintiileme yontemi ultrasonografi (USG)’
dir. Hastalardaki obezite varlig1 duyarlilig1 azaltmaktadir. Hamaguchi ve arkadaslarinin
diisiik VKI'li bireylerde yaptig1 ¢aligmada USG, yagh karaciger tanisint koymada %91,7
duyarli ve %100 spesifik saptanmistir (90). Ancak USG’ nin duyarlilign morbid
obezlerde %@49’lara kadar diismektedir (91). Bilgisayarli tomografi de steatozu
saptamada faydalidir. Steatoz > %30 oldugunda duyarliligt %82, spesifisitesi %100
olarak saptanmistir. Ancak bu iki yontem de NAFLD ve NASH ayirimini yapamaz ve
hastaligin siddeti hakkinda bilgi veremez (92, 93).

Manyetik rezonans goriintiilleme (MR) hepatik steatozu en dogru gosteren ve
miktarin1 6lgebilen goriintiileme yontemidir. Temel mekanizma yag ve su arasindaki
sinyal farklarma dayanir. Histolojik degerlendirmeylede korele oldugu saptanmistir (94,
95). Non invaziv olmasina ragmen pahali ve hastalardaki klastrofobi, viicutta implante
cthazlarim varligt kullanimini kisitlamaktadir (22). Yeni gelistirilen metodlardan
manyetik rezonans spektroskopi de hepatik trigliserid igerigini dlgen yontemdir. Diisiik
miktardaki trigliseridleri bile Glger, besin alimindan etkilenmez. Ancak kiigiik captaki
arastirmalar icin kullanilmaktadir (96).

Tranzient elastograti (TE) karaciger fibrozisini tahmin etmek i¢in son
zamanlarda gelistirilen non invaziv bir yontemdir. Titresimle olusturulan mekanik
dalgalarla karaciger elastikiyeti olgiilerek fibrozis tahmin edilir. ilerlemis karaciger
hastaligin1 gosterir fakat erken donem karaciger fibrozisini gostermede yetersizdir (97,
98).

Klinik fibrozis modelleri olusturmak ic¢in klinik ve biyokimyasal parametrelerin
kombinasyonlar1 kullanilarak bazi belirleyici paneller olusturulmustur. Bu sayede non
invaziv olarak karaciger fibrozisi tahmin edilmeye c¢aligilmistir. Bunlardan biri olan BAAT

skor sisteminde; VKI, yas, ALT ve serum trigliserit seviyeleri baz almir. Bu sistem,
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ilerlemis fibrosis i¢in iyi bir pozitif prediktif degere sahip iken hafif ve orta derecedeki
hastalik icin ¢ok giivenilir degildir (34). Yine NAFLD fibrozis skor sistemi; yas,
hiperglisemi, VKI, trombosit sayisi, albumin seviyesi ve AST/ALT oranindan olusan
parametrelerle hesaplanir. 733 kisilik bir calismada NAFLD’l1 hastalarin %90’1nda fibrozis
varligint veya yoklugunu tahmin edebilmistir (99). Orijinal Avrupa Karaciger Fibrozis
(OELF) testi; yas, hyaluronik asit ve Tip-Ill kollajenin N-terminal polipeptiti ve matriks
matalloproteinaz-1’in doku inhibitorii baz alinarak olusturulmustur. Bu algoritmin fibrozisi
gostermede duyarlilifi %90, ciddi fibrozisi dislamadaki negatif prediktif degeri ise %92
saptanmistir. Yasin hesaba kaltilmadigi modifiye algoritim olan Geligsmis Karaciger Fibrozis
panelinin (ELF), NAFLD’li hastalart dogru teshis etmede OELF’den daha iyi oldugu
gbzlenmistir. Basit makirlarin panele eklenmesiyle diagnostik etkinlik artirilmistir (100).
Fibro test ise 2-makroglobulin, apolipoprotein Al, haptoglobulin, total bilirubin ve
GGT’den olusan biyokimyasal markir kombinasyonundan olugsmaktadir. Ratziu ve
arkadaslar1 Fibro Test’in ilerlemis karaciger fibrozisini giivenilir olarak tahmin edebilen
noninvaziv bir yontem oldugunu gostermislerdir. Ancak Gilbert sendromu, akut inflamasyon
ve yiiksek serum HDL-kolesterol gibi durumlar Fibro Test yetersizligine yol a¢gmaktadir
(101). Bu testler noninvaziv olmasi nedeniyle 6nemlidir. Ancak farkli populasyonlarda,
genis, randomize prospektif calismalardan yoksundur. Ayrica hastaligin aktivitesini veya

progresyonunu monitorize etme konusunda yeterli degerlendirmeleri yapilmamaistir (102).

NAFLD TANISINDA KARACIGER BiYOPSISIiNIN YERI

Giliniimiizde NAFLD’l1 hastlardaki hepatik steatozun siddetini ve fibrozisin
evresini belirlemede altin standart karaciger biyopsisidir (15). Invaziv olmayan
yontemlerden Fibro Test ve Steato Test’in klinik etkinlikleri sinirli olmustur. Yine
potansiyel biyobelirtecler ve biyoistatistiksel modellerin etkinligi de genel kullanim i¢in
yeterli giiclii verilere ulasmamistir. Bu konuda genis capli ¢alismalar devam etmektedir
(15). Bunun i¢in karacigerdeki steatoz, inflmasyon ve fibrozisi degerlendirmek i¢in iyi
bilinen karaciger biyopsi konsepti gelistirilmistir. Karciger biyopsisi invaziv,

komplikasyon riski olan ve kimi zaman ornekleme hatalar1 goriilebilen bir yontemdir
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(103, 104). Ayrica populasyonda tarama araci olarak kullanilamaz. Karaciger biyopsisi
NAFLD tansinda standarttir ancak diger klinik bulgularla birlikte degerlendirilmesi
gerekmektedir (36).

Bu biiyiik organin 1/50.000-1/65.000’1 biiyiikliigiindeki biyopsi yeterlidir. Bunun
icin karaciger biyopsisinde baglica 6nemli noktalar; yiliksek kalite biyopsi teknikleri,
uygun igne sec¢imi, dikkatli 6rnekleme alani, uygun doku hazirlig1 ve iyi yorumlamadan
olusmaktadir (36). Yeterli 6rnekleme ile NAFLD tanis1 arasinda korelasyon mevcuttur.
Bu yiizden degerlendirme i¢in > 1,5 cm 6rnek kesin NAFLD tanisi igin genellikle yeterli
olmaktadir (105).

NAFLD’in histolojik olarak karakteristik 6zelligi olan steatoz hepatositlerde
trigliserit birikmesiyle olusur. NAFLD’1n histolojik tanisi i¢in minimum %S5’ten fazla
steatotik heptositlerin varlig1 gerekmektedir (28, 47). NAFLD 1 histolojik spektrumu
genellikle makrovezikiiler steatozun buludugu basit steatozdan, inflamasyon ve hiicre
hasarmin eklendigi NASH’a kadar degisebilmektedir.

Basit steatoz genellikle makrovezikiilerdir. Tek bir biiylik yag damlacigi ya da
kiiciik yag damlaciklar1 hepatosit sitoplazmasi iginde birikir ve ¢ekirdegi hiicre
periferine dogru iterler. Mikst tip steatoz da goriilebilir. Bu tipte makrovezikiiler steatoza
ek olarak cekirdegi merkezi yerlesim gosteren ve sitoplazmasinda c¢ok sayida yag
damlaciklar1 igeren hepatosit gruplar1 da goriiliir. Basit steatozda bazen steatoza ek
olarak lobuler inflamasyon odaklari, hafif portal inflamasyon ve lipograniillomlar
goriilebilir. Ancak hepatoselliiler hasar ve fibrozis goriilmez (28).

Steatoz asinar zon 3 (periveniiler) bolgeden baslar ve siddeti steatotik hepatosit
gore yapilir. %0-33 (ya da %0-5%, 5%-33%)-hafif, %33-66-orta ve >%66-siddetli
steatoz olarak adlandilir (106, 107).
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Sekil 3. Karacigerdeki basit steatozun mikroskopik goriintiisii

Cogu patolog, eriskin NASH’m histolojik tanisi igin tipik asiner bolge 3’e
lokalize steatoz, genellikle balonlasma seklinde ve lobiiler inflamasyon igeren hepatosit
hasarinin minimum kriterler oldugunu diisiinmektedir. Tan1 i¢in fibrozis sart degildir
(108-110). NASH’te balonlasma ¢ok oOnemli oOzelliktir. Prognostik ¢alismalarda
balonlagma ile hastaligin siddeti ve siroza ilerleme arasinda dikkat cekici iligki
saptanmigtir (30). Ayrica hepatositteki balonlasmanin varligi metabolik sendromun bir
ozelligi olarak degerlendirilmistir (111). Histolojik olarak hepatosit balonlasmasi
gozlemciye gore degisebilir. Bu yilizden normal hepatosit keratinlerinden 8 ve 18’in
kaybinin immunolojik boyama yoOntemleriyle gosterilmesi, hepatosit balonlasmasinin
daha objektif tespitini saglayabilir (112).

Apoptotik cisimler NASH’de yaygin goriilen hepatosit hasarinin diger formudur
ve programlanmis hiicre 6liimiiniin bir 6zelligidir (113). Rutin boyalarla kolayca taninir.

Ancak immunhistokimyasal yontemle saptanan keratin 18 fragmentleri daha c¢ok
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vurgulanir. Ayni antijen son zamanlarda NASH 1n biyobelirteci olarak ileri siiriilmiistiir
(31, 32). Lobular inflamasyon genellikle hafiftir ve lenfosit, eozinofil, nadiren de
notrofillerden olusan mikst inflmatuvar hiicre infiltrasyonunu igerir. Polimorflarin
nadiren balonlagsmis hepatositleri ¢evreledigi goriiliir ki bu lezyona *’satellitozis’’ denir
(109, 114).

Portal kronik mononuklear hiicre infiltrasyonu nadir degildir ve genellikle
hafiftir. NAFLD’li hastalarda artmis portal inflamasyon hastalik siddeti i¢in bir
belirtectir ve kesin steatohepatit tanisiyla koreledir (33).

Fibrozis genellikle asinar zon 3’ten baglar. Karakteristik olan “’tavuk tel”’
paterni, zon 3 sinuzoidleri boyunca ve hepatositler ¢evresinde, kollajen ve ekstraselluler
matriks fibrillerinin birikmesiyle olusur. Baz1 morbid obez kisilerde, perisinuzoidal ve
periselluler fibrozis olmaksizin goriilen portal fibrozisin NASH ile iliskili oldugu rapor
edilmistir (34, 35). Ilerlemis hastalikta kopriilesme nekrozu ve siroz geligebilir. NASH
iligkili siroz genellikle makronoduler veya mikst tiptir. Sirotik asamada aktif NASH
bulgular1 saptanamayabilir. Bu durumdaki etyolojisi onceden bilinmeyen hastalar
kriptojenik siroz olarak isimlendirilirler. Bu nedenle giiniimiizde kriptojenik sirozlarin

6nemli bir kisminin NAFLD nedeniyle gelistigi diisiinilmektedir (28, 58).

Sekil 4. Steatohepatit ve karaciger fibrozisinin mikroskopik goriintiisii
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Diger kronik karaciger hastaliklarindaki gibi sinuzoidal kollajen formasyonunun
olusumu hepatik stellat hiicre (HSH) aktivasyonu sonucu gelisir. HSH aktivasyon
skorunun, NAFLD seyrinde fibrozis progresyonunu tahmin ettigi gosterilmistir.

NAFLD’daki diger histolojik bulgular olarak 6nceden Mallory cisimleri veya
Mallory hiyalini olarak bilinen Mallory-Denk cisimleri (MDC), megamitokondri ve
demir birikimi de goriilebilir.

MDC zon 3’teki balonlagsmis hepatositin ¢ekirdeginin yakininda bulunan
eozinofilik intrasitoplazmik cisimlerdir. Genellikle perisinozoidal fibrozis alaninda
bulunur. Bu cisimler, keratin 8 ve 18 gibi yanlis katlanmis ara filamentler, ubikitin, sicak
sok proteinleri ve p62°’den olusur. MDC’i NAFLD seyrinde artmis nekroinflamatuvar
aktivite ve yiiksek siroz insidansi ile korele bulunmustur (30,106).

Megamitokondri, ¢cogunlukla mikrovezikiiler yaglanmada goriilen yuvarlak veya
igne seklinde olan eozinofilik intrasitoplazmik inkliizyonlardir. NASH’da goriilmesi
lipid peroksidasyonu sonucu veya adaptif degisiklikler sonucunda oldugunu
diistindiirmiistiir. Biyopsilerde steatohepatit ile megamitokondri birlikteligi, diyabet ve
obezite gibi nonalkolik etyolojiyi destekler. Ciinkii alkolik steatohepatitlerde ¢ok nadir
gortliir (115-118).

Hepatik demir birikimi periportal hepatositlerde veya panasinar endotelyal
hiicrelerde goriiliir. Genellikle hafif demir birikimi olur. Eger yogun demir birikimi
saptanirsa diger demir metabolizmasiyla ilgili hastaliklar ararstirilmalidir (119, 120).

NASH tanist koymak i¢in nekroinflamatuvar aktivitenin derecesi ve fibrozis
evresisini degerlendiren skorlama sistemleri gelistirilmistir. Ilki 1999°da gelistirilen bu
skorlar sayesinde NASH tanis1 koymanin standartize edilmesi amaglanmistir. Bu
skorlama sistemine gore steatoz, lobular ve portal inflamasyon ve hepatoselluler
balonlasma degerlendirilmis. Buna ek olarak fibrozis evrelemesi yapilmistir (106).
Giliniimiizde ¢ok daha yaygin olarak NASH Klinik Arastirma Agi (CRN) tarafindan
2005’te yayinlanan histolojik skorlama sistemi ve fibrozis skorlamasi kullanilmaktadir.
Hem yetiskin hemde pediatrik NAFLD 11 bireylerin biyopsilerinde tespit edilen aktivite
dereceleri sayisal olarak puanlandirilarak (Steatozis:0-3, lobiiler inflamasyon:0-3,

hepatosit balonlasmasi:0-2) NAFLD aktivite skoru (NAS) olusturulur. NAS skoruna
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gore de siniflandirma yapilir. NAS skoruna gore; 1-2 kesin NASH degil, 3-4 borderline
(olas1) vakalar, 5-8 kesin NASH olarak adlandirilir. NASH CRN sistemi ile fibrozis
skorlamasi, baz1 farkliliklar icermesiyle birlikte Brunt ve arkadaslar1 tarafindan onerilen
yonteme dayanmaktadir (106).

NAFLD histolojik skorlama sistemlerinin kullanimi rutin pratikte yeterince
degerlendirilmemistir.  Genellikle ¢alismalar i¢in kullanilmistir. Portal kronik
inflamasyon gibi kesin NASH ve ilerlemis fibroziste tanimlanmis histolojik bulgularin
ve hepatosit apoptozisyle iliskili biyobelirteglerin birlikte kullanilmasi tani ihtimalini
artirabilir (31).

Sonu¢ olarak karaciger biyopsisi teshisin dogrulanmasi, fibrozis ve
nekroinflamasyonun semikantifikasyonu ve degerlendirilmesinin yani sira remodelingi

saptamada elimizdeki en giivenilir yontemdir (103).

NAFLD TANISINDA BiYOKIMYASAL BELIRTECLER

NAFLD tanisinda en iyi yontem olan karaciger biyopsisi, uygulamasi ¢ok pratik
olmayan, komplikasyon riski olan ve hastalar tarafindan da kabulu zor bir yontemdir. Bu
yiizden klinisyenler i¢in daha az invaziv ve kolay uygulanabilir degerlendirme araglari
gerekmektedir. Bu amagla gectigimiz son birka¢ yilda arastirmacilar NAFLD’l1
hastalarin karaciger histolojisini tahmin edebilen noninvaziv ydntemler {iizerinde
calismalarin1 yogunlastirmislardir. Cogu ¢alisma ilerlemis fibrozisi gosterirken, bazilari
da fibrozisten ¢ok steatohepatit derecesini gostermeye yonelik olmustur (87, 121-123).
Karaciger histolojini tahmin i¢in bircok biyobelirte¢ calisilmistir. Yeni gelistirilen
biyobelirtecin klinik degerinin olabilmesi i¢in standardize edilmesi gereklidir ve
degerlendirilmesi kolayca yapilabilmelidir. Bunun yaninda NAFLD’ 1n basit steatozdan
steatohepatite kadar goriilen dagiliminda NASH ve basit steatoz ayirimini yapmada
yiiksek sensitivite ve spesifisiteye sahip olmalidir. Hastaligin biyolojisinin iyi bilinmesi
sonucunda bu alanda daha uygun yeni biyobelirtecler gelistirilebilir. Mesela hepatosit
apoptozisinin ve insiilin rezistansinin, karaciger hasarinin patobiyolojisi iizerindeki

etkileri bilinerek kaspaz bagimli sitokeratin-18 (CK-18) ve ¢ok sayida farkli adipokinler

21



gibi NASH n tanisinda umut verici biyobelirtecler gelistirilmistir (113, 124, 125). Artan
bilgilerimize gore hepatoselluler apoptozisin NAFLD progresyonunda santral rol
oynadig1 goriilmiistiir. Apoptozis NASH’de belirgin goriiliirken basit steatozda belirgin
degildir. CK-18 karacigerde hepatosit apopitozisi sirasinda, kaspazlarin en belirgin
substratt olan en Onemli ara filament proteindir. NAFLD’li bireylerde, hepatositin
apoptotik hiicre 6liimiiniin kan dolagimina CK-18 salinmasiyla iligkli oldugu ¢esitli
caligmalarda gosterilmistir. NAFLD’l1 hastalarda kontrol grubuna gore daha fazla arttig1
ve karaciger fibrozisiyle korele oldugu gosterilmistir (32).

NAFLD’1n patogenezinin multifaktoryal oldugu ve metabolik sendromun hepatik
manifestasyonu oldugu kabul edilmektedir. Ayn1 sekilde insiilin rezistansinin NAFLD
patogenezinde 6nemli rolii oldugu bilinmektedir (126-128). Leptin, adiponektin, rezistin
ve ileri glikasyon son iiriinleri i¢in ¢ozliniir reseptor (SRAGE) gibi metabolik sendrom
biyobelirteglerinin NAFLD tanisindaki yeri arastirilmis ve NASH ile baglantilarini
gosteren bazi bulgulara rastlanmistir. Leptinin insan karacigerinde insiilin etkilerini
zayiflattigt ve sonugta insiilin rezistansi gelistirdigi bilinmektedir. Ayni zamanda
proinflamatuvar ve profibrojenik etkileri oldugu rapor edilmistir (129-130). NAFLD I
ve NASH’l1 bireylerde yapilmis calismalarda leptin seviyesinin kontrol grubuna gore
belirgin yiiksek oldugu tespit edilmistir (131). Ancak leptin seviyesiyle fibrozis arasinda
korelasyon saptanmamustir (132).

Adiponektin adipoz dokunun spesifik proteinidir. Hepatositler dahil olmak {izere
birgok hiicrede reseptorleri bulunur (133). Ana fonksiyonu inflamasyonu azaltmak,
lipolizi artirmak ve yag depolanmasini 6nlemektir (134). Yine adiponektinin karacigerde
antifibrojenik ve antidstrojenik etkileri bilinmektedir (135). Baz1 ¢alismalarda karaciger
yaglanmasi olan bireylerde adiponektin seviyesi, kontrol gruba gore daha azalmis olarak
saptanmistir (136-138). Baz1 otoriteler azalmis adiponektin seviyesinin NAFLD’I
bireylerdeki artmis nekroinflmasyonla iligkili oldugunu ve NASH gelisimine katkida
bulundugunu goéstermislerdir (139, 140). Ancak azalmis adiponektin seviyesinin, NASH
tanisinda giivenilir bir laboratuar bulgusu olarak rolii tartigmalidir (141).

Rezistin adipoz doku ve makrofajlardan salgilanan son zamanlarda kesfedilmis

bir adipokindir (142). Hayvan modellerinde yliksek yagli diyete bagli gelisen insiilin
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rezistansinin ana belirleyicisidir. Ilk bulgular NAFLD patogenezinde yer alan diger
adipokinlere benzerdi. Pagona ve arkadaslari serum rezistin seviyesinin NAFLD’l1
bireylerde kontrol gruba gore oOnemli seviyede yiiksek oldugunu ve karaciger
biyopsilerindeki nekroz miktar, inflamasyon ve fibrozisin degerlendirilmesiyle
hesaplanan NASH skoru ile korele oldugunu gdstermistir (143).

Klasik adipokinler yaninda sSRAGE, metabolik sendromun bazi komponentleri ve
insiilin rezistanst ile iliskili bulunmustur (144). Yilmaz ve arkadaslar1 sRAGE
seviyelerini kesin NASH ve olast NASH olgularinda kontrol grubuna goére belirgin
diisiik saptamislardir. Ilging olarak serum aminotransferazlariyla ters iliski saptamislar
ve bunun NAFLD’1n siddetli formlartyla iliskisi oldugunu gostermislerdir (145).

NAFLD ve NASH i¢in bagka bir¢ok potansiyel biyobelirte¢ kesitsel ¢aligmalarda
arastirilmistir. Anjiyopoietin benzeri protein-3 (ANGPTL3) plazma trigliserid klirensini
diizenlemede rol alir. NASH’l1 hastalarda basit steatozlulara gore yliksek bulunmustur
ancak histolojik evre ve karakteristik patolojik bulgularla korelasyon saptanmamistir
(146).

Pentraksin-3 de akut faz proteinidir. NASH’l1 olgularda, olmayanlara gore
plazmada yiiksek seviyede saptanmis ve hastaligin siddeti ve hepatik fibroz ile iliskili
bulunmustur (147, 148 ). Ancak bu biyokimyasal belirteclerin, NAFLD progresyonunda
rol oynayan diger risk faktorlerinden (inflamasyon, insiilin rezistans1 gibi) hangisiyle bu
sonuca yol actigi bilinmiyor ve sadece NAFLD’m varligmi yansitmaktadir (6).
Ulkemizde ve diinyada NAFLD’1n tanis1 ve takibinde kullanilabilecek bir biyobelirteg
veya birden fazla biyobelirteg grubu arastirilmaya devam etmektedir. Boylece
olusturulacak noninvaziv yontem hastalarin daha erken ve kolay tani almasini

saglayacak ve tedavilerinin daha erken yapilmasini miimkiin kilacaktir.
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Lektin Benzeri Okside Diisiik Yogunluklu Lipoprotein Reseptor-1

Lektin benzeri okside diisiik yogunluklu lipoprotein reseptorii-1 (LOX-1), 12.
kromozom iizerinde bulunan naturel killer gen kompleksi i¢inde bulunan okside diisiik
yogunluklu lipoprotein (lektin-benzeri) reseptorii-1 geni tarafindan kodlanan proteindir.
C-tipi lektin ailesine ait bu molekiil 50 kDa agirliginda tip Il membran proteinidir. Bu
reseptor monosit, dentritik hiicre ve endotel hiiclerinin ¢opgii fonksiyonlari ve immun
fonksiyonlar1 agisindan 6nemlidir (149, 150). Aterosklerozda rol aldig1 bilinen endotel
hiicreleri, makrofaj ve diiz kas hiicrelerinin tiimiinden eksprese edilirler. Bir membran
glikoproteini olan LOX-1 okside diisiik yogunluklu lipoproteini (oxLDL) baglayarak
internalize edilmesini ve indirgenmesini saglar. Boylece bir ¢opgii reseptdr gorevi yapar.
Ayrica bir multiligand reseptdr olan LOX-1’e aktive platelet, notrofiller, apoptotik
hiicreler ve bakterilere baglanarak ¢ok yonlii fonksiyonlarini yerine getirirler.

LOX-1’in ekstraselliller bolgesine karsilik gelen solubl LOX-1 formu
bulunmaktadir (151). Sirkiilatuvar solubl form ekstraselliiler alandaki LOX-1’in
giivenilir bir gostergesidir ve insan serumunda tanimlanmaistir (9).

Ateroskleroz ve koroner arter hastaliklar1 ile iliskisi ¢esitli ¢alismalarda
gosterilmis olan LOX-1’in ayrica diyabetik hastalarda da yliksek seviyeler oldugu
saptanmustir. Iyi glisemik kontrolden sonra goriilen LOX-1 inhibisyonunun, hemoglobin
Alc(HbAlc) seviyesi ve ileri glikasyon son iiriinlerinde (AEGs) diizelme ile korele
oldugu gozlenmistir (152, 153). LOX-1 remnant-like lipoprotein partikiiller (RLPs) i¢in
bir reseptor gorevi gorerek hem ekspresyonlarni artirir hem de hiicre migrasyonunu
saglamasina neden olur. LOX-1’in bu etkisi ozellikle postprandiyal hiperlipidemi,
diyabet ve metabolik sendromdaki proaterojenik roliinii gosterir (154, 155). Diisiik
seviyede oxLDL, protein kinaz-C (PKC) aktivasyonuyla, diisiik seviyede reaktif oksijen
tiirleri(ROS) olugmasina ve LOX-1 aracili redoks duyarli sinyal yollartyla vaskiiler
endotelial growt factor (VEGF) artis1 saglayarak anjiyogenez gelismesine neden olur
(156,157). Kondrositlerde oxLDL baghh LOX-1, VEGF artisina ve peroksizom
proliferatif eratdr aktive reseptor-y (PPR- y) sinyal yolunun aktivasyonuna yol acar
(158). Bu bilgilerle korele olarak insiilin rezistansinin diizenlenmesinde rol alan PPR-y

akvitorleri ve metforminin, LOX-1 ekspresyonunu inhibe ettigi de bazi havyan
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deneylerinde gosterilmistir (159, 160). Yine tavsanlarda yapilan baska bir ¢alismada
Anjiyotensin-Il (Anj-II) antagonisti olan losartanin LOX-1 ekspresyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir (161).

LOX-1 ayrica ileri glikasyon {iriinleri, sigak sok proteini70 (HSP70)’in endositik
alimi ve C-reaktif protein (CRP) igin de reseptor gorevi goriir. LOX-1 ekspresyonunu
uyararak regiile ettigi saptanan baslica molekiiller; oxLDL, proinflamatuvar sitokinler,
asetile LDL, anjiyotensin—II, tiimor nekroz faktor-alfa (TNF-a), CRP, yiiksek glikoz
seviyesi, interlokin-6 (IL-6)’dir (9) (Tablo 2).

LOX-1 hakkinda yapilmis c¢alismalarin ¢ogu  aterosklerotik  kalp
hastaliklarindaki arastirmalardir. Bu ¢alismalarin ¢ogunda LOX-1"in aterosklerotik kalp
hastaliklarinin ~ gelisiminde etkili oldugu distiniilmiis ve hatta bir kisminda
aterosklerozun biyobelirteci olarak da degerlendirilebilecegi belirtilmistir (9, 162).
Bununla baglantili olarak aterosklerotik kalp hastalig1 riskinin NAFLD’l1 bireylerde de
arttig1 bilinmektedir (163).

Tablo 2. LOX-1 Ekspresyonunu Uyararak Diizenleyen Molekiiller

Lipopolisakkaritler Ttimor Nekroz Faktor-a
Forbol 12-miristat 13-asetat Fluid shear stres

OxLDL Lizofosfatidilkolin
Anyiotensin II Transforming growt factér-B
Yiksek glukoz konsantrasyonu Norepinefrin

Endotelin-1 Oksidanlar

Homosistein C reaktif protein

HB-EGF IL-6

IL1-a IL1-B

Lipoprotein kalint1 benzeri partikiilleri Ileri glikasyon son tirtinleri
Glikookside LDL
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Bu bilgiler 151831nda NAFLD patogenezinde de rol alan bu molekiillerin LOX-1
ekspresyonu ile iliskisi degerlendirildiginde, LOX-1’in NAFLD tanisinda da yeri
olabilicegini bize diislindliirmiistiir. NAFLD’l1 bireylerin degerlendirmesinde noninvaziv
bir biyobelirte¢ olarak klinik pratikte faydali olup olmayacagi, bu alanda yapilacak genis

capli kontrollii, randomize ¢aligmalarin degerlendirilmesiyle ortaya konabilir.

NAFLD’IN TEDAVISI

Her hastaligin etyopatogenezine gore tedavinin diizenlenmesi esastir. NAFLD’1n
etyopatogenezinin merkezinde bulunan metabolik sendrom ile miicadele tedavinin en
onemli basamagini olusturmaktadir. Bu yiizden giiniimiizde tek kabul gormiis tedavi
yontemi hayat tarzindaki degisikliklerdir (164). Bu amagla kilo kaybini hedef alan,
negatif kalori balansinin saglanmasi (6zellikle de sature yag ve karbonhidrat aliminin
azaltilmasi) ve fiziksel aktivitede artis, temel tedavi yaklagimidir.

Bariatrik cerrahi de karaciger histolojisinde diizelme saglayan diger bir tedavi
yontemidir. Ancak hizli kilo kaybma dikkat edilmelidir. Ciinkii hizli kilo kaybi
karacigere sunulan yag miktarinda artisa yol acarak hastaligin progresyonuna yol
acabilir (165).

Insiilin rezistansini ve metabolik riskleri azaltmaya yonelik ve hepatik
sitoprotektif etkileri olan degisik farmakoterapiler denenmistir. Metformin, E vitamini,
Pioglitazon, Ursodeoksikolik asit, lipid diisiiriicii ajanlar, Inkretinler, Orlistat,
Anjiotensin reseptor blokerleri, Pentoksifilin, Rimonabant gibi ajanlarin bir kismi insan
caligmalarinda bir kism1 da hayvan ¢alismalarinda denenmistir. Denenmekte olan bagka
ajanlar da mevcuttur (23, 94). Ancak etkinligi insanlar tizerinde kesin olarak kanitlanmig
farmakolojik bir ajan heniiz saptanamamistir. Bunun i¢in randomize, kontrolll, genis
capl ve farkli populasyonlar1 da kapsayan, standartize edilmis ¢ok merkezli calismalara

ihtiya¢ duyulmaktadir (166-170).
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GEREC VE YONTEM

ETiK KURUL

Calisma protokolii Saglik Bakanhigi Istanbul Goztepe Egitim ve Arastirma
Hastanesi Arastirma Degerlendirme Komisyonu tarafindan onaylandi (Karar no:8/B,

Tarih:28.12.2010) ve calismaya katilan tiim bireylerden aydinlatilmis onam alindi.
CALISMA GRUPLARI

Calisma, 53 adet NAFLD olgusu (31 erkek ve 22 kadin, ortalama yas, 42+10) ve
26 adet saglikli kontrolden (14 erkek ve 12 kadin, ortalama yas, 39+11) olusan bir vaka-
kontrol ¢alismasidir. Caligmaya alinan hastalar, Géztepe Egitim ve Arastirma Hastanesi
Gastroenteroloji Polikliniginden Eyliil Ocak 2009 — Ekim 2010 tarihleri arasinda biyopsi
ile tanis1 kesinlestirilmis kisiler arasindan secildi. Kontrol grubu ise aymi tarihlerde
Gastroenteroloji ve I¢ Hastaliklar1 Poliklinigine saglik kontrolii amaciyla bagvuran ve
yapilan tetkikler sonucunda herhangi bir kronik hastalik saptanmayan bireylerden

olusturuldu.

Almma Kriterleri

18-70 yas arasi1 biyopsi kanitli nonalkolik yagl karaciger hastalig1 olan hastalar

Dislanma Kriterleri
1. Erkeklerde 140 gr/hafta, kadinlarda 70gr/haftadan fazla alkol kullanimi
olanlar.
2. Viral hepatit, hemokromatoz, Wilson hastalig1, otoimmiin hepatit, primer

biliyer siroz, sklerozan kolanjit, biliyer darlik, alfa-1 antitripsin eksikligi,
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iskemik kalp hastaligi, serebrovaskiiler hastalik, malignite saptanan
hastalar

. Ostrojen, amiodaron, steroid, tamoksifen, metotreksat, valproik asit gibi
yaglanma ile iligkili olabilecek ila¢ kullanimi olan hastalar ve
antihiperlipidemik ila¢ kullananlar

. Diyabet i¢in insiilin tedavisi almakta olan hastalar

. Gebeligi, kalp yetmezligi, bobrek yetmezligi (kreatinin >1. 4 mg/dl) olan
hastalar

. 26 adet yas ve cinsiyet acisindan eslestirilmis goniillii saglikli kisiler
kontrol grubu olarak belirlendi. Kontrol grubundaki tiim vakalar, normal
karaciger fonksiyon testleri ve normal karaciger ultrason bulgulart olan
saglikli kisilerden secildi. 20 g/giin’lin {izerinde alkol tiiketimi olan ve

herhangi bir ila¢ kullanim1 olan bireyler kontrol grubuna dahil edilmedi.

KLINIK VE BiYOKIMYASAL OZELLIKLER

Tiim vakalara fizik muayene, antropometrik ve biyokimyasal Slgtimler yapildi.

Viicut kitle indeksi, boy ve kilo 6l¢timlerine gore hesaplandi. Kisilerin kan basinclarinin

Olcimii sessiz bir odada en az 10 dakika dinlendikten sonra sfigmomanometre ile

yapildi. Sigara igme durumlar1 sorgulandi. Biyokimyasal tetkikler Goztepe Egitim ve

Arastirma Hastanesi laboratuvarlarinda calisildi. Diyabetes mellitus tanisi, ADA

kriterlerine gore konuldu (171). Metabolik sendrom tanisi, ATP III kriterleri kullanilarak

konuldu. Insiilin rezistansinin tahmini HOMAIR indeksi hesaplanarak yapildi.

Insiilin rezistansi=Aclik plazma insiilini (mikrounit/ml)xAclik plazma glukozu (milimol/lt)

22.5

(<2. 5 1se normal, >2. 5 ise insiilin rezistans1 mevcut)
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KARACIGER HISTOLOJISI

Karaciger biyopsisi, lokal anestezi ile 16-gauge Hepafix ignesi (Braun
Melsungen AG, Melsungen, Almanya) kullanilarak ultrason egliginde yapildi. Biitiin
biyopsi ornekleri, %10’luk formaldehit ile fikse edildi ve sonrasinda parafin bloklara
yerlestirildi. Bloklardan 4 mikron kalinliginda hazirlanan kesitler, Hematoksilen-Eozin
ve Masson Trikrom ile boyanarak i1sik mikroskobunda incelendi. Klinik bilgilerden
habersiz, tecriibeli bir patolog, NASH 6n tanis1 olan hastalarin biyopsi materyallerini,
National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases (NIDDK) NASH
Klinik Arastirma Agi Skorlama Sistemi’ ne gore degerlendirdi (107). Steatoz, 0 dan 3’e
kadar 4 derece olarak skorland1 (SO: Steatoz olmamasi ya da % 5’ ten daha az olmasi;
S1: %5-33; S2: %33-66; S3: >%66 olarak tanimlanmistir). Lobiiler inflamasyon
evrelemesi, Evre 0: Odak yok; Evre 1: her 200x alanda <2 odak; Evre 2: her 200x
alanda 2-4 odak; Evre 3: her 200x alanda >4 odak olarak tanimlanmistir. Balonlagsma
degerlendirilirken ise balonlasmis hiicre yoksa 0 puan, birka¢ tane varsa 1 puan, ¢ok
sayida varsa veya balonlagsma asikar ise 2 puan alir. Fibrozis evrelemesi, Evre 0:
Fibrozis yok; Evrel: perisiniizoidal veya periportal fibrozis; Evre 2: perisiniizoidal ve
portal/periportal fibrozis; Evre 3: kopriilesme fibrozisi; Evre 4: siroz olarak
tamimlanmistir. Histolojik NASH skoru, steatoz (0-3), lobiiler inflamasyon (0-3) ve
balonlagma (0-2) skorlarinin toplanmasi ile elde edilir. Bu toplama sonucunda 0 ile 8
arasinda bir deger saptanir. 0-2 arasinda skoru bulunanlar basit yaglanma, skoru 3 ve 4
olarak saptanan vakalar olasit NASH, skoru 5 ve tstiinde bulunanlar ise kesin NASH
olarak degerlendirilir (107).

BIYOKIMYASAL ANALIZ
Calismaya katilan ve tiim gece a¢ birakilan biitiin bireylerden sabah saat 8:00 —
9:00 arasinda antekiibital venden, kan numuneleri alindi ve tiiplere doldurularak 1000

G’de 20 dakika santrifiij edildi. Elde edilen serumlar -80°C’de inceleme oncesine kadar

dondurularak saklandi ve inceleme i¢in sadece bir defa ¢oziildii.
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Serum LOX-1 Diizeyi

Serum LOX-1 diizeyi, ticari olarak elde edilen insanLectin like oxidized low
densitylipoprotein receptor 1 (LOX-1) ELISA kit (Uscn Life Science Inc. Wuhan)
kullanilarak 6l¢tildii. Bu degerlendirme yiiksek sensitivite ve miikemmel spesifisiteye
sahiptir. Onemli bir capraz reaksiyon veya karisiklik gézlenmemektedir.

Bu kit i¢i onceden LOX-1"e 6zgii antikorla kaplanarak mikrotitre plaka saglandi.
LOX-1’e spesifik olarak hazirlanmis, biotinle konjuge edilmis poliklonal antikorlu
uygun mikrotitre plaka kuyularina standart veya 6rnekler eklendi. Avidin ile horseradish
peroksidaz konjuge edilerek her bir mikrotitre plaka kuyusuna eklendi ve inkiibe edildi.
Sonra TMB substrat solusyonu her bir kuyuya eklendi. Boylece sadece LOX-1, biotinle
konjuge antikor ve enzimle konjuge avidin iceren kuyuda renk degisikligi gozlenmesi
saglandi. Enzim-substrat reaksiyonu siilfiirik asit solusyonu eklenmesiyle sonlandirildi
ve renk degisikligi 450 nm dalga boyu araliginda spektrofotometrik olarak olgiildii.
Orneklerdeki LOX-1 konsantrasyonu, standart egriyle drneklerin optik dansitelerileri

karsilastirilarak belirlendi. insan LOX-1 igin saptanabilen minimum doz 0,03 ng/ml idi.

VERILERIN ANALIZi

Calismanin giictinii belirlemek i¢in StatMate 2.0 (GraphPad Inc., San Diego,
California, USA) kullanild1. Veriler kisisel bir bilgisayara aktarildi ve SPSS 16.0 (IL
ABD SSPS Inc, Chicago) kullanilarak analiz edildi. Gruplar arasindaki farkliliklar
Mann-Whitney testi ve Pearson's 42 testi ile analiz edildi. Dort grup arasinda LOX-1
diizeylerindeki farkliliklar Kruskal Wallis testi takip varyansin tek yonlii analizi ile
belirlendi. Lojistik regresyon analizi; NAFLD, steatoz ve fibrozisin farkli agamalar ile
degiskenler arasindaki iliskiyi test etmek i¢in kullanilmistir. Tek degiskenli analizde
istatistiksel olarak anlamli olarak saptanan degiskenler daha sonra bir lojistik regresyon
modeli kullanilarak ¢ok degiskenli analize dahil edilmistir ve %95 odds oranlar1 (OR)

olarak tanimlanmustir.
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Optimum duyarlilik ve 6zgiilliik ile kesin NASH varligint saptayabilmek i¢in
gerekli olan plazma LOX-1 diizeyinin, olast siir degerlerini tahmin etmede receiver
operating characteristic curve (ROC) analizleri kullanilmistir. Degiskenler arasindaki
korelasyon analizi i¢cin Spearman korelasyon katsayisi kullanildi. P<0.05 (iki yonlii)

degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Calisma gruplarinda; yas, cinsiyet, tansiyon arteriyal, total kolesterol, HDL
kolesterol, LDL kolesterol, CRP diizeyleri, alkol ve sigara kullanimi agisindan anlaml

fark saptanmadi. Gruplarin genel 6zellikleri Tablo 3’de gosterilmistir.

Tablo 3. NAFLD’l1 Bireyler ve Saglikli Kontrollerin Genel Ozellikleri

NAFLD (n=53) | Kontrol (n=26) P degeri
Cinsiyet (Erkek/Kadin) 31/22 14/12 anlamsiz
Yas (y1) 42+10 39+11 anlamsiz
VKI (kg/m?) 31,6+5,3 28,745,1 <0,05
Diyabetes Mellitus (var/yok) 11/42 0/26 <0,001
Metabolik Sendrom (var/yok) 33/20 0/26 <0,001
Sistolik tansiyon (mmHg) 121£16 11617 anlamsiz
Diyastolik tansiyon (mmHg) 82+10 74+12 0,006
HOMAIR 2,9+1,8 1,9+0,8 0,001
AST (U/L) 40+20 20+9 <0,001
ALT (U/L) 59+34 19£10 <0,001
Total kolesterol 210453 199438 anlamsiz
HDL kolesterol 46+9 47+8 anlamsiz
LDL kolesterol 142+36 136+31 anlamsiz
Trigliserit 222+188 124453 0,005
Hemoglobin (gr/dl) 14,242 12,7+1,7 0,001
Ferritin 127+101 27428 <0,001
CRP (mg/dl) 0,5+0,4 0,4+0,3 Anlamsiz

Veri, ortalama olarak (+ standart sapma) ve sayilarla gosterilmistir. Ortalamalar
icin yapilan istatistiksel analizlerde Mann—Whitney testi, sayilar igin ise Pearson x testi
kullanilmigtir. Normal laboratuvar degerler: Sedimentasyon (0-20 mm/saat); C-reaktif
protein (<0.80 mg/dl); Hemoglobin (13-18 g/dl erkeklerde ve 11-16 g/dl kadinlarda);
total kolesterol (100-200 mg/dl); trigliserid (60—150 mg/dl); LDL kolesterol (40-130
mg/dl); HDL kolesterol (45-65 mg/dl); AST (5-32 U/l); ALT (5-38 U/l); ferritin (24—
336 ng/ml erkeklerde ve 11-336 ng/ml kadimnlarda); VKI, LOX-1, HOMA-IR ve

metabolik sendrom metinde tanimlanmastir.
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Gruplar arasindaki degerlendirmelerde VKI, diyastolik kan basinci, HOMAIR,
AST, ALT degerleri, trigliserit, hemoglobin ve ferritin diizeyleri arasinda anlamli fark
saptand1 . Diyabet ve metabolik sendrom prevalanst NAFLD’ 11 grupta daha yiiksek
saptandi. NAFLD’l1 hasta grubunun dagilimi1 Sekil 5°de gosterildigi gibi basit steatoz 8
(%]15), borderline (olas1) NASH 27 (%51), kesin NASH 18 (%34) kisiden olusmaktaydi.

M Basit Steatoz
@ Olasi NASH
@ Kesin NASH

Sekil 5. NAFLD’l1 bireylerin dagilimi

Fibrozis evrelerine gore NAFLD’l1 hastalarin dagilimi, Evre 0 (n=25), Evre 1
(n=21), Evre 2 (n=3) ve Evre 3 (n=4) seklindeydi. Siroz tanili hasta yoktu (Sekil 6).
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O Fibrozis 0
O Fibrozis 1
M Fibrozis 2
O Fibrozis 3
Osiroz

Hasta sayisi

Fibrozis Skoru

Sekil 6. NAFLD’l1 bireylerin fibrozis evrelerine gore dagilimi

Saglikli grupta ortalama LOX-1 diizeyi 4,08+4,32 ng/ml iken NAFLD grubunda
8,49+6,43 ng/ml saptandi ve LOX-1 diizeyinin NAFLD grubunda istatistiksel olarak
anlamli sekilde yiiksek oldugu gozlendi (P=0,001) (Sekil 7).

34



30,00

25,00 P=0,001

20,00

15,00

LOX-1 ng/ml

10,00

5,00

—

0,00

T I

Saghkh kontrol NAFLD

Sekil 7. NAFLD ve saglikli kontrollerdeki serum LOX-1 diizeyinin karsilastirilmasi

Kontrol grubu ve NAFLD alt gruplarindaki LOX-1 diizeyleri karsilastirildiginda;
kontrol grubunda ortalama 4,08+4,32 ng/ml, basit steatoz alt grubunda 6,1+6,16 ng/ml,
olast NASH alt grubunda 7,99+6,09 ng/ml ve kesin NASH alt grubunda 10,34+6,89
ng/ml saptanmis olup tiim gruplar birlikte degerlendirildiginde LOX-1 seviyeleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (P=0,005) (Sekil 8).
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Sekil 8. Calisma gruplarinda saptanan ortalama LOX-1 seviyelerinin karsilastirilmasi

NAFLD gruplant arasindaki LOX-1 diizeyleri karsilastirildiginda, gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadigi gézlendi (P> 0,05). Yine
yapilan korelasyon analizlerinde LOX-1 diizeyleri ile metabolik sendrom varhigi,
HOMAIR, AST, ALT ve VKI arasinda anlamli bir korelasyon saptanmadi. NAFLD
grubunda, histolojik steatoz dercelerine gore LOX-1 diizeyleri incelendiginde; birinci
derece steatozlularda (n=21) ortalama LOX-1 seviyesi 7,75+5,62 ng/ml, ikinci derece
steatozlularda (n=22) ortalama 7,77+6,65 ng/ml ve tgiincii derece steatozlularda (n=10)
ortalama 11,6+7,2 ng/ml saptanmis olup gruplar arasinda anlamli bir fark

saptanmamistir. (P> 0,05). Aymi sekilde hastalar fibrozis derecelerine gore
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gruplandirilarak LOX-1 diizeyleri incelendiginde; Evre 0’da (n=25) ortalama LOX-1
diizeyi 10,08+6,81 ng/ml, Evre 1’de (n=21) ortalama 6,36+4,79 ng/ml, Evre 2’de (n=3)
ortalama 9,8+9,95 ng/ml, Evre 3’de (n=4) ortalama 8,75+8,48 ng/ml saptanmis olup
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (P> 0,05).

Saglikli kontroller ile NASH (olas1 ve kesin) olgular1 ayriminda LOX-1 diizeyleri
icin yapilan istatistiksel degerlendirmede en iyi cut-off deger 5,35 ng/ml saptandi. Bu
cut-off degere gore yapilan ROC egrisi analizinde ROC egrisi altinda kalan alan
(AUROC) %72,5 saptand1 (Std. err: 0,060, Mann Whitney U test P=0,001). Yine ayn
cut-off deger kullanilarak yapilan istatistiksel incelemelerde serum LOX-1 diizeylerinin
NASH olgularii saglikli kontrollerden ayirmadaki duyarliligi %69,8, 6zgilligi %69,2,
negatif prediktif degeri %69,6 ve pozitif prediktif degeri %69,4 olarak saptandi
(Sekil 9).
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Sekil 9. NASH (kesin + olas1t NASH) grubu ile saglikli kontrol grubu ayiriminda serum
LOX-1 diizeyleri kullanilarak olugturulan ROC egrisi
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TARTISMA VE SONUC

NAFLD giiniimiizde tiim diinyada en sik goriilen kronik karaciger hastaligidir
(8). Hastalik basit steatozdan, siroza ve hatta hepatoseliiler karsinoma kadar varabilen
genis bir spektruma sahiptir (5). Ozellikle gelismis ve gelismekte olan iilkelerde
yayginlagan bat1 tipi beslenme ve sedanter yasam tarzi, NAFLD’1n prevalansini belirgin
sekilde artirmaktadir. Hastalarin tanisinin erken donemde koyularak, gerekli yasam tarzi
modifikasyonlar1 ve presipitan faktorlerin tedavisi NAFLD progresyonunu durdurmada
ve geriletmede en 6nemli adimi1 olusturmaktadir (6, 7). NAFLD tanisinda bugiin i¢in en
giivenilir yontem karaciger biyopsisidir. Ancak hastalar ve klinisyenler agisindan
invaziv bir islem olmast ve olasi komplikasyon riskleri nedeniyle uygulama zorluklari
bulunmaktadir (23, 25). Bu nedenle klinik pratikte karaciger biyopsisine alternatif
olabilecek noninvaziv tanisal yontem ihtiyaci bulunmaktadir ve son yillarda bu konudaki
arastirmalar yogunlasmustir.

Bu ¢aligma ile ilk kez serum LOX-1 diizeylerinin biyopsi ile kanitlanmis NAFLD
olgularinda saglikli kontrollere gore anlamli sekilde yiiksek oldugu gosterilmistir. Bu
calismayla benzer sekilde, daha Once yapilmis caligmalarda da diyabet, obesite ve
hipertansiyon gibi insiilin rezistansi ile iliskili hastaliklarda, serum LOX-1 diizeylerinin
artmis oldugu gosterilmistir (9, 153, 172). Bu bilgilerle baglantili olarak LOX-1’in,
NAFLD’li olgularda yiiksek diizeyde bulunmasi, hastaligin temel patofizyolojik
mekanizmasi olan insiilin rezistansiyla iligskilendirilebilir (152, 153).

Ayrica bu arastirmada, saglikli kontroller ve NAFLD’in alt gruplar (basit
steatoz, olast NASH, kesin NASH) birlikte degerlendirildiginde, serum LOX-1
diizeyinin hastaligin siddetiyle dogru orantili olarak anlaml sekilde arttig1 saptandi. Bu
bulgular bize hastaligin siddetiyle korele olarak artan inflamasyonun LOX-1 diizeyini
artirdigin1 diisiindiirmektedir. Nitekim Lubrano V ve arkadaslar1 ¢alismalarinda serum
LOX-1 seviyesinin inflamatuvar belirtecler ve koroner arter hastaliginin siddetiyle

korele oldugunu gostermislerdir (173). Yine Sakurai K ve arkadaslari endotel
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disfonksiyonu iizerine yaptig1 calismada LOX-1’in, artan oksidatif stresle yakin iligkisi
oldugunu gostermistir (174). Bu bulgular bize NAFLD’ 1n seyrinde etkili olan oksidatif
stres ve inflamasyonun aymi zamanda LOX-1 ekspresyonuna da yol agtigini
diistindiirmektedir.

Yagl karacigerde NASH gelisebilmesi i¢in en dnemli mekanizmalardan biri de
reaktif oksijen radikallerinin olusmasi ve proinflamatuvar sitokinlerin salinmasidir.
TNF-a, IL1-a, IL1-B, Transforming growt faktor-p gibi inflamatuvar sitokinlerin ve
ROS’ lerinin LOX-1 artistyla iligkili oldugunu goésteren bircok calismada mevcuttur (9).
Ancak NAFLD’l1 bireylerde bu mekanizmlardan hangisinin LOX-1 artisina yol agtigini
bugiinkii bilgilerle soyleyebilmek miimkiin degildir.

LOX-1 diizeyinin steatohepatit grubunda (olast NASH+kesin NASH) belirgin
yiiksek bulunmasi da ¢alismanin diger bir dikkat ¢ekici yoniidiir. Serum LOX-1 diizeyi
icin optimum cut-off deger 5,35 ng/ml olarak belirlendi. Buna gore olusturulan ROC
egrisinde, LOX-1’in %69,8 duyarlilik ve %69,2 6zgiilikle NASH’l1 hastalar1 saglikli
bireylerden ayirabildigi saptandi. Saptanan bu duyarlilik ve 6zgiillik diizeyi, LOX-1’in
gelecekte  NASH’li hastalarin  tanisinda  kullanilabilecek bir biyobelirte¢ aday1
olabilecegini bize diislindlirmiistiir. Bununla birlikte biyopsi i¢in uygun hasta se¢iminde
de LOX-1’in katkisi olabilir. Ancak bu yonde genis vaka serileri ile yapilacak
caligmalara ihtiyag vardir.

Calismada NAFLD’l1 hastalarin fibrozis evresiyle LOX-1 diizeyleri arasinda bir
iligki saptanmadi. Kelly KJ ve arkadaslar1 obez ve diyabetik ratlardaki ¢aligmalarinda,
LOX-1 diizeyi ile bobrek fibrozisi ve fonksiyonlari arasinda iliski saptamiglardir. Ratlara
anti-LOX-1 antikorlar1 enjekte edildiginde bobrek fonksiyonlarinda ve fibrozisinde
diizelme saptanmistir (175). Yine fibroziste potansiyel rolii oldugu bilinen anjiyotensin
I’ nin LOX-1 ile iligkisini gdsteren bir ¢calismada, insan koroner arter endotel hiicresinin
kiiltliriinde, anjiyotensin II tip 1 reseptdr aktivasyonuyla LOX-1 diizeyinde artis oldugu
saptanmigtir (176, 177) . Aym sekilde Anjiyotensin II tip 1 reseptoriiniin karaciger
fibrozisinin gelisiminde de potansiyel onemi oldugu gosterilmistir (84). Ancak bu
bulgular LOX-1’in &6zellikle bobrek fibrozisiyle iligkisini gosterse de karaciger fibrozisi

icin bir nedensellik iligkisi kurmaya yetmez. Bu konuda hiicresel diizeyde LOX-1
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ekpresyonunu ve bunun patogenezdeki roliinii inceleyen genis ¢apli aragtirmalara ihtiyag
vardir. Bu bulgular LOX-1’in NAFLD seyrinde fibrozisten ¢ok inflamasyonun bir
sonucu olan steatohepatit tablosuyla iliskili oldugunu diistindiirmiistir.

Calismanin bazi smirli yonleri de bulunmaktadir. Bunlardan birincisi goreceli
olarak az sayida olgu ile yapilmis olmasidir. Bu nedenle sonuglarin genis ¢apl
calismalarla desteklenmeye ihtiyac1 vardir. ikincisi ¢alismanin Kesitsel, vaka-kontrol
caligmas1 olmasi ve bu nedenle hastaligin etyopatogenezi hakkinda bilgi verememesidir.
Ucgiinciisii calisma serumda LOX-1 diizeylerinin 6lgiilmesi ile smrl olup karaciger
dokusundaki diizeyler bilinmemektedir. Bu nedenle NAFLD olgularinda doku
diizeyinde bir kanit diizeyi bulunmamaktadir. Dordiincii olarak da calismaya alinan
olgular sadece Tiirk populasyonundan olup bu yonde farkli etnik kdkenlerde olabilecek
degisik sonuclar yoniinden de ek arastirmalara ihtiyag¢ vardir.

Sonu¢ olarak c¢aligmada, serum LOX-1 diizeylerinin biyopsi kanith NAFLD
olgularinda, saglikli kontrol grubuna gore yiiksek oldugu, ayn1 zamanda hastalik
ciddiyeti ile de korele olarak artis gosterdigi ve histopatolojik skorlar i¢in bagimsiz bir
prediktér oldugu saptanmistir. Bulgular, hastalik patogenezinde LOX-1’in rolii
olabilecegini diisiindiirmekte ancak hastalik mekanizmasini agiklamak ve prognostik bir
yargiya varabilmek icin yeterli degildir. Ancak verilerin baska c¢alismalarla da
desteklenmesi halinde LOX-1’in potansiyel tedavi hedeflerinden biri haline gelebilecegi
kanaatindeyiz. Verilerimizin daha biiyiik 6l¢ekli randomize calismalarla dogrulanmasi,
analitik metodlarin standardizasyonu ve onaylanmasi halinde serum LOX-1 diizeyinin,

NAFLD tanisinda bir biyobelirteg olarak kullanilabilecegini 6ngdrmekteyiz.
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