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OZET
Non-Alkolik Steatohepatitis (NASH) Hataliginda Rol Oynayan Genlerin Arastirilmasi

Non-alkolik yagli karaciger hastaliginin (NAYKH, NAFLD) en siddetli ve progresif formu
olan Non-alkolik steatohepatitis (NASH); diinya genelinde %1-3 arasinda seyretmektedir.
NASH’te normal steatozun (yaglanma) yani sira; inflamasyon, fibrozis, Mallory-Denk cisimcikleri
ve hepatoselliiler balonlagsma gozlemlenerek siroz ya da hepatoselliller karsinoma (HSK)
progresyon goriilebilir.

Bilinen pek ¢ok patojenik mekanizmalarin yani sira ¢evresel, epigenetik ve genetik
faktorler de NASH’in olusum mekanizmalari arasinda rol oynamaktadir. Bu ¢alismada genetik
faktorlerin roliinlin arastirilmasi hedeflenmis olup; biri ‘dogrulayici’ digeri ise ‘aday’ formda
olmak tizere iki gen sec¢ilmistir. Dogrulayict gen olan PNPLA3 genin rs738407, rs738409,
1s2896019 polimorfizmlerinin NASH’in etiyolojisi ile ilgili olup olmadiklar1 arastirilmistir.
PNPLA3 gen rs738407, rs738409, rs2896019 polimorfizmlerinin NASH ile iliski gosterdigi tespit
edilmistir (¥2=13.193, P=0.001; ¥2=18.225, P=0.000; ¥2=6.144, P=0.046 sirasiyla). Cinsiyete gore
yapilan analizlerde de bu ilgili polimorfizmlerle NASH arasinda iliski saptanmistir. Bu
polimorfizmlerden rs738409 varyanti bir nonsynonymous (I148M) degisiklik olup; ‘loss of
function’ etkisi yaratmaktadir. Diger polimorfizmler rs738407 ve rs2896019 intronlarda bulunarak,
gen ekspresyon regiilasyonu iizerinde etkili olabilecekleri diistiniilmektedir.

Diger calisilan gen ‘aday’ nitelikte olan LCN-2 (Lipocalin-2) genidir. Bu genin calisiima
nedeni; hepatoselliiler koruyucu ve anti-inflamatuar etkiye sahip olmasindan kaynaklanmaktadir.
LCN-2 geninin SNP veritabaninda belirtilmis on bes adet nonsynonymous SNP’si bulunmaktadir.
Bunlarin arasindan PCR-RFLP’ye uygun olan bes tanesi ¢alisilmistir (rs139418967, rs147787222,
rs140285982, rs147792047 ve rs141366243). Bunlarin igerisinde yalniz LCN-2 gen rs139418967,
rs147787222 polimorfizmleri ‘SNP’ o6zelliginde olup; rs139418967 anlamli, rs147787222 ise
anlamsiz sonu¢ vermistir. Diger SNP’lerin bizim populasyonumuzda ‘SNP’ 0&zelligini
kazanmadiklar1 anlasilmistir.

Sonug olarak, PNPLA3 gen rs738407, rs738409, rs2896019 polimorfizmlerinin NASH ile
iliskisi bizim populasyonumuz agisindan ilk defa ve bu polimorfizmlerin populasyona bagl
olmaksizin NASH ile ilgileri gosterilmistir. Ayrica, LCN-2 geninde c¢alisilan bes
polimorfizmlerinin yalniz iki tanesinin bizim populasyonumuzda ‘SNP’ 6zelligi tasidigi tespit
edilmistir. Bu polimorfizmler (rs139418967, rs147787222) diinyada ilk defa bizim tarafimizdan
calisilarak bilim literatiiriine kazandirilmistir. Bu ¢aligmada ¢alisilan tiim SNP’ler i¢cin PCR-RFLP
yontemi ilk defa bizim tarafimizdan gelistirilmistir. Bu ¢alismada calisilan her iki genin NASH ile
olan iligkisi gdsterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Non-alkolik yagli karaciger hastaligi, Non-alkolik steatohepatitis, PNPLA3,
LCN-2, Polimorfizm, Baglanti
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ABSTRACT
The Investigation of The Genes Involved in Non-Alcoholic Steatohepatitis (NASH)

Non-Alcoholic Steatohepatitis (NASH) whose prevalence varies between 1-3% worldwide
is the severe and progressive form of Non-Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD). There are
some distinct differences like inflammation, fibrosis, Mallory-Denk bodies and hepatocellular
ballooning between NASH and simple steatosis. NASH can further progress to cirrhosis and/or
hepatocellular carcinoma (HSC).

Besides the well-known pathogenic mechanisms, environmental, epigenetic and genetic
factors also influence the pathogenesis of NASH. The purpose of this study is to find out what role
the genetic factors may play in the NASH pathogenesis. For that purpose, two genes were selected
to study. First, PNPLA3 (Patatin-like phospholipase domain-containing protein 3) gene was
designated as a confirmatory and then, PNPLA3 gene rs738407, rs738409 and rs2896019
polymorphisms were examined whether they were associated with NASH. The PNPLA3 gene
rs738407, rs738409 and rs2896019 polymorphisms showed differential associations with NASH
(x2=13.193, P=0.001; x2=18.225, P=0.000; x2=6.144, P=0.046, respectively) in overall NASH
patients, controls and genders. The PNPLA3 gene rs738409 polymorphism, 1148M, is a
nonsynonymous substitution which leads to ‘loss of function’. Conversely, PNPLA3 gene
rs738407 and rs2896019 polymorphisms are located in the intron and may control the regulation of
PNPLA3 gene expression.

Second, LCN-2 (Lipocalin-2) gene, which seems to be a candidate gene in this study, has a
hepatocellular protective and anti-inflammatory properties. It can be said that there are fifteen
nonsynonymous SNPs of LCN-2 gene according to the SNP database and only five of them
(rs139418967, rs147787222, rs140285982, rs147792047 and rs141366243) were selected to study
by the PCR-RFLP methods developed in this study. Among the LCN-2 selected gene variants, only
the rs139418967 and rs147787222 polymorphisms showed ‘SNP’ feature while others did not.

In conclusion, we report for the first time differential association of PNPLA3 and LCN-2
selected gene variants with risk for NASH in overall subjects as well as genders on the genotype
and allelic levels in the Turkish population. The LCN-2 gene rs139418967 and rs147787222
variants were studied for the first in Turkish population and worldwide. So was the PCR-RFLP
methodology. The data obtained using three SNPs for the PNPLA3 gene were accepted for
publication in Genetic Testing and Molecular Biomarkers.

Keywords: Non-alcoholic fatty liver disease, Non-alcoholic steatohepatitis, PNPLA3, LCN-2,
Polymorphism, Association



TESEKKUR

Tez ¢aligmam siiresince kiymetli bilgileri, ilgisi ve destegi ile yanimda olan ¢ok
degerli hocam ve danigmanim Prof. Dr. Ali SAZCTI’ya,

Katki ve yardimlarindan dolay: degerli hocalarim Prof. Dr. M. Dogan GULKAC,
Dog. Dr. Emel ERGUL ve Dog. Dr. Murat Kasap’a,

Calisma arkadaslarim Ars. Gor. Mavi Deniz OZEL ve Ars. Gor. Nihal UREN’e,

Tez calisgmam siiresince beni hi¢ yalniz birakmayan ve her kosulda yanimda

oldugunu bildigim sevgili ailem ve dostlarima tesekkiir ederim.

VI



ICINDEKILER

OZET cooeeeeieeeeeeeeeeeresesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss v
ABSTRACT .aaueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssne \Y%
TESEKKUR ...cuoeeerrrnrnererereresesssessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses VI
(00 1210J D) 5Q 1 B9 D) 2 SRR Vil
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI...ououiiiieeieerieneneresesesesesesesesssesssssssesssssssens IX
SEKILLER DIZINT ...oououiuiirieniririeesincnesnsesesesesessscsssssssssssessssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssens XI11
CIZELGELER DIZINI.ucucuvverreerreeeeereneenesenenssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess X111
1.GENEL BILGI VE ILGILI CALISMALAR......uououetirerererenereresesesesesesesssssssssssssssssssens 14
2. AMAC VE KAPSAM. .....oueeiicrrneeecccssnneeccssssssecssssssssesssnssesssssnsssessssnssssssssssssssssnssssssssnses 45
3. GEREC Ve YONTEMLER .......ououiiieininercneresencsescscssssscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 46
3.1 GRIECIEE .ueeeeeeeeeeeeceernrcnnaneeeeececssssssanssseeccssssssssnsssssssesssssossanssssesssssssssnnsssssssssssssennanaans 46
3.1.1. ENZIMIET VE PrIIETICE ...uucceeeerreeeunneeceeceeereeenreseesssscssessassssssssssssssssssssssssssssssessssses 46
KI5 B0 €111} L1 1 O 47
3.1.3. Kullanilan Tampon ve COZEILIler ........ucceuereivercisercssnnicssnrisssnncssssncsssressnsnesnsnes 47
3.1.3.1. DNA 1Z01aSY0n COZEItIleri......cooeereerererereresseresenesessesessasessssessssssessssassssssessssases 47
3.1.3.2. EleKtroforez COzZeltileri.......ccveeeeeecceerrrccnnnneeiececcssscsnnnsesseccessssssnnssssecccsssssonnansane 48
3.1.3.3. Giimiis Boyama COzeltileri.........ccouvueeevnreisnicssnrcssnnncssnrcsssnnesssnsssssnessssscsnsnes 49
3.1.4. Kullanilan CIRAZIAY ....eeeeeeeeieeeereeeenneeiieeeeereeeeessessssscssssssssssssssssssssssssssssssossssssssssses 49
3.1.5. Etik Kurul ONayl....eeiceiicnnninnnninsnnnensssiesssscsssicsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssscs 49
3.1.6. HASEA GIUDU..uuuueeieeeereenneneecreeeeereeeeeseessssscssssssssssssssscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssses 49
3.1.7. KKONLIOI GIUDU ....uceerereeeenneeeeeeeereeeeeseessssscsssessssssssssscsssssasssssssssssssssssssssssssssssssasssses 50
RIVZ L0 N 1Y § 5) D) 3 SRR 50
3.2.1. Periferik Kandan DNA IZolasyon...........cceceeueeeeuereeesessesesesesssessesessessssssesssseses 50
3.2.2. DNA Konsantrasyonu ve SafliZInin OICmil ........eceeererueresresesessesssessesssessenes 51
3.2.3. GENOTIPLEME ......uuouieirerirerereresesesisesesesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssses 51
3.2.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ......ccoeiciveicrsneicssnrinssnnissnncssnnessnsncssnsnes 51
3.2.3.1.1. PCR Uriinlerinin Poliakrilamid Jel Elektroforezinde Kontrolii .............. 52
3.2.3.2. Restriksiyon Fragman Uzunlugu Polimorfizmi (RFLP)...........cccceevueerueenen. 52
3.2.3.2.1. Kesim Uriinlerinin Poliakrilamid Jel EIeKtroforeZi........oeereeseresesenesssonees 53

VII



3.2.3.2.2. GUMIS BOYAMA....uueiiirvriirsrinssnninssnncssssncssssncssssncssssssssssesssssesssssssssssosnsssssssecs 54

3.2.4 IStAtIKSEl ANALIZ: «...vecveeererrersnesreressessssessesnssessssssssssssssessssssssssssssssssssessssessessssssases 55
4. BULGULAR .. ..ccuiiiteeitncsttistensteesseessessssesssesssssssssssssssssassssessssssssssssassssessssssssssssassssessanss 56
4.1. PNPLAS3 gen rs738407 polimorfizminin genotip ve allel sikhiklari.................... 56
4.2. PNPLA3 gen rs738409 polimorfizminin genotip ve allel sikliklari................... 56
4.3. PNPLA3 gen rs2896019 polimorfizminin genotip ve allel sikhiklar.................. 57
4.4. LCN-2 gen rs139418967 polimorfizminin genotip ve allel sikliklari ................. 57
4.5. LCN-2 Gen rs147787222 Polimorfizminin Genotip ve Allel Sikhiklari ............. 58
TARTISMA.L...utiitiininnnennennnenssessaesssesssssssessssssssesssassssessssssssassssssssesssssssssssssssssesssssssssess 69
SONUGC VE ONERILER .....cucurnininninscsscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 75
KAYNAKLAR uccoiiitieiticnniistennecsntessissssesssesssseessessssssssasssssssssssssssssassssessssssssssssassssessasss 76
OZGECMIS ouuennrnnininninncnscsnsennssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 83

VIII



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

ADIPOQ : Adiponektin (Adiponectin)

ADRB : Beta Adrenerjik Reseptor (Beta-Adrenergic Receptor)

AKH : Alkolik Karaciger Hastalig1 (Alcoholic Liver Disease, ALD)
ALT : Alanin Aminotransferaz

APOC3 : Apolipoprotein C3 (Apolipoprotein C-I1I)

APOE : Apolipoprotein E

AST : Aspartat Aminotransferaz

be : Baz Cifti

CD14 : CD14 Molecule

CTGF : Bag Doku Biiyiime Faktor (Connective Tissue Growth Factor)
Df: Degrees of freedom (serbestlik derecesi)

ER : Endoplazmik Retikulum

F : Forward Primer

FATPS : Yag Asidi Transport Proteini (Fatty Acid Transport Protein)
GCKR : Glukokinaz regulator, (Glucokinase (Hexokinase 4) Regulator)
GWAS : Genom boyu baglanti analizi ¢alismalar1 (Genome wide association studies)
HBYV : Hepatit B Virtiisii

HCV : Hepatit C Viriisii

HDL : High-Density Lipoprotein

HFE : Hemokromatozis (Hemochromatosis)

HSK : Hepatoselliiler Karsinom

ID : Insiilin Direnci

IL-1p : interldkin 1 beta (IL1B, Interleukin 1, Beta)

IL-6 : interlokin-6

LCN-2 : Lipokalin-2 (Lipocalin-2)

LEPR : Leptin Reseptorii (Leptin Receptor)

LPINI : Lipin 1

LYPLALL : Lysophospholipase-Like 1

MMP3 : Matrix Metallopeptidase 3

MTHFR : 5,10-Methylene tetra hydrofolate reductase (5,10-Metilen tetra hidrofolat
reduktaz)

IX



MTTP : Mikrozomal Trigliserit Transfer Proteini (Microsomal Triglyceride Transfer
Protein)

NAS : NAYKH Aktivite Skoru

NASH : Non Alkolik Steatohepatitis

NAYK : Non Alkolik Yagl Karaciger (Non- Alcoholic Fatty Liver, NAFL)

NAYKH : Non Alkolik Yagh Karaciger Hastaligi (Non-Alcoholic Fatty Liver Disease,
NAFLD)

NCAN : Neuracan

NLRP : Niikleotid-baglanim Oligomerizayon Domain-benzeri Reseptor Proteinleri

NNMT : Nikotinamid N-metil transferaz (Nicotinamide-N- methyltransferase)

NOD : Niikleotid-baglanim Oligomerizayon Domaini

OR : Odds Ratio

PAGE : Poliakrilamid Jel Elektroforezi (Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

PARVB : Parvin, Beta

PCR : Polymerase Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

PEMT : Fosfatidil Etanolamin N-Metil Transferaz (Phosphatidylethanolamine N-
Methyltransferase)

PNPLA3 : Patatin-Like Phospholipase Domain Containing 3

PPARGCIA : Peroksizom proliferator aktif reseptér gama koaktivator 1 alfa (Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor Gamma, Coactivator 1 Alpha)

PPARa : Peroksizom proliferator ile aktive olan reseptdr alfa (Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor Alpha)

PPARy : Peroksizom proliferator ile aktive olan reseptér gama (Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor Gamma)

R : Reverse Primer

RFLP : Restriction Fragment Lenght Polymorphism (Restriksiyon Fragman Uzunluk
Polimorfizmi)

SAMMS0 : Sorting And Assembly Machinery Component

SDS : Sodyum Dodesil Siilfat

SNP : Single Nucleotide Polymorphism (Tek Niikleotid Polimorfizmi)

SOD?2 : Superoxide Dismutase 2, Mitochondrial

SREBP-1 : Sterol diizenleyici eleman baglayici protein-1

T2D : Tip 2 Diyabet

TEMED : Tetrametiletilenediamin



TG : Trigliserid

TGF-B1 : Transforming Growth Factor, Beta 1

TNF : Tiimor Nekroz Faktor

TNFa : Timor Nekroz Faktor Alfa (Tumor Necrosis Factor Alpha)

UCP3 : Uncoupling Protein 3

VLDL : Cok diistik 6zgiil agirliga sahip lipoprotein (Very Low Density Lipoprotein)
%2 : Chi-square (khi kare)

XI



SEKILLER DiZiNi

Sekil 1.1. NAYKH’nin prevalansinin farkli populasyonlara gore dagilimi........................ 16
Sekil 1.2. NAYKH nin Siniflandirtlmast..........coveeeeiieeeiieeiiiececceeeeee e 17
Sekil 1.3. Makrovezikiiler/Mikrovezikiiler Steatoz Nedenleri............ccccceeeeevieeeciieecneeenneen. 18
Sekil 1.4. NAYKH ProgreSyOnU .........ceeiuieiriiieiiiieeiieeeiiee ettt e st siteesiteesiveeesiseessiseesneeas 18
Sekil 1.5. NASH Patogenezindeki ‘Multiple Hit’ yani ‘Coklu Vurus’ Hipotezi................ 19
Sekil 1.6. NAYKH’dan NASH Tanisia Giden YOl.......ccccooouveeiiiiiiiieeiieeeieeceee e 20
Sekil 1.7. NAYKH Spektrumunun Histolojik GOrtintisii..........ceceveerervierienensienienienene 21
Sekil 1.8. Hepatik Trigliserid BiriKimi.........ccverieiciieniiiiieiieeiieiee et 25
Sekil 1.9. Insiilin Direnci ve NASH ProgreSyonue.............ococoveveueveveveeeseseeeereeeseseenenennn. 26
Sekil 1.10. NASH’te Goriilen Karaciger Hasar Yolaklart .........cccoocveeniiniiiniiniiiieee, 27
Sekil 1.11. NAYKH’nin Patogenezinde Rol Oynayan Genler ...........ccccoeevvenieniinniiennnnnne. 31
Sekil 1.12. PNPLA3 Geninin 22. Kromozomdaki Lokasyonu .............cccecveviiniiiniennnnnne. 38

Sekil 1.13. PNPLA3 Gen [148M Polimorifzminin Sebep Oldugu Amino Asit Degisimi.. 40
Sekil 1.14. PNPLA3 Gen I148M Varyantinin Kronik Karaciger Hastalig1
Progresyonundaki EtKiSi..........cocuieriiiiiiiiiiiiiieieeic ettt 41
Sekil 1.15. LCN-2 Geninin 9. Kromozomdaki Lokasyonu............ccccccoecvevviiniiniieninennnne 42
Sekil 4.1. PNPLA3 gen rs738407 polimorfizminin 22. Kromozom iizerindeki yeri ve
poliakrilamid jeldeki gOrintimil ............cooueeiiieiiieiiieiieeieeee e 63
Sekil 4.2. PNPLA3 gen 15738409 polimorfizminin 22. Kromozom iizerindeki yeri ve
poliakrilamid jeldeki gOrintimil ............coceieiiieiiieiiiiiiieiiece e 64
Sekil 4.3. PNPLA3 gen 152896019 polimorfizminin 22.kromozom {izerindeki yeri ve
poliakrilamid jel OTTNTMIL........c.eeviieiiiiiiieiieie et 65
Sekil 4.4. LCN-2 gen rs147792047 (A) ve rs141366243 (B) polimorfizmlerinin 9.
kromozom tizerindeki yeri ve poliakrilamid jel gorinimii.........c.cccoceeveriinienennenne. 66
Sekil 4.5. LCN-2 gen rs139418967 (A), rs147787222 (B) ve 1s140285982 (C)
polimorfizmlerinin 9.kromozom iizerindeki yerleri ve poliakrilamid gériiniimii ....... 67
Sekil 4.6. PNPLA3 gen rs738407, rs738409, rs2896019 polimorfizmlerinin baglanti
dengesizligi (Linkage Disequilibrium, LD).......cccccociiviriiiniininienieiccieneeseenieeens 68

XII



CIZELGELER DiZIiNi

Cizelge 1.1. GWAS Sonucu Tanimlanan ve NAYKH n1 Etkileyen Genetik Varyantlar...31

Cizelge 1.2. NAYKH ve NASH ile iliskili Olan Genler.............cccococovveeeveveverceeeeeerernnne, 32
Cizelge 1.3. PNPLA3 Gen Varyantlar1 ve Bu Varyantlarin p-Degerleri ............cccccevennee. 39
Cizelge 1.4. Calismada Yer Alan LCN-2 Gen Polimorfizmleri..........ccoccuveviieniieniienneennnns 44
Cizelge 3.1. Polimorfizmlere Gore Kullanilan Primer Dizileri ve Enzimler ...................... 46

Cizelge 3.2. Polimorfizmlere Gore PCR I¢in Annealing Kosullar1 ve Déngii Sayilari ... 52
Cizelge 3.3. Polimorfizmlere Gére RFLP i¢in Kullanilan Enzimler, Tampon Cézeltileri,
Distile Su, PCR Uriinii Miktarlar1, Kesim Reaksiyonu Sicaklig1 ve Kesim Siireleri.. 53
Cizelge 3.4. Her Polimorfizm I¢in Poliakrilamid Jel Elektroforezi Kosullari.................... 54
Cizelge 4.1. Non-Alkolik Steatohepatitis (NASH) hastalarinda ve kontrol grubunda
PNPLA3 rs738407 gen polimorfizminin allel ve genotip sikliklar1 ve cinsiyete gore
AGUIMIATT. ..ttt et ettt e et e e bt e e sbeesaeense e 59
Cizelge 4.2. Non-Alkolik Steatohepatitis (NASH) hastalarinda ve kontrol grubunda
PNPLA3 rs738409 gen polimorfizminin allel ve genotip sikliklar1 ve cinsiyete gore
4 Teq 1 11001 Y s DO SRR UPRP 60
Cizelge 4.3. Non-Alkolik Steatohepatitis (NASH) hastalarinda ve kontrol grubunda
PNPLA3 rs2896019 gen polimorfizminin allel ve genotip sikliklar1 ve cinsiyete gore
4 Teq 1 11011 - DO P USRI UPRRPR 61
Cizelge 4.4. Non-Alkolik Steatohepatitis (NASH) hastalarinda ve kontrol grubunda LCN-2
15139418967 Gen Polimorfizmi polimorfizminin allel ve genotip sikliklari............... 62
Cizelge 4.5. Non-Alkolik Steatohepatitis (NASH) hastalarinda ve kontrol grubunda LCN-2
15147787222 Gen Polimorfizmi polimorfizminin allel ve genotip sikliklari............... 62
Cizelge 5.1: PNPLA3 gen rs738409 polimorfizminin farkli etnik gruplar arasindaki
4 b 141 11011 BTSRRI 70
Cizelge 5.2: PNPLA3 gen rs2896019 polimorfizminin farkli etnik gruplar arasindaki
4B 141 11011 BTSRRI 71

XIII



1.GENEL BILGI VE ILGILI CALISMALAR

Non Alkolik Yagl Karaciger Hastaligi (NAYKH; NAFLD) ¢agimizin hastaligidir.
1980°den Once tam anlasilamamasinin yani sira, kokii endiistriyel devrim donemine
dayanir. Bunun sebebi de; besinlerin farkli sekilde islenmeye baslanmasi ve bol miktarda
besine karsin daha az fiziksel is ragbetinin olmasi1 olarak sdylenebilir. Bu hastalik, klinik

tibbin her alanimi etkilemektedir ve artan prevalansi ile de etkilemeye devam edecektir

(McCullough, 2006).

Karaciger yaglanmasi bir histopatolojik bulgu olarak yillardir bilinmesine ragmen
yakin zamana kadar farkl bir hastalik olarak dikkate alinmamistir. Karaciger yaglanmalari
hakkindaki bugiinkii bakis agimiz, 1980 yilinda Ludwig sayesinde kazanilmistir. Genel
olarak diisiiniilenin aksine Ludwig; hastalig1 ilk tanimlayan kisi degil, hastaliga bu ismi
veren ilk kisidir. Ludwig tarafindan gosterilen yeni bakis agisi; histopatolojik bulgulari
alkolik karaciger hastaligma benzedigi halde alkol kullanmayan ya da Onemli miktarda
tilketmeyen kisilerde goriilen bir hastalik tablosunun ‘Non-alkolik Steatohepatitis (NASH)’
(alkolsiiz karaciger yaglanmasi) olarak isimlendirilmesinden sonra sekillenmeye
baslamistir (Sonsuz, 2011). ‘Onemli’ olarak nitelendirilen miktarlar ise; giinliik olarak
erkeklerde 30 g’dan az, bayanlarda ise 20 g’dan az olan alkol tiiketimi esik sinir1 olarak

kabul edilmistir (Tariq et al. 2014).

‘Non alcoholic fatty liver disease’, (NAFLD) yani Non alkolik yagl karaciger
hastaligi (NAYKH); kronik karaciger hastaliklarinin arasinda géze en ¢ok carpan olup,
farkli yas grubundanki insanlari etkiler. NAYKH’ nin tanim1 yapilirken; hepatik steatozun
bir kanit1 olmasi (goriintiileme ya da histoloji ile) ve ikincil bir hepatik yag birikimi igin
sebeplerin bulunmamasi gerekmektedir (Chalasini et al. 2012). Karaciger yaglanmasnda
rol oynayan ikincil sebepler; asir1 alkol kullanimi, ilag tedavisi, kalitsal bozukluklar
(Wilson hastaligi, lipodistrofi gibi) olarak siralanabilir (Younossi et al. 2014). Bir diger
deyisle NAYKH’ nin tanis1 yapilirken; hastanin ‘Gnemli’ bir alkol ge¢gmisinin olmamasi ve
diger karaciger hastalik sebeplerinin ya da hepatik steatoz sebeplerinin hari¢ tutulmasi
gerekmektedir (Pearlman et al. 2014). NAYKH; karacigerdeki yag iceriginin artmis
olmasi, yiiksek degerdeki karaciger enzimleri (hepatik transaminazlar, ALT, AST, alkalin
fosfataz gibi diger karaciger enzimleri), ferritin (ferritinin; hepatik hasari, inflamasyonu ya

da insiilin direncini belirttigi diisiiniilmektedir) ve lipid profilindeki degisimler ile
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karakterize edilirken; obezite, tip 2 diyabet (T2D), insiilin direnci ve dislipidemi’yi
barindiran metabolik hastaliklarin hepatik gostergesi olarak da tarif edilebilir. Ayrica bu
faktorlerin yan1 sira NAYKH, yiiksek seviyelerdeki trigliserid (TG), diisiik seviyelerdeki
‘high-density lipoprotein’ (HDL) kolesterol, yiliksek kan basinci, hasar goren glukoz
tolerans1 ve kardiyovaskiiler hastaliklarla da iliskilidir. NAYKH’nin prevalans: yasla,
cinsiyetle ve etnik kokenle de iligkilidir. Yapilan calismalarda; NAYKH yayginliginin
yasla arttig1 goriilmiistiir (Chalasani et al. 2012).

Bugiine kadar varsayilandan farkli olarak; NAYKH hastalar1 Hepatoselliiler Kanser
(HSK) gelistirme acisindan c¢ok yiiksek risk tagimaktadirlar. Hepatit B ve Hepatit C
(HBV/HCV) viriis enfeksiyonlari, Hepatoselliiler Karsinom’a sebebiyet a¢isindan diinya
genelinde en biiyiik risk faktorii olmalarina ragmen; obezite, T2D, alkol ve tiitiin suistimali
de HSK riski ile iliskilendirilmistir. Almanya’da yapilan bir ¢alisma da goriilmiistiir ki,
HSK etiyolojisinde steatohepatitisin dnemli rol oynadig1 goriilmiistiir (Steatohepatitis’ten
gelisen HSK, hastalarin %24°1 iken; kronik HCV enfeksiyonu sonucu gelisen HSK
%23.3). NAYKH’nin ileri sathalarinin HSK gelistirebildigini biliyoruz. Ayrica steatoz,
kriptojenik sirozdan HSK gelistirebilmesinin yani sira non-sirotik karacigerden de
gelistirebilir. Dolayisiyla, NAYKH’ nin patogenezinde ve HSK’a doniisiimde rol oynayan

molekiiler yolaklarin 6nemi artmaktadir (Naik et al. 2013).

1988-2008 yillar1 arasinda National Health and Nutrition Examination Surveys’den
toplanan verilere gore; diger kronik karaciger hastaliklarinin prevalansi sabit kalirken,
metabolik sendromun artisina istinaden NAYKH’ nin da prevalans: hizla yiikselmektedir
(Puppala et al. 2012). Diinya genelinde, NAYKH’nin sikligi %10-%50 arasinda
seyretmektedir (Hashimoto et al. 2014). NAYKH’ nin yayginlig1 Batili ilkelerin toplumlari
arasinda da giderek artmaktadir. Batili toplumlarda %35’e kadar gozlemlenebilmektedir
(Naik et al. 2013). NAYKH ile giinliik diyetin yakindan iligkisi oldugu i¢in, obezite ve tip
2 diyabet ile bu risk daha da artmaktadir. Ornegin; Ingiltere’nin genel populasyonunda
hepatik steatozun’un goriilme sikligi %17-33 olarak varsayilirken, bu sikligin tip 2
diyabetli bireyler i¢in daha da yiiksek olabilecegi (~%70) belirtilmistir (Tariq et al. 2014).
Ayrica, NAYKH’nin prevalans1 etnik farkliliklari da yansitir; ABD’de, Afrikali
Amerikalilar’da goriillen NAYKH sikliginin miitemadiyen en diisiik oldugu goriilmiistir.
Kaliforniya’da yapilan 159 kisilik NAYKH hastalarinin populasyon ¢aligmasinda, non-
Hispanik beyazlarda %45 oldugu tespit edilerek bunu Hispanikler’in (%28), Asyalilar’in
(%18) ve Afrikali Amerikalilar’in (%3) takip ettigi gosterilmistir. Biitlin grubun etnik
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kompozisyonu kontrol edildikten sonra, Hispanikler’in en yiiksek oranda, Afrikali
Amerikalilar’in ise en diisiikk oranda NAYKH’1nin prevalansini gosterdigi gézlemlenmistir
(Kim et al. 2008). Sekil 1.1’de NAYKH nin prevalansinin farkli populasyonlara gore
dagilimi verilmektedir (LaBrecque et al. 2012). Ayrica, Kafkaslar’in ise ortada yer aldig:
belirlenmistir (Santoro et al. 2013).

NAYKH'NIN BU

CALISILAN P(')’Pl"‘L.-\S\'()NL:\Rl)a\l\'l'
BOLGE POPULASYON GORULME SIKLIGI (%)
ABD Pediatrik Populasyon 13-14
Genel Populasyon 27-34
Morbid Obezite 75-92
Avrupah-Amerikahlar a3
Hispanik-Amerikahlar 45
Alrikah Amerikahlar 24
Avrupa Pediatrik Populayon 26-10
Genel Populasyon 20-30
Bati Ulkeleri Genel Populasyon 20-40
Obezite ya da Divabet 75
Morbid Obezite 90-85
Dinya Geneli Obez Populasyonu 40-90
Orta Dogu Genel Populasyon 20-30
Uzak Dodu Genel Populasyon 15
Pakistan Genel Populasyon 18

Sekil 1.1. NAYKH’nin prevalansinin farkli populasyonlara gore dagilimi (LaBrecque et
al. 2012)

Japonya gibi dogu iilkelerinde ise NAYKH’inin prevalanst yaklasik olarak %9.3
varsayllmaktadir. Ilging bir sekilde, Japonya’daki NAYKH hastalarinin yaklasik olarak
yarist asirt kilolu degildir. Ayrica, NAYKH nin yayginliginin farkli etnik gruplarda
farklilik gostermesi; hepsinin  metabolik sendrom oranlarinin  farkliligt  (Afrikal
Amerikalilar i¢in %21.6 vs beyazlar i¢in %23.8 vs Meksikali Amerikalilar icin %31.9) ve
bunun yani sira diger genetik ve ¢evresel faktorler ile agiklanabilir (Kim and Younossi,

2008). Yakin tarihte ABD’de yapilan ¢alismalar neticesinde, Amerikan populasyonunda
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karaciger enzim yiiksekligi vakalarinin %80’inin NAYKH’na bagli olabilecegi ve her
Amerika’ll dort ya da bes yetigkinden birinde aslinda NAYKH oldugunu belirtilmistir.
Asya iilkelerinde ise NAYKH’nin sikligi %9-%40 arasindadir (Puppala et al. 2012).
Ulkemizde de yagh karaciger hastaligmin sikliginin %20-25 civarinda oldugu tahmin

edilmektedir.

Genellikle yagl karaciger yani diger bir deyisle karacier yaglanmasi; alkolik ve
non-alkolik olmak iizere ikiye ayrilir (Sekil 1.2). Alkol tiiketiminin karaciger hastaliklarina
yol actig1 yiizyillardir bilinmektedir. Epidemiyolojik ¢aligmalar 15181nda, Alkolik Karaciger
Hastalig1; bayanlarda giinliik 20 g iizeri, erkeklerde ise giinliik 30 g {izeri alkol tiikketiminde
goriilebilir yani NAYKH’ nin tersi bir durum s6z konusudur. NAYKH histolojik olarak,
alkol (etanol) kullanimina bagl karaciger hasarindan (Alcoholic liver disease, ALD;
alkolik karaciger hastaligi, AKH) ayirt edilemez. Suan, NAYKH ile AKH hastaliklarinin
ortak patojenik siire¢ paylastiklar diisiiniilmektedir (Liver International, 2006). NASH ve
AKH hastaliklarinin her ikisi de sitokin ve oksidatif stres aracilikli karaciger hasarimi

barindirirlar (Shimizu et al. 2007).

| Karaciger Yaglanmasi

L Non-Alkolik
Alkolik (NAYKH)

NAYK NASH

Sekil 1.2. NAYKH’ nin Smiflandirilmasi

Non Alkolik Yagl Karaciger Hastaligi’n1 klinik olarak, kabaca ikiye ayirabiliriz.
Bunlar; NAFLD (Non Alkolik Yagli Karaciger Hastaligi, NAYKH) ve NASH (Non
Alkolik Steatohepatitis)’tir. ‘Steato’ yag; ‘hepatit’ ise karacigerin iltthaplanmas1 demektir.
Sitoplazmada kiiclik yag damlaciklar1 seklindeki yag birikimi ‘mikrovezikiiler steatozis’;
sitoplazmada ¢ekirdegi kenara iten, biiylik yag damlacig1 olursa ‘makrovezikiiler steatoz’

olarak adlandirilir (Sekil 1.3).
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Makrovezikiller Steatozis Nedenler Mikrovezikiler Steatozis Nedenleri
+ Alkollk karacider hastalid + Alkollk karacider hastalid
+ Obezite + Reye sendromu
+ Diabetes meiiitus + Gebelikte olugan akut karaciger hastaligi

-Hegatuc mfeksuzonﬂ -Valﬁrik asit toksitites

Sekil 1.3. Makrovezikiiler/Mikrovezikiiler Steatoz Nedenleri
(https://docs.google.com/document/d/10Y WEcNu41GAoUciD7kH3okwk{79kiYhnUqR
BalbZbvM/preview?pli=1)

Karacigerde fazla yag birikimi siklikla iltihaplanmay1 beraberinde getirir ya da bu
yag birikimi iltihaba yol agabilir. NAYKH daha ¢ok benign ve non-progresif olmaya
egilimliyken; NASH ise siroz ve nadiren Hepatoselliler Karsinom’a ilerleyebilir
(Hashimoto et al. 2014). Sekil 1.4’te NAYKH’nin progresyonu basitce sematize edilmistir
(Tariq et al. 2014). NASH’te, NAYKH’den farkli olarak, hepatosit balonlasmas1 seklindeki
hepatoselliiler hasar goriilmektedir (Chalasani et al. 2012).

PP 75&?

Basit Steatoz NASH Siroz

Tarig et al.

NAYKH
Sekil 1.4. NAYKH Progresyonu (Tariq et al. 2014)

NAYKH’da aslinda, progresif asamalar iceren genis bir aralik goriilmektedir. Bu
ilerleyen asamalar; nispeten benign steatoz (makrovezikiiler hepatik yag birikimi),
inflamasyon ve oksidatif stresin tetikledigi NASH, fibrozis ve son olarak hepatoselliiler
Karsinom’dur (Naik et al. 2013). Insiilin direnci ve oksidatif stresin NASH olusumunda
onemli etkileri oldugu diisiiniilmektedir. Ancak, NASH olusumu kompleks bir yapidir. Bu
kompleks yap1 da g¢evreyle etkilesim halindeki ¢oklu genetik faktorleri ve yasam tarzini
icerir. Ciinkii NAYKH hastalarinin sadece bir kismi1 NASH gelistirmektedir (Kawaguchi et
al. 2012).



1. Darbe 2. Darbe

(Obezite. (Oksidatid Stres,

T2D. Lipid Peroksidasyonu,

Etanol. Anti-viraller, @ Helen Hobbs 2009
Hepatit C) Sitokinler)

Sekil 1.5. NASH Patogenezindeki ‘Multiple Hit’ yani ‘Coklu Vurus’ Hipotezi

NAYKH’nin patogenezi halen daha soru isaretleri barindirsa da, ‘iki vurus/darbe’
hipotezi en ¢ok gegerli olanidir (Sekil 1.5). ‘Ilk darbe’de; hepatositlerde yag asitlerinin
birikimine sebebiyet vererek karaciger yaglanmasi ile sonuglanir. Bundan sonra
ilerlemezse de ‘basit yaglanma’ olarak kalmaktadir. ‘Ikinci darbe’; Oksidatif stres, anormal
sitokin {iiretimi, yag metabolizmasi bozukluklar1 ve insiilin direnci gibi faktorler
aracilifiyla gercekleserek nekroinflamatuvar aktiviteyi ve fibrozisi tetiklemektedir

(Carlioglu et al. 2007).

NASH; hepatosit dejenerasyonu (hepatosit balonlagmasi), nekroz, inflamasyon ve
fibrozis gosterir. Fibrozisin varligi, kroniklige isaret etmektedir. Dolayisiyla da NASH
tanisi, klinikopatolojik kriterler yani hem klinige hem de biyopsiye dayali bilgi
gerektirmektedir (Hashimoto et al. 2014). NAYKH ile ilgili yapilan ¢aligmalar sonucunda
taninin  heterojen oldugu ve ¢esitli degerlendirme yontemlerinden faydalanilarak
konuldugu saptanmis olup; bu yontemler Sekil 1.6’da sematize edilmektedir (Karaciger
biyopsisi, ultrasonografi gibi radyolojik testler ve karaciger enzimlerini igine alan ¢esitli
kan testleri gibi). Karaciger biyopsisi; tan1 ve ‘staging’ yani evrelendirme i¢in halen daha
en iyi yontemdir. Bu ydntem invasif bir yontemdir. Invasif bir yontem olan biyopsi ve
otopsi tani i¢in kullanilan bir yontemdir. Son yillarda, NAYKH ve NASH i¢in bazi non-
invasif tan1 yontemleri de kullanilmaya baslanmistir. Ancak bunlar biyopsinin ve otopsinin
histoloji dayanakli degerlendimeleri kadar net bir tanimlama yapamazlar (Vernon et al.
2011). Non-invasif radyolojik yaklasimlara Manyetik Rezonans Goriintileme (MRGQG),
Ultrasonografi ve Bilgisayarli Tomografi (BT) 6rnek verilebilir. AST-ALT gibi karaciger
enzimlerinin degerlendirilmesi de non-invasif ydntemlerdendir. Ayrica non-invasif bir

method olarak biyomarker testleri (The SteatoTest®, NAYKH fibrozis skor ve Kotrenen
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metodlar1 gibi) de steatoz tanisi i¢in kullanilabilir ve karaciger biyopsisine olan ihtiyaci

azaltabilir (www.patient.co.uk/doctor/steatohepatitis-and-steatosis-fatty-liver).

o NAYKH?
(KLIiNIK ve RADYOLOJIK BULGULARA DAYANAN)

Y
Karaciger Enzimlerinin Ol¢iimii

Y Y
Normal Israrla Yiiksek

Y
Risk Faktorleri Mevcut Mu?

\/ Y
Hayir Evet
¥
Tedaviyle iligkili Durum

Y
Karaciger Enzim Seviyeleri Yiiksek Kalyor

Y Y
Evet Hayir
¥
Karaciger Biyopsisi Enzimlerin Tekrari (6 Ay icinde)
NASH
Y v
Hayir Evet
Y v
Monitor Tedavi

Sekil 1.6. NAYKH’dan NASH Tanisina Giden Yol (Kim and Youossi, 2008)

NAYKH’nin genis bir aralifi oldugunu biliyoruz. Bu aralik; daha once de
belirttigimiz gibi basit ilerleyici olmayan steatozdan, Non-alkolik Steatohepatitis’e yani
NASH’e kadar uzanmaktadir (Sekil 1.7). Basit steatozdan NASH’a ilerlemede rol oynayan
faktorler halen daha c¢ok iyi anlasilamamistir. NASH; inflamasyon, hepatoselliiler
balonlasma ve zon 3’te Mallory-Denk cisimcikleri ile basit steatozdan ayrilir (Kucukoglu
et al. 2014). Hepatositlerin toksinler ve immiinolojik nedenlerle genisleyerek, sitoplazmali
ve bosluklu sekiller almasi ve diizensiz hiicre gruplar1 yapmasina ‘balonlasma
dejenerasyonu’ (hepatosit hasar1) denilmektedir. Mallory Denk cisimcikleri ara
filamentlerle alakali kiimelesmelerdir (Strnad et al. 2008). Mallory Denk cisimcikleri
benign steatoz ile NASH’i biribirinden ayirir. Hepatositlerin sitoplazmik hiyalin
icermesidir. NASH ve diger karaciger hastaliklariyla iliskilidir (Zatloukal et al. 2007).
Ayrica, Non-Alkolik Steatohepatitis (NASH); lipid metabolizmasindaki, hiicresel
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biitiinliikteki, immiin homeostazindaki ve doku onarimindaki diizensizlikleri igeren
karmagik bir hastaliktir. NASH olusumu sirasinda gergeklesen patofizyolojik olaylar
karacigerin hem i¢inde hem de disinda gerceklesir ve ince bagirsak ile adipoz dokudan

yayilan sinyaller intrahepatik olaylarla birlestirilir (Duwaerts et al. 2014).

Karaciger Yaglanmasi

; R
, Sy o o S B &

Py SRR i NASH
g W

KARACIGER

YAGLANMASI

Dekompanse Siroz SIiROZ

Sekil 1.7. NAYKH Spektrumunun Histolojik Goriintiisii
(http://flipper.diff.org/app/items/5409)

NASH’in, NAYKH spektrumu igerisinde spesifik bir alt grup olup, degisken
miktarlardaki goriilebilir yag ve fibrozis ile karakterize edilen daha ciddi bir karaciger
hasar1 oldugu bilinmektedir. Dolayisiyla, Non-Alkolik Steatohepatitis; NAYKH’nin en
ilerleyici formudur (Sazci et al. 2008a). NASH, daha sonra, Siroz ve Hepatoselliiler
Karsinom’a ilerleyebilir ve karacigerle ilgili oliimlerle de yiiksek oranda iligkilidir
(Rozman, 2014). Kriptojenik Siroz’un en yaygin sebebi NASH’tir. T2D, obezite, insiilin
direnci ve hiperlipidemi NAYKH’da oldugu gibi siklikla NASH ile iligkilidirler (Sazci et
al. 2008b). NASH’in patolojik olarak dikkate deger bir steatohepatitis olarak tanimlanmasi
icin alkol, ilag, toksin, infeksiydz ajan ya da diger teshis edilebilir dis kaynakli sebeplerin
bulunmamasi gerekmektedir (Farrell et al. 2007).

2010°da diizenlenen ‘NAFLD/NASH of the European Association for the Study of the
Liver (EASL)’ kongresinde yapilan degerlendirmelere gore, karaciger biyopsisi
uygulanacak hastalar genellikle asagidaki formlardadir:

* Non-invazif yontemlerle ilerlemis fibrozis varligi goriilen ya da uyumsuz sonuglar

elde edilen metabolik sendroma sahip olan hastalar,
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* NAYKH ile iliskili olamayan kronik karaciger hastaligi ve metabolik risk
faktorlerinin belirtilerini bulunduran hastalar (insiilin direnci ve ultrasonografide
steatoz varlig1),

* Bariatrik yani obezite ve kolesistektomi ile ilgili bir ameliyat geciren hastalar
(Véronique M et al. 2011).

Ayrica, Serum ALT seviyesi NAYKH’da oldugu gibi, NASH tanisi i¢in de dnemli bir
faktordiir. Genel olarak, serum ALT seviyesi karaciger biyopsisiyle desteklendiginde,
NAYKH’nin NASH ve ileri derecedeki fibrozise ilerleyip ilerlemeyecegi hakkinda bize
bilgi vermektedir. Ancak, normal ALT seviyeli hastalarin tanisinda, yiiksek seviyedeki
ALT’li hastalarinkine goére bir gecikme goriilmektedir. Verma S. ve arkadaslarinin 2013
yilinda, NASH ve ileri derecedeki fibrozis tayininde dogru ALT seviyelerini belirlemek
icin AUROC (alict isletim karakteristigi) analiz sistemini kullanarak yaptigi calismadan da
anlayabilecegimiz gibi; normal ALT seviyeli hastalarin yiiksek ALT seviyeli hastalara
oranla daha yasli oldugunu goriiyoruz. Dolayisiyla karaciger biyopsisinin erken tani
acisindan ciddi bir 6neme sahip oldugu goriilmektedir. Karaciger biyopsisinin sinirl
morbiditesi ve drnekleme hata riski olabilmesine karsin; NAYKH’da olusabilecek tim
histolojik degisimleri degerlendirebildiginden suan i¢cin NASH ya da fibrozisin tanisinda
kullanilan en gecerli yontemdir (Verma S et al. 2013).

NASH kendi icinde de alt kategorilere ayrilabilir. Bunlar; ‘birincil’ ve ‘ikincil’®
NASH’tir. Birincil NASH, NASH’in baskin olan formudur ve metabolik sendromla iligkisi
bulunmaktadir. Yani; obezite, T2D, oksidatif stres, dislipidemi gibi durumlar soz
konusudur. Ikincil NASH de yine steatohepatitistir ancak bunun yani sira diger
sendromlarla (lipodistrofi, Wilson hastalig1 gibi), bazi ila¢ tedavileriyle ya da yan
etkileriyle (amiodaron) ve morbid obezite cerrahileriyle birlikte seyretmektedir. Tam
olarak kesin olmamakla beraber birincil ve ikincil NASH’in ayn1 patojenik mekanizmalari
kullandiklar1 diistiniilmektedir.  Ayrica, Alkolik steatohepatitis ve birincil NASH
patogenezinde de ortak faktdrlerin bulundugu diisiiniilmektedir. Dolayisiyla, NASH’in ¢ok
iyi sekilde tetkik edilmesi gerekmektedir ki; aksi takdirde (¢cogunlukla) birincil NASH
olarak kabul edilir (Diehl et al. 2005).

NAYKH/NASH i¢in ciddi bir smiflandirma Matteoni, Brunt ve NASH Klinik
Arastirma Agi Patoloji Komitesi ‘NASH Clinical Research Network Pathology
Committee’ (NAYKH Aktivite Skor-NAS’1 yazanlar) tarafindan ileri siiriilmiistiir. 1999°da
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Matteoni ve arkadaslar1 hastalar1 dort ayr1 kategoriye bolmiislerdir (tip 1, tip 2, tip 3, tip 4).
Tip 1’te sadece steatoz goriiliirken, Tip 2’de ise steatozun yani sira lobiiler inflamasyon da
goriilmektedir. Tip 3’te steatozun yaninda balonlagma dejenerasyonu da devreye girerken,
Tip 4 ise hem Tip 3 ozelliklerini hem de Mallory Denk cisimcikleri ve fibrozisi
beraberinde getirmektedir. Tip 1 ve Tip 2 ‘non-NASH’ grubu olarak farz edilirken, Tip 3
ve Tip 4 ise ‘NASH’ olarak farz edilmektedir. Bu diisiincenin dogrulugu; Tip 3 ve Tip 4’lin
Siroz ve karacigerle ilgili 6liimlerle olan iliskisinin Tip 1 ve Tip 2’ye oranla daha yiiksek
olmasiyla da desteklenmektedir. Matteoni ve arkadaslarina gore de ayni yorum
yapilmaktadir. Balonlasma dejenerasyonu ve steatoz NASH tanisi i¢in gegerli iken steatoz
ve inflamasyon (siddetli olsa bile) tani i¢in yeterli degildir. Brunt ve arkadaslar1 ise NASH
icin yar1 nicel bir analiz ileri stirmiislerdir. Bu analiz; steatoz, inflamasyon ve balonlasma
dejenerasyonu ic¢in  derecelendirme ve  fibrozis icin ise evrelendirme analizini
kapsamaktadir. NASH Klinik Arastirma Ag1 Patoloji Komitesi ise Brunt ve arkadaslarina
dayanarak, NAS’1 (NAYKH Aktivite Skor) gelistirmislerdir. >5 olan skorlar NASH tanis1
ile iliskilendirilmistir (Hashimoto et al. 2014).

Yaklasik olarak NAYKH hastalarinin = 10-20%’sinde  NASH’e ilerleme
goriilmektedir. NASH’li hastalarin fibrozis ve Siroz gelistirmeleri muhtemeldir ve
boylelikle karaciger dekompansasyonu yani islev bozuklugu hatta hepatoselliiler
karsinom’a yol acabilir (Ganz and Szabo, 2013). NASH’l1 hastalarin %25’inde Siroz
goriilebilir (Schwenger and Allard, 2014). “Yalnizca steatoz’lu hastalarin yaklasik olarak
%?3’linde 10-20 yillik donemde siroz goriilebilirken; NASH’1i hastalarin %5-8’1 yaklagik
bes yil icerisinde siroz gelistirebilirler (Pettinelli Pet al. 2011). NASH’in tetikledigi Siroz;
Amerika’da karaciger transplantasyonu sebepleri arasinda igiincii sirada yer almaktadir.
Inflamatuar ¢evreden dolay1 da NASH ve Siroz hastalarmin %4-27’si hepatoselliiler

karsinom’a ilerleyebilirler (Kessler et al. 2014).

NASH’in genel olarak prevalanst %2-3’tiir (Younossi et al. 2014). NASH’in
Japonya’daki prevalansi yaklasik olarak %1-8’dir. Avrupa genelinde yaklasik olarak %S5,
Amerika’da ise %5.7-17’dir (McCullough AJ, 2006). Karacigerde asir1 yag birikiminin
%20-30 oldugu Amerika ve Avrupa Ulkelerinde NASH’1n populasyondaki prevalanst %1-
3’tlir (Ludwing et al. 1980). Yaklasik olarak, Amerika’nin genel populasyonunda 6 milyon
kiside NASH goriilebilmektedir. NAYKH’da oldugu gibi, NASH prevalansi
Hispanikler’de (beyazlara oranla) daha yiiksek olmakla beraber Afrikali Amerikalilar’da
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daha diisiik (obezitenin orani yliksek olmasina karsin) seyretmektedir (Erickson, 2009).
NASH’li hastalarin %70’den fazlas1 sisman olup; %?20-80’inde kolesterol yliksekligi
goriilmektedir. NASH hastalarimin tan1 aninda %30’undan fazlasinda T2D oldugu
belirtilmistir. ~ Ayrica, NASH’li hastalarin %8-20’sinde lipid metabolizmas1 hasarli
bulunmaktadir.  Metabolik Sendrom faktorlerinden biri olan obezite ile NASH arasinda
da ciddi bir iligki mevcuttur. Bu durum; obezlerde NASH prevalansinin, kilosu normal
kisilere oranla alt1 kat daha fazla olmasiyla dogrulanmaktadir. Morbid obez erkeklerdeki
NASH prevalanst da, morbid obez bayanlara gore iki kat daha fazla bulunmaktadir.
Morbid obezlerin %24 iinde NASH, %3-11"inde siroz goriilebilecegi belirtilmistir (Géren
B ve Fen T, 2005).

Memelilerde karaciger; metabolik homeostazisten sorumlu olan organ olup;
karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmalarin1 kontrol eder. Karacigerin yaglari
depolama gibi bir gorevi bulunmadigindan, normal fizyolojik sartlar altinda hepatik
trigliserid konsantrasyonu diisiik seyretmektedir. Ancak tokluk ve agliga istinaden
karacigere ve karaciger disina yag asidi ve trigliserid acisindan ciddi anlamda bir hareket
s0z konusudur (Kawano and Cohen, 2013). NAYKHnin karacigerde hepatositlerin
sitoplazmalarinda lipid birikimiyle karakterize edildigi bilinmektedir (Sekil 1.8). Yani; yag
hiicrelerinde lipolizin artmasiyla ya da giinliik yag aliminin artmasiyla, serbest yag
asitlerinde de artis goriilmektedir. Yagh karacigerde toplam lipid miktari, karaciger
agirhgmnin %50’sine kadar ¢ikmakta ve bunlarin yarisindan fazlasini trigliseridler
olusturmaktadir. Mitokondriyal islev bozukluklar1 da yag asidi beta () oksidasyonundaki
bozukluk sayesinde lipid birikimine yol agarak NAYKH’na sebebiyet verebilmektedir.
Zaten mitokondriyal islev bozukluklar: insiilin direnci ile de alakalidir. Hepatik steatoz
yani yaglanma ayrica, karacigerdeki ‘de novo lipogenez’ vasitasiyla da saglanmakatadir.
De novo lipogenez; ince bagirsaktan karacigere ulasan karbonhidrati (CHO) yag asidine
doniistiiren enzimatik bir yolaktir. Yani; glikozu Asetil KoA’ya doniistiirerek glikolizi,
doymus yag asitlerinin biyosentezini ve trigliserid (TG) olusumunu saglar. NAYKH
hastalarmin karacigerlerindeki trigliserid igeriginin %30’unun bu yolla temin edildigi
diistiniilmektedir (Dubuquoy et al. 2011). Sterol diizenleyici eleman baglayici protein-1
(SREBP-1) bir transkripsiyon faktér olmakla beraber karacigerdeki de novo lipogenezisin
biiyiik bir boliimiinden sorumludur. Insiilin tarafindan olumlu bir sekilde regiile edilir.
Endoplazmik Retikulum stresi; asir1 enerji girisinden dolayi, lipidlerin karacigerden disari

tasinmasina yardimer olan apolipoprotein B gibi proteinlerin sentezine olan ihtiyacin
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artmasindan kaynaklanabilir. Endoplazmik Retikulum stresinin varliginda, SREBP-1

insiilinden bagimsiz olarak upregiile olur.

Insiilin direnciyle alakali olan lipid acikligindaki azalmanin da yaglanmayi
tetikledigi bilinmektedir (Koo SH, 2013). Hepsini toparlayacak olursak; normal sartlar
altinda lipid homestazisi yag asidi girisi ve ¢ikis1 ile dengelenmektedir. Yag asidi girisi
giinlik yag, adipoz doku ve de novo lipogenezi ile saglanirken; yag asidi ¢ikisi ise
metabolizma formlarinda yani oksidasyonla ve VLDL seklinde disa gonderimle
saglanmaktadir (Duwaerts and Maher, 2014). Bunlarin hepsi ‘ilk vurus-darbe’ faktorleri

olmakla beraber sonug olarak karacigerde yaglanma goriilmektedir.

De novo
Lipogene=z

— ~ - -~
-~ ~

- sicli N\
YugrAM’dl £ Hepatik TG 3 Yag Asidi Alirma
Oksidasyonu- : Birikimi J Artis: (Obe=zite)
) - -

Nnun Azalmas:

VLDL Salgrsinin
Azalmasa

Sekil 1.8. Hepatik Trigliserid Birikimi (Koo SH, 2013)

Insiilin; adipoz dokuda serbest yag asidi esterifikasyonuna ve trigliserid yag
depolanmasina imkan verir (Sekil 1.9). Insiilin Direnci (ID), basit olarak, insiiline duyarl
hiicrelerin insiiline normal yanit verememesi olarak tanimlanabilir. ID gelistii zaman;
serbest yag asitleri uygun olmayan bi¢cimde karaciger gibi adipoz olmayan (non-adipoz)
dokulara yonelirler. Lipoliz inhibisyonunun azaltarak ve ‘de novo lipogenez’i arttirarak
ID’i; karacigere olan serbest yag asidi akigmn arttirir. Ayrica iD’nin yag birikimi digindaki
bir diger sonucu ise trigliserid ve kolesterol esterlerinin hepatositlerden perifere
tasinmasinda rol oynayan Apolipoprotein B-100 sentezini baskilamasidir. Insiilin Direnci
NASH’in progresyonuna sebebiyet verdigi i¢in ‘ilk vurus’ta dnemli rol iistlenmesinin yan1

sira ‘ikinci vurus’ta da etkilerini devam ettirmektedir.
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Iinsdlin Direnci

Diyabet I Obezite 1. Basamak
Hepatik

Steatoz
(Oksidatif Stres)
. » ™~
Inflamatuar Lipid 2. Basamak
Sitokinler Peroksidasyonu

\_ NASH /

Sekil 1.9. insiilin Direnci ve NASH Progresyonu (McCullough, 2006)

Yag kiitlesinin artmasiyla ve adiposit farklilasmasiyla, bu hiicreler ¢esitli sitokinler
iiretirler. Bu sitokinlerden adiponektin ve leptin insiilin duyarlili§ini artirict yonde etkilidir.
ID ve obezite ‘koruyucu adipokin’ olan Adiponektin’in azalmasina neden olur.
Adiponektin karaciger glikoneojenezini engeller ve lipogenezi baskilar. Boylelikle diisiik
adiponektin yag asidi oksidasyonunu engeller ve karacigerde yag birikimini arttirir.
Obezite geninin (ob) iiriinii olan Leptin’in eksikligi ID’i, glukoz intolerans: ve karaciger
steatozu gibi sorunlarla birlikte goriilmektedir. NASH’te serum leptin diizeyleri yiiksek
seyretmektedir ve fibrogenezis ile iliskisi oldugu diisiiniilmektedir. Ancak NAYKH’da
sorun direkt olarak leptin diizeyi ile ilgili degil de leptin rezistansi ile iligkili goriilmektedir.
Resistin, TNF-a (Tiimdr Nekroz Faktor Alfa) ve IL-6, IL-8 (Interlokin-6 ve 8) ise ID veya
bunun sonucunda ortaya ¢ikan metabolik bozukluklar: arttirici etkilere sahiptir. Obezlerde
serum ve yag dokusunda resistin diizeylerinin artmis oldugu goriilmektedir. Hepatik glikoz
{iretimini ve in vitro’da adipositlerden glikoz alimmm azaltarak ID ile alakalidir. TNF-a nin
karaciger yaglanmasimin NASH gibi ilerleyici hastalik formlarina déniismesinde etkili olan
‘ikincil vurug’ faktorlerinden oldugu diisiiniilmektedir. TNF-a; NAYKH hastalarinda,
obezlerde ve T2D’de artmaktadir ve hepatik ID’ne sebebiyet vermektedir. Bunun yani sira,
mitokondriyal gegirgenligi arttirarrak, mitokondriyal solunuma hasar verir (McCullough,
2006). IL-8, IL-6 ve TNF-a gibi adipositokinler; lipid peroksidasyonu araciliiyla hepatik
inflamasyona katkida bulunurlar. Apoptoz, lipotoksisite ve reaktif oksijen tiirlerinin

artmastyla da serbest yag asitleri NASH’1 tetiklemektedir (Walenbergh et al. 2013).

NASH’teki karaciger hasari; inflamasyon, fibrozis ve hiicre 6liimiinii barindirir.
Yani burada ‘ikincil vurus’tan s6z etmek miimkiindiir. Hiicre dliimiine neden olaylarda
lipotoksisite ve oksidatif hasar 6n plandadir. Doymus yag asitlerinin, kolesteroliin ya da

diger toksik lipidlerin (uzun zincirli doymus yag asitleri; palmitat, stearat) hiicre i¢inde
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birikiminden lipotoksisite meydana gelmektedir. Doymus yag asitleri; Jun N-terminal
kinaz1 (JNK) ve mitokondriyal 6liim yolaklarini aktive ederek hepatositleri 6ldiiriir (JNK,
NASH hastalarinin karacigerlerinde aktive olur). Mitokondriyal islev bozukluklar1 ya da
sitokrom CYP2E1 (P450 2E1)’in asir1 aktivitesi araciligtyla tiretilen reaktif oksijen tiirleri
ise oksidatif hasara sebebiyet vermektedir. CYP2E1 yag asitlerini oksitler ve ID’nin
sonuglarindan biridir. Hepatositler 6lmeye basladiginda tehlike sinyalleri salinmaya baslar.
Bu sinyaller Kupffer hiicrelerini ve hepatik stellat hiicrelerini aktive eder. Sonrasinda da
sirastyla inflamasyon ve fibrozis goriiliir (Sekil 1.10).

Kupffer hiicreleri tehlike sinyallerine iki yol ile cevap verir. Bunlar; Toll benzeri
reseptorler ve inflamazomdur. Toll benzeri reseptdrler biiyiik bir aile olup, NASH ile ilgili
her gesit bilesigi (doymus yag asitleri, bakteriyel endotoksinler, hasarli hiicrenin DNA’s1
gibi) fark ederler. Toll benzeri reseptdr -2, -4 ve -9’un NASH patogenezinde rol oynadigi
bilinmektedir. Bu reseptdrlerin ortaklasa calismalariyla NF-xB aktive olur ve pro-
inflamatuar sitokinleri kodlayan genlerin transkripsiyonlar1 gerceklesir. Kupffer
hiicrelerinde Toll benzeri reseptorlerin aktivasyonu ile uyarilan sitokinler ise TNF ve IL-
1B°dir. Bu sitokinler hepatositlere etki ederek yaglanmay1 ve sitotoksisiteyi arttirir. Ayrica,
bu sitokinler hepatik stellat hiicrelerini uyararak; fibrozisi tetikler. Inflamazomlar;
niikleotid baglanim oligomerizayon domain (NOD) benzeri reseptor proteinlerinin (NLRP)
etrafinda lokalizedirler. NASH ile ciddi alakasi bulunan inflamazom; NLRP3’tiir. Yagh
karacigerde tam anlamiyla inflamatuar bir etkinin yaratilabilmesi i¢in; Toll benzeri

reseptorlerin ve inflamazomlarin arasinda koordinasyon bulunmasi sarttir.

NASH'te Karaciger Hasarinin Mekanizmasi
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Sekil 1.10. NASH’te Goriilen Karaciger Hasar Yolaklar1 (Duwaerts and Maher, 2014)
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Adipoz dokunun ve ince bagirsagin da NASH gelistirmedeki 6nemi bilinmektedir.
Adiposit kokenli yag asitleri ve sitokinlerin de, aynmi yolaklar1 kullanarak, steatoz,
inflamasyon ve fibroziste rol oynadig: belirtilmektedir. ince bagirsagin ise endotoksin
kaynag1 olmakla birlikte bagirsak bakterisi kdkenli IL-17’nin NASH patogenezinde rol
oynadig1 gosterilmistir (Duwaerts and Maher, 2014).

Genetik faktorler denildiginde aklimiza ilk gelen tanim DNA varyasyonlaridir.
DNA varyasyonlari; duplikasyonlar, insersiyonlar, delesyonlar veya transpozisyonlar
seklinde olabilir. Bu varyasyonlarin hastalikla iliskisi olabilir ya da olmayabilir.
Populasyonda tekrarlayan mutasyonlar seklinde agiklanamayan, yaygin sekilde goriilen
DNA varyasyonlarina ‘polimorfizm’ denir (Strachan and Read, 2004). Bir varyasyonun
polimorfizm olarak adlandirilabilmesi i¢in, populasyonda en az %1 oraninda goriilmelidir.
Eger %]1°den az ise ‘mutasyon’ tanimina dahil olmaktadir. DNA dizisinde en sik goriilen
polimorfizmler, ‘tek niikleotid polimorfizmleridir’ (SNP, Single Nucleotide
Polymorphism). Tek niikleotid polimorfizmleri DNA’da meydana gelen tek niikleotid
degisimleridir. Bu degisim sonucunda ise belirli bir gende ekspresyon degisimi ya da
eksprese olan (ifade olan) proteinde fonsiyon degisikligi goriilebilmektedir (Mehta et al.
2014). Tek Niikleotid Polimorfizmleri; her 100-300 baz ¢iftinde bir goriiliir. Tek niikleotid
degisimlerine 6rnek olarak; AGGGCTAA seklindeki bir dizinin ACGGCTAAA formuna
doniismesi gosterilebilir. Burada ikinci niikleotitte Guanin>Sitozin degisimi goze g¢arpar.
Bu degisimler kodlama bolgesinde (ekson) veya kodlanmayan bdlgelerde (intron, promotor
bolgesinde) olabilirler.

Tek niikleotid polimorfizmleri evrimde iyi korunmuslardir. Nesilden nesile ¢ok
fazla degisim gostermezler. Bu sebeple populasyon ¢aligmalarinda takibi daha kolaydir.
Insan DNA dizisinin %99’u aynidir. DNA dizisi {izerinde bulunan SNP’lerin, hastaligin dis
faktorlere (Bakteri, viriis, toksin, kimyasallar, ila¢ vb.) nasil yanit vereceginde énemli bir
etkisi vardir. Bu sebeple SNP arastirmalari; biyomedikal ve farmakoloji alanlarinda,
hastaliklara tan1 konmasinda olduk¢a 6nem kazanmistir
(www.ornl.gov/sci/techresources/Human Genome).

1980°’li yillarin baginda DNA polimorfizmleri marker olarak gelistirilmeye
baglanmistir. Bu markerlar1 saptamada kullanilan ilk yontem restriksiyon fragman
uzunlugu polimorfizmidir (RFLP). Degisimi iceren DNA dizisi PCR ile cogaltilir. Bu
degisimin, bir restriksiyon enzimi tanima bolgesi {izerinde olup olmamasi, kesim sonrasi

olusacak fragmanlarin biiyiikliiklerini belirler.
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Diinya iizerindeki tiim niikleotid varyasyonlarmin ayni veri tabaninda toplanmasi
icin, akademik ve endiistriyel birimlerin ortakliiyla bir konsorsiyum olusturulmustur. Bu
veri tabaninda 12 milyondan fazla varyasyon (tek niikleotid polimorfizmleri,
insersiyon/delesyonlar, kisa ardi ardma tekrarlar) bulunmaktadir. Bu site araciligiyla
simdiye kadar belirlenmis SNP’lerle ilgili bilgilere ulagilabilir (NCBI: National Center for
Biotechnology Information-dbSNP).

Genetik baglanti analizleri; ‘aile temelli vs populasyon temelli’ ve ‘aday gen
caligmalar1 vs genom boyu baglanti ¢alismalart (GWAS)’ seklinde iki genis boliime
ayrilabilir.

Genom boyu baglanti calismas1 (GWAS) giiclii ve bir hipoteze bagl kalmayan bir
yaklasim olmakla beraber, belirli bir hastalikla ilgili genetik varyasyonlar1 arastirmak i¢in
pek c¢ok kisinin hizli bir sekilde genomunun taranmasidir. GWAs sadece fenotiple iliskili
olan gen bolgesini tanimlayabilir. 2003 yilinda Insan Genom Projesi’nin (Human Genome
Project), 2005 yilinda ise Uluslararas1 HapMap Projesi’nin (International HapMap Project)
tamamlanmasinin ardindan bu tarz ¢aligmalar yapilarak; genetigin yaygin hastaliklara olan
etkisi arastirilmaktadir. Referans insan genom dizisi, insan genetik varyasyon haritasi ve
giincel teknoloji kullanilarak, tiim genom Ornekleri genetik varyasyonlar agisindan
calisilabilmektedir (www.genome.gov/20019523).

Aday gen baglant1 caligmalari ise ¢ok yaygin bir yontem olmakla beraber 6ncelikli
bir hipoteze dayanarak yapilan yaklagimlardir. Dolayisiyla segili genler iizerine
yogunlagilir ¢linkii bu genlerin hastaliktaki etiyolojik rolii daha 6nceden bir hipoteze
dayandirilmaktadir. Kisilerin sahip olduklar1 fenotiple genetik varyasyonlar arasinda
baglant1 kurar. Aday gen ¢alismalarinda kullanilan varyasyonlar direk olarak probleme
sebebiyet verebilecegi gibi problem yaratan esas genin yaninda yani ‘baglanti1 dengesizligi’
(linkage disequilibrium) i¢inde de bulunabilirler. Secilen tek niikleotid polimorfizmlerinin
(SNP) sinirl olmasi maliyeti diisiirdiigli icin de aday gen baglant1 calismalar tercih edilen
bir yontemdir.
(www.nchpeg.org/bssr/index.php?option=com_k2&view=item&id=70:candidate-gene-
study&Itemid=119)

Aday gen baglanti calismalari, vaka-kontrol SNP baglant1 ¢aligmalari ile senkronize
bir bigimde yiriitilmektedir. Poligenik hastaliklarin g¢alisilmasinda aile calismalar1 ve
populasyon vaka-kontrol caligmalar1 kullanilmaktadir. Populasyon vaka-kontrol
caligmalari; tiim genom tarama ya da aday gen caligmalarini kapsayabilir. Vaka-kontrol

caligmalarinin elverisliliginden ve verimliliginden dolay1 yaygin durumlarda siipheli risk
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faktorleri agisindan bir 6n eleme i¢in ideal bir yontemdir. Aday gen vaka-kontrol
caligmalar1 yapilirken; c¢alisma dizayni, vaka ve kontrol temini, aday genlerin secilmesi,
caligma icin seg¢ilen polimorfizmlerin fonksiyonel olarak 6nemi ve istatiksel analiz dikkatle
yapilmalidir aksi takdirde; dogru sonuclar elde edilemez (Daly, 2003).

NAYKH’nin mekanizmasini1 diisiindiigiimiiz zaman Metabolik Sendrom, T2D,
obezite, ID gibi faktdrlerin hastaligin seyrini, siddetini ve ilerleyisini etkiledigini
bilinmekle birlikte; genetik ve ¢evresel faktorlerin de NAYKH’da rol oynadig:
bilinmektedir. Bu faktorler sayesinde populasyonlar arasinda seyreden fenotipik
cesitlilikler agiklanmaya ¢alisilmaktadir.

NAYKH’nin patogenezinde rol oynayan yolaklar ile bu yolaklara etki eden gen
polimorfizmlerin énemi merak uyandirmaktadir (Sekil 1.11). Ornegin; obezite ve T2D ile
ilgili olan genetik polimorfizmler, mevcut c¢evresel faktorlerin de etkisiyle, lipid
metabolizmasi, oksidatif stres, fibrogenez ve inflamasyon gibi yolaklar1 etkileyerek
NAYKH’nin gelisimine katkida bulunabilir. NAYKH ile genetik arasindaki iligkinin
anlasilmasiyla, hastalifin patogenezi ile ilgili yeni bakis acilari, yeni tan1 araglar1 ve yeni
terapotik hedefler gelistirilebilir. (Mehta et al. 2014).

NAYKH’da ileri diizeyli fibrozise etki eden genetik faktorlerle ilgili olarak yapilan
aile kiimele ¢aligmalarindan elde edilen bilgilere gore de; NASH hastalariin benzer
sekilde etkilenenlerinin yaklasik olarak beste birinin birinci dereceden akraba oldugu
goriilmiistiir. Boylelikle akillara ortak gen havuzu gelebilir. NAYKH’daki fibrozis
gelisimiyle ilgili bilinen genetik faktorler, alkolik karaciger hastaligima ve Hepatit-C
hastaligina oranla daha azdir. Dolayisiyla, onceki paragrafta da belirtildigi gibi,
NAYKH’nin patogenezinde rol oynayan varyasyonlar ve bu varyasyonlart igeren genler

dikkat ¢ekmektedir (Osterreicher and Brenner, 2007).
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Sekil 1.11. NAYKH nin Patogenezinde Rol Oynayan Genler (Mehta et al. 2014)

Cizelge 1.1. GWAS Sonucu Tanimlanan ve NAYKH n1 Etkileyen Genetik Varyantlar

GEN SNP Kromozom STEATOZ’ NASH/FIBROZIS/ Referanslar
DAKI INFLAMASYON’DAKI
ETKISI ETKIisi
PNPLA3 rs738409 22 T T Dongiovanni et al. 2013
rs6006460 l Romeo et al. 2008
rs3810622 T T. Kitamoto el al. 2013
rs2896019 T
FDFT1 152645424 8 T Dongiovanni et al. 2013
COL13Al rs1227756 10 T Dongiovanni et al. 2013
EFCAB4B rs887304 12 T Dongiovanni et al. 2013
NCAN rs2228603 19 T Dongiovanni et al. 2013
LYPLAL1 rs12137855 1 T Dongiovanni et al. 2013
GCKR 15780094 2 T Dongiovanni et al. 2013
PPPI1R3B rs4240624 8 T Dongiovanni et al. 2013
SAMMS50 rs738491 22 T T T. Kitamoto el al. 2013
1s3761472
rs2143571
rs6006473
PARVB rs5764455 22 T T T. Kitamoto el al. 2013
rs6006611
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Cizelge 1.2. NAYKH ve NASH ile Iligkili Olan Genler

PPPIR3B, MTTP,
PEMT, GCKR,

PPARY, PPAR«,

PPARY, MTHFR, TNFa,
TGF-f1, Angiotensin II,

Hepatik Trigliserid Lipid Metabolizmasini Adipogenez, Istah Referanslar
Sentezinde, Etkileyen Regiilasyonu, Fibrozis,
Depolanmasinda ve Polimorfizmlerin Oksidatif Stres ve
Sevkiyatinda Rol Oynayan Genleri inflamasyonda Rol Oynayan
Polimorfizmlerin Genleri Polimorfizmlerin Genleri
PNPLA3, NCAN, APOE, APOC3, Dongiovanni et al. 2013

T. Kitamoto el al. 2013 Mehta
et al. 2014 Osterreicher and

PPARGCIA, LPIN1, LEPR, ADIPOQ, HFE
LYPLALI ’ -
FATPS, ADRB, SAMMS0, PARVB, IL-13,
PARVB SOD2, UCP3, CD14,
CTGF, Matriks
Metalloproteinaz

Brenner, 2007

NAYKH, NASH gibi progresif karaciger hastaliklarmmm GWAS ve vaka-kontrol

caligmalarindan elde edilen genetik risk faktorlerini igeren genler asagida verilmektedir

(Cizelge 1.1; Cizelgel .2):

MTTP: Mikrozomal Trigliserit Transfer Proteini (Microsomal Triglyceride
Transfer Protein) 4. kromozomda bulunur. VLDL’nin toparlanmasini ve
hepatositlerden salgilanmasint saglar. Lipid metabolizmasinda yani steatoz
modulasyonunda gdrevlidir. MTTP -493 G/T gen polimorfizminde G alleli bagimsiz
olarak yiiksek serum ALT seviyeleri ile iligkilidir ve NASH hastalarinda G alleli ve GG
genotipi daha yaygindir (Osterreicher and Brenner, 2007).

PEMT: Fosfatidil Etanolamin N-Metil Transferaz (Phosphatidylethanolamine N-
Methyltransferase) 17. Kromozomda bulunur. Karacigerde de novo fosfatidilkolin
sentezini katalize ederek lipid metabolizmasinda yer alir. Fosfatidilkolin; VLDL
olusumu i¢in Onemlidir, eger elverisli olmazsa yag damlaciklar1 hepatositlerin
sitozollinde birikir. Yani PEMT; karacigerle plazma arasindaki lipid akisinda yer
alarak, karaciger kokenli lipoproteinler araciligiyla esansiyel yag asitlerinin kana ve
cevre dokulara génderimini saglar. Islev kayb1 yani ‘loss of function’ mutasyonlari
NAYKH’na sebebiyet verir. (Mehta et al. 2014).

PPARYy: Peroksizom proliferatér ile aktive olan reseptdr gama (Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor Gamma) 3. kromozomda bulunur. Lipid

metabolizmasinda yer alarak, adipoz dokuda yiliksek miktarda eksprese olur.
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Ayrica, adiposit farklilagmasini, serbest yag asidi alimmni ve depolanmasini
diizenler (Dongiovanni et al. 2013).

APOE: Apolipoprotein E geni 19. kromozom yer alir. ApoE bir plazma protein
olmasiyla beraber lipid metabolizmasinda ve tasinmasinda gérev alir. Insanlarda
APOE ve VLDL sekresyonu arasinda bir iligki vardir. APOE3/3 genotipinin
NASH’in etiyopatogenezinde rol oynayabilecegi Tiirk NASH hastalarinda
belirtilmistir (Sazci et al. 2008a).

APOC3: Apolipoprotein C3 (Apolipoprotein C-III) 11. kromozomda lokalizedir.
Lipid metabolizmasinda yer alir. VLDL’yi meydana getiren ana bilesenlerin en
onemlilerindendir. Lipoprotein lipazin fonksiyonunu inhibe eder (Dongiovanni et
al. 2013).

LPIN1: Lipin 1 geni, 2. kromozomda yer almaktadir. Fosfolipid ve triagilgliserol
metabolizmalarinda rol oynar. Adipogenez ve adipoz doku ile karaciger arasindaki
normal metabolik akis i¢in gereklidir. Ayrica, LPIN1 geninin ikili aktivitesi
(enzimatik-ko-aktivatdr) mevcuttur. Uyarilabilen transkripsiyonel ko-aktivator
gorevi gorerek yag asidi metabolizmasini kontrol eder (Mehta et al. 2014).
PPARGCI1A: Peroksizom proliferator aktif reseptér gama koaktivator 1 alfa
(Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma, Coactivator 1 Alpha) 4.
kromozomda bulunmaktadir. Lipid ve glikoz metabolik yolaklarindaki genleri
kontrol eden 6nemli bir kofaktordiir (Mehta et al. 2014).

PPARa: 22. kromozomda yer alan Peroksizom proliferator ile aktive olan reseptor
alfa (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Alpha), niikleer hormon reseptor
ailesindendir ve karaciger gibi yag asidi yikimi yiliksek oranlarda olan hiicrelerde
eksprese olur. Hepatik yag asidi girisi artinca ya da yag asidi ¢ikis1 azalmigsa;
PPARa aktivasyonu ile yag asidi katabolizmasinda yer alan genlerin ekspresyonu
arttirllarak, trigliserid birikimi engellenir. Dolayisiyla, PPAR a azaltilarak
diizenlenmesi; serbest yag asidi yikimini azaltarak NASH patogenezinde rol oynar
(Dongiovanni et al. 2013).

FATPS: Yag Asidi Transport Proteini (Fatty Acid Transport Protein) yaglarin
hepatik aliminda rol oynarlar. Karacigerdeki izoformlarindan FATP5’in kodladig1
protein; yag asitlerinin hepatik alimini arttirir. Dolayisiyla, ‘gain of function’ yani
fonksiyon kazandirici polimorfizmler hepatik steatoza sebebiyet verebilir. 19.

kromozomda yer alir (Dongiovanni et al. 2013).
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ADRB: Beta Adrenerjik Reseptor (Beta-Adrenergic Receptor) gen ailesi lipoliz
vasitasiyla lipid mobilizasyonunu uyararak enerji harcanmasmi diizenler. B3
adrenerjik reseptdor 8. kromozomda, P2 adrenerjik reseptdr 5. kromozoda
bulunmaktadir. B3 adrenerjik reseptdr gen polimorfizminde 64. kodonda arjinin
bulunmas1 NASH hastalar1 arasinda daha sik goriilmektedir. f2 adrenerjik reseptor
gen polimorfizminde ise 16. kodonda glisin bulunmasi diisik HDL kolesterol
seviyeleri ile iligkiliyken; 27. kodonda glutamin bulunmasi yiiksek seviyedeki
serum trigliserid ve steatozun yiiksek prevalansi iliskilidir (Osterreicher and
Brenner, 2007).

MTHFR: Metilentetrahidrofolat rediiktaz (Methylenetetrahydrofolate Reductase)
geni, 1. Kromozomda bulunmaktadir. DNA metilasyonu; gen ekspresyonunu ve
hiicresel farklilagma esnasinda genomik biitiinliigli diizenleyen Onemli bir
epigenetik mekanizmadir. Hiicresel folat ile direk; plazma homosistein
seviyeleriyle ise ters olarak iligkilidir. MTHFR; 5,10- metilentetrahidrofolat’t daha
sonra homosistein metilasyonu ic¢in kullanilacak olan 5-metil tetrahidrofolat'a
donitistlirtir. Dolayisiyla, MTHFR geninde ‘loss of function’ yani islev kaybi
yaratan polimorfizmler diisiik seviyelerde metilasyona sebep olarak, anormal gen
ekspresyon modeline neden olabilirler (Sazci et al. 2008b).

TNFa: Tiimoér Nekroz Faktdr Alfa (Tumor Necrosis Factor Alpha) sitokin, 6.
kromozomda lokalize olan bir gendir. TNF a bir pro-inflamatuar sitokindir.
NASH’te; TNF a, oksidatif stres altinda ise hepatositlerdeki apoptozu uyarir
(Dongiovanni et al. 2013). Polimorfizm -238, NAYKH’na yatkinlik yaratir ve ayrica
ID ile de iligkilidir (Osterreicher and Brenner, 2007).

NCAN: Neuracan geni 19. kromozomda bulunur. En son yapilan genom boyu
baglant1 analizine gore bu gendeki rs2228603 varyantinin da steatozun siddetiyle ve
NAYKH ile ilgili oldugu bulunmustur (Mehta et al. 2014).

GCKR: Glukokinaz regulator geni, (Glucokinase (Hexokinase 4) Regulator) 2.
kromozomda yer alir. Glikoz metabolizmasini diizenler. En son yapilan genom
boyu baglant1 analizine gére bu gendeki rs780094 varyantinin da hepatik steatozu
arttirdigr ve histolojik NAYKH ile iligkili oldugu bulunmustur. Ayrica, bu
polimorfizm histolojik olarak gosterilmis lobiiler inflamasyon ve/veya fibrozisle de

iliskilendirilmistir. GCKR genindeki bir diger polimorfizm olan rs1260326 ise
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fruktoz-6-fosfat’a istinaden glikokinazi inhibe ederek, karacigerin glikoz alimim
arttirir (Mehta et al. 2014).

LYPLAL1: Lysophospholipase-Like 1 geni 1. kromozomda lokalize olan bir
gendir. Bu gendeki rs12137855 varyantinin da hepatik steatozu arttirdigi ve
histolojik NAYKH ile iliskili oldugu en son yapilan GWAS’a gore belirlenmistir.
Ayrica LYPLALIL, trigliserid yikiminda PNPLA3 proteinine yardimci olur. Lobiiler
inflamasyon ve/veya fibrozisle de iligkilendirilmistir (Dongiovanni et al. 2013).
TGF-B1: Transforming Growth Factor, Beta 1 sitokinlerin transforming growth
factor ailesinin polipeptid iiyesidir. Insanda TGFB1 geninde kodlanir. Bu gen 19.
kromozomda yer alir. Aktive olan hepatik satellite hiicreleri, fibrogenez esnasinda
ekstraselliiler matriks birikiminin ana kaynagidirlar. TGF-£1; hepatik satellite
hiicrelerini aktive eder ve fibroziste rol oynar (Dongiovanni et al. 2013). Kodon
25’te arjinin bulunmasi ileri diizeyde fibrozisle iliskilidir. Ayrica, Anjiyotensin II
(Angiotension/Angiotensinogen II) proteininin de pro-fibrojenik fonksiyonu
bulunmaktadir. Anjiyotensin ve TGF-f1°deki polimorfizmlerin kombinasyonlari
sonucunda obez ve NAYKH olan hastalarda ileri derecede hepatik fibrozise
rastlanilmistir  (Osterreicher and Brenner, 2007). Anjiyotensin II -6 A/A
polimorfizmi; ileri diizeydeki 3. ya da 4. seviye fibrozisle pozitif iligki
gostermektedir (Mehta et al. 2014).

LEPR: Leptin Reseptorii (Leptin Receptor, LEPR) geni 1. kromozomda
bulunmaktadir. Bir adipositokin olan Leptin ile birlikte LEPR; besin alimini
diizenlerler. LEPR polimorfizmleri insulin duyarliligin1 ve lipid metabolizmasin
etkileyerek NAYKH’nin progresyonunda rol oynayabilir. Gen-gen etkilesim
analizine gore; LEPR ve PNPLA3 genleri arasinda giiglii bir etkilesim
bulunmaktadir (Mehta et al. 2014).

ADIPOQ: Adiponektin  (Adiponectin, ADIPOQ) geni 3. kromozomda
bulunmaktadir. ADIPOQ’da kodlanan Adiponektin ise adiposit kokenli bir
sitokondir. Adiponektin; glikoz metabolizmasinda (insiiline duyarlilastict), anti-
inflamatuar ve anti-fibrojenik etkileri bulunmaktadir. Dolayisiyla; adipoz dokudaki
ID’ne cevaben diisiik seviyedeki Adiponektin, hepatik yag bikimi ve NASH ile
iligkilendirilmektedir (Dongiovanni et al. 2013).

HFE: Hemokromatozis geni (Hemochromatosis, HFE) 6. kromozomda lokalize

olmakla beraber hiicresel demir homeostazisinde rol oynamaktadir. Demir lipid
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metabolizmasinda da bazi enzimlerin ve tasiyicilarin biitiinleyicisi olarak
bulunmaktadir. Karacigerde artan demir; yagh karacigerde oksidatif stresi arttiric
bir etki yaratir. C282Y mutasyonu agisindan heterozigosite daha siddetli fibrozisle
iliskilidir (Osterreicher and Brenner, 2007).

IL-18: Interlokin 1 beta bir sitokindir, ILIB (Interleukin 1, Beta) geninde
kodlanmakta ve bu gen 2. kromozomda lokalize olmaktadir. TNF-a ve IL-1p
varyantlari NAYKH’da rol oynayabilir. IL-1 f ’'nin pro-inflamatuar etkisi
bulunmaktadir. Pozisyon -511°de T alleli ve T/T genotipi NASH hastalarinda daha
sik gorlilmektedir. (Osterreicher and Brenner, 2007).

SOD2: Mangan siiperoksit dismutaz mitokondriyal enzimi, SOD2 (Superoxide
Dismutase 2, Mitochondrial) geninde kodlanmaktadir. Bu gen 6. kromozomda yer
almaktadir. MnSOD enzimi Reaktif Oksijen Tiirlerinin degredasyonunda gorev alir
(Osterreicher and Brenner, 2007). Yapilan ¢aligmalara gore; anti-oksidatif SOD2
47T>C polimorfizminin NASH ile iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir (Huang et
al. 2014)

UCP3: UCP3 (Uncoupling Protein 3) geni 11. kromozomda bulunmaktadir. Bu
genin protein {irlinli; mitokondriyi lipidlerin tetikledigi oksidatif strese kars1 korur.
Yag asidi miktar1 mitokondrinin oksidasyon kapasitesini gegecek kadar fazla
oldugunda bu genin ekspresyonu artar ve gen iirlinli yag asitlerinin mitokondriden
disar1 ¢ikarilmasina olanak saglar. (www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7352)

CD-14: CDI14 (CD14 Molecule) geni 5. kromozomda bulunmaktadir. Bagirsak
kokenli endotoksin sitokin salinimina neden olarak NAYKH nin patogenezinde yer
alir. Bu genin protein iirlinii bagisiklik sisteminin bir parcasi olmakla beraber; gram
negatif bakteriyel lipopoliskkarit ko-reseptor’ii (Toll benzeri reseptor (TLD-4)
boyunca) olarak gorev alir. Promotor bdlgesinin i¢indeki polimorfizmden etkilenen
CD14 gen ekspresyonu, T alleli steatozdan NASH’e ilerleme acgisindan risk
faktoriidiir (Osterreicher and Brenner, 2007).

CTGF: Bag Doku Biiyiime Faktor (Connective Tissue Growth Factor, CTGF) geni
6. kromozomda bulunmaktadir. Fibrogenezde rol oynadigindan dolay1 da
NAYKH’da ve 6zellikle de NASH’de aday gendir (Mehta et al. 2014).

MMP3: Matriks metalloproteinaz enzimi, 11. kromozomda bulunan MMP3
(Matrix Metallopeptidase 3) geninde kodlanir ve fibrogenezde rol almaktadir
(Mehta et al. 2014).
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NNMT: Nikotinamid N-metil transferaz (NNMT, nicotinamide-N-
methyltransferase) geni 11. kromozomda yer almakla beraber MTHFR geni gibi tek
karbon (one-carbon) metabolizmasinda rol almaktadir. NNMT gen iirlinii olan
enzim; nikotinamidi ve S-adenozil-metiyonin (S-adenosyl-methionine, SAM)’den
salinan metil grubunu transfer eden reaksyionda yer alan diger piridin bilesiklerini
metilleyerek, S-adenozil-homosistein (S-adenosyl-homocysteine, SAH) olusumunu
saglar. Daha sonra ise homosistein olusumu gozlemlenir. NNMT genin NASH
etiyopatolojisinde rol aldig1 Tiirk hastalarda gdsterilmistir (Sazci et al., 2013).
SAMMS50: SAMMSO0 (Sorting And Assembly Machinery Component yani
SAMMS50) geni 22. kromozomda yer almaktadir. Bu gende kodlanan Sam50
proteini genel anlamda mitokondrinin biitiinliigiinii saglamaktadir. Sam50 proteinin
uzun siireli eksikligi mitokondrideki solunumla ilgili proteinlerin miktarini etkiler.
Mitokondriyal anormalliklerin NASH patogenezinde rol oynadigi bilinmektedir.
Dolayisiyla, SAMMS50 genin de mitokondriyal fonksiyon bozukluklarina ve
Reaktif Oksijen Tiirleri’nin giderilmesinde azalmalara yol agarak NAYKH’nin
ilerlemesine katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir (T. Kitamoto el al. 2013).
PARVB: Parvin, Beta geni 22. kromozomda yer almaktadir. PARVB geninin
iriinii Parvin-f°dir. Parvin-f’nin eksikligi integrine bagh kinaz aktivitesi artigina
ve hiicre-matriks adezyonuna katkida bulunur. Bu yolak ele alindiginda karacigerde
fibrozis ile iligkilendirilmistir.  Asirn ekspresyonu sonucunda ise mRNA
ekspresyonunu, serin 82 fosforilasyonunu ve PPARY ’nin aktivitesini arttirir.
Boylece lipojenik gen ekspresyonu da artar. Bu yolak ele alindiginda ise
karacigerde lipid birikiminde rol oynayabilecegi belirtilmektedir (T. Kitamoto el
al. 2013).

PNPLA3: PNPLA3 (Patatin-Like Phospholipase Domain Containing 3) geni
Patatin-Like Phospholipase ailesinin bir iiyesidir. 22. kromozomun uzun kolunda
13.31 bandinda bulunmaktadir (22q13.31) ve biiyiikliigii 40.750 bazdir. Daha da
kesin olarak belirtecek olursak PNPLA3 geni; 22. kromozomun 44,319,619 baz
cifti ile 44,360,368 baz cifti arasinda lokalize olmaktadir (Sekil 1.12). PNPLA3
geni ayrica, ADPN  (Adiponutrin) geni olarak da  bilinmektedir
(www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/80339).

37



Kromozom 22

- o~ o© pom) o M
o© o -~ -~ -~ -~ - -~ o o~ o~ o©) o©) o©) © ™
p=} - - p=} - - - - - - - - - - R N |
@ o o o f=2 o (=2 L= o (=2 (=2 (=2 (=2 (=2 T T

e !
PNPLA3

22. Kromozom
[ 43824507 [ 44169233 pr

SULT4AL PNPLAG sy PARVE
PNPLAS RPL3SAP36 LOC102723940
SANNSO

Sekil 1.12. PNPLA3 Geninin 22. Kromozomdaki Lokasyonu

PNPLA3 geninde kodlanan protein 481 amino asit biiyiikliigiinde olup, tahmini
molekiiler agirlig1 52.865 kiloDalton (kDa)’ dur. (www.uniprot.org/uniprot/QINST1)

PNPLA3 genin iirlinii olan ‘adiponutrin’ esasen kalsiyumdan bagimsiz fosfolipaz
A2 ailesindendir. Adiponutrin birincil olarak, insanda ve hayvanda, beyaz adipoz dokuda
ve karacigerde eksprese olur ve ekspresyonu besin yoniinden diizenlenir. Adiponutrin
ekspresyonu obezite ile artmaktadir (Santoro et al. 2010). PNPLA3 geni Endoplazmik
Retikulum’da, hepatositlerdeki ve adipositlerdeki lipid damlaciklarinin yiizeyinde eksprese
olurken; beslenmeden sonra ve ID sirasinda yag asitleri ve Karaciger X reseptoriinii (LXR)
ile SREBP-1c¢ (lipogenezin ana diizenleyicisi)’yi iceren insiilin araciligiyla sinyallesme
kaskadi vasitastyla karacigerde uyarilir ve regiile edilir (Mehta et al. 2014)

Adiponutrin proteini ¢ok fonksiyonlu bir enzim olup hem triagilgliserol hidrolaz
hem de agilgliserol transasetilaz aktivitelerine sahiptir. Triagilgliserol lipaz (hidrolaz);
adipositlerde triagilgliserol hidrolizine yardimei olan membran proteinidir ve adipositlerde
enerji kullanimi1 ve depolanmasi arasindaki dengede yer aldigi diigiiniilmektedir. Ayrica,
PNPLA3 gen iiriiniiniin adipogenezde ve gliserofosfolipid biyosentezinde rol oynadigi ve
beyaz adipositlerin farklilagmasi esnasinda upregiile oldugu bilinmektedir.

PNPLA3 geninin Non-alkolik yagl karaciger hastaligt (NAYKH) ile olan iliskisi
bilindigi icin ilk genom boyu baglanti analizi ¢alismasinda; karaciger yag igerigine
istinaden, PNPLA3 genindeki genetik faktorler ile Hispanik, Afrikali Amerikali ve
Avrupalt  Amerikali populasyonlarindaki NAYKH yatkinligi arasindaki iliski
arastirilmistir. Bu amagla; hepatik yag icerikleri proton manyetik rezonans spektroskopi ile
Olgiilen ti¢ farkli etnik gruptan olusan 2111 kisilik bir populasyonda 9,299 sinonim
olmayan (nonsynonymous) yani tek niikleotid degisimi sonucunda farkli bir amino asidi
kodlayan kodonun olusmasina sebebiyet veren dizi varyantlari incelenmistir (Mato et al.

2014). Sonrasinda, karaciger biyopsisi ile Avrupalilar’da ve Asyalilar’da da teyit
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edilmistir. PNPLA3 geninin sadece yagl karacigerle ve trigliserid icerigi ile alakali
olmadig1 bunlarin yani sira, inflamasyon ve fibrozisle de iligkili oldugu son ¢alismalarla da
gosterilmistir. Bu yilizden de PNPLA3 geninin NAYKH gelisimi ile ciddi anlamda iligkili
oldugu kanisina varilabilir. Japonlar’da NAYKH ile iligkilendirilen genetik faktorlerin
belirlenebilmesi i¢in histolojik olarak tanisi konulan 529 NAYKH hastas1 ile 932 kisilik
kontrol populasyonunu iceren bir genom boyu baglanti analizinin tablosu asagida
verilmektedir (Cizelge 1.3) ve bu tablo bazt PNPLA3 gen varyantlarin1 ve bu varyantlarin
Matteoni smiflandirmasima gore gosterdikleri anlamlilik (p) degerlerini igermektedir
(Kawaguchi et al. 2012). Bu calismadan esinlenilerek, restriksiyon fragment uzunluk
polimorfizmine uyan varyantlar segilip kendi populasyonumuzda c¢alisildi. Bizim
populasyonumuzda c¢alisilan polimorfizmler ise; rs738409, rs738407, rs3810622 ve
1s2896019°dur. Ancak PNPLA3 rs3810622 gen polimorfizminin elde edilen verileri,

Hardy-Weinberg dengesinde bulunamadigindan dolay1 burada sunulmamastir.

Cizelge 1.3. PNPLA3 Gen Varyantlar1 ve Bu Varyantlarin p-Degerleri (Kawaguchi et al.
2012)

NAYKH NAYKH vs KONTROL Matteoni
dbSNPID A1/A2 Kontrol Toplam Tip 1 Tip 2 Tip 3 Tip 4 p-degeri OR (95%Cl) p-degeri
rs738407  T/C 124/447/361 46/200/283 12/51/37  10/28/35 4/14/11 20/107/200 10x10 7 1.56(1.32-1.83) 34x10 °
(0.627) (0.724) {0.625) 0671} (0.621) {0.775)

rs738409  C/G* 247/468/217 88/236/203 20/59/21  21/30/22 8/11/9 39/136/151 1.4x107'°  1.66(1.43-1.94) 36x10°°
(0.484) (0.609) {0.505) {0.507) {0.518) 0.672)

rs2076211  C/T* 248/473/211 92/242/195 21/58/21  21/30/22 8/11/10 421143142 14x10 ° 1.61(1.38-1.87) 32x10 *
{0.480) (0.597) {0.500) {0.507) {0.534) {0.653)

rs2896019  T/G* 246/473/213 91/234/204 20/57/23  22/29/22 7/12/10 42/136/149 15%107'°  1.66(1.42-1.93) 26x10°°
{0.482) (0.607) 0.515) {0.500) 0.552) {0.664)

rs1010023  T/C* 249/473/210 94/239/196 21/57/22  22/29/22 7/12/10 44141142 15x10 ¢ 1.61(1.38-1.87) 65x10 *
(0.479) (0.596) {0.505) {0.500) {0.552) {0.650)

rs926633  G/A* 247/474/211 93/237/199 21/56/23  22/29/22 7/12/10 43/140/144 75x1077°  1.62(1.39-1.89) 58x10°°
(0.481) (0.600) 0.510) {0.500) {0.552) {0.654)

rs3810622 T*/C 330/445/157 263/208/58 40/48/12  28/29/16 14/12/3 181/119/27 1.0x1077 0.64(0.55-0.75) 0.0017
{0.407) (0.306) {0.360) (0.418) 0.310) {0.265)

Adiponutrin 1148M sinonim olmayan (nonsynonymous) polimorfizmi; C/G
degisimi yani 148. amino asit pozisyonundaki izoldsin amino asidinin metionin amino
asidine doniismesiyle karakterize edilir (Sekil 1.13). Atasal allel; G allelidir (Santoro et al.
2010).
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Sekil 1.13. PNPLA3 Gen 1148M Polimorifzminin Sebep Oldugu Amino Asit Degisimi

[148M varyanti; gen {irlinii olan enzimin fosfolipaz aktivitesini aksatarak lipid
katabolizmasini degistirir ama yeni fonksiyonlar da edinebilir. Ornegin; son ¢alismalarla
fosfolipid sentezini arttirdig1 da belirtilmistir (Dongiovanni et al. 2013). In vitro yapilan
caligmalarda; 1148M polimorfizminin trigliserid hidrolizine engel olarak fonksiyon kayb1
‘loss of function’ mutasyonuna neden oldugu gosterilmistir. Diger bir taraftan da; [148M
polimorfizminin faredeki asir1 ekspresyonu steatoza sebep olarak, varyantin fonksiyon
kazanimi ‘gain of function’a neden oldugunu isaret etmektedir (Sevastianova et al. 2011).
Romeo et al. tarafindan ilk defa tanimlanan rs738409 (I148M) varyanti missense bir
mutasyon olup hepatik yag icerigini, hepatosit hasarmi ve ALT seviyelerini etkileyen en
giiclii faktordiir (Mehta et al. 2014). 1148M varyant1 daha sonra NASH, ilerlemis fibrozis
ve yiiksek oranda siroz ile iliskili bulunmustur (Friedrich et al. 2014). Dolayisiyla da,
15738409 polimorfizmi; NASH ve siroz agisindan riskli grup olarak bilinen Hispanik
populasyonunda daha sik goriilmektedir. rs738409 varyantinin NAYHK hastalarinda
bulunma ihtimali saglikli kontrollere oranla daha yiiksek olup, 1148M varyantinin doza
bagimli olarak yiiksek ALT seviyeleri ile iliskili oldugu italyan ve Ingiliz populasyonunda
gosterilmistir (3.3 kat artmis risk). Bu varyantm; ID, dislipidemi ve viicut kiitlesinden
bagimsiz karaciger yagim etkiledigi belirtilmis olup her iki populasyonda da GG
genotipinin yiiksek LDL ile; sadece Italyan populasyonunda CG-GG genotiplerinin diisiik
HDL kolesterol ile iligkili oldugu bulunmustur. Yani G risk alleli 2. ve 3. asama steatoz
acisindan risk faktoriidiir (Mehta et al. 2014). Diger bir ¢calismada ise rs738409 genotipinin
obezite ile artan yag asidi akisinin hafif/basit steatoza m1 yoksa NASH’e gelisip
gelismeyecegi tartisilmistir. Bu calismada; histolojik olarak kanitlanan Italyan NAYKH
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obez hastalarinda rs738409 G allelinin steatozun siddetiyle iliskilendirilen en giiglii etken
oldugu ve GG genotipli hastalarin siddetli steatoz, daha yliksek lobiiler inflamasyon,
hepatoselliiler balonlagsma ve NASH ile iligkisi oldugu gosterilmistir. Ayrica, ¢evresel stres
etkenleri (obezite, kronik alkol tiiketimi gibi), [148M ve hepatik hasar arasindaki iliski
ortaya cikarilmstir (Sekil 1.14). Asagidaki sekilde; 1148M PNPLA3 gen varyantinin
kronik karaciger hastalig1 progresyonu agisindan etkisi sematize edilmistir (Dongiovanni et

al. 2013).

Obezite ve iD
Asin Alkol ‘ Hepatit C viriisi

S 4

PNPLA3 p.148Met
PNPLA3 p.148lle

Hafif Steatoz

Steatohepatitis ve Fibrozis

Hepatoselliiler Karsinom

Sekil 1.14. PNPLA3 Gen [148M Varyantinin Kronik Karaciger Hastalig1
Progresyonundaki Etkisi (Dongiovanni et al. 2013)

* LCN-2: Lipokalinler biiyiik bir protein ailesi olup, kiigiik hidrofobik proteinlerin
tasinmasinda rol oynayan otuzun {istiinde kiigiik, ¢dziinebilen ve salgilanabilen
proteinleri kapsar. Bu proteinlerin korunmus motifleri olmasina karsin; sinirh
bolgelerdeki dizi homolojileri pek cok g¢esitlilik gostermektedirler. Hepsinde
karakteristik olarak sekiz sarmalli, araliksiz hidrojen bagli anti-paralel £ silindir
bulunmaktadir (Borkham-Kamphorst et al. 2013). Lipokalin-2 (LCN-2), 24p3 ya da
Notrofil Jelatinaz-iliskili Lipokalin (NGAL, neutrophil gelatinase—associated
lipocalin) geni 9. kromozomun uzun kolunun 34.11 bandinda bulunmaktadir (Sekil

1.15) ve 25 kiloDalton (kDa)’dur.
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Sekil 1.15. LCN-2 Geninin 9. Kromozomdaki Lokasyonu

LCN-2 sekretuar bir glikoproteindir ve bircok farkli doku ve hiicre tipinde
(adipositler, immiinositler, karaciger, makrofajlar gibi) eksprese olmaktadir (Ong et al.
2011). Serum, lipopolisakkarid, cesitli biiyiime faktorleri, retinoik asit, kortikosteroidler ve
forbol esterler LCN-2’yi uyarmaktadirlar.

LCN-2’nin bazi fonskiyonlar1 tanimlanmakla birlikte tam olarak hiicresel ve
ekstraselliiler fonksiyonlarim tam olarak netlesmemistir. Kanserle, bobrek hasariyla,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve alkol zehirlenmesi ile iliskilidir (Terra et al. 2013). Ancak
apoptozundaki, hiicre sinyalindeki ve ¢ogalmasindaki rolleri tam anlamiyla netlesmemistir.
Inflamasyon, demir metabolizmas1 gibi yolaklardaki gorevleri iizerine g¢alisilmaktadir
(Borkham-Kamphorst et al. 2013). LCN-2’nin inflamatuar yolaklarda yer aldig:
diisiiniilmektedir ¢iinkii proinflamatuar c¢ekirdeksel bir faktor olan kB , LCN-2
ekspresyonunu aktive eder. Ayrica bu genin obezite ve adipoz doku inflamasyonuyla
iligskili oldugu bilinmektedir (Terra et al. 2013). LCN-2 geni; PPAR-y, adiponektin
ekspresyonlarini  uyarir ve  TNF-a’nin  glikoz  metabolizmasindaki, PPAR-y
ekspresyonundaki ve adiponektin ile leptin salgisindaki etkisini aleyhine ¢evirebilir. Bu
yiizden de LCN-2 seviyesinin, obezitelerdeki inflamasyon ve ID’ne sebebiyetten cok
cevaben yiikseldigi diisliniilmektedir. LCN-2 geni; inflamasyon ve enfeksiyondan
kaynaklanan stresin altinda oldugu hiicrelerde upregiile olur. Epitel hiicrelerdeki ve
hepatositlerdeki upregiilasyonu IL-1f ve reaktif oksijen tiirleri tarafindan gerceklestirilir.
LCN-2 geninin agir1 eksprese olmasi hiicreleri oksidatif stresten korur. Lipokalin-2’nin;
NAYKH ve hipertansiyon gibi hastaliklarin risk faktorleri olan obezite, insiilin direnci ve
inflamasyon i¢in biyo-belirte¢ oldugu bilinmektedir (Ong et al. 2011). Akut karaciger
yetmezligi de yiiksek serum LCN-2 konsantrasyonuyla iliskilendirilmistir ¢linkii genellikle

akut karaciger yetmezliginde goriilen yiiksek seviyelerdeki pro-inflamatuar sitokinlerin
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aracilifiyla goriilen immiin hiperaktivitesinin bir sonucu olarak ele alinabilir (Roth et al.
2013).

LCN-2 aslen lokositlerde var olan bir glikoproteindir (NGAL). Endotoksinleri
yonetmek icin karacigerde eksprese oldugu ve hidrojen perokside maruz kalindiginda
hepatik hiicrelerde iiretildigi bilinmektedir. NASH’in patogenezinde endotoksin, oksidatif
stres ve sitokinlerin yer almasi, son zamanlardaki NASH hastalarinin karacigerlerinde
LCN-2 geninin eksprese olmasi bulgusu ile ortiismektedir. Bu genin, hiicreleri oksidatif
stresin toksisitesinden korumak icin eksprese oldugu rapor edilmistir. Bununla birlikte
farelerde yapilan ¢aligmalar sonucunda da, hepatik parankimal hiicrelerde LCN-2 proteinin
ekspresyonuna, yakinlardaki inflamatuar hiicrelerin varligindan dolay1 rastlanilmistir. Son
yillarda, LCN-2 geninin hepatik hiicreleri hidrojen peroksidin toksisitesinden korumada
gorev aldig1 gosterilmistir. Biitiin bilgilerin 1518inda; NASH hastalarinin karacigerindeki
LCN-2 ekspresyonunun inflamatuar hiicre kaynakli sitotoksik strese cevaben yiikseldigi
diisiiniilmektedir. Dolayisiyla LCN-2; NASH i¢in potansiyel bir inflamatuar belirteg
olabilir (Semba et al. 2013).

Bu calismada; LCN-2 genin on bes tane aday nonsynonymous polimorfizmleri
tespit edilerek, bu polimorfizmlerin arasindan yalnizca restriksiyon fragment uzunluk
polimorfizmi metoduna uygun olanlar ¢alisildi. Bu SNP’ler; rs139418967, rs147787222,
rs140285982, 15147792047 ve rs141366243’tlir. Secilen varyantlarin hepsi diinyada ilk
defa bizim populasyonumuz agisindan degerlendirilmistir. Asagidaki tabloda secilen LCN-

2 gen polimorfizmleri verilmektedir (Cizelge 1.4).
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Cizelge 1.4. Calismada Yer Alan LCN-2 Gen Polimorfizmleri

SNP No DEGISiM TURU POZISYONU ICERIGI
rs139418967 C/IT Missense 6. protein Prolin— Polar
Mutasyon pozisyonu Losin —Hidrofobik,
Degisimi Alifatik
rs147787222 G/T Missense 9. protein Glisin = Polar —
Mutasyon | pozisyonu Valin Hidrofobik,
Degisimi Alifatik
rs140285982 C/IT Missense 18. protein Alanin = Polar —
Mutasyon | pozisyonu Valin Hidrofobik,
Degisimi Alifatik
rs147792047 A/G Missense 36. protein izolésin — Alifatik =
Mutasygm|  pozisyonu Valin Hidrofobik,
Degisimi Alifatik
rs141366243 A/G Missense 44. protein Asparajin — Asidik =
Mutasyon pozisyonu | Agnartik Asit | - Yiiklii, Asidik
Degisimi
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2. AMAC VE KAPSAM

Bu c¢aligmanin amaci; Non-alkolik steatohepatitis (NASH)’ta rol oynayan genlerin
belirlenmesidir. Bu nedenle; literatiirde daha 6énce GWAS ile belirlenmis olan PNPLA3
geninin rs738409, rs738407 ve rs2896019 varyantlar1 ‘dogrulayict’ nitelikte ele alinarak,

bizim populasyonumuzda ilk defa ¢alisilmigtir.

Ayrica, bu calismada ‘aday’ nitelikteki LCN-2 geninin rs139418967, rs147787222,
15140285982, rs147792047 ve rs141366243 varyantlarinin da NASH ile olan iligkileri hem
diinyada hem de bizim populasyonumuzda ilk defa calisilmistir. Ortaya ¢ikan sonuglar,
hasta ve kontrol gruplarinda istatiksel olarak karsilagtirilip, bu SNP’lerin hastalik ile

iligkileri belirlenmistir.
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Geregler

3.1.1. Enzimler ve Primerler

Taq DNA polimeraz (Fermentas)

Proteinaz K (Sigma)

Cizelge 3.1. Polimorfizmlere Gore Kullanilan Primer Dizileri ve Enzimler

Gen Ad1 SNP no Primer Enzim
PNPLA3 rs2896019 F: 5’-CCTTCCCCTAAACCCACAAT-3’ Stel
R: 5’-CATGACAGCCCTTTCCTCAT-3’
PNPLA3 rs738407 F: 5’>-CTCCAAGGAGCGCTTATGAA-3’ MluCI
R: 5’-TCCTTCAACACTTGGCTCAT-3’
PNPLA3 rs738409 F: 5°-CCCTGCTCACTTGGAGAAAG-3’ Nlalll
R: 5’-AGGAGGGATAAGGCCACTGT-3’
LCN-2 rs141366243 | F:5-CTCCACCTCAGACCTGATCC-3’ Hpy188111
R: 5’>CTTCACCTCTCCTCCCCTCT-3’
LCN-2 rs147792047 | F:5-CTCCACCTCAGACCTGATCC-3’ Avall
R: 5’>CTTCACCTCTCCTCCCCTCT-3’
LCN-2 rs139418967 F: 5°-CTCACTCGCCACCTCCTCTT-3’ Btgl
R: 5’-AGGTCTGAGGTGGAGTCCTG-3’
LCN-2 rs147787222 F: 5°-CTCACTCGCCACCTCCTCTT-3’ Avall
R: 5’-AGGTCTGAGGTGGAGTCCTG-3’
LCN-2 rs140285982 F: 5°-CTCACTCGCCACCTCCTCTT-3’ Sphi

R: 5’-AGGTCTGAGGTGGAGTCCTG-3’
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3.1.2. Kimyasallar

Agaroz
Akrilamid

Amonyum asetat

Amonyum persiilfat

Asetik asit
Bisakrilamid
Borik asit

Brom fenol mavisi
Etanol

Etidium bromid
EDTA
Formaldehit
Glimiis nitrat
Ksilen siyanol
Sodyum hidroksit
Sodyum klorid
Sodyum karbonat
TEMED

Tris baz

Sodyum Dodesil Stilfat

Sigma

Merck
Riedel-de Haen
Sigma
Riedel-de Haen
Sigma

Fluka

Sigma

Merck

Sigma

Sigma
Riedel-de Haen
Fluka

Sigma
Riedel-de Haen
Riedel-de Haen
Sigma

Merck

Sigma

Fluka

3.1.3. Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

3.1.3.1. DNA Izolasyon Cézeltileri

RBCL (eritrosit parcalama cozeltisi) pH 7.4

0.15 M NH4Cl
0.01 M KHCO;3;

0.01 M EDTA (pH 8,0)
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8.00830.0500
25006

A 1433
27225

M 7256
71999

B 5525
1.00986.2500
E 8751
ED2SS
15512

85228
X4126

06203

13423

S 7277
8.08742.0250
T 1503
71725



WBL (beyaz hiicre parcalama cozeltisi)

0.1 M NaCl
0.025 M EDTA (pH 8,0)

Amonyum asetat ¢ozeltisi

9.5 M NH4C,H;0; (sterilizasyon i¢in 0.2 mikronluk filtreden gegirilir)

TE tamponu (pH 8.0)

10 mM Tris HC1
1 mM EDTA pH 8.0 (+20°C)

SDS stok soliisyonu

10% (w/v) SDS
0.2-0.45 um membran ile filtre edilmis

3.1.3.2. Elektroforez (ozeltileri

SX TBE

0.45 M Tris Borat

0.01 M EDTA (pH 8,0)

% 8’lik non-denatiire poliakrilamid jel soliisyonu (29:1 akrilamid: bisakrilamid)
%8 Akrilamid-Bisakrilamid

1X TBE

Polimerizasyon i¢in;

0.001 M amonyumpersiilfat (APS), % 0,1 TEMED ilave edildi.
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3.1.3.3. Giimiis Boyama Cozeltileri

10 X A soliisyonu: %5 asetik asit % 95 absoliit etil alkol

10 X B soliisyonu: %1 glimiis nitrat

C soliisyonu: 3 g NaOH, 0.02 g Boraks, %0,2 formaldehit

10 X D soliisyonu: 22,5 g Sodyum bikarbonat/ 11t (opsiyonel)

3.1.4. Kullanilan Cihazlar

Thermocycler (Eppendorf Mastercycler)
Thermocycler (BIORAD T100)

Dikey elektroforez (BIORAD)

Yatay elektroforez (BIORAD)

Gli¢ kaynagi (BIORAD Power Pac 3000)
UV transilimiinator (BIORAD)
Spektrofotometre (SHIMADZU)
CanoScan N670U (Canon)

Bilgisayar

3.1.5. Etik Kurul Onay1

Kocaeli Universitesi Insan Arastirmalar1 Etik Kurul’una yapilan basvuru

sonucunda, ¢alisma i¢in etik kurul onay:1 alindi (Etik kurul karar no: 4/13). Hasta ve

goniilliiler i¢in uygun onam formlar1 hazirlandi.

3.1.6. Hasta Grubu

Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Anabilim Dali’na basvuran,

ayni anabilim dalinda tedavi géren Non-Alkolik Steatohepatitis hastalara ayrintilt bilgi

verildikten sonra onam formlar1 imzalatildi. Caligmaya goniilliiliikle katilmay1 kabul eden

80 hastanin sadece koldaki damarlarindan olmak iizere EDTA’l1 tiiplere 2 ml. yani

yaklagik olarak bir tath kasig1 kan alindi.

49



3.1.7. Kontrol Grubu

Ailesinde Non-Alkolik Steatohepatitis hastalig1 ya da karaciger ile ilgili herhangi
bir bozukluk bulunmayan goniilli katilimcilara ayrintili bilgi verilerek onam formlari
imzalatildi. Daha sonra calismaya katilmay1 kabul eden 313 goniillii katilimecidan sadece
koldaki damarlarindan olmak iizere EDTA’l1 tiiplere 2 ml. yani yaklasik olarak bir tath
kasig1 kan alindu.

3.2. YONTEMLER

3.2.1. Periferik Kandan DNA Izolasyonu

1. 10 ml periferik kan 50 ml’lik falkon tiipiine aktarilarak iizerine 1:3 oraninda eritrosit
lizis tamponu eklendi. +4°C’de 20 dakika bekletilip, 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi.

2. Ornek santrifijjden alinarak iizerindeki siipernatan atildi. Pellet siispanse edildi ve
tizerine 20 ml eritrosit lizis tamponu eklendi. Tekrar 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi ve siipernatan atild1.

3. Pelet tamamen siispanse edilip tizerine 500 ul SDS (%10’luk), 50ul proteinaz K
(20mg/ml) ve 9,4 ml WBL (White Blood-Cell Lysis) tamponu eklenerek 56°C’de gece
boyu bekletildi.

4. Inkiibasyon sonrasi iizerine 4 ml Amonyum asetat (9.5M) eklenip iyice karistirildi. 20
dakika 4500 rpm’de santrifiij edildi.

5. Ustteki temiz kisim almarak yeni bir falkon tiipe aktarildi, pellet atildi. Supernatanin
tizerine 20 ml etanol eklendi ve DNA’nin toplanmasi i¢in bekletildi. DNA alinarak bir
eppendorf tiipe aktarildi ve {izerine 1ml % 70 etanol koyuldu. Maksimum hizda (13.200
rpm) 10 dakika santrifiij edilerek DNA ¢oktiiriildii ve siipernatan atildi. Kurutma iglemi
ile kalan alkol uguruldu.

6. Elde edilen DNA’nin miktarina gére 100-300ul kadar TE (Tris-EDTA, pH= 8.0)
tamponu eklenerek 56°C’de 1 saat bekletilerek +4°C’de muhafaza edildi.
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3.2.2. DNA Konsantrasyonu ve Safligimin Olgiimii

1. Stok DNA tiipiinden 1ul 6rnek alindi ve 1,5 mI’lik eppendorf tiipiine aktarildi.

2. Uzerine 99ul TE eklenerek 1/100 oraninda sulandirildi.

3. Ornegin spektrofotometrede 260 ve 280 nm ultraviole dalgaboyunda absorbsiyon
degerleri okundu

4. DNA miktar1 formiile gore hesaplandi:
Konsantrasyon= 100 (sulandirma) x 50 (sabit) x OD 260= ng/ul DNA

5. OD 260/280 > 1,8 RNA, < 1,8 protein kontaminasyonu olarak degerlendirildi.

3.2.3. GENOTIPLEME

Genotipleme; alinan kan 6rneklerinden izole edilen DNA’lardan Polimeraz Zincir
Reaksiyonu- Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (Polymerase Chain Reaction-

Restriction Length Polymorphism (PCR-RFLP) metodu ile yapildi.

3.2.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR reaksiyonunda 100 ng genomic DNA, 10 pmol forward ve reverse primerler
kullanildi. MgCl, miktar1 her reaksiyon icin 1.5 mM olacak sekilde ayarlandi. Her
polimorfizm i¢in annealing dereceleri ve dongii sayilar1 farklilik gosterebilmektedir.
Cizelge 3.2°de bu degerler yer almaktadir. Total miktar1 25ul olan PCR karisimin1 10mM
Tris-Cl (pH 8,8), 50 mM KCl, %0.08 Nonidet P40 ve uygun MgCl, miktari, 200 pM
dNTP ve 1,0 U Tag DNA polimeraz (MBI Fermentas) igerecek sekilde hazirlandi.

PCR kosullar1 6zetle su sekilde siniflandirilabilir;

*  95°C’de gift iplik¢ikli DNA’nin iki tek iplik¢ige ayrilmasi (denatiirasyon)

* 50-60 °C’deki primerlerin tek iplik¢ik halindeki kalip DNA’ya spesifik olarak
baglanmalar1 (annealing/eslesme)

* Extension (sentez) 72°C’de, primerlerle siirlandirilmis olan bdlgenin Taq pol.

tarafindan amplifikasyonu.
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Bu hususlara bagli kalinarak, PCR sartlar1; 95°C’de 5 dk. ilk denatiirasyon, 95°C’de 1

dk. denatiirasyondan sonra uygun annealing derecesinde en az 30 sn. ve 72°C’de 1 dk. en

az 30 dongii ve son olarak 72 °C’de 10 dk. seklinde yapildu.

Cizelge 3.2. Polimorfizmlere Gore PCR Igin Annealing Kosullar1 ve Dongii Sayilari

GEN ADI SNP NO ANNEALING | ANNEALING | DONGU

DERECESI SURESI SAYISI
PNPLA3 1s2896019 55°C 30 sn. 30X
PNPLA3 15738407 56°C 1 dk. 35X
PNPLA3 15738409 58°C 30 sn. 30X
LCN-2 rs141366243 59°C 30 sn. 30X
LCN-2 rs147792047 59°C 30 sn. 30X
LCN-2 rs139418967 59°C 30 sn. 30X
LCN-2 rs147787222 59°C 30 sn. 30X
LCN-2 rs140285982 59°C 30 sn. 30X

3.2.3.1.1. PCR Uriinlerinin Poliakrilamid Jel Elektroforezinde Kontrolii

Toplam 25ul hacimde gerceklestirilen reaksiyondan kontrol amaci ile Sul alinarak
6X agaroz yiikleme tamponu ile karistirildi. %8’lik poliakrilamid jele pUC-Mix (MBI)
biiyiikliik (size) markir ile birlikte yiiklenen PCR {irtinleri, 20 V akimda yaklasik 30 dk
yuritildii. PCR irlinleri markir ile kiyaslandi ve dogru bantlar elde edildiginde,

restriksiyon enzimleri ile kesime gecildi.

3.2.3.2. Restriksiyon Fragman Uzunlugu Polimorfizmi (RFLP)

Restriksiyon enzim kesiminin toplam hacmi 15 pl olup, her enzime uygun 1.5 pl
1X tampon ¢dzeltisi, enzim, PCR iirlinii ve steril distile su igerecek sekilde hazirlandi.
Kesim reaksiyonlar1 igerdikleri tampon ¢ozeltilerine gore gece boyunca ya da enzim
prospektiisiinde yazan siireye uyularak gerceklestirildi. Ayni sekilde, kesim reaksiyonunun
gerceklesecegi sicaklik, enzim prospektiisiinden faydalanilarak saptandi. Her polimorfizm

icin kosullar ¢izelge 3.3’de yer almaktadir. Kesim iirlinleri poliakrilamid jelde yiiriitiiliip,
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giimiis nitrat metodu ile boyanarak goriintiilendi. Tarayic1 yardimi ile tiim goriintiiler

bilgisayara kaydedildi.

Cizelge 3.3. Polimorfizmlere Gére RFLP i¢in Kullanilan Enzimler, Tampon Cozeltileri,

Distile Su, PCR Uriinii Miktarlar1, Kesim Reaksiyonu Sicaklig1 ve Kesim Siireleri

Tampon Enzim Steril “PCR Reaksiyon | Kesim
Gen Ad1 SNP nosu Enzim Cozeltisi Miktart Distile | Uriinii Sicakhigr | Siiresi
Su(ul) | (u) (°C)
PNPLA3 rs2896019 Sfel Buffer 4 2U 11.3 1.9 37 16 saat
PNPLA3 rs738407 MiuClI Buffer 4 2U 11.3 1.9 37 16 saat
PNPLA3 rs738409 CutSmart 2U 11.6 1.7 37 5-15
Nlalll Buffer dk.
LCN-2 rs141366243 CutSmart 2U 11.3 1.9 37 60 dk.
Hpy188111 Buffer
LCN-2 rs147792047 Avall Buffer R 2U 11.3 1.9 37 16 saat
LCN-2 rs139418967 CutSmart 2U 11.3 1.9 37 5-15
Bigl Buffer dk.
LCN-2 rs147787222 Avall Buffer R 2U 11.3 1.9 37 16 saat
LCN-2 rs140285982 Sphl Buffer B 3U 11.7 1.5 37 16 saat

3.2.3.2.1. Kesim Uriinlerinin Poliakrilamid Jel Elektroforezi

35 cm x 10 cm ebatlarinda hazirlanan jelin elektroforezi i¢in dikey elektroforez
cihazi kullanildi. Jelin kalinligi 0,5 mm olarak ayarlandi. Yiizde sekizlik, onluk ve on
ikilik PAGE stok soliisyonlarina siras1 ile % 10’luk APS stogundan % 1 hacim ve
TEMED’den % 0,1 hacim ilave edilip 0,5 mm’lik cam araligina dokiildi.
Polimerizasyonun tamamlanmasi i¢in en az 1/2 saat beklendi.

Polimerizasyon sonrasi camlar elektroforez cihazina yerlestirildi, 1X TBE igeren
yiiriitme tamponu ilave edildi. Ornekler jel kuyucuklarma yiiklendi. Yiikleme tamponu
icinde bulunan ve elektrik alanda hareket eden brom fenol mavisi ve ksilen siyanol
boyalarimin yiiridiikleri mesafe takip edilerek akim ¢izelge 3.4’de verildigi gibi ayarland:

ve ¢izelge 3.4°de verilen siireler sonunda jel ¢ikartilarak giimiis boyama islemine geg¢ildi.
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Cizelge 3.4. Her Polimorfizm i¢in Poliakrilamid Jel Elektroforezi Kosullari

SNP Akim Yiiriime
no mA \% W FAGE (%) zamani (dk)
rs2896019 ~50 | ~180 20 8 30
rs738407 ~50 | ~180 20 8 30
rs738409 ~50 | ~180 20 8 30
rs141366243 | ~50 | ~180 20 8 35
rs147792047 | ~50 | ~180 20 8 35
rs139418967 | ~50 | ~180 20 8 35
rs147787222 | ~50 | ~180 20 8 35
rs140285982 | ~50 | ~180 20 8 35

3.2.3.2.2. Giimiis Boyama

Soliisyonlarda ve yikamada kullanilan suyun kalitesi 6nemli oldugundan test edilmis
distile su kullanildi. Elde hafif ¢alkalama ile asagidaki soliisyonlarda sira ile bekletildi. C
soliisyonu kullanimdan hemen 6nce hazirlandi. Sonraki soliisyonlara gecerken aralarda
distile su ile bir kag saniyelik kisa siireler ile yikandi.

A soliisyonu (Asetik asit-etanol): 200 ml distile suya stok soliisyondan 10 ml ilave
edilerek hazirlandi ve jel bu soliisyonla 5 dakika muamele edildi.

B soliisyonu (Giimiis nitrat): 200 ml distile suya stok soliisyondan 10 ml ilave edilerek
hazirlandi ve jel bu soliisyonla 10 dakika muamele edildi.

C soliisyonu (NaOH-Boraks-Formaldehit): 200 ml distile suya 2.5 gr NaOH ve 0.02 gr
boraks ilave edildi ve jel bu solusyona alindiktan sonra soliisyonun igerisine Iml
formaldehit ilave edilerek bantlar goriiliinceye kadar jel soliisyon igerisinde tutuldu.

D soliisyonunu (NaHCOs3): 200 ml distile suya stok soliisyondan 20 ml ilave edilerek
hazirlandi ve jel bu soliisyonla 5 dakika muamele edildi.

Distile suda yikanan jel nemli olarak asetat arasina alindi ve naylon dosya poseti i¢ine

alinarak hava almasi engellenecek sekilde saklandi.
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3.2.4 Istatiksel Analiz:
Odds ratio, %95 giiven aralig1 ve * analizi, conditional logistic regression analizi

kullanarak yapildi. Hiicre frekanslar1 5’ten az oldugunda ger¢ek metodlar kullanilarak risk

oranlar1 hesaplandi. Tiim analizler SPSS Versiyon 21 kullanilarak yapildi.
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4.BULGULAR

Bu c¢aligmada; NASH hasta ve kontrol gruplarinda PNPLA3 (Patatin-like
phospholipase domain-containing protein 3) ve LCN-2 (Lipocalin-2) genlerindeki
SNP’lerin allelleri ve genotipleri PCR-RFLP yontemiyle saptanmistir. Yapilan ¢alismada;
bizim populasyonumuzdaki NASH hastalar1 a¢isindan degerlendirilen PNPLA3 genindeki
15738407, rs738409 ve rs2896019 polimorfizmleri ‘dogrulayici’ nitelikte segilirlen; LCN-2
genindeki 1s139418967, rs147787222, rs140285982, rs147792047 ve rsl141366243

polimorfizmleri ‘aday’ nitelikte secilmistir.

4.1. PNPLA3 gen rs738407 polimorfizminin genotip ve allel sikliklar

PNPLA3 1s738407 gen polimorfizminde; MIuCI restriksiyon endoniikleaz
kullanilarak bu polimorfizmin genotipleri belirlenmistir (Sekil 4.1). Elde edilen verilere
gore (x2=13.193, P=0.001); bu varyant NASH ile iligkilendirilmis olup, NASH hastalar
icin bir risk olusturdugu saptanmistir. PNPLA3 genindeki rs738407 polimorfizminin AA
genotipli NASH hastalarindan elde edilen bilgilere gore; bu genotipli bireylerin NASH’e
kars1 koruyucu etki gosterdikleri gorilmustiir (x2=13.192, P=0.000, OR=0.321, 95%CI=
0.170- 0.606). Diger taraftan; rs738407 polimorfizminin AG genotipinin NASH i¢in risk
teskil ettigi gorlilmiistiir. AG genotipi; NASH i¢in 1.879 kat artilmis risk gostermektedir
(x2=6.176, P=0.013, OR=1.879, 95% CI= 1.138-3.104). G allel sikliginin NASH
hastalarinda, kontrollere oranla, daha yiiksek oldugu goriilmistir (NASH:%53.13;
Kontrol:%39.49). Bu baglamda, G allelinin istatiksel olarak NASH ig¢in risk oldusturdugu
goriilmistir (x2=13.192 P=0.000, OR=3.119, 95%CI= 1.650-5.894). Ayrica, cinsiyete
gore yapilan analizde de erkek NASH hastalarinda rs738407 polimorfizminin risk
olusturdugu, allel ve genotip agisindan da teyit edilerek, belirtilmistir (¥2=8.553, P=0.014)
(Cizelge 4.1).

4.2. PNPLA3 gen rs738409 polimorfizminin genotip ve allel sikliklar

PNPLA3 1s738409 gen polimorfizminde; Nlalll restriksiyon endoniikleaz
kullanilarak bu polimorfizmin genotipleri belirlenmistir (Sekil 4.2). Elde edilen verilere
istinaden, PNPLA3 genine ait rs738409 polimorfizmi istatiksel olarak dnemli derecede

NASH ile iliskilendirilmis olup, NASH igin risk teskil etmektedir (y2=18.225, P=0.000).
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Bu polimorfizmin CC genotipli bireylerinin NASH’e kars1 korunduklar1 (y2= 11.427,
P=0.001, OR=0.406, 95%CI=0.238-0.692) gozlemlenmistir. Diger taraftan, GG genotipli
bireylerin NASH gelistirme riskinin 3.476 kat artmis oldugu gézlemlenmistir (x2=11.759,
P=0.001, OR=3.476, 95%CI= 1.646-7.343). Elde edilen verilere gore C allelinin NASH’e
kars1 koruyucu etki gosterdigi (y2=11.759, P=0.001, OR=0.288, 95%CI=0.136-0.608); G
allelinin ise NASH icin bir genetik risk faktorli olarak nitelendirilebilecegi anlagilmigtir
(x2=11.427, P=0.001, OR=2.462, 95%CI= 1.446-4.194). Vaka ve Kontroller Hardy-
Weinberg dengesi icerisindedir (Cizelge 4.2). G allelinin bu calismadaki hastalarda
goriilme siklig1 %44, kontrollerin ise %28 oldugu tespit edilmistir. Cinsiyete gore yapilan
istatiksel analiz sonucunda; rs738409 polimorfizminin hem kadin hem de erkek NASH
hastalarinda iliski gosterdigi gozlemlenmistir (¥2=9.971, P=0.007; x2=8.432, P=0.015
sirastyla) (Cizelge 4.2). Ayrica, kadin ve erkek NASH hastalarinda goriilen genotipik
iliskinin yani sira allelik iliski de goriilmiistiir (Cizelge 4.2).

4.3. PNPLA3 gen rs2896019 polimorfizminin genotip ve allel sikliklar:

Scfl restriksiyon endoniiklez vasitastyla, PNPLA3 152896019 gen polimorfizminin
genotipleri saptanmistir (Sekil 4.3). PNPLA3 rs2896019 gen polimorfizmi de NASH igin
risk gostermektedir (y2=6.144, P=0.046). TT genotipli bireylerde NASH’e kars1 koruyucu
etki goriiliirken (32= 5.208, P=0.022, OR=0.565, 95%CI=0.344 - 0.926); G alleli tagiyan
bireylerde 1.771 kat artmig risk gozlenmektedir (¥2=5.208, P=0.022, OR=1.771,
95%CI=1.080 - 2.904). Cinsiyete gore yapilan istatistiksel analiz sonucunda; bayan
hastalarda NASH ile hi¢bir iliski bulunamazken (y2=2.769, P=0.250) (Cizelge 4.3); erkek
hastalarda iliski gézlemlenmistir. NASH erkek hastalarinin TT genotipine ve G alleline
sahip olduklari, bunun da NASH ile iliskili oldugu anlasilmistir. Hem kontrol grubu hem
de vaka grubu Hardy-Weinberg dengesi igerisindedir (Cizelge 4.3).

4.4. LCN-2 gen rs139418967 polimorfizminin genotip ve allel sikliklar

Btgl restriksiyon endoniiklez vasitastyla, LCN-2 rs139418967 gen polimorfizminin
genotipleri saptanmistir (Sekil 4.5.A). LCN-2 rs 139418967 gen polimorfizmi NASH i¢in
risk gostermektedir (Cizelge 4.4). LCN-2 rs 139418967 gen polimorfizminin genotip
dagilimi; vakalarda TT genotipi %97.5, TC %2.5, CC %0 seklinde iken; kontrollerde ise
TT genotipi %99.7, TC %0.3, CC %0 seklinde gézlemlenmektedir. Boylece TT genotipi
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koruma etkisi gosterirken (x2= 3.983, P=0.046, OR=0.125, 95%CI=0.011-1.401); TC
genotipi ise NASH acisindan risk teskil etmektedir (y2= 3.983, P=0.046, OR=7.974,
95%CI=0.714-89.075). C risk allelinin vakalardaki dagilimi 0.0125 iken; kontroldeki
dagilimi1 0.0016°d1r (y2= 3.983, P=0.046, OR=7.974, 95%CI=0.714-89.075) (Cizelge 4.4).

4.5. LCN-2 Gen rs147787222 Polimorfizminin Genotip ve Allel Sikliklart

Avall  restriksiyon endoniiklez  vasitasiyla, LCN-2 rs147787222 gen
polimorfizminin genotipleri saptanmistir (Sekil 4.5.B). LCN-2 rs147787222 gen
polimorfizmi NASH i¢in risk gostermemektedir (Cizelge 4.5). LCN-2 rs 147787222 gen
polimorfizminin genotip dagilimi; vakalarda GG genotipi %97.5, GT %2.5, TT %0 iken;
kontrollerde ise GG genotipi %99, GT %1, TT %0 olarak gézlemlenmistir. Bu ¢alismada;
LCN-2 rs147787222 gen polimorfizminin GG genotipi (¥2= 1.197, P=0.274, OR=0.397,
95%CI1=0.062-2.305) ve GT genotipi (2= 1.197, P=0.274, OR=2.641, 95%CI=0.434-
16.079) anlamli bulunmanmustir. T allelinin dagilimi da vakalarda 90.0125 iken;
kontrollerde 9%0.0048 (2= 1.197, P=0.247, OR=2.641, 95%CI=0.434-16.079) olarak
saptanmistir (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.1. Non-Alkolik Steatohepatitis (NASH) hastalarinda ve kontrol grubunda
PNPLA3 rs738407 gen polimorfizminin allel ve genotip sikliklar1 ve cinsiyete gore
dagilimlari

Gen Vakalar | Kontroller 12 P-Degeri OR;95%CI
PNPLA3 80(100.0) | 313(100.0) | 13.193 0.001
Rs738407
AA 13(16.3) 118(37.7) | 13.192 0.000 0.321(0.170-0.606)
AG 49(61.3) 143(45.7) | 6.176 0.013 1.879(1.138-3.104)
GG 18(22.5) 52(16.6) 1.508 0.219 1.457(0.797-2.664)

AA+AG 62(77.5) | 261(83.4) 1.508 0.219 0.686(0.375-1.255)

GG+AG | 67(83.8) | 195(62.3) | 13.192 | 0.000 | 3.119(1.650-5.894)

Allel Siklig

A alleli 75(46.87) | 380(60.51) | 1.508 0.219 0.686(0.375-1.255)

G alleli 85(53.13) | 248(39.49) | 13.192 0.000 3.119(1.650-5.894)

HWE(exact) | 0.07 0.48

Gen Erkek Erkek %2 P-Degeri OR;95%CI
Vakalar | Kontroller

PNPLA3 | 41(100.0) | 159(100.0) | 8.553 | 0.014

Rs738407
AA 5(122) | 57(35.8) | 8.526 | 0.004 | 0.249(0.092-0.669)
AG 26(63.4) | 75(47.2) | 3.441 | 0064 | 1.941(0.957-3.939)
GG 1024.4) | 27(17.0) | 1.187 | 0276 | 1.577(0.692-3.596)

AA+AG 31(75.6) 132(83.0) 1.187 0.276 0.634(0.278-1.446)

GG+AG | 36(87.8) | 102(64.2) | 8.526 | 0.004 | 4.024(1.495-10.828)

Allele
Siklig

A alleli 36(43.90) | 189(59.43) | 1.187 0.276 0.634(0.278-1.446)

Galleli | 46(56.10) | 129(40.57) | 8.526 | 0.004 | 4.024(1.495-10.828)

HWE(exact) 0.11 0.87

Gen Bayan Bayan %2 P-Degeri OR;95%CI
Vakalar | Kontroller

PNPLA3 39(100.0) | 155(100.0) | 4.836 0.089

Rs738407
AA 8(20.5) 61(394) 4.827 0.028 0.398(0.171-0.922)
AG 23(59.0) 69(44.5) 2.612 0.106 1.352(0.905-2.021)
GG 8(20.5) 25(16.1) 0.424 0.515 1.342(0.553-3.259)

AA+AG 31(79.5) 130(83.9) | 0.424 0.515 0.745(0.307-1.810)

GG+AG | 31(79.5) | 94(79.5) | 4827 | 0.028 | 2.515(1.084-5.833)

Allele
Siklig1

A alleli 39(50.00) | 191(61.61) | 0.424 0.515 0.745(0.307-1.810)

G alleli 39(50.00) | 119(38.39) | 4.827 0.028 2.515(1.084-5.833)

HWE(exact) 0.35 0.50
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Cizelge 4.2. Non-Alkolik Steatohepatitis (NASH) hastalarinda ve kontrol grubunda
PNPLA3 rs738409 gen polimorfizminin allel ve genotip sikliklar1 ve cinsiyete gore

dagilimlari
Gen Vakalar Kontroller 12 P-Degeri OR; 95%CI
PNPLA3 80(100.0) 313(100.0) | 18.225 0.000
Rs738409
CC 23(28.8) 156(49.8) | 11.427 0.001 0.406(0.238-0.692)
CG 43(53.8) 139(44.4) 2.236 0.135 1.455(0.889-2.381)
GG 14(17.5) 18(5.8) 11.759 0.001 3.476(1.646-7.343)
CC+CG 66(82.5) 295(94.2) | 11.759 0.001 0.288(0.136-0.608)
GG+CG 57(71.3) 157(50.2) | 11.427 0.001 2.462(1.446-4.194)
Allel Siklig
C Alleli 89(0.56) 451(0.72) | 11.759 0.001 0.288(0.136-0.608)
G Alleli 71(0.44) 175(0.28) | 11.427 0.001 2.462(1.446-4.194)
HWE(exact) 0.50 0.09
Gen Erkek Erkek 12 P-Degeri OR;95%CI
Vakalar Kontroller
PNPLA3 41(100.0) 158(100.0) | 9.971 0.007
Rs738409
CC 12(29.3) 83(52.5) 7.061 0.008 0.374(0.178-0.785)
CG 22(53.7) 66(41.8) 1.865 0.172 1.614(0.809-3.219)
GG 7(17.1) 9(5.7) 5.699 0.017 3.408(1.186-9.795)
CC+CG 34(82.9) 149(94.3) 5.699 0.017 0.293(0.102-0.843)
GG+CG 29((70.7) 75(47.5) 7.061 0.008 2.674(1.274-5.615)
Allel Siklig
C Alleli 46(0.56) 232(0.73) 5.699 0.017 0.293(0.102-0.843)
G Alleli 36(0.44) 84(0.27) 7.061 0.008 2.674(1.274-5.615)
HWE(exact) 0.75 0.54
Gen Bayan Bayan 12 P-Degeri OR;95%CI
Vakalar Kontroller
PNPLA3 39(100.0) 155(100.0) | 8.432 0.015
Rs738409
CC 11(28.2) 73(47.1) 4.530 0.033 0.737(0.576-0.943)
CG 21(53.8) 73(47.1) 0.568 0.451 1.311(0.648-2.650)
GG 7(17.9) 9(5.8) 6.071 0.014 1.148(0.986-1.336)
CC+CG 32(82.1) 146(94.2) 6.071 0.014 0.282(0.098-0.813)
GG+CG 28(71.8) 82(52.9) 4.530 0.033 2.266(1.054-4.872)
Allel Siklig1
C Alleli 43(0.55) 219(0.71) 6.071 0.014 0.324(0.129-0.814)
G Alleli 35(0.45) 91(0.29) 4.530 0.033 2.266(1.054-4.872)
HWE(exact) 0.75 0.12
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Cizelge 4.3. Non-Alkolik Steatohepatitis (NASH) hastalarinda ve kontrol grubunda
PNPLA3 152896019 gen polimorfizminin allel ve genotip sikliklar1 ve cinsiyete gore

dagilimlari
Gen Vakalar | Kontroller %2 P-Degeri OR; 95%ClI
PNPLA3 80(100.0) | 313(100.0) | 6.144 0.046
Rs2896019
1T 37(46.3) 189(60.4) 5.208 0.022 0.565(0.344-0.926)
TG 38(47.5) 115(36.7) 3.102 0.078 1.558(0.949-2.556)
GG 5(6.3) 9(2.9) 2.112 0.146 2.252(0.733-6.916)
TT+TG 75(93.8) | 304(97.1) 2.112 0.146 0.444(0.145-1.364)
GG+TG 43(53.8) 125(39.9) 4.968 0.026 1.748(1.066-2.865)
Allel Siklig
T alleli 112(70.0) | 491(78.94) | 2.112 0.146 0.444(0.145-1.364)
G alleli 48(30.0) | 131(21.06) | 5.208 0.022 1.771(1.080-2.904)
HWE(exact) 0.30 0.09
Gen Erkek Erkek %2 P-Degeri OR;95%CI
Vakalar | Kontroller
PNPLA3 41(100.0) | 158(100.0) | 4.941 0.085
Rs2896019
1T 17(41.5) 96(60.8) 4.939 0.026 0.457(0.227-0.920)
TG 22(53.7) 57(36.1) 4.204 0.040 2.052(1.025-4.109)
GG 2(4.9) 53.2) 0.282 0.596 1.569(0.293-8.395)
TT+TG 39(95.1) 154(96.9) 0.290 0.590 0.633(0.118-3.387)
GG+TG 24(58.5) 63(39.6) 4.744 0.029 2.186(1.087-4.396)
Allel Siklig1
T alleli 56(68.29) | 249(78.80) | 0.282 0.596 0.637(0.119-3.409)
G alleli 26(31.71) | 67(21.20) 4.939 0.026 2.186(1.087-4.396)
HWE(exact) 0.27 0.47
Gen Bayan Bayan %2 P-Degeri OR;95%CI
Vakalar | Kontroller
PNPLA3 39(100.0) | 155(100.0) | 2.769 0.250
Rs2896019
1T 20(51.3) 93(60.0) 0.794 0.324 0.821(0.564-1.195)
TG 16(41.0) 58(37.4) 0.172 0.679 1.163(0.568-2.381)
GG 3(7.7) 4(2.6) 2.341 0.126 3.146(0.674-
14.681)
TT+TG 36(92.3) 151(97.4) 2.341 0.126 0.318(0.068-1.483)
GG+TG 19(48.7) 62(40.0) 0.974 0.324 1.425(0.704-2.885)
Allel Siklig
T alleli 56(71.79) | 242(79.08) | 2.341 0.126 0.318(0.068-1.483)
G alleli 22(28.21) | 64(20.92) 0.974 0.324 1.425(0.704-2.885)
HWZE(exact) 1.0 0.23
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Cizelge 4.4. Non-Alkolik Steatohepatitis (NASH) hastalarinda ve kontrol grubunda LCN-2
15139418967 Gen Polimorfizmi polimorfizminin allel ve genotip sikliklar

Gen Vakalar Kontroller 12 P-Degeri | OR; 95%CI
LCN-2 80(100.0) 312(100.0)
rs139418967
TT 78(97.5) 311(99.7) 3.983 0.046 0.125(0.011-
1.401)
TC 2(2.5) 1(0.3) 3.983 0.046 7.974(0.714-
89.075)
CC 0 0
Allel Siklig1
T Alleli 158(0.9875) | 623(0.9983) 0 0
C Alleli 2(0.0125) 1(0.0016) 3.983 0.046 7.974(0.714-
89.075)

Cizelge 4.5. Non-Alkolik Steatohepatitis (NASH) hastalarinda ve kontrol grubunda LCN-2
15147787222 Gen Polimorfizmi polimorfizminin allel ve genotip sikliklar

Gen Vakalar Kontroller 12 P-Degeri | OR; 95%CI
LCN-2 80(100.0) 312(100.0)
rs147787222
GG 78(97.5) 309(99.0) 1.197 0.274 0.397(0.062-
2.305)
GT 2(2.5) 3(1.0) 1.197 0.274 2.641(0.434-
16.079)
TT 0 0
Allele Siklig
G Alleli 158(0.9875) | 621(0.99038) 0 0
T Alleli 2(0.0125) 3(0.0048) 1.197 0.247 2.641(0.434-
16.079)

HWE, Hardy-Weinberg Dengesi; OR, (Tahmini) Risk Orani; CI, Giiven Araligi; NASH,

nonalcoholic steatohepatitis; PNPLA3, patatin-like phospholipase domain-containinig 3,
LCN-2, lipocalin-2
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Sekil 4.1. PNPLA3 gen rs738407 polimorfizminin 22. kromozom {izerindeki yeri ve
poliakrilamid jeldeki goriinimii

22.Kromozom
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Sekil 4.1. Yukarida PNPLA3 gen rs738407 polimorfizminin 22. kromozom {izerindeki yeri
gosterilmektedir. MIuCI restriksiyon endoniikleazin tanima bolgesi (5" ...AATT... 3")
primerlerin ‘annealing’ bolgesi ile iliskilendirilmis olup, amplifikasyon ve RFLP firiinleri
belirtilmektedir. Degisimin yani MIuCIl enziminin kesimine neden olan varyantin
bulundugu yer 44323955. b¢’dir. Bu bolgenin amplifikasyonu sonucunda 235 bg’lik iirlin
elde edilirken; MIuCI enzimi ile yapilan kesim sonrasinda 204, 179, 31 ve 25 bg¢’lik
fragmentler elde edilmektedir. Asagida; PNPLA3 geninin Poliakrilamid Jel Elektroforezi
gorlintlisti verilmektedir. Bu jel %@8&’lik Poliakrilamid Jel olup, 20W’ta 30 dakika
yiriitiildiikten sonra giimiis boyama ile elde edilmistir. M kolonu Marker’1, GG kolonu iki
fragmentten olusan (204 ve 31 b¢) GG genotipini, AG kolonu dort fragmentten (204, 179,
31 and 25 bg) olusan AG genotipini, AA kolonu ise ii¢ fragmentten (179, 31 ve25 bg)
olusan AA genotipini belirtmektedir.
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Sekil 4.2. PNPLA3 gen rs738409 polimorfizminin 22. kromozom {iizerindeki yeri ve
poliakrilamid jeldeki goriinimii
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Sekil 4.2. Yukarida PNPLA3 gen rs738409 polimorfizminin 22. kromozom {izerindeki
cizimi verilmektedir. Nlalll restriksiyon endoniikleazin tanima bolgesi (5’ ... CATG ... 3')
primerlerin ‘annealing’ bolgesi ile iliskilendirilmis olup, amplifikasyon ve RFLP {iriinleri
belirtilmektedir. Degisimin yani Nlalll enziminin kesimine neden olan varyantin
bulundugu yer 44324727. b¢’dir. Bu bdlgenin amplifikasyonu sonucunda 139 bg’lik iirlin
elde edilirken; Nlalll enzimi ile gerceklestirilen kesim sonrasinda 112 ve 27 bg’lik
fragmentler elde edilmektedir. Asagida; PNPLA3 geninin Poliakrilamid Jel Elektroforezi
goriintlisii verilmektedir. Bu jel %@8&’lik Poliakrilamid Jel olup, 20W’ta 30 dakika
yiriitiildiikten sonra giimiis boyama ile elde edilmistir. M kolonu Marker’1, CC kolonu tek
fragmentten olusan (139 bg¢) CC genotipini, GC kolonu ii¢ fragmentten (139, 112 ve 27 bg)
olusan GC genotipini, GG kolonu ise iki fragmentten (112 ve 27 bg) olusan GG genotipini
belirtmektedir.
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Sekil 4.3. PNPLA3 gen 152896019 polimorfizminin 22. kromozom {iizerindeki yeri ve
poliakrilamid jel gortiniimii
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Sekil 4.3. Yukarida PNPLA3 152896019 gen polimorfizminin 22. kromozom {iizerindeki
yeri ve poliakrilamid jel goriinlimiiniin ¢izimi verilmektedir. Sfcl restriksiyon
endoniikleazin tanima bolgesi (5" ...CTRYAG...3’) primerlerin ‘annealing’ bolgesi ile
iliskilendirilmis olup, amplifikasyon ve RFLP f{irlinleri belirtilmektedir. Degisimin yani
Sfcl enziminin kesimine neden olan varyantin bulundugu yer 44333694. b¢’dir. Bu
bolgenin amplifikasyonu sonucunda 206 bg’lik {iriin elde edilirken; Sfcl enzimi ile yapilan
kesim sonrasinda 163 ve 43 bg¢’lik fragmentler elde edilmektedir. Asagida; PNPLA3
geninin Poliakrilamid Jel Elektroforezi goriintiisii verilmektedir. Bu jel %8’lik
Poliakrilamid Jel olup, 20W’ta 30 dakika yiiriitiildiikten sonra giimiis boyama ile elde
edilmistir. M kolonu Marker’1, TT kolonu tek fragmentten olusan (206 bg) TT genotipini,
TG kolonu ii¢ fragmentten (206, 163 ve 43 bg) olusan TG genotipini, GG kolonu ise iki
fragmentten (163 ve 43 bg) olusan GG genotipini belirtmektedir.
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Sekil 4.4. LCN-2 gen rs147792047 (A) ve rs141366243 (B) polimorfizmlerinin 9.
kromozom tizerindeki yerleri ve poliakrilamid jel goriiniimleri
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3
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Sekil 4.4. Yukarida LCN-2 gen rs147792047 (A) ve rs141366243 (B) polimorfizmlerinin
9. kromozom {izerindeki yeri ve poliakrilamid jel goriiniim c¢izimleri verilmektedir.
15147792047 (A) polimorfizmindeki Avall restriksiyon endoniikleazin tanima bdlgesi
(5'...GGWCC...3") ile rs141366243 (B) polimorfizmindeki Hpyl88IIl restriksiyon
endoniikleazin tanima bolgesi (5'...TCNNGA...3’), primerlerin ‘annealing’ bdlgesi ile
iliskilendirilmis olup, amplifikasyon ve RFLP fiirlinleri belirtilmektedir. Degisimin yani
Avall enzimininin kesimine neden olan rs147792047 (A) varyantinin bulundugu yer
130911910. bg iken; Hpyl88IIl enziminin kesimine neden olan rs141366243 (B)
polimorfizminin bulundugu yer ise 130911934. b¢’dir. Her iki bdlgenin amplifikasyonu tek
bir amplifikasyon ile saglanirken, amplifikasyon sonucunda 145 bg’lik iiriin elde
edilmektedir. Avall enzimi (A) ile yapilan kesim sonrasinda 105 ve 40 bg’lik fragmentler
elde edilirken, Hpy188III (B) enzimi ile yapilan kesim sonrasinda ise 61 ve 84 b¢’lik iki
fragment elde edilir. Asagida; LCN-2 geninin Poliakrilamid Jel Elektroforezi goriintiileri
verilmektedir. Her iki jel de %@8’lik Poliakrilamid Jel olup, 20W’ta 35 dakika
yuritiildiikten sonra giimiis boyama ile elde edilmistir. rs147792047 (A) varyanti i¢in M
kolonu Marker’s, GG kolonu iki fragmentten olusan (105 ve 40 bg) GG genotipini
gosterirken; rs141366243 (B) varyanti i¢in M kolonu Marker’i, GG kolonu ise tek
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fragmentten olusan (145 bg) GG genotipini gostermektedir. Ayrica, her iki jelde PCR
tiriinleri de bulunmaktadir (145 bg).

Sekil 4.5. LCN-2 gen rs139418967 (A), rs147787222 (B) ve 1s140285982 (C)
polimorfizmlerinin 9. kromozom {izerindeki yerleri ve poliakrilamid jel gdriiniimleri
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Sekil 4.5. Yukarida LCN-2 gen rs139418967 (A), rs147787222 (B) ve rs140285982 (C)
polimorfizmlerinin 9. kromozom {izerindeki yerlerleri ve poliakrilamid jel goriiniimleri
verilmektedir.  rs139418967 (A) polimorfizmindeki Btgl restriksiyon endoniikleazin
tanima bolgesi (5'...CCRYGG...3"), 15147787222 (B) polimorfizmindeki Avall
restriksiyon endontikleazin tanima bolgesi (5'...GGWCC...3") ve rs140285982 (C)
polimorfizmindeki Sphl restriksiyon endoniikleazin tanima bdlgesi (5'...GCATGC...3),
primerlerin ‘annealing’ bolgeleri ile iliskilendirilmis olup, amplifikasyon ve RFLP {iriinleri
belirtilmektedir. Degisimin yani Btgl enzimininin kesimine neden olan rs139418967 (A)
varyantinin bulundugu yer 130911821. b¢ ve Avall enziminin kesimine neden olan
15147787222 (B) polimorfizminin bulundugu yer 130911830. b¢ iken; Sphl enziminin
kesimine neden olan rs140285982 (C) varyantinin bulundugu yer ise 130911857. bg’dir.
Uc bolgenin amplifikasyonu tek bir amplifikasyon ile saglanirken, amplifikasyon

sonucunda 156 b¢’lik {iriin elde edilmektedir. Btgl enzimi (A) ile yapilan kesim sonrasinda
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92 ve 64 bg’lik iki fragment, Avall (B) enzimi ile yapilan kesim sonrasinda 100 ve 56
be’lik iki fragment elde edilirken; Sphl enzimi (C) ile yapilan kesim sonrasinda 128 ve 28
b¢’lik iki fragment elde edilmektedir. Asagida; LCN-2 geninin Poliakrilamid Jel
Elektroforezi goriintiileri verilmektedir. Ug jel de %8’lik Poliakrilamid Jel olup, 20W’ta 35
dakika yiriitiildiikten sonra giimiis boyama ile elde edilmistir. rs139418967 (A) varyanti
icin M kolonu Marker’1, TT kolonu tek fragmentten olusan (156 bg) TT genotipini, TC
kolonu ii¢ fragmentten olusan (156, 92 ve 64 bg¢) TC genotipini; rs147787222 (B) varyanti
icin M kolonu Marker’1, GG kolonu ise tek fragmentten olusan (156 b¢) GG genotipini,
GT kolonu ii¢ fragmentten olusan (156, 100 ve 56 b¢) GT genotipini; rs140285982 (C)
varyanti i¢in M kolonu Marker’1, CC kolonu ise iki fragmentten olusan (128 ve 28 bg) CC
genotipini gostermektedir. Ayrica, her ii¢ jelde PCR iirlinleri de bulunmaktadir (156 bg).

Sekil 4.6. PNPLA3 gen 15738407, rs738409, 152896019 polimorfizmlerinin baglanti
dengesizligi (Linkage Disequilibrium, LD)
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5. TARTISMA

Bu c¢aligmada; NASH hasta ve kontrol gruplarinda PNPLA3 (Patatin-like
phospholipase domain-containing protein 3) ve LCN-2 (Lipocalin-2) genleri ¢alisilarak, bu
genlerdeki SNP’lerin allelleri ve genotipleri bizim populasyonumuz agisindan PCR-RFLP
yontemiyle saptanarak degerlendirilmistir. Caligmada segilen PNPLA3 genindeki
15738407, 1s738409 ve 152896019 polimorfizmleri ‘dogrulayici’ nitelikte iken; LCN-2
genindeki 1s139418967, rs147787222, 1rs140285982, rs147792047 ve rsl141366243
polimorfizmleri ‘aday’ niteliktedir.

PNPLA3 geninde ¢alisilan rs738407, rs738409 ve rs2896019 polimorfizmleri daha
once de diinya genelinde genom boyu baglanti ¢alismlarinda (GWAS) ve vaka-kontrol
caligmalarinda NASH agisindan degerlendirilmistir (Romeo et al. 2008; Rotman et al.
2010; Hotta et al. 2010; Speliotes et al. 2010; Speliotes et al. 2011; Sookoian and Pirola,
2011; Zain et al. 2012; Peng et al. 2012; Kawaguchi et al. 2012; Kitamoto et al. 2013). Biz
de ‘Genetic Testing and Molecular Biomarkers’ adli dergide yayimna kabul olan, Tiirk
populasyonunda yapmis oldugumuz bu ¢alisma ile PNPLA3 genindeki ilgili varyantlarin
NASH i¢in farkl 6l¢iilerde risk olusturduklarin1 dogrulamis olduk (Islek et al. 2014).

PNPLA3 gen iiriinii olan protein bir ‘single-pass type II membrane protein’ olup;
hem triacgilgliserol lipaz (triacylglycerol lipase) hem de agcilgliserol o-agiltransferaz
(acylglycerol o-acyltransferase) aktiviteleri mevcuttur. PNPLA3 geni in vitro kosullarda
trigliseride kars1 hareket eder ve yag asitlerinin transferini saglar (mono- ve diagilgliserol
(Jenkins et al. 2004).

PNPLA3 1148M sinonim olmayan, nonsynonymous, polimorfizmi; C/G degisimi
yani 148. amino asit pozisyonundaki izoldsin amino asidinin metionin amino asidine
doniismesiyle karakterize edilir (Santoro et al. 2010). 1148M (rs738409); PNPLA3
genindeki en ¢ok caligilan varyant olmakla beraber, NASH, NAYKH gibi kronik karaciger
hastaliklarinin tiimiiyle ciddi anlamda iliskili bulunmustur (Romeo et al. 2008; Romeo et
al. 2010; Tian et al. 2010; Valenti et al. 2010; Valenti et al. 2011).

PNPLA3 geninin N terminalinde Ser-Asp katalitik ¢iftini (catalytic dyad) (Gly-X-
Ser-X-Gly and Asp-X-Gly/Ala) igeren konsensiis dizilerin bulunmasinin yan1 sira patatin-
benzeri (patatin-like) domain (rezidii 10-179, UniProt) bulunmaktadir (Wilson et al. 2006).
[148M (rs738409) varyant1 ¢cok korunumlu bir sekilde, konsensiis dizilerin arasinda yer alir
ve katalitik cifte baglanma 6zelligini yok ederek fonksiyon kaybi yani ‘loss of function’

etkisine neden olur. PNPLA3 148M alleli yani G alleli, 1481 alleli yani C alleli ile
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mukayese edildiginde; 148M (G) allelinin daha yiiksek derecede karaciger yag icerigle
yani steatoz ile iliskili oldugu bulunmustur (Romeo et al. 2008; Kotronen et al. 2009).
Dolayistyla NAYKH ve NAYKH’ nin progresif bir formu olan NASH ile ciddi anlamda
iliskilidir.

PNPLA3 1s738409 gen polimorfizminde; Nlalll restriksiyon endoniikleaz
kullanilarak bu polimorfizmin genotipleri belirlenmistir (Sekil 4.2). Literatiirde rs738409
polimorfizminin NASH ile olan iliskisi konusunda pek ¢ok calisma mevcuttur (Cizelge
5.1). PNPLA3 gen rs738409 varyanti bizim c¢aligmamizda da istatiksel olarak onemli
derecede NASH ile iliskilendirilmis olup, NASH i¢in risk teskil etmektedir. (¥2=18.225,
P=0.000). Bu polimorfizmin CC genotipli bireyleri NASH’e karst korunuyorlarken (2=
11.427, P=0.001, OR=0.406, 95%CI=0.238-0.692); GG genotipli bireylerin NASH
geligtirme riskinin 3.476 kat artmis oldugu gozlemlenmistir (}2=11.759, P=0.001,
OR=3.476, 95%CI= 1.646-7.343). C allelinin NASH’e kars1 koruyucu etki gosterdigi
(x2=11.759, P=0.001, OR=0.288, 95%CI=0.136-0.608); G allelinin ise NASH i¢in bir
genetik risk faktorii olarak nitelendirilebilecegi anlagilmistir (y2=11.427, P=0.001,
OR=2.462, 95%CI= 1.446-4.194). Vaka ve Kontroller Hardy-Weinberg dengesi
icerisindedir (Cizelge 4.2). G allelinin bu calismadaki hastalarda goriilme siklig1 %44,

kontrollerde ise %28 oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 5.1: PNPLA3 gen rs738409 polimorfizminin farkli etnik gruplar arasindaki
dagilimi

Populasyon G Allelinin Goriilme Referans
Sikhig: (%)
Meksikalilar (¢cocuklar) 61 Larrier-Carrasco E et
al.,2013
Amerikali Hispanikler 49 Romeo et al., 2008
Japonlar 48 Kawaguchi et al., 2012
Han Cinlileri 34 Peng et al., 2012
Tiirkler 28 Cizelge 4.2
Italyanlar (obez) 26 Romeo et al., 2010
Avrupali Amerikalilar 23 Romeo et al., 2008,
Rotman et al., 2010
Afrikal1 Amerikalilar 17 Romeo et al., 2008

Cinsiyete gore yapilan istatiksel verilere dayanarak; rs738409 polimorfizminin hem

bayan hem de erkek NASH hastalarinda iliski gosterdigi gozlemlenmistir (¥2=9.971,
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P=0.007; x2=8.432, P=0.015 sirasiyla) (Cizelge 4.2). Ayrica, bayan ve erkek NASH
hastalarinda goriilen genotipik iliskinin yani sira allelik iliski de goriilmiistiir (Cizelge 4.2).

Bu caligmada yer alan diger PNPLA3 gen polimorfizmleri ise rs738407 ve
152896019 polimorfizmleridir. PNPLA3 15738407 gen polimorfizminde; MIuCI
restriksiyon endoniikleaz kullanilarak bu polimorfizmin genotipleri belirlenmistir (Sekil
4.1). Elde edilen verilere gore (x2=13.193, P=0.001); bu varyant NASH ile iliskilendirilmis
olup, NASH hastalar1 i¢in bir risk olusturdugu saptanmistir. Bu caligmada PNPLA3
genindeki rs738407 polimorfizminin AA genotipinin NASH’e karst koruyucu etki
gosterdigi gozlemlenmistir (NASH (¥2=13.192, P=0.000, OR=0.321, 95%CI= 0.170-
0.606). Diger taraftan ise; bu polimorfizmin AG genotipinin NASH i¢in 1.879 kat artmis
risk gosterdigi gozlemlenmistir (y2=6.176, P=0.013, OR=1.879, 95% CI= 1.138-3.104). G
allel sikliginin NASH hastalarinda, kontrollere oranla, daha yiiksek oldugu goriilmiistiir
(NASH:%53.13; Kontrol:%39.49). Elde edilen bu veri, Japonlar’da G allele sikliginin
NAYKH hastalarinda %72, kontrolde ise %63 olarak tespit edilidgi ¢aligmay1 dogrulayan
bir niteliktedir (Kawaguchi et al., 2012). Dolayisiyla, G allelinin istatiksel olarak NASH
icin risk oldusturdugu saptanmistir (x2=13.192 P=0.000, OR=3.119, 95%CI= 1.650-
5.894). Ayrica, cinsiyete gore yapilan analizde de erkek NASH hastalarinda rs738407
polimorfizminin risk olusturdugu goriilmiistiir (x2=8.553, P=0.014). Bu iligki allel ve
genotip acisindan da dogrulanmistir (Cizelge 4.1).

PNPLA3 gen 152896019 polimorfizminde; Scfl restriksiyon endoniikleaz
vasitasiyla bu varyantin genotipleri saptanmustir (Sekil 4.3). PNPLA3 gen rs2896019
polimorfizmi de NASH icin risk teskil etmektedir (x2=6.144, P=0.046). TT genotipi;
bireylerde NASH’e kars1 koruyucu etki gosterirken (y2= 5.208, P=0.022, OR=0.565,
95%CI=0.344 - 0.926); G alleli tasiyan bireylerde 1.771 kat artmis risk gortilmektedir
(x2=5.208, P=0.022, OR=1.771, 95%CI=1.080 - 2.904). Ayrica, PNPLA3 gen rs2896019
polimorfizmi farkli etnik gruplar arasinda farkli allel dagilimlar1 gostermektedir (Cizelge

5.2).

Cizelge 5.2: PNPLA3 gen rs2896019 polimorfizminin farkli etnik gruplar arasindaki
dagilimi

Populasyon G Allelin Goriilme Referans
Sikhig1 (%)
Japonlar 45, Kitamoto et al., 2013
48 Kawaguchi et al., 2012
Tiirkler 21 Cizelge 4.3
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Cinsiyete gore istatistiksel analiz yapildiginda; bayan hastalarda PNPLA3 gen
rs2896019 polimorfizminin NASH ile hicbir iliski goriilmezken (¥2=2.769, P=0.250)
(Cizelge 4.3); erkek hastalarda iligki gozlemlenmistir. NASH erkek hastalarimin TT
genotipine ve G alleline sahip olduklari, bunun da NASH ile iligkili oldugu saptanmistir.
Burada da hem kontroller hem de vakalar Hardy-Weinberg dengesi igerisindedir (Cizelge
4.3).

Calistigimiz bu ii¢ polimorfizm arasinda, su ana kadar yapilan diger ¢aligmalarda
da goriildiigli gibi; NASH ile en cok iliskilendirilen polimorfizm rs738409°dur (Cizelge
4.2). Japon NAYKH hastalarinda yapilan ¢alisma sonucunda; rs738409 varyantinin G risk
allelinin NAYKH i¢in ciddi bir risk faktorii olmasinin yani sira bu allelin yiliksek
seviyelerdeki transaminazlarla (ALT, AST), ferritin seviyeleriyle ve fibrozis asamasiyla
iligkili oldugu goriilmiistiir (Hotta et al., 2010). PNPLA3 geni agisindan noksan birakilan
farelerde ve transgenik farelerde ise karaciger yaglanmasina rastlanmamistir (Chen et al.,
2010; Basantani et al., 2011; Li et al., 2012). Diger taraftan, yine farelerde yapilan bir
calismada 1148M polimorfizminin asir1 ekspresyonu sonucunda karaciger yaglanmasi
gozlemlenmistir (Li et al., 2012). Dolayisiyla, PNPLA3 geninin NAYKH hastalarinin
karacigerlerinde anormal lipid metabolizmasinda yer aldigt ve PNPLA3 gen
polimorfizmlerinin NASH progresyonunda o6nemli roller iistlendigi diistiniilmektedir.
PNPLA3 gen 152896019 ve rs738407 polimorfizmleri ise kodlanmayan bolgede yani
intronda yer alarak, NAYKH ile iligkilidir (Kawaguchi et al., 2012; Kitamoto et al.,2013).
PNPLA3 gen 1s738407 ve 152896019 polimorfizmlerinin fibrozisle iligkili oldugu
gozlemlenmistir (Kitamoto et al., 2013). Bu varyantlar intronda yer alip, amino asit
degisikligine sebep olmadiklari i¢in gen ekspresyonunda kontrol edici noktalar olabilirler.
Genin ekspresyonuyla ilgili yolaklara ya da bu yolaklaradaki konsensiis dizilere etki
ederek gen ekspresyonu regiilasyonunda rol oynayabilirler. Ayrica mRNA (messenger
RNA) nin, miRNA (microRNA) ile regiile edildigi bilindigi {izere; belki de PNPLA3 gen
rs2896019 ve 1rs738407 polimorfizmlerinin introndaki prosesleme iglemi esnasinda
problem yaratarak genin ekspresyonunu etkiledigi disiiniilebilir. Ciinkii mRNA
proseslenmesi sirasinda bazi intronik bolgeler miRNA’ya doniisebilir ve bdylece miRNA,
mRNA’nin ekspresyonunu etkileyebilir.

Aday gen olarak, bu calismada yer alan gen ise LCN-2 (Lipocalin 2) genidir.
Lipokalin-2 (LCN-2), 24p3 ya da Notrofil Jelatinaz-iligkili Lipokalin (NGAL, neutrophil

gelatinase—associated lipocalin) sekretuar bir glikoproteindir ve birgok farkli doku ve hiicre
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tipinde (adipositler, immiinositler, karaciger, makrofajlar gibi) eksprese olmaktadir (Ong et
al., 2011). LCN-2’nin tam olarak hiicresel ve ekstraselliller fonksiyonlar
aydinlanamamistir. Kanser, bobrek hasari, kardiyovaskiiler hastaliklar ve alkol
zehirlenmesi gibi hastaliklarla ile iligkilidir (Terra et al., 2013). Apoptozundaki, hiicre
sinyalindeki ve ¢cogalmasindaki rolleri tam anlamiyla netlesmemistir. Inflamasyon, demir
metabolizmasi gibi yolaklardaki gorevleri lizerine ¢alisilmaktadir (Borkham-Kamphorst et
al., 2013). LCN-2’nin inflamatuar yolaklarda yer aldig1 diisliniilmek ile birlikte bu genin
obezite ve adipoz doku inflamasyonuyla iliskili oldugu bilinmektedir (Terra et al. 2013).
LCN-2 seviyesinin, obezitelerdeki inflamasyon ve ID’ne sebebiyetten cok cevaben
yiikseldigi diisiiniilmektedir. LCN-2 geninin asirt eksprese olmasi hiicreleri oksidatif
stresten korur. Lipokalin-2’nin; NAYKH ve hipertansiyon gibi hastaliklarin risk faktorleri
olan obezite, insiilin direnci ve inflamasyon i¢in biyo-belirte¢ oldugu bilinmektedir (Ong et
al. 2011). Farelerde yapilan c¢alismalardan elde edilen sonuglara gore; yakinlardaki
inflamatuar hiicrelerin varligindan dolayi, hepatik parankimal hiicrelerde LCN-2 proteinin
ekspresyonuna rastlanilmigtir. Son yillarda, LCN-2 geninin hepatik hiicreleri hidrojen
peroksidin toksisitesinden korumada gorev aldig1 gosterilmistir. Biitlin bilgilerin 15181nda;
NASH hastalarinin karacigerindeki LCN-2 ekspresyonunun inflamatuar hiicre kaynakli
sitotoksik strese cevaben yiikseldigi diisiiniilmektedir. Dolayisiyla LCN-2; NASH igin
potansiyel bir inflamatuar belirteg olabilir (Semba et al. 2013).

Bu c¢alismada; SNP veritabanindan LCN-2 genine ait on bes tane aday
nonsynonymous polimorfizmleri tespit edilerek, bu polimorfizmlerin arasindan yalnizca
Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi metoduna uygun olanlar c¢alisilmistir. Bu
SNP’ler; rs139418967, rs147787222, rs140285982, rs147792047 ve rs141366243 tiir.
Secilen varyantlarin hepsi diinyada ilk defa bizim populasyonumuz acgisindan
degerlendirilmistir. Yapilan istatiksel verilere dayanarak LCN-2 gen rs139418967 ve
rs147787222 varyantlarinin anlamli sonuglar verdigi gozlemlenmistir (Cizelge 4.4 ve
Cizelge 4.5).

LCN-2 gen 15139418967 polimorfizminin genotipleri, Btgl restriksiyon
endoniikleaz enzimi kullanilarak saptanmistir (Sekil 4.5.A). LCN-2 gen rs139418967
polimorfizminin genotip dagilimi; vakalarda TT genotipi %97.5, TC %?2.5, CC %0
seklinde iken; kontrollerde ise TT genotipi %99.7, TC %0.3, CC %0 seklinde
gorlilmektedir. Boylece TT genotipi koruma etkisi gosterirken (y2= 3.983, P=0.046,
OR=0.125, 95%CI=0.011-1.401); TC genotipi ise NASH acisindan risk teskil etmektedir
(x2= 3.983, P=0.046, OR=7.974, 95%CI=0.714-89.075). C risk allelinin vakalardaki
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dagilimi 0.0125 iken; kontroldeki dagilimi 0.0016°dir (}2= 3.983, P=0.046, OR=7.974,
95%CI1=0.714-89.075) (Cizelge 4.4). Yani; yapilan bu ¢calismada LCN-2 gen rs 139418967
polimorfizmi NASH i¢in risk gostermektedir (Cizelge 4.4).

Bir diger aday SNP olan LCN-2 gen rs147787222 polimorfizminin genotipleri
Avall restriksiyon endoniikleaz enzimi araciligiyla saptanmistir (Sekil 4.5.B). LCN-2 gen
15147787222 polimorfizminin genotip dagilimi; vakalarda GG genotipi %97.5, GT %2.5,
TT %0 iken; kontrollerde ise GG genotipi %99, GT %1, TT %0 olarak gdzlemlenmistir.
Bu calismada; LCN-2 gen rs147787222 polimorfizminin GG genotipi (2= 1.197,
P=0.274, OR=0.397, 95%CI=0.062-2.305) ve GT genotipi (2= 1.197, P=0.274,
OR=2.641, 95%CI=0.434-16.079) anlamli bulunamamistir. T allelinin dagilimi da
vakalarda 9%0.0125 iken; kontrollerde %0.0048 (x2= 1.197, P=0.247, OR=2.641,
95%CI=0.434-16.079) olarak goze carpmaktadir (Cizelge 4.5). Dolayisiyla, LCN-2
15147787222 gen polimorfizmi NASH i¢in risk gostermemektedir (Cizelge 4.5).

Secilen bes polimorfizmin arasindan yalnizca LCN-2 gen 1s139418967 ve
rs147787222 polimorfizmlerinin anlamli sonuglar vermesi; sadece bu varyantlarin bizim
popiilasyonumuz agisindan SNP olup, diger varyantlarin (rs140285982, rs147792047 ve
rs141366243) mutasyon olarak degerlendirilebilmesi goriisiine dayandirilabilir. Baska bir
deyisle; LCN-2 gen rs140285982, rs147792047 ve rs141366243 polimorfizmleri bizim
populasyonumuzda heniiz polimorfizm olarak evrimlesmemistir. LCN-2 aday gen
caligmasinda hasta sayisinin yetersiz olmasi, istatiksel olarak anlamli sonuglar vermesine
ragmen, sonucun netlesmesine engel teskil etmektedir. Hasta sayisi arttirildig: takdirde, bu
calismada da anlamli bulunan LCN-2 gen rs139418967 polimorfizminin calisiimasinda

yarar olacagi diigiiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, bu c¢aligmada bizim popiilasyonumuz agisindan ilk defa calisilan
PNPLA3 gen rs738407 rs738409 ve rs2896019 polimorfizmleri ve diinyada ilk defa bizim
populasyonumuzda c¢alistlan LCN-2 gen rs139418967, rs147787222, rs140285982,
15147792047 ve rs141366243 polimorfizmleri yer alarak bu varyantlarin NASH ile olan
iliskisi degerlendirilmisitir. PNPLA3 gen calismasi ‘dogrulayici’ nitelikte olup, allelik
heterojenitenin degerlendirilmesi agisindan Onem tasimaktadir. Boylece, hipotezin
dogrulugu yapilan baglanti analizlerinde de goriilmiistiir (Sekil 4.6). Bu ¢alismada yer alan
PNPLA3 gen polimorfizmleri NASH ile farkli derecelerde iliski gosterdigi i¢in NASH’in
evrelendirilmesinde (staging) bu varyantlarin farkli ekspresyonlar1 bize ipucu verebilir.
LCN-2 gen ¢alismasi ‘aday gen’ niteliginde olmakla beraber hepatoselliiler koruyucu ya da
diyete bagli hepatoselliiler zarar verici bir etkisi oldugu diistiniilmektedir. Ancak daha ¢ok
hepatoselliiler koruyucu etkisi bulundugu kanist hakimdir. Se¢ilen LCN-2 gen
polimorfizmleri bu calismada NASH hastalar1 acisindan degerlendirildiginde; minimum
allel sikliklarinin ¢ok diisiik oldugu goriilmektedir. Dolayisiyla, hepatoselliiler koruyucu
etkisi daha 6n plandadir. Daha net bilgiler elde edebilmek i¢in LCN-2 gen polimorfizmleri
izerine ¢aligmalar yapilmalidir.

PNPLA3 gen polimorfizmleriyle ilgili olan bu calisma ‘Genetic Testing and
Molecular Biomarkers’ dergisinde yayina kabul edilmistir. LCN-2 gen polimorfizmleriyle

ilgili olan ¢alisma ise hasta sayisi arttirilarak yayina sunulacaktir.
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