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Ozgecmis



OZET

Nonalkolik steatohepatit (NASH), karacigerde yag birikimi ile beraber
cesitli derecelerde enflamasyon, nekroz ve fibrozis ile karakterize bir hastaliktir.
Kromozom kirik analizi ve mikronlkleus testleri, genomik instabilitenin
arastirilmasi amaciyla en yaygin kullanilan testler arasindadir. Bu calismada,
NASH hastalari ve saglikli génullilerin periferik kan lenfositlerinde kendiliginden
meydana gelen mikronikleuslari ve kromozomal aberasyonlar karsilastirarak
genomik instabilitenin NASH varligiyla ve gondillilerin antropometrik dlgtimleri ve
laboratuvar bulgulariyla iligkisini degerlendirmeyi amagladik.

Arastirmaya toplam 57 goénulli (32 NASH hastasi, bes NASH diizeyinde
olmayan nonalkolik yagli karaciger hastasi ve 20 saglkli birey) dahil edildi. Tim
gondlltlerin  tam kan lenfosit kdltlrleri hazirlanarak, bunlarda gd6zlenen
kromozom aberasyonlari ve mikronUkleuslar arastirildi.

Yapilan degerlendirmeler sonucunda elde edilen genomik instabilite
parametreleri acisindan NASH hastalari ile saglikh kisiler arasinda anlamli fark
gbzlenmedi. NASH hastalari igerisinde yapilan degerlendirmede bazi kromozom
aberasyon parametrelerinin hastalikla iligkili oldugu bilinen bel gevresi, glikozile
hemoglobin (HbA1c) degerleri ve metabolik sendrom kriter sayisi ile pozitif
korelasyon goésterdigi tespit edildi. Her G¢ grupta (NASH hastalari, saghkli
gondlltler ve tim goéndilltler icerisinde) yapilan degerlendirmelerde kilolu veya
obez olan kisilerde bazi kromozomal aberasyon parametrelerinin daha ylksek
oldugu gbézlenerek genomik instabilitenin obezite ile iligkili oldugu belirlendi.
Serum alanin transaminaz degerinin, saglikli grupta kromozom tipi aberasyonlar,
tim goénallller icerisinde ise mikronUkleuslu hiicre sayisi ile pozitif korelasyon
gbsterdigi tespit edildi. Sonuc¢ olarak, calismamizda genomik instabilitenin;
obezite, bel c¢evresi, metabolik sendrom kriter sayisi, HbA1c ve alanin
transaminaz dizeyi ile iligkili oldugu saptanmistir.



Anahtar Kelimeler: Nonalkolik steatohepatit, lenfosit kiltirt, kromozom

aberasyonlari, mikronUkleuslar



SUMMARY

Investigation of Genomic Instability in Peripheral Blood Lymphocytes of
Cases with Nonalcoholic Steatohepatitis Using Chromosome Breakage
Analysis and Micronucleus Assays

Nonalcoholic steatohepatitis (NASH) is a disease characterized by fat
accumulation in liver; accompanied by various degrees of inflammation,
necrosis, and fibrosis. Chromosome breakage analysis and micronucleus
assays are among the most widely used assays to assess genomic instability. In
this study, by comparing spontaneously occurred micronuclei and chromosomal
aberrations in peripheral blood lymphocytes of NASH patients with those of
healthy individuals, we aimed to investigate whether genomic instability is
associated with the presence of NASH and also with anthropometric
measurements and laboratory findings of individuals.

A total of 57 volunteers (32 NASH patients, 5 nonalcoholic fatty liver
disease patients who do not meet criteria for NASH, and 20 healthy individuals)
were included in the study. Whole blood lymphocyte cultures were prepared for
each individual and assessed for chromosomal aberrations and micronuclei.

There was no difference between evaluated genomic instability
parameters of NASH patients and healthy individuals. In NASH patients, some
chromosomal aberration parameters were positively correlated with factors
related to the disease such as waist circumference, glycosylated hemoglobin
(HbA1c), and number of the components of metabolic syndrome. Assessments
in all of the three groups (NASH patients, healthy individuals, and all of the
volunteers) revealed that some chromosomal aberration parameters are more
frequent in overweight or obese individuals, which indicates that genomic
instability is associated with obesity. Serum alanine transaminase levels were

positively correlated with chromosome type aberrations in the group of healthy



individuals, and also with micronuclei in the group of all volunteers. In
conclusion, our findings revealed that genomic instability is associated with
obesity, waist circumference, number of the components of metabolic syndrome,

HbA1c, and alanine transaminase levels.

Key Words: Nonalcoholic steatohepatitis, lymphocyte culture,

chromosomal aberrations, micronuclei
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GiRIS

Nonalkolik steatohepatit (NASH), karacigerde yaglanma ve buna eslik
eden enflamasyon ile seyreden; obezite, hiperlipidemi ve diyabet ile siklikla
birliktelik gbsteren bir hastalktir. Steatozis olarak adlandirilan karaciger
yaglanmasi, karaciger agirliginin %5’ten fazlasinin lipitlerden olusmasi seklinde
tanimlanmaktadir (1). Alkol kullanmayan bir kisinin karacigerinde steatozis tespit
edilmesi nonalkolik yagli karaciger hastaligi (NAYKH) olarak adlandirilir. Cesitli
derecelerde hepatomegalisi olan veya serum aminotransferaz dizeyleri artmis
asemptomatik bireylerde NAYKH bulunabilir. Bu durum nonenflamatuar benign
bir durum olabilecegi gibi karaciger enflamasyonu ile seyreden ve son dénem
karaciger hastaligina kadar ilerleyebilecek bir tablo olan NASH ile de karakterize
olabilir (Tablo-1). NASH, belirgin bir alkol kullanimi olmadan karacigerde
steatozis, nekroenflamasyon ve cesitli derecelerde fibrozis ile karakterize bir
hastalik olarak tanimlanmistir. NAYKH’nin daha ilerlemis formunu olusturan
NASH’in tanisi klinikopatolojik olarak konmaktadir ve karaciger biyopsisi ile ilgili
histopatolojik bulgularin gésterilmesini gerektirmektedir (2, 3).

Tablo-1: Nonalkolik yagh karaciger hastaligin siniflandiriimasi (4).

Asamasi |Goézlenen Bulgular

Evre 1 Sadece karaciger yaglanmasi

Evre 2 Yaglanma + enflamasyon

Evre 3* Yaglanma + ilerlemis enflamasyon + balon dejenerasyonu

Evre 4* Yaglanma + fibrozis (ve/veya Mallory cisimcikleri ve sirotik noduller)

*: evre 3 ve evre 4, NASH olarak kabul edilmektedir.

Hafif veya ileri derecede obezite, tip 2 diyabet veya dislipidemisi olan
kisilerde siklikla NAYKH bulunmaktadir (5). NAYKH prevalansi; ultrason,

bilgisayarli tomografi ve manyetik rezonans gibi tani yéntemleriyle yapilan farkli



calismalarda %2.8 - %46 arasinda bildiriimektedir (6-8). Karaciger enzimleri
degerlendirmeye alindiginda prevalansi %2.8 - 9.3, histolojik calismalarda ise
%17.9 - 38.5 arasindadir. Obezite ile paralel olarak son yillarda NAYKH
prevalansi da artis gdstermis ve bircok toplumda en sik gdzlenen karaciger
hastaligi haline gelmistir (6, 9).

Nonalkolik Steatohepatit Gelisimi icin Genetik Predispozisyon

NAYKH fenotipi yaygin goérilmekte, hem c¢ocuk hem erigkinde
saptanabilmekte, cesitli etnik poptllasyonlarda gézlenebilmekte ve her iki
cinsiyeti etkileyebilmektedir. NAYKH gelisimi ve NASH’e progresyonu cevresel
faktorlerden acik olarak etkilenmekle beraber, benzer metabolik risk faktdrlerine
sahip kisiler arasindaki fenotip cesitliligi [pazi olgularda benign nonsemptomatik
seyir gbzlenirken bazilarinda progresif seyretmesi, siroz veya hepatosellller
karsinoma (HCC) dénismesi] altta yatan genetik faktorlerin  varligini
distndirmektedir (10).

NAYKH / NASH prevalansi icin etnik farkliliklar da tanimlanmistir. ABD’de
yapilan calismalarda prevalansin beyazlarda zencilere gére daha ylksek ve
histolojik bulgularin daha siddetli oldugu, Hispanik kdkenli Amerikalilarda ise
prevalansin daha da yUksek oldugu tespit edilmistir (1, 11). Amerikali zencilerde
instlin direnci Hispaniklerle benzer dizeylerde olmakla beraber, intraperitoneal
yag, karaciger yag orani ve kan trigliserit diizeyleri daha dusUktir. Asya kdkenli
Amerikalilarda ise gdrece disik viicut kiitle indeksi (VKI) degerlerine ragmen
NAYKH prevalansi beyaz Amerikalilarla benzer degerdedir. Yagl karacigerin
NASH ve siroza progresyonu da Hispanik Amerikallarda diger irklara ve
6zellikle zencilere gbre daha sik ortaya ¢ikmaktadir (10, 12).

Farkli irklarda NAYKH prevalansinin farkl olmasi, benzer risk faktorlerine
sahip kisilerde hastalik siddetinin buyldk degiskenlikler gbstermesi gibi
g6zlemler, NAYKH gelisiminde genetik faktérlerin etkili oldugunu gdstermektedir.
Yagli karaciger fenotipinin meydana gelmesinde genetik faktérlerin etkisini



arastirmak amaciyla karacigerde yag birikimi acgisindan manyetik rezonans
spektroskopisi ile degerlendirilen 2111 kiside, 9229 tek nlkleotid polimorfizmi
incelenmigtir. Yapilan degerlendirmeler sonucunda PNPLA3 genindeki bir
varyantin [rs738409 C>G (I1148M)] hepatik trigliserit iceriginde artis ile iligkili
oldugu gdsterilmistir (13). Daha sonra yapilan baska calismalarda da bu iligki
dogrulanmistir (14-16). Bu allel acgisindan homozigot olan kisilerde hepatik
trigliserit iceriginin normal olanlara goére iki kattan daha fazla artmis oldugu tespit
edilmistir (13).

PNPLA3-1148M alleli Hispanik Amerikalilarda, Afrikali Amerikallara gére
daha siktir ve etnik farkliliktan kaynaklanan etkilerin temel nedeni olabilecedi
distuntlmektedir. Transaminaz dilzeyleri, steatohepatit varligi, steatozis ve
fibrozisin siddeti ile iligkili oldugu bildirilmigtir (13, 15). PNPLAS3 geninin Grinl
olan adiponutrin proteininin fonksiyonu tam olarak aydinlatilamamis olmakla
birlikte lipojenik transasetilaz aktivitesi gésterdigi bilinmektedir (17).

Hintli erkekleri kapsayan bir calismada apolipoprotien C3’l0 kodlayan
APOC3 genindeki, hipertrigliseridemi ile iliskili oldugu bilinen iki polimorfizmin
rs2854116 (T-455C) ve rs2854117 (C-482T), NAYKH ve instlin direnci ile de
iliskili olduklari gdésterilmigtir (18).

Yakin zamanda yapilan calismalarda NCAN, GCKR ve LYPLALT
genomik bélgeleri de NAYKH ile iligkili bulunmustur (16). Bu genlerin rollndn
belirlenmesinin, toplumda yaygin gérilen NAYKH formlarinin gelismesinde etkili
mekanizmalarla ilgili bilgileri arttirabilecedi distintlmektedir (19).

Nonalkolik Steatohepatitte Septomlar, Bulgular ve Tani

NASH’li vakalarin ¢cogu asemptomatiktir; ancak dusik oranda, ézellikle
cocuklarda karinda sigkinlik, sag Ust kadranda agrn veya halsizlik, yorgunluk gibi
semptomlar goérilebilir. NASHte laboratuvar bulgulari tani koydurucu degildir
fakat anormal karaciger fonksiyon testleri olan hastalarda diger patolojiler
elendikten sonra NASH akla gelmelidir. NASH'li vakalarda hakim olan



laboratuvar patolojisi orta derecede artmis transaminaz duzeyidir (genellikle 2-3
kat). Alkolik hepatitin tersine, NASHte aspartat transaminazin (AST) alanin
transaminaza (ALT) orani birin altindadir. Bazi vakalarda transaminazlar normal
de olabilir (2).

Ultrason, bilgisayarli tomografi ve manyetik rezonans gibi gértntileme
yéntemlerinin her birinin hepatik steatozisin mevcudiyetini dusindiren tipik
bulgulan vardir, fakat bu teknikler enflamasyon ve fibrozis derecesini
saptamakta yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle karaciger biyopsisi; hepatik
nekrozu, enflamasyonu ve fibrozisi gercekgi olarak saptayan ve bunlarin
derecesini belirleyen tek diyagnostik testtir ve NASH tanisinda “altin standardi”

olusturmaktadir (2, 3).

Nonalkolik Steatohepatit Patofizyolojisi

NAYKH / NASH gelisiminin patofizyolojik mekanizmasi tam olarak
bilinmese de meydana gelmesinde genetik ve cevresel bircok faktérin etkili
oldugu disunulmektedir (20). Hepatositler igerisinde lipit birikimi tim hastalarda
bulunan ortak 6zelliktir. Day ve James tarafindan ortaya atilan iki vurus (two
hits) hipotezine gbére (21) bu durum hastaligin ilk asamasini meydana
getirmektedir ve ikinci vurus gelmedigi middetce hastalik ilerlememektedir. Yag
asitlerinin oksidasyonu sirasinda ortaya cikan hepatoselliler oksidatif stres
artisinin  ikinci  vurus igin tetigi c¢ekerek hastaigin NASH ve siroza
progresyonuna neden oldugu éne surtlmustar (21).

Hastaligin patogenezinde yag asitlerinin dogrudan hepatotoksik etkileri,
lipit peroksidasyonu, proenflamatuar sitokinlerin ve adipokinlerin salinimi,
endoplazmik retikulumda hatali katlanmig proteinlerin birikmesi, mitokondriyal
disfonksiyon gibi etkilerle meydana gelen hepatoselliler hasarin da énemli rol
oynadidi dusundlmektedir. Bu etkilerin belli bir sire devam etmesinin hepatik
stellat hucrelerin aktivasyonuna neden oldugu bilinmektedir. Karacigerde

kollajen Uretiminden sorumlu temel hicreler olan stellat hcrelerinin



aktivasyonu, karaciger fibrogenezisini baslatan esas etkendir ve hastaligin son
dénem karaciger hastaligina dogru progresyonuna neden olmaktadir (1, 22).

Karacigerde Lipit Birikimi

Karaciger, karbonhidrat ve lipit homeostazisinde merkezi rol Ustlenir.
Beslenme sonrasi glikoz dizeylerinin artmasi, insilin artisina ve glikozdan
glikojen ve yag asitleri sentezlenmesine neden olurken, endojen glikoz Gretimini
durdurur. Aclik sirasinda ise kandaki insulin dizeyi diserken glukagon ve
epinefrin dizeyleri artar ve hormona duyarli lipaz aktive olarak adipositlerdeki
trigliserit hidrolizi stimile olur. Yag asitleri serbestleserek kana gecer ve
cogunlukla albimine baglanarak karacigere tasinir. PPAR-a (Peroxisome
proliferator-activated receptor alpha), mitokondriyal yag asiti oksidasyonunda
gbrev alarak yag asiti katabolizmasinda temel rol oynar (1).

Hepatik steatozis, karacigere gelen ve uzaklastirilan yaglar arasindaki
dengenin bozulmasindan kaynaklanir. Karacigerde biriken yagin potansiyel
kaynaklari diyetle alinan yag asitleri, karacigerde de novo lipogenezis ile Uretilen
yag asitleri ve yag dokusundan gelen yag asitleridir. Karacigere gelen serbest
yag asitleri igin ¢ secenek s6z konusudur. Mitokondride okside olarak enerji ve
keton cisimleri Uretiminde kullanilabilir, apolipoproteinlerle bir araya gelerek ¢ok
distk dansiteli lipoprotein (VLDL) olarak kana salgilanabilir veya yeniden
esterlestirilerek trigliserit olarak depolanabilirler (Sekil-1).

Karacigere gelen serbest yag asitlerinde artis steatozis gelisiminde temel
etkendir. Yapilan calismalarla, serumda serbest yag asitlerinin, NAYKH'de
saglikli kisilere gére artmis oldugu gbésterilmistir. Bu artis, O6zellikle yag
dokusunda lipoliz artisindan  kaynaklanmaktadir. Bu durum, VLDL
sekresyonunda kompensatuar bir artisa neden olsa da hepatik trigliserit igerigini
normal diizeyde tutmak igin yeterli olmamaktadir (23).

Saglkli kisilerde de novo lipogenezis karaciger yaglarinin % 5’ini
olusturmakta iken NAYKH’de aktive olarak %26’ya ¢ikmaktadir (24). De novo
lipogenezisin dizenlenmesinde SREBP-1c (Sterol regulatory element-binding
protein-1c) transkripsiyon faktérii dnemli rol oynamaktadir. insiiline duyarl olan



dokularda, 6zellikle de karacigerde SREBP-1c’nin artmis ekspresyonu, insdlinle
indUklenen genlerin, insdline ihtiya¢c duyulmadan da stimllasyonuna ve yag asiti
sentezinin artmasiyla trigliserit sentezlenmesine neden olur (Sekil-1). Fizyolojik
kosullar altinda SREBP-1c gegici olarak aktive edilerek metabolizmanin isleyisi
glikojen sentezinden lipit sentezine kaymaya neden olurken SREBP-1c’nin
surekli olarak yidksek kalmasi durumunda artmis yag asiti sentezi karacigerde
yag birikmesine neden olur (25). LXR (Liver X receptor), hepatik lipit
regUlasyonunda Kilit rol oynamaktadir. LXR endojen lipit sentezini diizenleyen
SREBP-1c ve ChREBP (Carbonhydrate response element binding protein)
aktivasyonuna yol acar. Dizeyleri artan instlin ve glikozun hem LXR’yi hem de
SREBP-1c ve ChREBP'yi aktive ederek hepatik lipogenezisin artmasina neden
oldugu bilinmektedir (23). ChREBP’nin, lipojenik genlerin glikoz tarafindan
dizenlenmesinde gérev alan temel transkripisyon faktéri oldugu tespit edilmistir
(25, 26).
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Kronik hiperinstlinemi, NAYKH'deki lipit metabolizmasi bozukluklarinin
temel etkenidir. insilin artisi, mitokondriyal beta oksidasyonu regiile eden
karnitin palmitoiltransferaz enzimini inhibe ederek yag asitlerinin mitokondri
icerisine alinmasini azaltir ve beta oksidasyonda azalmayla karacigerde
trigliserit birikimine neden olur. Bunun yani sira, uzun zincirli yag asitlerinin
oksidasyonunu katalizleyen mitokondriyal trifonksiyonel protein (MTP)’deki
bozukluga baglh olarak mitokondriyal beta oksidasyonun yapilamamasi da
NAYKH gelisimi ile iligkili olabilir. MTP’deki bozukluklar resesif olarak
kalitiimaktadir ve ¢cocuklarda genellikle mikrovezikiller hepatik steatozise neden
olmaktadir (25).

Trigliseritlerin karacigerden uzaklastirlmasinda rol oynayan bir diger
protein, mikrozomal trigliserit transfer proteinidir (MTTP). MTTP trigliseritlerin
apo B’ye baglanmasini ve VLDL’nin olusturulmasini saglar. Meydana gelen
VLDL partikdlleri ihtiyag duyulan dokularda kullaniimak Uzere kana salgilanir.
MTTP aktivitesinin azalmasi veya apo B sentezinin ve sekresyonunun azalmasi,
lipitlerin  karacigerden uzaklastirilmasini bozarak trigliserit birikimine neden
olabilir. MTTP gen mutasyonlari, siddetli hepatik steatozis ve 6nemli derecede
azalmig plazma trigliserit diizeyleri ile iligkilidir (1).

TuUketilen gidanin igeriginin de hepatik yag birikimi ile iligkili oldugunu
gosteren bulgular mevcuttur. Musso ve ark. NASH hastalarinin diyetinde
doymus yag asitleri ve kolesterol iceriginin ylksek, ¢coklu doymamis yag asitleri,
lif ve antioksidan iceriginin dislk oldugunu; doymus yag asitleri tiketimi ile
inslin direnci arasinda da iliski oldugunu tespit etmislerdir (27). Gidanin
karbonhidrat icerigi, 6zellikle de fruktoz icerigi dnemli rol oynar. Glikozdan farkl
olarak dolasimdaki fruktozun neredeyse tamami karaciger tarafindan alinir.
Fruktoz 6. karbon degil de 1. karbonundan fosforile oldugu icin glikojen
sentezinde kullanilamamaktadir ve gliseraldehit-3-fosfata dénistirtlerek de
novo lipogenezis icin sibstrat olusturmaktadir. Son yillarda ortalama fruktoz
tiketiminin artmis olmasi, muhtemelen NAYKH prevalansinda gézlenen artisa
katkida bulunmaktadir (19).



insiilin Direncinin Nonalkolik Steatohepatit Patogenezindeki Rolii

instilin direnci, gereken etkiyi olusturmak igcin normalden yiiksek
konsantrasyonda inslline ihtiyagc duyulmasi ya da normal insdlin
konsantrasyonlarinin  normal metabolik etkileri yaratamamasi seklinde
tanimlanmaktadir ve yuUkselmis plazma glikoz ve insllin duzeyleri ile
karakterizedir (1). Normal bir kiside, insllin, karacigerden kana glikoz
salinmasinda baskilanmaya neden olurken; insilin direnci durumunda bu etki
yeterli dlzeyde ortaya cikamamaktadir. Hepatik insdlin direnci olarak
adlandirilan bu durum glikojenezde bozulmayla, glikojenoliz ve glikoneogenezde
artig ile karakterizedir. insilin direnci, kas ve yagd hiicreleri igerisine glikoz
alimini da bozmaktadir (1, 23).

insilin direnci gelisiminde obezite birincil rol oynamakla birlikte genetik ve
cevresel etmenlerin birlikte etkili olduklari séylenebilir. Her iki ebeveyninde veya
bir ebeveyni ve birden fazla kardesinde tip 2 diyabet bulunan kisilerde obezite
bulunmasa bile siddetli instlin direnci bulundugu gésterilmistir. Mevcut genetik
yatkinhda ragmen, adaptasyon gelisimi nedeniyle, NAYKH / NASH veya diyabet
onyillar boyunca gelismeyebilir. Ancak obezite gelismesi ile hastalik daha erken
ortaya ¢ikabilmektedir (28).

Insulin direnci, periferal lipolizin uygunsuz aktivasyonuna ve tokluk
durumunda adipositlerden serbest yagd asitlerinin mobilizasyonuna neden olur.
Dolasimda yag asitlerinin dizeylerinin artigi da karacigerde ve kaslarda yag
birikmesi, insulin sinyalizasyonunun bozulmasi ve insilin direncinin daha da
agirlasmasiyla sonuglanir (1). Plazmada serbest yag asitlerinin sadece 24 - 72
saatlik artisinin bile insilin duyarlihdi tam olan kiside insulin direnci gelismesine
neden olabildigi bilinmektedir (28).

Insilin direnci, sadece karacigere gelen serbest yag asitlerini arttirarak
degil, hiperinstlinemi ile hepatik de novo lipogenezisi stimile ederek de
karacigerde yagd birikmesine neden olmaktadir. Obezite ve insillin direnci
proenflamatuar sitokinlerin artmis diizeyi ile karakterizedir. interldkin (IL)-6 ve
timdr nekrozis faktér a (TNF-a) gibi sitokinler, hepatik SOCS (Suppressors of



cytokine signaling) proteinlerinin ekspresyonlarini arttirarak insdlin direncini
daha da arttirir (25). SOCS proteinlerinin de SREBP aktivasyonuna neden
oldugu gésterilmistir (23). Bunlarin yaninda, instlin direncinin; basit steatozisin
NASH’e progresyonunda da rol oynadigina dair bulgular mevcuttur. Yapilan
calismalar NAYKH’de insdlin direncinin fibrozisin siddeti ile korelasyon
gbsterdigini ortaya koymustur (29). Bu etkileri ile insdlin direnci NAYKH
patofizyolojisinde merkezi rol oynamaktadir (23).

Nonalkolik Steatohepatit Patofizyolojisinde Yag Dokusu ve

Lipotoksisitenin Roli

Adipositlerin normal fonksiyon yapmasi; adiposit sayisi ve blyukligu, yag
dokusunun yapisindaki diger hicrelerle iligkileri gibi birgok faktére baghdir. Yag
hicreleri ¢cok yonli farklilasma 6zelligine sahip mezensimal kdk hiicrelerinden
kéken alir. Farklilasip olgunlagsmalari karmasik bir sinyalizasyon sistemi ile
gerceklesmektedir. PPAR-y ile dizenleme, SREBP-1c gibi transkripsiyon
faktorleri ile dizenlemelerle birlikte calisarak adipositlere asiri beslenme
sartlarina adapte olarak esneklik kazanma imkani saglamaktadir. Bu sekliyle
yag dokusu, diger doku ve organlarin serbest yag asitlerinin toksisitesine maruz
kalmasini énleyen koruyucu bir doku olarak gérev yapmaktadir (30).

Lipotoksisite, serbest yag asitlerinin zararli etkileri ve yagin ektopik olarak
birikmesiyle beraber, ilgili organda fonksiyon bozuklugu ve / veya hicre 6limuUne
neden olmasidir. Yag dokusu, enerjinin en konsantre sekilde depolandidi enerji
deposu olarak gérev yapar. Eriskinlerde asiri beslenme durumunda sistemik
lipotoksisiteyi engellemek amaciyla gelisen ilk adaptasyon hicre boyutunun
artmasidir (hipertrofi). Daha uzun dénemde etkili kompensatuar mekanizma ise
cocukluk caginda temel mekanizma olan adiposit ¢ogalmasidir (hiperplazi).
Hipertrofik adipositler makrofajlarda goértlene benzer bir gen ekspresyon paterni
gbsterir ve kdpuk hlcreleri ya da yag yukli makrofajlar olarak bilinen ve arteriyel

plaklarda gbzlenen hicrelere benzer sitokinler salgilarlar (30).



Hipertrofik yad hlcreleri belirgin bir metabolik stres altindadirlar. Normal
sartlarda hcrelerin endoplazmik retikulumu uyum gbéstererek protein ve
trigliserit sentezi ihtiyaclarini karsilar. Ancak besin maddelerinin asiri yuksekligi
endoplazmik retikulumun uyum kapasitesini asar ve “yanlis katlanmis protein
yanit” aktive olarak c-jun N-terminal kinaz aktivasyonu, enflamasyon ve
oksidatif stres yoluyla insilin direnci gelisimi igin tetigi ¢eker. Obezite, tip 2
diyabet ve NAYKH gibi durumlarda yag dokusunun fonksiyonlarinin bu sekilde
bozulmasi endokrin etki gésteren ¢ok sayida yag koékenli sitokinin salinmasina,
serbest yag asitleri ile indUklenen ektopik yag birikimine ve lipotoksisiteye neden
olur. Bu mekanizmalar ile hiicresel enflamasyon yolaklari ve apoptozis tetiklenir,
sistemik enflamasyon ve insuilin direnci gelisimi ile glikoz ve lipit homeostazisi
bozulur (28).

Obezite ve tip 2 diyabette oldugu gibi NAYKH’de de dolasimda serbest
yag asitlerinin artis gd6sterdigi bilinmektedir. Kronik olarak artmis serbest yag
asiti duzeyleri, insdlin sinyalizasyon yolaklarini etkileyerek insilin direnci
gelismesine neden olmaktadir (28). Serbest yag asitleri, karacigerdeki trigliserit
havuzu icin stbstrat teskil etmenin yaninda immun sistem aktivasyonuna neden
olmalari, oksidatif stresi ve apoptozisi tetikleyebilmeleri nedeniyle de NAYKH
patogenezinde rol oynamaktadirlar (23)

GUnUmUzde adipositlerin, bircok enflamatuar sitokini (TNF-a, IL-6,
resistin, v.b) salgiladiklari bilinmektedir. Adipokinler, insilin reseptér stubstrati-1
(IRS-1)’i inhibe ederek insilin direncinin gelismesine aracilik eder ya da
makrofajlari aktive ederek dolayli yolla yag dokusu insulin direncinin
gelismesine, serbest yag asitlerinin artisina ve lipotoksisiteye neden olurlar (30).

Adipositler tarafindan Gretilen énemli bir antienflamatuar ve antifibrinolitik
sitokin olan adiponektinin digtk duzeyleri NAYKH'deki enflamasyona katkida
bulunabilmektedir (17). Adiposit fonksiyonlarinin bozulmasi azalmis plazma
adiponektin dlzeyleri ile karakterizedir ve  NAYKH, NASH, obezite ve tip 2
diyabette plazma adiponektin diizeyinin distigu bilinmektedir (28).
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Oksidatif Stresin Nonalkolik Steatohepatit Patofizyolojisindeki Roli

Oksidatif stres, prooksidan ve antioksidan maddelerin dengesizliginden
kaynaklanir. Meydana gelen prooksidanlar topluca reaktif oksijen radikalleri
(ROR) olarak adlandinilirlar. NAYKH’de oksidatif stres, serbest yag asitlerinin
hicre igerisinde ugradigi oksidatif sdreglerden kaynaklanir. Bir¢cok calisma,
NASH’in siddeti ile oksidatif stresin dizeyinin iligkili oldugunu géstermistir (31-
33). Artmis ROR; ATP ve NAD'nin tiikenmesine, DNA hasarina ve protein
stabilitesinin degismesine, lipit peroksidasyonu ile membranlarin destriksiyonu
sonucu malondialdehit ve 4-hidroksinonenal gibi ROR’dan daha uzun &émurll
olan sitotoksik aldehitlerin salinimina neden olur. Bunlar da hepatosit
proteinlerine baglanarak potansiyel olarak zararl immun yanit olusumu, Mallory
hyalini olugsumu, nétrofil kemotaksisi, hepatik stellat hicre aktivasyonu ve
kollajen sentezine neden olurlar (23).

NAYKH’de mitokondriyal B-oksidasyon artarak ROR’un temel kaynagini
olusturmaktadir. Ayrica NASH’te mitokondrilerde kristalarin  kaybi ve
parakristalin inkllzyonlar gibi mikroskopik degdisimlerin meydana geldigi
gosterilmigtir (34). Bu anomaliler neticesinde, hasarin hedefi ya da kaynagi
olarak mitokondrilerin  fonksiyonlarinin  bozulmasinin  hicresel ATP’nin
tikenmesine yol agarak NAYKH ve NASH patofizyolojisinde &6nemli rol
oynayabilecegdi 6ne stralmustar (1).

Mitokondri tarafindan okside edilemeyen yag asitleri baslica bir sitokrom
p450 (CYP) enzimi olan CYP2E1 tarafindan okside edilirler. Bu yol da ROR
dretiminin daha da artmasina neden olmaktadir. Daha az da olsa aktivite
gosteren diger enzimler CYP4A ailesine ait CYP4A10 ve CYP4A14 gibi CYP
izoformlaridir ve bunlar da oksidatif stres kaynagidirlar. Artmis serbest yag
asitlerinin CYP2E1 ekspresyonunda artisa neden olduklari gésterilmistir (35). Bu
mekanizmalarla artan reaktif oksijen metabolitleri, glutatyon ve E vitamini gibi
antioksidanlarin tiketilmesine yol acar. Bu durum oksidatif stres ve lipit
peroksidasyonuna neden olur. Sonuc olarak hepatosit organelleri ve
membranlarinda hasar ve hepatoselliler nekroz meydana gelir (1).
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Nonalkolik Yagh Karaciger Hastaliginin Seyri ve Prognozu

NAYKH, siklikla basit steatozis olarak adlandirlan ve karaciger
enflamasyonu ya da hepatoselliler hasar gézlenmeyen formdan, NASH ve
siroza kadar uzanan durumlari kapsamaktadir ve bazen de HCC ile karsimiza
cikabilmektedir (Sekil-2). Biyopsi yapilan NAYK hastalarinin gte birine yakin
kisminda NASH bulgulari tespit edilmektedir. Bu bireylerin % 20-30°u 10 yil
icerisinde siddetli fibrozise (evre 3 veya 4) ilerlemektedir. Daha sonra siklikla
portal hipertansiyon ve komplikasyonlari tabloya eklenerek hastalik progresyon

gbstermektedir (19).

Normal Basit

Karaciger e Steatozis

Hepatoselliler
R P Siroz Karsinom
\ NASH _.‘ i ./ -_:I.I. ._::_.

k>
b/

Sekil-2: NAYKH'nin olugsma ve progresyon agsamalari (19).

Tani sirasinda siddetli fibrozis, NASH hastalarinin %5 - 10’unda
gbzlenmektedir ve hastalik progresyonu acgisindan énemli bir histolojik 6zelliktir.
Enflamasyon, NASH icin histolojik kriterleri karsilamasi durumunda, siddetli
fibrozis gelisimi igin prediktif degere sahiptir. Enflamasyon gbézlenmeyen vakalar
ise tani aninda fibrozis gbzlense bile ilerlemis fibrozis gelisimi icin dusUk riske
sahiptir (30).

Obezite, siroz gelisimi igin majér risk faktéradar. NAYKH'li hastalarda
yapilan metabolik ¢calismalar, fibrozisin, yag dokusu insuilin direnci ile korelasyon
gOsterdigini ortaya koymustur ve obezite ile fibrozis arasindaki iligkiyi
desteklemistir (36). Progresyon icin etyolojik olarak incelenen bircok faktér
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arasinda, tani sirasindaki histolojinin en gucli prediktif degere sahip oldugu
sOylenebilir. Benign yagl karacigerin kisinin yasami boyu siroza ilerleme ihtimali
cok disuk olmakla birlikte, kontrol biyopsisi incelemesini de kapsayan uzun
sureli takip calismalari, NAYKH evre 2 grubundaki hastalarda steatozis ile
birlikte herhangi bir dizeyde enflamasyon varlidinin, ilerlemis fibrozis gelisme
ihtimalini 2.5 kat arttirdigini géstermistir (37).

NASH’in siroza doénlstrken karakteristik histolojik gérinimuand
kaybedebilecegi tespit edilmistir. Bu bulguya ve buglne kadar yapilan bircok
epidemiyolojik ve histolojik calismaya dayanarak, altinda yatan herhangi bir
etyolojik faktdr tespit edilmemesi nedeniyle kriptojenik siroz olarak kabul edilen
siroz vakalarinin 2/3 - 3/4’Gn0n altinda NASH yattigi distnUimektedir (6).
NASH’teki etnik farkhliklar kriptojenik siroz icin de gdsterilmistir ve ABD Ulusal
Organ Paylasim Agi (United Network for Organ Sharing) verilerine gére NASH
sirozu nedeniyle yapilan ortotopik karaciger transplantasyonu orani 1996’da
%0.1 iken 2005 yilinda %3.5’e yukselmigtir. Ayni dénemde kriptojenik siroz
nedeniyle yapilan nakiller %9.6’dan %6.6’ya gerilemistir (38). NASH’in siroza
dénlslrken  histolojik  ézelliklerinin -~ degismesinin  mekanizmasi  heniz
bilinmemekle birlikte, portosistemik sant nedeniyle instlin etkisinin azalmasi,
sirotik malnutrisyon ile iligkili degisimler ya da mevcut karaciger hicreleri yok
olurken yerlerine fizyolojik olarak esdeger énci hicrelerin gelmesi, aciklanmasi
icin dsundlebilecek nedenler arasindadir (6).

Karacigerin en sik primer neoplazmi olan HCC, genellikle mevcut kronik
karaciger hastaligi zemininde gelismektedir (kronik viral hepatitler, alkolik
karaciger hastaligi gibi). Bugline kadar NASH zemininde gelisen bircok HCC
vakas! bildirilmigtir. HCC genellikle blylk, cok sayida, iyi diferansiye timor
seklinde ortaya gikar. Genellikle siroz zemininde gelismekle birlikte ilgin¢ olarak
vakalarin %33’0 siroz olmadan ortaya cikmis gibi gézikmektedir. Obezite ve
diyabet, NASH ve kriptojenik siroz gelisimi icin risk faktérii olmanin yaninda
HCC ile de iligkili bulunmaktadir. NASH iliskili hepatokarsinogenezde artmis yag
asiti oksidasyonu neticesinde artan oksidatif stres temel etkendir. Bunun

13



sonucunda artan sitokin salinimi ile birlikte hicresel ¢ogalma tetiklenir ve
apoptozis inhibe edilir. Tetikleyici etmen ile DNA’si hasara ugrayan hicre
serilerinin bu sartlar altinda malign htcrelere dénlsim sirecine girebildigi
distnulmektedir (39).

NAYKHde uzun dénem survi oldukga tartismalidir ancak genel olarak
prognozun histolojik hasar (NASH) bulunup bulunmadigi ve metabolik
sendromun diger komponentleri ile iligkili oldugu sdylenebilir. Toplum ¢alismalar
ve klinik arastirmalardan elde edilen sonuclar NAYKH hastalarinda neredeyse
iki kat mortalite artisi oldugunu gdstermektedir (40). Karaciger ile iligkili
mortalitenin de NASH’te, NASH bulunmayan NAYKH olgularina kiyasla artmis
oldugu gosterilmistir. NASH’li hastalarda 10 yillik periyotta portal hipertansiyon
gelisme riskinin %5 civarinda oldugu, ilerlemis hastalik gelismis olanlarda HCC
gelisme riskinin ise %5-7 civarinda oldugu séylenebilir. Tani aninda NASH iliskili
siroz tespit edilen hastalarda ise portal hipertansiyon gelisme riskinin 1, 3 ve 10
yillik periyotlar icin sirasiyla %17, %23 ve %52 oldugu gdsterilmistir (41). Bir
calismada ortalama 7.6 yillik takip ile 420 NAYKH’li hastanin 7’sinin karaciger ile
iligkili  nedenlerle 6ldagi, karaciger iliskili  mortalitenin  karsilastirma
populasyonunda 13. sirada iken ve bu kisilerde 6lUm nedenleri igerisinde 3.
sirada oldugu gdsterilmigstir (42). Bu hastalarda karaciger iligkili élumler artmig
olsa da birinci ve ikinci sirada 6l0m nedeni olarak kardiyovaskuler hastaliklar ve
nonhepatik maligniteler yer almaktadir. Mevcut veriler NASH’te tanidan kabaca
15 yil sonra mortalite oranlarinin kardiyovaskuiler hastaliklardan %15, karaciger
hastalig ile iliskili komplikasyonlardan ise %7 oldugunu géstermektedir. Kontrol
populasyon ile kiyaslandiginda da siroz ile iligkili komplikasyonlardan élimlerin
on kat, kalp hastaliklarindan 6lumlerin ise iki kat arttigi, tani sirasindaki

histolojinin en glgli prognostik faktér oldugu ortaya ¢ikmaktadir (6).
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Nonalkolik Steatohepatit ve Metabolik Sendrom

Metabolik sendrom; kisinin kardiyovaskuller hastaliklar, tip 2 diyabet ve
kronik bdbrek hastaliklari gibi hastaliklara yakalanma ihtimalini yiksek oranda
arttiran risk faktérleri birlikteligidir. ilk olarak; dislipidemi, hipertansiyon ve
hipergliseminin siklikla ayni kigide birlikte gézlenmelerine dayanarak kalp damar
hastaliklari agisindan risk olusturan “Sendrom X” konsepti ortaya atilmis ve
altinda insulin direncinin yattig! iddia edilmistir (43). Daha sonra bu sendromun,
metabolik sendrom, olarak adlandiriimasi benimsenmis ve cesitli kuruluslar
tarafindan tanimlayici kriterler olugturulmasi igin girisimlerde bulunulmustur (44).
GUnimuzde temel komponentleri arasinda olan abdominal obezite, aterojenik
dislipidemi ile iligkili olan ylkselmis trigliserit ve azalmig HDL (yUksek dansiteli
lipoprotein) kolesterol dizeyi, hipertansiyon ve ylkselmis kan glikoz dizeyinin
tespitine dayanan bes kriterde konsensusa varilmigtir. Bu kriterlerin ¢ veya
daha fazlasinin kiside bulunmasi metabolik sendrom olarak
degerlendiriimektedir (Tablo-2) (44, 45).

Tablo-2: Modifiye ATPIII Kriterleri.

No | Kriter* Aciklamasi
1 | Abdominal obezite Bel ¢evresinin erkeklerde 102, kadinlarda 88 cm
Uzerinde olmasi
2 | Yukselmis trigliserit duzeyleri 150 mg/dl Gzerinde olmasi veya trigliserit

yuksekligi nedeniyle tedavi aliyor olmak

3 | Azalmis HDL kolesterol dizeyi | Erkeklerde 40, kadinlarda 50 mg/dI'nin altinda
olmasi veya HDL kolesterol degerinin disuk
olmasi nedeniyle tedavi aliyor olmak

4 | Hipertansiyon Sistolik kan basincinin 130 mmHg ya da
diyastolik kan basincinin 85 mmHg veya
Uzerinde olmasi ya da antihipertansif tedavi
aliyor olmak

5 | Yukselmis aclik kan glikozu Kan glikoz dizeyinin 100 mg/dl veya Uzerinde
olmasi ya da antidiyabetik tedavi aliyor olmak

*: 2001 yihinda Amerikan Ulusal Kolesterol Egitim Programi’nin (NCEP) Erigkin Tedavi Paneli lll
(ATPIII)te genis kabul géren, 2005 yilinda Amerikan Kalp Cemiyeti (AHA) ve Amerikan Ulusal
Kalp Akciger ve Kan Enstitlisi tarafindan modifiye edilen kriterler (45).

HDL: Yiksek dansiteli lipoprotein.
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Metabolik sendrom gelisimi ile iligkili mekanizmalar kesin olarak
bilinmemekle birlikte insilin direnci ve hiperinsilineminin, metabolik sendrom
gelisiminde temel rol oynadidi distntlmektedir (44, 45). Kronik enflamasyon da
siklikla metabolik sendrom ile iligkilidir ve temel medyatdrler adipokinler ve
serbest yag asitleridir. Metabolik sendrom ile alakali proenflamatuar sitokinler
(C-reaktif protein, TNF-a, IL-6 gibi) daha fazla insdlin direnci gelismesine, yag
dokusundadan lipoliz artisina ve karacigerde artmis VLDL Uretimine neden
olurlar (45).

Metabolik sendromda oldugu gibi NAYKH olan kisilerde de endotelyal
fonksiyon bozuklugu oldugu bilinmektedir (46) ve artmis serbest yag asitlerinin
endotel fonksiyonlarinda bozulmaya neden oldugu gdsterilmistir (47, 48). NASH
nedeniyle siroz gelisimi sonrasi karaciger transplantasyonu yapilan hastalarin
yaklasik olarak %80’inde hastahidin yeni karacigerde tekrar ortaya c¢iktigi
gbzlenmistir (49). Bu da tamaminda degilse bile NASH’lerin cogunda hastaligin
asil nedeninin karacigerin diginda yattigini gdstermektedir (25). NAYKH ve
metabolik sendromun siklikla birlikte gézlenmesi ve meydana gelmelerindeki bu
ortak patogenetik mekanizmalar, bazi arastirmacilar tarafindan NAYKH’nin
metabolik sendromun karaciger komponenti olarak degerlendiriimesine neden
olmustur. Lipotoksik etkiler temelinde seyretmesi nedeniyle NASH’in lipotoksik
karaciger hastaligi olarak adlandiriimasinin daha dogru olacagr da ileri
surdimastar (50).

Genomik instabilite

Bir organizmadaki kalitsal bilginin tim0 anlamina gelen genom, o
organizmanin yasam suresince endojen (htcresel) ya da ekzojen (cevresel)
etkiler nedeniyle degisiklige ugrayabilir. Bu durum, genom bUtinliginde
bozulmaya diger bir deyisle “genomik instabiliteye” neden olur (51). Genomik
instabilite olarak adlandirilan genetik degisiklikler, nokta mutasyonlardan

kromozom yeniden dizenlemelerine kadar uzanan genis bir spektrumda yer
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alirlar ve genellikle patolojik bozukluklarla birlikte seyrederler (52). Bu mutasyon
ve kromozom anomalilerini olusturan baslica faktérler; DNA hasari, anormal
DNA replikasyonu ve dizensiz hicre bélinmesidir (51). Kromozom sayisindaki
artma ya da azalmalara neden olan etkiler, andjenik etki olarak
adlandiriimaktadir ve hiicre bélinmesi sirasinda kromozomlarin yavru hlcrelere
hatali gecisiyle veya ig iplikgikleri kontrol noktasindaki bozukluklarla iligkilidirler.
Tekrarlayicit DNA ekspansiyonlarina yol agan mikro ve minisatellit instabilitesi
ise replikasyon sirasinda dizilerin kaymasindan veya homolog rekombinasyon
sirasindaki ya da mismatch repair (MMR) sirasindaki hatadan meydana gelir
(52). Yine MMR hatalarinin, baz eksizyon tamiri ve replikasyon hatalarinin;
nokta mutasyonlarina, mikroinsersiyon ve mikrodelesyonlara neden oldugu
belirtilmistir. inversiyon, delesyon, duplikasyon, translokasyon gibi bilyiik yapisal
kromozom anomalileri ise homolog rekombinasyondaki hatalara ya da
kromozomda meydana gelen kirnklar sonucu non-homolog kromozomlar
arasinda parca degisimine bagli olarak karsimiza ¢cikmaktadir (52).

Bolinme siklusu boyunca hicrenin genomik stabilitesini kontrol eden
bircok mekanizma gérev yapmaktadir (Sekil-3). Genomu tehdit eden durumlarla
mucadele edebilmek icin hiicresel yanit sistemleri hlicre siklusunun durmasina
yol acgarak, 6zellesmis protein gruplarinin meydana gelen hasari onarmasina
zaman tanir. Onarillamayacak dizeyde hasar meydana gelmisse apoptozis
indUklenir.
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Hilcrenin béliinme siklusu boyunca 2- Mitozda kromozomlann
genomik stabiliteyi strdirmede gorevli segregasyonu:
K yzom ko

ddrt mekanizma: Kroroon o kond
1- DMNA replikasyonunun dogrulugunun =K 0
saglanmasi (5 fazi) « Kine

tutunmasi
» Sentrozom duplikasyonu ve

2- Kromozomlann dodru segregasyonu
(M fazi)

3- DMNA hasanmin dogru sekilde onanlmas
{ttim hticre siklusu boyunca)

4- Hiicre siklusu kontrol noktalan

Y

4- Hiicre siklusu kontrol
noktalan:

» 31/S kontrol noktasi

= G2/M kontrol noktas

» S fazi ici kontrol noktas)
« Ig iplikgikleri kontral noktas
= Postmitotik kontrol noktasi

» Sitokinezis

1- § fazinda DNA
replikasyonunun dogrulugunun
saflanmasi

= DNA poli

3- Hiicre siklusu boyunca DNA
hasarinin onarimi:

« DNA onanmi yolaklan

» DNA hasan sinyalizasyonu

Sekil-3: Hicre siklusu boyunca genomik stabilitenin strduralmesi (53).

Kromozomlarda hasar meydana getirerek genomik instabiliteye neden
olan faktérlere klastojenik faktérler denir. Bu faktérler arasinda radyasyon,
oksidan maddeler, lipit peroksidasyon Urdnleri, sitokinler gibi maddeler yer
almaktadir. Klastojenik etkinin, oksidatif stresin eslik ettigi patolojilerde de
gézlendigi bilinmektedir (54, 55). Progresif sistemik sklerozis, Sjégren
sendromu, romatoid artrit, sistemik lupus eritematozus ve Crohn hastaligi gibi
kronik enflamasyonla seyreden hastaliklarda oksidatif stres araciligiyla etki eden
klastojenik plazma faktorlerinin bulundugu goésterilmistir (56).

ROR, enflamasyon sirecinde dretildigi gibi, ROR’'un kendisi de
enflamasyon olusumunu tetikleyebilmektedir. DNA ile etkilesime girerek
promutajenik DNA kiriklarina, pdrin ya da pirimidin bazinin kaybina (abazik
bdlge olusumu), DNA'ya kovalent bag ile bagh yapilarin meydana gelmesine
(DNA adducts) neden olabilmektedir. ROR’un lipitlerle reaksiyona girmesiyle
meydana gelen 4-hidroksinonenal, malondialdehit, akrolein, arotanaldehit gibi
reaktif aldehitlerin, dogrudan DNA bazlari ile reaksiyona giren guc¢li mutajenik
prekirsoérlerin olusumuna yol agabildigi bilinmektedir (57).
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Kronik hepatitler, Ulseratif kolit, kronik cilt Glserleri gibi hastaliklarda artmis
TNF-a dizeylerinin genomik instabilite artigi ve kanser geligimi ile iligkili oldugu
gOsterilmistir (58). TNF-a ile muamele edilen kultdr hicrelerinde artmis gen
mutasyonlari ve amplifikasyonlari, artmis mikrontkleus olusumu ve kromozom
aberasyonu artisi tespit edilerek, TNF-a tarafindan meydana getirilen ROR’un
iyonize edici radyasyonla karsilastirilabilecek dizeyde DNA hasarina neden
olabilecegi gdsterilmistir. Bu degdisimler, antioksidanlar ile anlaml olarak
azaltilabilmigtir. TNF-a’nin, in vivo fare dokularinda da kromozom hasarina
neden oldugu ve bu etkilerin de antioksidanlar ile geriletilebilecegi gbsterilmistir
(58).

Bu veriler, oksidatif stresin ve kronik enflamasyonun insanlarda meydana
gelen genom hasarlarinin énemli bir nedeni oldugunu ve bu hasarlarin kronik
hastaliklarin gelisiminde ve bunlarla iligkili karsinogenezde 6nemli bir etken
olabilecegini géstermektedir (57).

Kromozom Kiriklari ve Kromozom Kirik Testleri

Kromozom kiriklari, cogunlukla sporadik olarak gdézlenen, kromozomun
boyanma sarekliliginin kesildigi bdlgelerdir. Bunlar ¢ogu kez klinik bir 6neme
sahip degilken, kromozom kirik sendromlari adiyla anilan ve Mendelyen gegis
gOsteren bir grup hastalikta tani koydurucu &zellik gdsterirler (59).
Kromozomlarda kirik olusumu, c¢esitli ekzojen genotoksik ajanlar ya da endojen
faktorlerle meydana gelebilmektedir. Iyonize edici radyasyon gibi bazi ajanlar
kromozomlarla temasin hemen sonrasinda DNA c¢ift zincir kirigina neden
olmaktadir. BOyle bir hasar takip eden ilk metafazda ilgili b6lgede kromozomun
bOtinlGguni kaybetmesine yol agmaktadir (60) (Sekil-4 ve 5).
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Sekil-4: Giemsa boyalh metafaz plaginda kromatid bGitinliginde ve
hizalanmasinda bozukluga yol agan kromatid tipi kirik (ok ile gésterilmigtir).

Bir hiicrede tek bir kromozom kiriginin meydana gelmesi, basit kirik veya
delesyon olarak adlandirilan yapisal degisimlere yol acarken; birden fazla
kromozomun Kkirilarak parcalarin yer degistirmesiyle meydana degisimler
“exchange” olarak adlandiriimaktadir (60, 61). Bu sekilde kromozomlarda Kkirik
olusumundan kaynaklanan tim yapisal degisimler kromozomal aberasyon
olarak adlandiriimaktadir. Bir kromatid kalinligini asmayan ve kromatidin
hizalanmasinda bozukluga yol agmayan boyanmamis bdlgeler ise “gap” olarak
adlandiriimakta ve ayri olarak degerlendiriimektedir (60) (Sekil-6).

iki kirik olusumuyla meydana gelen “exchange’ler hangi kromozom
kolunun kirilmasi neticesinde meydana geldiklerine gbre siniflandinlirlar. Fakli
iki kromozomun kirlip birlesmesiyle meydana gelmisler ise “interchange” olarak,
ayni kromozomda iki kirik olusmasi sonucu meydana gelmisler ise “intrachange”

olarak adlandinlirlar. Eger degisim ayni kromozomun farkli kollari arasinda
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meydana gelmisse “kollar arasi intrachange” (inter-arm intrachange), ayni
kromozomun ayni kolu igerisinde meydana gelmigse “kol i¢i intrachange” (intra-
arm intrachange) olarak adlandirilir (Sekil-7, 8, 9 ve 10) (61).

iki kirik neticesi meydana gelen dért acik ug, (g farkli sekilde birlesebilir:

1. Kendi devami olan parca ile birleserek higbir degisim olusmadan
normal kromozom yapisi korunabilir,

2. Parcgalar simetrik olarak yer degistirebilir (Sekil-8 ve 9),

3. Parcalar asimetrik olarak yer degistirerek “asentrik fragman”
olusumuna neden olabilir (Sekil-8 ve 9). Bu asentrik parca takip eden
anafaz sirasinda kutuplara c¢ekilemediginden kaybedilecektir.
Meydana gelen iki sentromerli (disentrik) (Sekil-8) ya da “ring”
kromozomlar (Sekil-9) farkli kutuplara dogru c¢ekilirken mekanik
problemlere neden olabilir (61).

Metafazda gdzlenen kromozomlar iki kardes kromatidden meydana
geldigi icin gb6zlenen kromozomal aberasyonlar iki kategori altinda
degerlendirilir:

1. Kromozom tipi olarak adlandirilan, kirik ve yeniden birlesmelerin
kromozomun herhangi bir bélgesindeki her iki kromatidi etkiledigi
degisimler,

2. Kromatid tipi olarak adlandirilan, kirilk ve yeniden birlesmelerin
kromozomun herhangi bir bélgesindeki sadece bir kromatidi etkiledigi
degisimler (61).

Eger cift zincir kindi DNA sentezinden 6énce meydana gelmisse DNA’nin
kendini eglemesi nedeniyle her iki kromatidi de ilgilendiren kromozom tipi
aberasyona neden olurken ($ekil-5a), DNA sentezi sonrasinda meydana
gelmesi durumunda kromatid tipi aberasyona neden olacaktir (Sekil-5b) (60).
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c

Lezyon Eksizyon S M

Sekil-5: Aberasyonlarin meydana gelmesi. iyonize edici radyasyon ve
radyomimetik etkili kimyasal maddelerin etkisi (a ve b): a: Hicre siklusunun G;
fazinda muamele ile meydana gelen kromozom tipi “kink”, b: G, fazinda
muamele ile meydana gelen kromatid tipi “kink”. ¢: S fazina bagimli kimyasal
madde etkisi.

G1, S, G2, M: Sirasiyla hiicre siklusunun gap1, sentez, gap2 ve metafaz evreleri
(60).

Cift zincir DNA kirnigindan farkl olarak, kimyasal maddelerin énemli bir
cogunlugu tarafindan kromozomal aberasyon olugsumuna aracilik eden baska bir
mekanizma da DNA (zerinde bir lezyon meydana getirilmesidir. Onarim
sirasinda bu bdlgenin  ¢ikarilmasiyla lezyon tek zincir  kingina
dondstardimektedir. Eger DNA sentezi bu lezyonun onarimi tamamlanmadan
6nce meydana gelirse bu durum aberasyon olusumuna neden olacaktir. Bu
nedenle bu tir lezyonlarda kromozom aberasyonunun meydana gelmesi
hicrenin S fazindan gec¢mesini gerektirmektedir. Bu durumda lezyonun
meydana gelmesinden sonraki ilk metafazda her zaman sadece kromatid tipi
aberasyonlar ortaya ¢ikacaktir (Sekil-5¢).
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Sekil-6: Kromatid tipi “gap” ve “kiriklarin” degerlendiriimesi. a: “Kromatid tipi
gap”, b: Dislokasyon gdsteren fakat hizalanma bozuklugu gbzlenmeyen
kromatid tipi aberasyon (“gap” olarak degerlendirilir), ¢: Hizalanma bozuklugu da
g6steren kromatid kalinligini asan kromatid butinluk kaybr (“kirik” olarak
degerlendirilir), d: Dislokasyon ya da hizalanma bozuklugu gdstermeyen,
kromatid kalinhgini belirgin olarak asan kromatid butlinlik kaybi (inkomplet bir
“kol i¢i intrachange” olabilir) (60).

Sekil-7: Kirlma noktalarina gore kromatid tipi aberasyonlarin siniflandiriimasi.
a: “Interchange”, b: “Kollar arasi intrachange”, ¢: “Kromatidler arasi - kol ici
intrachange”, d: “Kromatid ici - kol i¢i intrachange”, e: “Tek kirik” (delesyon) (60).

Kardes kromatidlerin anafaza kadar yan yana durmaya devam etmesi,
Ozellikle kromatid tipi aberasyonlarin tespiti icin kolaylik saglayan 6onemli bir
Ozelliktir (60).
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Kromatid asimetrik simetrik
"quadriradial”
Kromozom disentrik resiprokal translokasyon
(asimetrik degisim ile) (simetrik degisim ile)

Sekil-8: iki kromozom arasinda meydana gelen parca degisimleri (interchange).
Ust sira: “Kromatid tipi interchange®.
Alt sira: “Kromozom tipi interchange® (60).
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o A

ring inversiyon
Kromatid (asimetrik degisim ile) (simetrik degisim ile)

Q |

Kromozom ring inversiyon
(asimetrik degisim ile) (simetrik degigim ile)

Sekil-9: Bir kromozomun iki kolunu ilgilendiren “kollar arasi intrachange”
olusumu (60).

=4

Kromatid ici  "minute™ Kromatidler arasi “sister  “"non union “non union
unien”  proksimal” distal™
.o w
Kromozom — %
"double minute” "asentrik ring "

Sekil-10: Bir kromozomun ayni kolunu ilgilendiren “kol i¢i intrachange”lerin
olusumu (60).
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Bir kromozomda iki kirik, baska bir kromozomda da bir kirik olugsumundan
meydana gelen “exchange” figurleri ise “triradial exchange” olarak adlandirlir

b}

Disentrik Monosentrik

Sekil-11: “Triradial exchange” sekilleri (60).

Kromozom Kirik Testleri

Cesitli  hlcrelerde meydana gelen kromozomal aberasyonlarin
belirlenmesi, otuz yil askin bir sOredir birgok etkenin genotoksik etkilerini
degerlendirmek amaciyla test olarak kullaniimaktadir. Yapisal kromozomal
aberasyonlar, en sik olarak bdlinmesi metafazda durdurulmus htcrelerin fikse
edilip lam Gzerine yayilarak giemsa ile boyanmasi ve mikroskopta incelenmesi
yontemi ile degerlendiriimektedir (Sekil-4). Kuiltire edilmis hicreler Gzerinde
yapilan testlerle in vitro olarak bircok ajani test edebilmenin yaninda in vivo
olarak olusan kromozomal hasarlarin arastiriimasi da mimkin olmaktadir.
Potansiyel bir mutajene maruz kalan Kkisilerin lenfositlerinde kromozomal
aberasyonlarin degerlendiriimesi en ¢cok bagvurulan yéntemlerdendir (62).

Kiltire edilmis lenfositlerde kromozom tipi aberasyonlarin in vivo Go / Gy
fazinda meydana gelen cift zincir kiriklarini yansitmasi beklenmektedir.
Kromatid tipi aberasyonlar ise muhtemelen in vitro S ve G fazinda ortaya ¢ikan
cift zincir kiriklarindan ya da S fazina bagimli mekanizmalarla meydana gelen
lezyonlardan kaynaklanmaktadir (63, 64).
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Kromozomal degisimlerin, neoplastik hlicrelerde gézlenen tipik bir bulgu
oldugu bilinmektedir (65). Her ne kadar kanserlerde tespit edilen spesifik
kromozomal degisimler karsinogenezis sirasinda olusmaktaysa da, saglikli
kisilerin lenfositlerinde gézlenen kromozomal aberasyonlarin kansere yatkinhgin
bir gdstergesi olacagi hipotezi ile Kuzey Avrupa llkelerinde, Orta Avrupa
llkelerinde ve italya’da kohort caligmalari yapilmistir. Bunlardan bazilarinin
sonucunda kromozom tipi aberasyonlarin daha gugli iliski gbsterdigine dair
bulgular elde edilmisse de hem kromozom tipi hem de kromatid tipi
aberasyonlarin kanser gelisimiyle iligkili oldugu gdésterilmistir (63, 66, 67).

Belirli bir hastaligi olan Kkigiler ile saglikh kisilerdeki kromozomal
aberasyonlarinin karsilastirimasi da cesitli klinik durumlarin genomik instabilite
olusumuna etkisinin degerlendiriimesine olanak saglamaktadir. Bu amagla, tip 1
diyabet (68), ¢blyak hast ve Crohn hastaligi (69), hepatit B (70) gibi hastaliklarda
kromozom Kkirik testi ile kromozomal aberasyonlar degerlendirilmigtir. Kronik
enflamasyonla seyreden hastaliklar olan ¢élyak hastaligi ve Crohn hastahginda
kromozomal aberasyonlarin artmis oldugu gésterilmistir (69). Ozkal ve ark.
tarafindan yapilan calismada hem kronik hepatit B hastalarinda, hem de hepatit
B tasiyicilarinda kromozom kiriklarinin artis gésterdigi tespit edilmigtir (70).
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Mikroniikleuslar ve Mikroniikleus Testleri
Mikronikleuslar (Sekil-12, 13), mitozun metafaz-anafaz gecisi sirasinda

kutuplara dogru cekilmede gecikmis bir kromozom ya da kromozomdan ayriimig
asentrik bir kromozom parcasindan olusmaktadirlar (Sekil-12).

@’.@'@

Sekil-12: Bélinmekte olan hicrede asentrik bir kromozom parcasindan ve
kutuplara ¢cekilemeyen buttn bir kromozomdan mikronikleus olusumu (71).

Kiltire edilmis lenfositlerde gbzlenen spontan mikronlkleus degerleri
dolasimdaki lenfositlerin dmri boyunca biriken genetik hasarlari yansitmaktadir.
T lenfositlerinin yarilanma émrinin 3 yil, ortalama yasam slresinin 4 yil oldugu
tahmin edilmektedir. Gézlenen genomik instabilite, olgun lenfositleri olusturan
kok hiicrelerde birikmis olan mutasyonlari da yansitabilir.

Spontan mikronikleus olusumuna neden olabilecek mutasyon tipleri:

1. Kinetokor proteinlerinde, sentromerlerde ve g iplikciklerinin
dizenlenme mekanizmalarinda meydana gelen bozukluklar anafazda
kromozomlarin esit olmayan dagilimina ya da tim bir kromozomun
kaybina neden olabilir.

2. Cevresel mutajenler ya da endojen nedenlerle meydana gelen
onariimamis DNA kiriklari asentrik kromozom pargalari olusumuna

neden olabilirler.
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Kinetokor antikorlari kullanilarak yapilan arastirmalarda spontan olarak
meydana gelen mikronUkleuslarin yaklasik olarak 9%50’sinin  tim  bir
kromozomun kaybindan, geri kalanlarin da muhtemelen asentrik kromozom
parcalarindan meydana geldigini gdéstermektedir (71). Bu nedenle mikronUkleus
degerleri hem andjenik (kromozom kayip veya kazanimlarindan kaynaklanan)
etkileri, hem de DNA hasarina yol acan (klastojenik) etkileri yansitmaktadir (72).

Mikronukleus Testleri

Kiltdre edilmis hiicrelerde mikrondkleus testinin ilk kullanimi Countryman
ve Heddle tarafindan insan lenfositleri ile yapiimistir. Test daha sonra M.
Fenech ve ark. tarafindan geligtiriimis ve gUnUmizde genotoksisite
incelemelerinde, spontan veya cevresel etkenlerle indiklenen DNA hasarlarinin
gOsterilemesinde en yaygin kullanilan testlerden biri haline gelmistir (sitokinezis
blok mikrondkleus testi) (73). Bu test, aktin mikroflamentlerinin olusumunun bir
inhibitérl olan sitokalazin-B’nin kiltlr ortamina ilave edilmesiyle yapilmaktadir.
Aktinler, hiicre sekli ve hareketi ile ilgili oldugundan sitokalazin-B eklenmesi
sitoplazma bdlinmesinin (sitokinezis) engellenmesine ve nikleuslari bdlinmuis
ancak sitoplazmasi bdélinmemis iki ndkleuslu hicreler olusmasina yol
acmaktadir (Sekil-13). Bu hicrelerin tekrar mitoz gegirmesyle ise ¢ok nikleuslu
hiicreler meydana gelir. Kiltir sonunda elde edilen hticrelerin incelenmesiyle iki
nikleuslu (bindkleer) hlcrelerin sitokalazin-B ilavesinden sonra bdélinmelerini
tamamlamis oldugu ve sadece bir kez mitoz gecirdigi sdylenebilir.
Degerlendirmede bu binlUkleer hicrelerde gbzlenen mikrontkleuslarin
kullaniimasi kdltlr ortaminda bélinme hizindan kaynaklanan farkhliklari ortadan

kaldirarak testte standardizasyon saglamaktadir (71).
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Sekil-13: Sitokinezis blok mikrontkleus testinde binlkleer (a) ve mikronlkleus
iceren binUkleer (b) hicreler.

Cesitli  kanser tiplerinde periferik kan lenfositlerdeki mikronikleus
sayilarinin artis gésterdigi bulunmus ve bu alandaki veriler meta-analiz
calismasiyla degerlendirilerek tedavi edilmemis kanser hastalarindaki
mikronUkleus degerlerinin anlamh olarak yUksek oldugu ifade edilmistir (74).
Yapilan kohort calismalarindan elde edilen veriler saglikli  Kisilerin
lenfositlerindeki mikronUkleus dederlerinin de kanser gelisme riski i¢in bir 6lgU
oldugunu gdéstermistir (72).

Periferik kan lenfositlerinde mikrontkleus sayilarinin belirlenmesi, ¢esitli
klinik durumlarin genom Uzerindeki etkisinin arastirilmasi i¢in de kullaniimis ve
polikistik over sendromu, tip 2 diyabet ve koroner arter hastaliklar gibi
durumlarda spontan mikronikleus degerlerinin arttigi gésterilmistir (75-78).
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Kronik Karaciger Hastaliklarinda DNA Hasar ve Genomik instabilite

Kronik karaciger hastaliklarinda karaciderde devam eden kronik
enflamatuar sirecin, oksidatif DNA hasarina yol agcarak genomik degdisimlerin
meydana gelme riskini arttirmasi beklenebilir. Yapilan bir arastirmada, kronik
hepatitlerde oksijen radikalleri tarafindan meydana getirilen promutajenik bir
DNA lezyonu olan 8-hidroksideoksiguanozinin (8-OHdG) karacigerde arttig
gOsterilmistir (79). Ayrica kronik karaciger hastaliklarinda hepatik doku ve
dolasimdaki I6kositlerin DNA oksidasyon dizeyleri (8-OHdG 6élcimU) arasinda
korelasyon oldugu gésterilmistir (80). Ulkemizde yapilan bir baska calismada
hepatit B viristintn periferik kan lenfositlerinde genotoksik etkilere neden oldugu
kromozom aberasyonu yéntemiyle gésterilmis olmasina ragmen mikronlUkleus
ybntemiyle gésterilememis, kronik hepatit B hastalari ve tasiyicilari arasinda ise
fark bulunmamistir (70). Alkalin comet testi ile yapilan calismalarda hepatit B ve
hepatit C’ye bagl siroz olgularinda lenfositlerde DNA hasarinin arttigi
gosterilmistir (81, 82). Emerit ve ark. tarafindan ise Hepatit C hastalarinda
klastojenik plazma faktérlerinin varhdr gdésterilmistir ve nekroenflamatuar
aktiviteyle korele oldugu tespit edilmistir (55). Cai ve ark. tarafindan kronik aktif
hepatit B, karaciger sirozu ve HCC’de periferik kan lenfositlerindeki
mikrondkleus frekanslarinin arttigr gésterilmigtir (83).

Oksidatif stresin NASH patogenezinde de rol aldidi bilinmektedir (84, 85).
Seki ve ark. tarafindan yapilan galismada, lipit peroksidasyonunun gdstergesi
olan 4-hidroksinonenal ve oksidatif DNA hasarinin gdstergesi olan 8-OHdG’nin
hepatik ekspresyonlarinin nekroenflamasyonun siddeti ve fibrozis ile korele
oldugu gdsterilmistir (31). Nakajima ve ark. tarafindan 44 NAYKH hastasi
Uzerinde vyapilan calismada kantitatif fluoresan in situ hibridizasyon ile
hepatositlerin telomer uzunlugu degerlendirilmistir. Telomer kisalmasi gézlenen
hastalarda VKI, HOMA-IR, steatozisin histolojik derecesi ve 8-OHdG immiin
boyanma yogunlugunun anlamh olarak yidksek oldugu tespit edilmistir. Bu
bulgular, daha ytksek insilin direncinin daha siddetli hepatik steatozise neden
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olarak, daha fazla ROR olusumu ve hizlanmig telomer kaybiyla
sonuglanabilecegini gdstermistir (86).

Genom instabilitesine yol agtiklari bilinen oksidatif stres ve kronik
enflamasyonun NASH patogenezi ile iligkili olmasi, NASH hastalarinda da
genom instabilitesi meydana gelebilecegini distindirmektedir. Bugine kadar
yapilan calismalar 1siginda, kronik hepatitlerde ve bunlarla iligkili sirozlarda
genomik instabilite artisi ile ilgili bulgular mevcutsa da, NASH hastalarinda bu
acidan fazla veri bulunmamaktadir. Bu nedenle planladigimiz ¢alisma ile NASH
tanisi almis hastalarda mikrondkleus ve kromozom kirik testleri ile genom
instabilitesini degerlendirmeyi ve saglikli kisilerle farklilik gésterip géstermedigini
belirlemeyi amagladik. Bunun yani sira hasta verilerinin (histopatolojik
degerlendirme skorlari, transaminaz dizeyleri, VKI, bel ve kalga gevresi) ve
obezite, insulin direnci, diyabet ve metabolik sendrom varligi gibi NASH ile iligkili

faktérlerin genomik instabilite dizeyleri ile iligkisini degerlendirmeyi planladik.
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GEREC VE YONTEM

Etik Kurul izni

Arastirma, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Arastirmalar Etik
Kurulunun 28 Mayis 2009 tarih, 2009-10/13 numaralh karari ile onaylanmistir.

Gonudllalerin Secimi

Arastirmanin ¢alisma grubuna, Uludag Universitesi Tip Fakiltesi
Gastroenteroloji polikliniginde Agustos 2009 - Haziran 2011 tarihleri arasinda
takip edilen, alkol kullanimi 20g/gini asmayan, akut veya kronik viral hepatit
tanisi diglanmig, hepatosteatoz nedeniyle karaciger biyopsisi yapilan, karaciger
sirozu veya malignitesi olmayan, testin yapildigi dénemde herhangi bir
genotoksik ila¢ kullanmayan ve ¢alismaya katilmayi kabul eden 37 hasta dahil
edildi.

Arastirmanin saglikli  kontrol grubuna ise, ortalama alkol kullanimi
20g/gin sinirini agmayan, ultrason incelemesinde karacigerde yaglanma
g6zlenmeyen, karaciger fonksiyon testleri normal olan, herhangi bir genotoksik
ila¢c kullanmayan, organik bir hastalik tespit edilmemis 20 saglikli génulla dahil
edildi. Hasta ve saglkli tim katihmcilarin aydinlatilmis génulli onam formu ile
yazili onamlari alindi.

Hem hasta, hem de saglikli kontrol grubundaki tim gdénullllerin; boy,
agirlik, bel cevresi ve kalgca cevresi Olgimleri yapildi; heparinle yikanmis
enjektdr icerisine 2-3 ml periferik venéz kanlar alinarak tam kan lenfosit
kaltdrleri hazirlandi. Bu kiiltlrlerde, herhangi bir ajanla indikleme yapilmaksizin

meydana gelen kromozom aberasyonlari ve mikronUkleuslar degerlendirildi.
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Kromozom Kirik Analizi Yontemi

0.5 ml heparinize kan; RPMI 1640 (L-glutaminli, Biological Industries,
01-106-1B), %16.7 fetal bovine serum (PAA, A11-151), %1
fitohemaglitinin M (Biolgical Industries, 12-006-1H) ve %1 penisilin -
streptomisin (CAT: 450-201-TL) iceren kdltlr tlpU icerisindeki 4.5 ml
besiyerine ekilerek 37°C’deki etlivde inkilbe edildi.

Kalthrin 71. saatinde ortama 1 pg colcemid (Biological Industries, 12-
004-1D) eklenip 1 saat daha etlivde inkUibe edildi.

Dakikada 2000 devirde 10 dakika boyunca santrifiij edildi.
SlUpernatant atilarak pellet vorteks tzerinde homojenize edildi.

37°C sicakliktaki 0.075 M KCI solusyonundan 5 ml ilave edilip
37°C’deki etlivde 20 dakika boyunca inkiibe edildi.

Dakikada 2000 devirde 10 dakika boyunca santrifiij edildi.
SlUpernatant atildi ve pellet vorteks Gizerinde homojenize edildi.
4°C’deki taze hazirlanmis, 3:1 oranindaki metanol-asetik asit
karisimindan 5 ml, vorteks Uzerinde yavas yavas damlatilarak ilave
edildi; dakikada 2000 devirde 10 dakika boyunca santrif(j edildi;
stpernatant atildi ve pellet vorteks Uizerinde homojenize edildi.
Yukaridaki igslem beyaz renkli pellet elde edilene kadar 3-4 kez
tekrarlandi.

Elde edilen beyaz renkli pellet pipetle homojenize edildi ve lamlara
yayildi.

Lamlar kuruduktan sonra %5’lik Giemsa ile 10 dakika boyandi.

Preparatlar 1sik mikroskobunda X1000 buyatmede incelendi.

Kromozomal Aberasyonlarin Degerlendirilmesi:

46 + 2 sentromer iceren metafaz plaklari skorlamaya dahil edildi.
Her vaka igin 100 metafaz plagi degerlendirilerek gbzlenen
aberasyonlar kaydedildi.
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Kromatid kalinhgini asmayan ve hizalanmada bozukluga yol agmayan

gap
aberasyonlardan ayri olarak degerlendirildi.

boyanmamis  bdlgeler olarak siniflandirildi  ve diger
Her vaka icin aberasyon gbzlenen hiicre sayisi ve bazi hiicrelerde
birden fazla aberasyon bulunabildigi icin gbézlenen toplam aberasyon
sayisi hesaplandi.

Kromozom tipi ve kromatid tipi aberasyonlar ayri olarak kaydedildi.
Her vaka icin kromozom tipi aberasyon gézlenen hiicre sayisi ve
kromozom tipi aberasyon sayilari, kromatid tipi aberasyon gbézlenen
hiicre sayisi ve kromatid tipi aberasyon sayilari degerlendirmeye
alindi.

Toplam aberasyon parametreleri hem “gap”ler dahil edilerek hem de

dahil edilmeyerek ayri olarak degerlendirildi.

Mikroniikleus Analizi YOntemi

0.5 ml heparinize kan; RPMI 1640 (L-glutaminli, Biological Industries,
01-106-1B), %16.7 fetal bovine serum (PAA, A11-151), %1
fitohemaglitinin M (Biolgical Industries, 12-006-1H) ve %1 penisilin —
streptomisin (CAT: 450-201-TL) igeren kiltlr tOpl icerisindeki 4 ml
besiyerine ekildi ve 37°C’deki etiivde inkiibe edildi.

44. saatte ortama 30ug sitokalasin-B (Serva, 18015.01, CASRN:
14930-96-2) eklendi (6 pg/ml son konsantrasyon) [Sitokalazin-B, steril
DMSO solisyonu igerisinde ¢ozilerek 1.2 mg/ml konsantrasyonunda
stok sollsyon hazirlandi ve 1.5 mllik eppendorf tlpleri icerisine 25
ullik kisimlar halinde béliindii  (30ug) ve -20°C’de sakland..
Kullanilacag! zaman eritilip Uzerine 475 pl besiyeri eklenerek elde
edilen karigim besiyerine ilave edildi (toplam 5ml solisyon iginde 30
Hg sitokalasin-B)].

72 saatlik kaltarin sonunda 2000 devir/dk’da 10 dakika santrif(j edildi.
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Slpernatant atildi ve pellet vorteks (izerinde homojenize edildi.

37°C sicakliktaki 0.075 M KCI solusyonundan 5 ml ilave edilerek
37°C’deki etiivde 10 dakika boyunca inkiibe edildi.

Dakikada 2000 devirde 10 dakika boyunca santrifij edildi.
Slpernatant atildi ve pellet vorteks (izerinde homojenize edildi.
4°C’'deki taze hazirlanmis, 7:1 oranindaki metanol-asetik asit
karisimindan 5 ml, vorteks Uzerinde yavas yavas damlatilarak ilave
edildi; dakikada 2000 devirde 10 dakika boyunca santrifij edildi;
stipernatant atilip pellet vorteks Gzerinde homojenize edildi.
Yukaridaki igslem 3 kez tekrarlandi.

Elde edilen pellet, pipetle homojenize edilip lamlara yayildi.

Lamlar kuruduktan sonra %5’lik Giemsa ile 10 dakika boyandi.

Isik mikroskobunda incelendi.

Mikronuikleus Skorlamasi

Asagidaki 6zelliklere sahip bintkleer hicreler degerlendirmeye alindi:

Sitoplazmasi korunmus olan ve yaklasik olarak ayni blytklikte ve
ayni kondensasyon asamasinda iki yuvarlak veya oval ntkleusa sahip
hicreler,

NUkleuslari Ust Uste binmis veya birbirine dokunuyor ise sinirlari net
olarak secilebilen hlcreler.

Asagidaki 6zelliklere sahip mikrondkleuslar degerlendirmeye alindi:

Capr ana ndkleusun capinin 1/3’G ile 1/16’s1 arasinda olan
mikronuUkleuslar,

Ana nUkleustan ayri olan veya st Uste biniyor ise ana nikleus ile
aralarindaki sinir net olarak segilebilen mikrontkleuslar,

Ana nikleus ile benzer boyanma 6&zelliklerine sahip olan

mikronUkleuslar.

Her vaka icin 1000 binUkleer hiicre degerlendirilerek mikrontkleus iceren

hicre sayisi ve bunlarin icerisindeki toplam mikronUkleus sayisi tespit edildi.
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Gonuillulere Ait Verilerin Degerlendirilmesi

Tom gdndllilerin VKI [VKI = agirlik (kg) / boy (m)?], bel gevresi / kalca
cevresi orani hesaplandi; AST, ALT degerleri ve sigara igme aligkanliklari
kaydedildi.

Hasta grubununda diyabet, hipertansiyon, hiperlipidemi varligi ve
metabolik sendrom varligi degerlendirildi. Metabolik sendrom varligi agisindan
degerlendirme modifiye ATP Il kriterlerine gére yapilarak (Tablo-2), kiside U¢
ve daha fazla pozitif kriterin bulunmasi metabolik sendrom olarak degerlendirildi.
istatistiksel analizlerde metabolik sendrom agcisindan pozitif kriter sayisi da
degerlendirmeye alindi.

Karacigerin  histolojik  incelenmesindeki  steatozis, enflamasyon,
balonlasma dejenerasyonu skorlari, Nonalkolik Steatohepatit Aktivite Skoru
(NAS) ve fibrozis skoru degerlendirmeye alindi (Tablo-3 ve 4).

Hastalarin tanisal degerlendirmeleri sirasindaki laboratuvar verilerinden
aclik kan sekeri, glikozile hemoglobin (HbA1c), total kolesterol, LDL (disik
dansiteli lipoprotein) kolesterol, HDL kolesterol, trigliserit, AST ve ALT degerleri,
AST/ALT orani, test yapilan hastalar icin oral glikoz tolerans testi (OGTT)
sifirinci ve ikinci saat glikoz degerleri ve bunlar arasindaki ytzdelik degisim
degerlendirmeye alindi. insllin direncini belirlemek icin beser dakikalik
araliklarla él¢tlen Gg¢ insulin ve glikoz degerinin ortalamasi kullanilarak asagidaki
formUle gére homeostazis degerlendirme modeli insulin direnci (HOMA-IR)
degerleri hesaplandi:

HOMA-IR = inslin (uU/ml) X Glikoz (mg/dl) / 405
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Tablo-3: Nonalkolik steatohepatit aktivite skorlamasi (87).

NAS Komponentleri Gozlenen bulgularin 6zelligi Skor
<5% 0
_ 5-33% 1
Steatozis
>33-66% 2
>66% 3
Odak yok 0
) <2 odak/200x 1
Lobuler enflamasyon
2-4 odak/200x 2
>4 odak/200x 3
Yok 0
Hepatosit _
Az sayida hlcrede 1
balonlagmasi _
Cok sayida hiicrede/belirgin balonlasma 2
NAS: Nonalkolik Steatohepatit Aktivite Skoru
(NAS = Steatozis skoru + Enflamasyon skoru + Balonlasma skoru).
Tablo-4: Nonalkolik steatohepatit fibrozis skorlamasi (87).
Fibrozisin siddeti ve/veya 6zelligi Skor
Yok 0
Perisinuzoidal veya periportal 1
Hafif , zone 3, perisinuzoidal, hafif ve daginik fibrozis 1A
Orta dlizeyde, zone 3, perisinuzoidal, daha yogdun fibrosis 1B
Portal/periportal, perisellller/perisinizoidal fibrozis bulunmadan 1C
Perisinlizoidal ve portal/periportal 2
Képrulesme fibrozisi 3
Siroz 4
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istatistiksel Hesaplamalar

Betimleyici degerler, strekli degiskenler icin ortalama * st. sapma veya
medyan (minimum - maksimum) degerleriyle, kesikli deger alan degiskenler icin
ise medyan (minimum - maksimum) degerleriyle ifade edildi. Kategorik
degiskenler ise saylr ve ilgili ylUzde degerleriyle birlikte verildi. Sirekli
degiskenlerin normal dagihma uygunlugu Shapiro Wilk testi ile incelendi ve
gruplar arasi karsilastirmalarinda bagimsiz ¢ift 6rneklem igin t testi ya da Mann
Whitney U testi kullanildi. Kesikli degiskenlerin gruplar arasi karsilastirmalar
yine Mann Whitney U testi kullanilarak yapildi. Kategorik degiskenlerin gruplar
aras! karsilastirmalarinda ki-kare testi kullanildi. Genomik instabilite
parametrelerinin  diger degiskenlerle iliskilerinin  belirlenmesi amaciyla
korelasyon analizi yapilarak Spearman korelasyon katsayilari hesaplandi.
Calismada p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Analizler SPSS 13.0
(Chicago, IL.) programinda yapildi.
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BULGULAR

Calismaya dahil edilen 37 hastanin 32’si NASH tanisini alirken; bes
hastada bulgular, NASH dlizeyinde olmayan nonalkolik yagli karaciger hastahgi
tanisi ile uyumluydu ve bunlar NASH grubundan ayri olarak degerlendirmeye

alindi. Bu nedenle ¢alismamizin hasta grubu, 32 NASH hastasindan olustu.

Hasta ve Kontrol Grubunun Birbiriyle Karsilastirilmasi

Genel Verilerinin Karsilastiriimasi

NASH grubunun yas ortalamasi 44.59 = 9.65, kontrol grubunun yas
ortalamasi 45.20 + 11.92 idi ve iki grup arasinda anlamh fark yoktu (p=0.841).
NASH grubunun %40.6’si kadin (n=13), %59.4’0 erkekti (n=19). Kontrol
grubunun ise %45’ kadin (n=9), %55’i erkekti (n=11). Cinsiyet dagilimlari
acisindan da iki grup arasinda anlamli fark yoktu (p=0.982). Hasta grubun
%28.1°i (n=9), kontrol grubunun ise %45’i (n=9) sigara kullanmaktaydi ve sigara
icme aliskanhdl agisindan da gruplar arasinda anlamli fark tespit edilmedi
(p=0.345).

VKI degerlendirildiginde, NASH grubunda 31.47 kg/m? (23.01 - 48.80
kg/m?); kontrol grubunda 26.20 kg/m? (16.80 - 32.11 kg/m?) oldugu ve gruplar
arasinda anlamli fark bulundugu tespit edildi (p<0.001). Bel cevresi, hasta
grubunda 108.47 + 9.06 cm iken; kontrol grubunda 90.65 + 12.07 cm’ydi ve
gruplar arasinda anlamli fark vardi (p<0.001). Kalga c¢evresi degerleri hasta
grubunda 109 cm (97 - 149 cm), kontrol grubunda 103 cm (86 - 122 cm) olarak
belirlendi ve hasta grubunda kalca ¢evresinin yiksek oldugu gézlendi (p=0.001).

Genomik instabilite Parametrelerinin Karsilastiriimasi

Hasta ve kontrol grubunun, yapilan degerlendirme sonucunda elde edilen
mikrontkleus ve kromozomal aberasyon parametrelerinin medyan (minimum-

maksimum) degerleri ve hasta ile kontrol grubunun bu parametreler agisindan
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karsilastirimasinin anlamliik degerleri Tablo-5te gbsterilmistir. Karsilastirma
sonucunda NASH ve saglikli kontrol grubu arasinda higbir genomik instabilite

parametresi agisindan anlamli fark tespit edilmedi (p>0.05).

Tablo-5: Genomik instabilite parametrelerinin hasta ve kontrol grubu arasinda
karsilastiriimasi.

NASH Kontrol
Grubu Grubu
Degerleri Degerleri p

(n=32) (n=20)
Mikroniikleus Mikroniikleuslu hiicre sayisi 11(3-26) 8(1-18) 0,067
Parametreleri Mikroniikleus sayisi 12(3-29) 10(1-19) 0,101
Aberasyon gobzlenen hiicre sayisi* 1(0-5) 1(0-2) 0,969
.= | Aberasyon sayisi* 1(0-10) 1(0-5) 0,946
% Kromozom tipi aberasyon gézlenen hiicre sayisi* 0(0-3) 1(0-2) 0,123
.:.5 Kromozom tipi aberasyon sayisi* 0(0-10) 1(0-5) 0,150
£ | Kromatid tipi aberasyon gozlenen hiicre sayisi* 0,5(0-5) 0(0-2) 0,195
g Kromatid tipi aberasyon sayisi* 0,5(0-5) 0(0-2) 0,191
o | “Gap” gozlenen hiicre sayisi 1(0-9) 1(0-3) 0,922
S | “Gap” sayisi 1(0-9) 1(0-3) 0,712
# | Kromozom tipi “gap” go6zlenen hiicre sayisi 0(0-2) 0(0-2) 0,940
g Kromozom tipi “gap” sayisi 0(0-2) 0(0-2) 0,940
g Kromatid tipi “gap” gozlenen hiicre sayisi 1(0-7) 1(0-3) 0,768
=5 Kromatid tipi “gap” sayisi 1(0-7) 1(0-3) 0,651
E | “Gap’ler dahil aberasyon gézlenen hiicre sayisi 2,5(0-12) 2(1-5) 0,908
§ “Gap”ler dahil aberasyon sayisi 3(0-12) 2(1-8) 0,667
£ | “Gap”ler dahil kromozom tipi aberasyonlu hiicre 0(0-4) 1(0-3) 0,067
2 | “Gap”ler dahil kromozom tipi aberasyon sayisi 0(0-11) 1(0-6) 0,105
X “Gap”ler dahil kromatid tipi aberasyonlu hiicre 1(0-8) 1(0-5) 0,304
“Gap”ler dahil kromatid tipi aberasyon sayisi 1(0-8) 1(0-5) 0,225

NASH: Nonalkolik steatohepatit.
*: “Gap’ler hari¢ yapilan degerlendirme.

Hasta Grubu icerisinde Yapilan Degerlendirmeler
Grup Karsilastirmalari

Cinsiyet  gruplarnt  kargilastinldiginda,  kadinlarda  mikrontkleus

parametreleri anlamli olarak yiksek g6zlendi (Tablo-6).
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Tablo-6: Nonalkolik steatohepatit hastalari icerisinde kadin ve erkekler arasinda

genomik instabilite parametrelerinin karsilastiriimasi.

Kadinlarin | Erkeklerin
Degerleri Degerleri p
(n=13) (n=19)

Mikroniikleus Mikroniikleuslu hiicre sayisi 17(6-26) 10(3-25) 0,037
Parametreleri Mikroniikleus sayisi 17(6-27) 11(3-29) 0,030
Aberasyon godzlenen hiicre sayisi* 1(0-5) 1(0-3) 0,223

.~ | Aberasyon sayisi* 1(0-10) 1(0-6) 0,223
% Kromozom tipi aberasyon g6zlenen hiicre sayisi* 0(0-3) 0(0-2) 0,448
.3 Kromozom tipi aberasyon sayisi* 0(0-10) 0(0-5) 0,472
£ | Kromatid tipi aberasyon gdzlenen hiicre sayisi* 1(0-5) 0(0-2) 0,850
g Kromatid tipi aberasyon sayisi* 1(0-5) 0(0-3) 0,880
a | “Gap” g6zlenen hiicre sayisi 1(0-9) 1(0-5) 0,383
S | “Gap” sayisi 1(0-9) 1(0-6) 0,270
# | Kromozom tipi “gap” gézlenen hiicre sayisi 0(0-2) 0(0-2) 0,570
g Kromozom tipi “gap” sayisi 0(0-2) 0(0-2) 0,570
g Kromatid tipi “gap” gozlenen hiicre sayisi 1(0-7) 1(0-5) 0,305
= Kromatid tipi “gap” sayisi 1(0-7) 1(0-6) 0,305
£ | “Gap”ler dahil aberasyon gdzlenen hiicre sayisi 3(1-12) 2(0-5) 0,170
§ “Gap”ler dahil aberasyon sayisi 3(1-12) 3(0-6) 0,158
£ | “Gap”ler dahil kromozom tipi aberasyonlu hiicre 0(0-4) 0(0-4) 0,323
2 | “Gap’ler dahil kromozom tipi aberasyon sayisi 0(0-11) 0(0-5) 0,343
X “Gap”ler dahil kromatid tipi aberasyonlu hiicre 2(0-8) 1(0-5) 0,223
“Gap”ler dahil kromatid tipi aberasyon sayisi 3(0-8) 1(0-6) 0,238

*: “Gap’ler hari¢ yapilan degerlendirme.

Sigara icen ve icmeyen NASH hastalar arasinda yapilan karsilastirmada
toplam aberasyon sayilarinin sigara icenlerde anlamh olarak fazla oldugu
gbzlendi (Tablo-7). Hastalar, obezitesi olanlar (VKi=30 kg/m? ve olmayanlar
(VKi<30 kg/m?) olarak ayrilarak yapilan degerlendirmede “gap’ler dahil toplam
aberasyon parametreleri obezitesi olanlarda olmayanlara gbére anlamh olarak
fazla g6zlendi (Tablo-8). Diyabeti, metabolik sendromu, hipertansiyonu,
hiperlipidemisi, siddetli fibrozisi olanlar ve olmayanlar arasinda yapilan
karsilastirmalarda higbir genomik instabilite parametresi agisindan anlamli fark

bulunmadi.
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Tablo-7: Nonalkolik steatohepatit hastalari igerisinde sigara icen ve igmeyenler

arasinda genomik instabilite parametrelerinin kargilastiriimasi.

_ Sigara _Sigara
Icmeyenlerin| Icenlerin
Degerleri Degerleri p
(n=23) (n=9)

Mikroniikleus Mikroniikleuslu hiicre sayisi 11(5-26) 8(3-25) 0,321
Parametreleri Mikroniikleus sayisi 12(5-27) 10(3-29) 0,386
Aberasyon goézlenen hiicre sayisi* 1(0-5) 2((0-3) 0,058

.~ | Aberasyon sayisI* 1(0-5) 3(0-10) 0,047
% Kromozom tipi aberasyon gézlenen hiicre sayisi* 0(0-2) 1(0-3) 0,094
g Kromozom tipi aberasyon sayisi* 0(0-2) 1(0-10) 0,078
£ | Kromatid tipi aberasyon g6zlenen hiicre sayisi* 0(0-5) 1(0-2) 0,386
g Kromatid tipi aberasyon sayisi* 0(0-5) 1(0-2) 0,409
o | “Gap” g6zlenen hiicre sayisi 1(0-5) 1(0-9) 0,592
S | “Gap” sayisli 1(0-6) 1(0-9) 0,773
» | Kromozom tipi “gap” gézlenen hiicre sayisi 0(0-1) 0(0-2) 0,263
g Kromozom tipi “gap” sayisi 0(0-1) 0(0-2) 0,263
2 Kromatid tipi “gap” gozlenen hiicre sayisi 1(0-5) 0(0-7) 0,363
= Kromatid tipi “gap” sayisi 1(0-6) 0(0-7) 0,386
E | “Gap”ler dahil aberasyon gdzlenen hiicre sayisi 2(0-6) 3(0-12) 0,742
g “Gap”ler dahil aberasyon sayisi 3(0-8) 5(0-12) 0,229
£ | “Gap’ler dahil kromozom tipi aberasyonlu hiicre 0(0-2) 1(0-4) 0,122
S | “Gap”ler dahil kromozom tipi aberasyon sayisi 0(0-2) 1(0-11) 0,086
x “Gap”ler dahil kromatid tipi aberasyonlu hiicre 2(0-6) 1(0-8) 0,711
“Gap”ler dahil kromatid tipi aberasyon sayisi 2(0-6) 1(0-8) 0,742

*: “Gap’ler hari¢ yapilan degerlendirme.
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Tablo-8: Nonalkolik steatohepatit hastalari

olmayanlar arasinda genomik instabilite parametrelerinin karsilastiriimasi.

icerisinde obezitesi

olan ve

Obez Obez
Olmayanlarin | Olanlarin
Degerleri Degerleri p
(n=8) (n=24)

Mikroniikleus Mikroniikleuslu hiicre sayisi 11,5(5-25) 11(3-27) | 0,749
Parametreleri Mikroniikleus sayisi 13,5(5-27) 12(3-29) | 0,848
Aberasyon goézlenen hiicre sayisi* 0,5(0-2) 1(0-5) 0,124

.~ | Aberasyon sayisI* 0,5(0-2) 1,5(0-10) | 0,094
% Kromozom tipi aberasyon gézlenen hiicre sayisi* 0(0-1) 0(0-3) 0,273
g Kromozom tipi aberasyon sayisi* 0(0-1) 0(0-10) 0,254
£ | Kromatid tipi aberasyon g6zlenen hiicre sayisi* 0(0-2) 1(0-5) 0,454
S | Kromatid tipi aberasyon sayisi* 0(0-2) 1(0-5) 0,454
c “Gap” gozlenen hiicre sayisi 0,5(0-3) 1(0-9) 0,220
S | “Gap” sayisli 0,5(0-4) 1,5(0-9) | 0,188
» | Kromozom tipi “gap” gézlenen hiicre sayisi 0(0-0) 0(0-2) 0,404
g Kromozom tipi “gap” sayisi 0(0-0) 0(0-2) 0,404
2 Kromatid tipi “gap” gozlenen hiicre sayisi 0,5(0-3) 1(0-7) 0,404
= Kromatid tipi “gap” sayisi 0,5(0-4) 1(0-7) 0,404
E | “Gap”ler dahil aberasyon gdzlenen hiicre sayisi 1(0-4) 3(0-12) 0,037
g “Gap’ler dahil aberasyon sayisi 1(0-6) 3(0-12) 0,029
£ | “Gap’ler dahil kromozom tipi aberasyonlu hiicre 0(0-1) 0(0-4) 0,188
S | “Gap”ler dahil kromozom tipi aberasyon sayisi 0(0-1) 0(0-11) 0,174
x “Gap”ler dahil kromatid tipi aberasyonlu hiicre 1(0-4) 2(0-8) 0,104
“Gap”ler dahil kromatid tipi aberasyon sayisi 1(0-6) 2(0-8) 0,113

*: “Gap’ler hari¢ yapilan degerlendirme.

Korelasyonlar

Hasta verilerinin genomik instabilite parametreleri ile korelasyonlari
yas
korelasyon (mikronUkleuslu hiicre sayisi icin r=0.47, p=0.007; mikrondkleus
r=0.45, p=0.009), dahil tipi
parametreleri ile ise negatif korelasyon gdzlendi (aberasyonlu hlicre sayisi igin
=-0.39, p=0.028) (Tablo-9). Bel

cevresiyle toplam aberasyon parametreleri, kromozom tipi “gap” parametreleri,

degerlendirildiginde, ile  mikronUkleus parametreleri arasinda pozitif

sayisl igin “‘gap’ler kromozom aberasyon

=-0,39, p=0,028; aberasyon sayisi igin
“‘gap’ler dahil toplam aberasyon parametreleri ve “gap”ler dahil kromozom tipi
aberasyon parametreleri arasinda pozitif korelasyon tespit edildi (toplam

aberasyonlu hiicre sayisi icin r=0.47, p=0.006 ve aberasyon sayisi i¢in r=0.49,

p=0.004; kromozom tipi “gap” gbzlenen hlcre sayisi icin r=0.38, p=0.031 ve
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“gap” sayisl icin r=0.38, p=0.031; “gap’ler dahil toplam aberasyonlu hicre sayisi
icin r=0.41, p=0.019 ve aberasyon sayis! icin r=0.41, p=0.020; “gap’ler dahil
kromozom tipi aberasyonlu hlcre sayisi igin r=0.44, p=0.013 ve aberasyon
sayisi igin r=0.44, p=0.013) (Tablo-9).

Metabolik sendrom skoru, kromatid tipi aberasyon parametreleri ile (hlcre
sayisl icin r=0.36, p=0.044; aberasyon sayisl i¢in r=0.36, p=0.041) ve toplam
aberasyon parametreleri ile (hiicre sayisi icin r=0.40, p=0.025; aberasyon sayisi
icin r=0.35, p=0.048) pozitif korelasyon gosterdi (Tablo-9). Steatozis skoru
mikronlkleus parametreleri ile negatif korelasyon gdsterirken (mikronikleuslu
hiicre sayisi icin r=-0.38, p=0.031; mikronUkleus sayisi i¢in r=-0.37, p=0.037),
kromozom tipi “gap” parametreleri ile ise pozitif korelasyon gdsterdi (hlcre
sayisi icin r=0.42, p=0.016; “gap” sayisi i¢in r=0.42, p=0.016) (Tablo-9). NAS
skoru, enflamasyon, balonlasma dejenerasyonu ve fibrozis skorlari incelenen
parametrelerin hicbirisi ile anlamli korelasyon géstermedi (p>0.05) (Tablo-9).

HbA1c degerleri ile kromatid tipi aberasyon parametreleri arasinda pozitif
korelasyon gézlendi (hticre sayisi icin r=0.44, p=0.019; aberasyon sayisl icin
r=0.43, p=0.022) (Tablo-10). Aclik kan sekeri, OGTT, HOMA-IR, trigliserit, total
kolesterol, LDL kolesterol, HDL kolesterol, AST, ALT degerleri ve AST/ALT orani
acisindan yapilan degerlendirmelerde herhangi bir genomik instabilite

parametresi ile anlamli korelasyon gbézlenmedi (p>0.05) (Tablo-10).
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Tablo-9: Hasta grubunda yas, antropometrik élcimler, metabolik sendrom skoru

ve histopatolojik skorlamalarin genomik instabilite parametreleriyle

korelasyonlari.

Bel ve Kalca Histopatolojik Degerlendirme
Cevresi Olcuimleri Skorlan
=
sl g
SIS R 8| & o
s | S|5|[2|5 |5 3
o —_ — o = < = o 2} =
© 4 0] G ] (2] 2 c © < 2
> > (i3] 4 o = 7] i [i1] =2 iC
Mikroniikleuslu | r | 0,47 -0,38
Mikroniikleus |hlicre sayisi p | 0,007 | 0,617] 0,455 | 0,848 | 0,209 ] 0,544 ] 0,031 | 0,792 | 0,622 | 0,160 | 0,953
Parametreleri | Mikroniikleus r| 0,45 -0,37
sayisi p | 0,009 | 0,554 ] 0,417 0,793 | 0,206 ] 0,510] 0,037 | 0,805 | 0,700 | 0,190 | 0,905
Aberasyon gézlenen hiicre | r 0,47 0,40
sayisi* p | 0,151 0,080 ] 0,006 | 0,090 | 0,506 ] 0,025 ] 0,746 | 0,482 | 0,443 | 0,856 | 0,677
Aberasyon sayisI* d 0,49 0,35
p| 0,156 0,070] 0,004 | 0,072 | 0,451 ] 0,048 ] 0,615 | 0,346 | 0,419 | 0,905 | 0,938
Kromozom tipi aberasyon r
gozlenen hiicre sayisi* p | 0,070 0,134 ] 0,060 | 0,371 |0,214]0,473] 0,292 | 0,794 | 0,894 | 0,462 | 0,443
Kromozom tipi aberasyon r
sayisI* p|0,073]0,137] 0,050 | 0,345 | 0,184 ] 0,597 ] 0,237 | 0,968 | 0,929 | 0,488 | 0,344
Kromatid tipi aberasyon r 0,36
gozlenen hiicre sayisi* p|0,792]0,639]0,120 0,387 | 0,633 ] 0,044 ] 0,506 | 0,134 | 0,216 | 0,627 | 0,494
Kromatid tipi aberasyon r 0,36
E, sayisI* p|0,781]0,638]0,115] 0,373 |0,643]0,041] 0,516 | 0,120 | 0,216 | 0,607 [ 0,519
£ | “Gap” gozlenen hiicre r
g sayisi p|0,312]0,933]0,421]0,586 | 0,716 ] 0,356 ] 0,572 | 0,878 | 0,587 | 0,454 | 0,701
S|, r
& | "Gap” sayisi p [0,3780,761] 0,443 | 0,529 | 0,764 | 0,423 0,716 | 0,852 | 0,641 | 0,652 | 0,659
S | Kromozom tipi “gap” r 0,38 0,42
7 | gdzlenen hiicre sayisi p | 0,060 0,198]0,031| 0,159 | 0,563 ] 0,997 ] 0,016 | 0,432 | 0,349 | 0,142 | 0,431
g Kromozom tipi “gap” r 0,38 0,42
g [ sayist p | 0,060 0,198]0,031] 0,159 | 0,563 ] 0,997 ] 0,016 | 0,432 | 0,349 | 0,142 | 0,431
+ | Kromatid tipi “gap” r
g gozlenen hiicre sayisi p|0,1260,993]0,896 | 0,792 | 0,949]0,372] 0,362 | 0,904 | 0,707 | 0,314 | 0,858
N i a r
§ Kromatid tipi "gap™ sayisl -~ 57510577 [ 0,888 | 0,766 | 0,967 | 0,375 | 0,368 | 0,945 | 0,680 | 0,323 | 0,837
< | “Gap”ler dahil aberasyon r 0,41
gozlenen hiicre sayisi p|0,734]0,169] 0,019 0,133 | 0,570] 0,051 ] 0,919 | 0,558 | 0,988 | 0,803 | 0,828
“Gap”ler dahil aberasyon r 0,41
sayisi p | 0,456 | 0,146 ] 0,020 | 0,144 | 0,406 ] 0,193 ] 0,452 | 0,547 | 0,743 | 0,833 | 0,551
“Gap”ler dahil kromozom r|-0,39 0,44
tipi aberasyonlu hiicre p | 0,028 | 0,056 ] 0,013 | 0,162 | 0,339 ] 0,287] 0,116 | 0,830 | 0,544 | 0,401 | 0,489
“Gap”ler dahil kromozom r|-0,39 0,44
tipi aberasyon sayisi p | 0,028 | 0,058 0,013 | 0,165 | 0,291 ] 0,427 ] 0,081 | 0,969 | 0,647 | 0,379 | 0,370
“Gap”ler dahil kromatid r
tipi aberasyonlu hiicre p|0,594]0,341]0,108 | 0,242 | 0,862 ] 0,068 ] 0,644 | 0,507 | 0,943 | 0,535 | 0,932
“Gap”ler dahil kromatid r
tipi aberasyon sayisi p | 0,550 0,387]0,135] 0,276 | 0,776 ] 0,076 ] 0,578 | 0,506 | 0,929 | 0,492 | 0,908
Degerlendirilen kigi sayisi (n) 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32

VKI: Viicut kiitle indeksi; Bel: Bel cevresi; Kalca:
NAS: Nonalkolik steatohepatit aktivite skoru; r: Korelasyon katsayisi; p: Anlamhlik diizeyi.
*: “Gap’ler hari¢ yapilan degerlendirme.
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Tablo-10: Hasta grubunda biyokimyasal laboratuvar verileri

instabilite parametreleri arasindaki korelasyonlar.

ile genomik

Oral Glikoz _
Tolerans Testi < -
Sl |. |Z2e|l .| 8|25 |3 5
o | = (SIS |2 5|22 <
Y| o |gz|e=|8%| S| 2|5|ala|lb|5|b
< I | mD|aD>T| T [ [ - = < < <
Mikroniikleuslu | r
Mikroniikleus |hlcre sayisi p|0,222|0,217]0,264(0,119(0,123]0,346|0,778(0,3560,330|0,301(0,261|0,457|0,073
Parametreleri [Mikroniikleus |r
sayisi p|0,206(0,144]0,220|0,070{0,073]0,402]|0,862|0,460|0,477]0,357|0,251(0,458|0,066
Aberasyon gozlenen r
hiicre sayisr* p[0,289(0,581]0,859|0,559(0,671]0,251|0,105|0,468|0,863|0,170|0,831]0,976|0,676
R r
Aberasyon sayisi p|0,430]0,387]0,920[0,348(0,443]0,555(0,172]0,716|0,9290,185(0,588]0,706[0,711
Kromozom tipi aberasyon |r
gozlenen hiicre sayisi* p[0,905(0,714]0,437|0,414|0,325]0,251|0,523|0,986|0,911|0,841|0,970|0,822|0,493
Kromozom tipi aberasyon |r
sayisI* p|0,765(0,857]0,403|0,547(0,444]0,163|0,539(0,938|0,963|0,755|0,813(0,726|0,590
Kromatid tipi aberasyon |[r 0,44
gdzlenen hiicre sayisi* p(0,406(0,496]0,621|0,111{0,111]0,019|0,077{0,361|0,768|0,053|0,566]0,842|0,099
Kromatid tipi aberasyon |r 0,43
g sayisI* p|0,404|0,496]0,621|0,111(0,111]0,022|0,087|0,403|0,809|0,055|0,524(0,912|0,099
‘0| “Gap” gbzlenen hiicre r
E sayisli p|0,546|0,882]0,475(0,198(0,177]0,940|0,570(0,997|0,600|0,497|0,396|0,178|0,661
®| . . r
5| Gap” sayisi p|0,517]0,897]0,652|0,164|0,131|0,946]0,663]0,860]0,452|0,651]0,447]0,120|0,426
S | Kromozom tipi “gap” r
7| 96zlenen hiicre sayisi p|0,692(0,515]0,700/0,169(0,126]0,689|0,471|0,722|0,763]0,212|0,236(0,521|0,184
g Kromozom tipi “gap” r
g sayisl p[0,692(0,515]0,700|0,169|0,126]0,689|0,471|0,722|0,763|0,212|0,236]0,521|0,184
® | Kromatid tipi “gap” r
g gozlenen hiicre sayisi p|0,579|0,484]0,774|0,728(0,674]0,962|0,916|0,868|0,573|0,799(0,807(0,313|0,297
] e r
E | Kromatid tipi "gap™ sayis! I/ 15 576(0,607[0,844(0.614]0,564]0,962|0,960]0,883|0,553]0,779|0.797]0,276[0.267
2 “Gap”ler dahil aberasyon |r
gozlenen hiicre sayisi p[0,485(0,891]0,424|0,346(0,291]0,667|0,221|0,682|0,991|0,203|0,694|0,603|0,856
“Gap”ler dahil aberasyon (r
sayisi p|0,644(0,747]0,481|0,553(0,435]0,869|0,375(0,973|0,662|0,254|0,531(0,369|0,819
“Gap”ler dahil kromozom |r
tipi aberasyonlu hiicre p[0,783(0,556]0,328|0,321(0,253]0,456|0,279|0,769|0,753|0,517|0,897]0,926|0,812
“Gap”ler dahil kromozom |r
tipi aberasyon sayisi p|0,962(0,830]0,403|0,547(0,444]0,292|0,331|0,910|0,861]0,482|0,777(0,828|0,877
“Gap”ler dahil kromatid r
tipi aberasyonlu hiicre p(0,476(0,678]0,810|0,957(0,908)0,241|0,422|0,812|0,786|0,400|0,724]0,563|0,962
“Gap”ler dahil kromatid r
tipi aberasyon sayisi p|0,458|0,766]0,770(0,884(0,835]0,273|0,424(0,805|0,745|0,462(0,638|0,394|0,833
Degerlendirilen kigi sayisi (n) 30 17 14 14 14 28 | 32 | 32 | 30 | 32 | 32 | 32 | 32

AKS: Achk kan sekeri; HOMA-IR: Homeostazis modeli insulin direnci; HbA1c: Glikozile
hemoglobin; LDL: Dislk dansiteli lipoprotein; HDL: Ylksek dansiteli lipoprotein; AST: Aspartat
transaminaz; ALT: Alanin transaminaz; r: Korelasyon katsayisi; p: Anlamlihk dizeyi.

*. ok

: “Gap”ler hari¢ yapilan degerlendirme.
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Kontrol Grubu icerisinde Yapilan Degerlendirmeler

Grup Karsilastirmalari

Sadece kontrol grubu kendi icinde degerlendirildiginde cinsiyet gruplar
arasinda ve sigara icenlerle icmeyenler arasinda hicbir genomik instabilite
parametresi acisindan anlamli fark gdzlenmedi (p>0.05). VKi 30 kg/m? ve
Uzerinde olan Kkisilerin ayri grup olusturmak igin yeterli olmamasi nedeniyle
(n=4), obezitesi olan (VKi=30 kg/m?) ve olmayanlar (VKi<30 kg/m?) arasinda
degerlendirme yapilamadi. Hafif artmis kilolu veya obez olanlarla (VKi=25
kg/m?, kilolu olmayanlar (VKi<25 kg/m?) arasinda yapilan karsilastirmada
toplam aberasyonlu hiicre sayisinin kilolu olan grupta anlaml olarak fazla
g6zlendigi tespit edildi (Tablo-11).
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Tablo-11: Saglikli géndlltler icerisinde hafif artmis kilolu veya obez olanlar ile

kilolu olmayanlar arasinda genomik instabilite parametrelerinin karsilastiriimasi.

VKi<25 VKi>25
Olanlarin Olanlarin
Degerleri Degerleri p
(n=8) (n=12)

Mikroniikleus Mikroniikleuslu hiicre sayisi 7(1-15) 8,5(4-18) | 0,384
Parametreleri Mikroniikleus sayisi 8,5(1-16) 10(4-19) | 0,734
Aberasyon goézlenen hiicre sayisi* 0,5(0-2) 2(0-2) 0,039

.~ | Aberasyon sayisI* 0,5(0-3) 2(0-5) 0,057
% Kromozom tipi aberasyon gézlenen hiicre sayisi* 0(0-1) 1(0-2) 0,135
g Kromozom tipi aberasyon sayisi* 0(0-2) 1(0-5) 0,208
£ | Kromatid tipi aberasyon g6zlenen hiicre sayisi* 0(0-1) 0(0-2) 0,521
g Kromatid tipi aberasyon sayisi* 0(0-1) 0(0-2) 0,521
o | “Gap” g6zlenen hiicre sayisi 1(1-3) 0,5(0-3) 0,343
S | “Gap” sayisli 1(1-3) 0,5(0-3) | 0,343
» | Kromozom tipi “gap” gézlenen hiicre sayisi 0(0-2) 0(0-1) 0,521
g Kromozom tipi “gap” sayisi 0(0-2) 0(0-1) 0,521
2 Kromatid tipi “gap” gozlenen hiicre sayisi 1(0-3) 0,5(1-3) 0,734
= Kromatid tipi “gap” sayisi 1(0-3) 0,5(1-3) 0,734
E | “Gap”ler dahil aberasyon gdzlenen hiicre sayisi 2(1-3) 2(1-5) 0,473
g “Gap”ler dahil aberasyon sayisi 2(1-5) 2(1-8) 0,473
£ | “Gap’ler dahil kromozom tipi aberasyonlu hiicre 1(0-3) 1(0-3) 0,624
S | “Gap”ler dahil kromozom tipi aberasyon sayisi 1(0-4) 1(0-6) 0,624
x “Gap”ler dahil kromatid tipi aberasyonlu hiicre 1(1-3) 1(0-5) 0,851
“Gap”ler dahil kromatid tipi aberasyon sayisi 1(1-3) 1(0-5) 0,851

VKI: Vicut kitle indeksi.
*: “Gap’ler hari¢ yapilan degerlendirme.

Korelasyonlar

Kontrol grubu icerisinde yapilan korelasyon analizlerinde yasla kromatid
tipi “gap” parametreleri arasinda pozitif korelasyon gézlendi (hlicre sayisi icin
r=0.49, p=0.027; “gap” sayis! i¢in r=0.49, p=0.027) (Tablo-12). VKi'nin toplam
aberasyon parametreleri ile pozitif korelasyon gosterdigi belirlendi (aberasyonlu
hiicre icin r=0.56, p=0.010, aberasyon sayisi i¢in r=0.53 p=0.016) (Tablo-12).
ALT degerleri ile kromozom tipi aberasyon parametreleri arasinda (aberasyonlu
hicre igin r=0.62, p=0.003, aberasyon sayisi i¢in r=0.54 p=0.014) ve “gap’ler
dahil kromozom tipi aberasyon parametreleri arasinda (aberasyonlu hicre igin
r=0.44, p=0.050, aberasyon sayisi icin r=0.45 p=0.048) pozitif korelasyon
gb6zlendi (Tablo-12).
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Tablo-12: Kontrol grubunda genel veriler ile genomik instabilite parametreleri
arasindaki korelasyonlar.

Yas | VKi | Bel |Kalca |Bel/Kalca| AST | ALT

Mikronikleuslu

Mikroniikleus |hiicre sayisi 0,215]0,854|0,285[ 0,547 | 0,476 |0,403 0,652

Parametreleri | Mikronilikleus

sayisli 0,568]0,924/0,589( 0,553 | 0,992 |0,140 0,767
Aberasyon godzlenen hiicre 0,56

sayisI* 0,784(0,010(0,188| 0,074 | 0,753 (0,630 (0,101
Aberasyon sayisI* 0,53

0,89910,0160,286| 0,067 | 0,888 |0,607 0,146

Kromozom tipi aberasyon 0,62

gozlenen hiicre sayisi* 0,923(0,148(0,326| 0,108 0,922 0,719 (0,003

Kromozom tipi aberasyon 0,54

sayisI*

Kromatid tipi aberasyon
gbzlenen hiicre sayisi*
Kromatid tipi aberasyon
sayisI*

0,873/0,166|0,438( 0,114 0,822 |0,910 (0,014

0,592(0,276(0,956| 0,849 | 0,928 |[0,222 [0,389

0,592(0,276(0,956| 0,849 | 0,928 |[0,222 [0,389

Gap” gozlenen hiicre sayisi 0,085]0,955]0,682] 0,821 | 0,304 | 0,891 |0,202

Gap” sayis 0,085/0,955/0,682| 0,821 | 0,304 [ 0,891 [0,202

Kromozom tipi “gap”
gozlenen hiicre sayisi

0,710]0,625|0,264| 0,707 | 0,122 0,698 |0,485

Kromozom tipi “gap” sayisi 0,710]0.625|0,264]| 0,707 | 0,122 | 0,698 |0,485

Kromatid tipi “gap” g6ézlenen 0,49
hiicre sayisi 0,027(0,671/0,314| 0,942 | 0,067 0,527 0,506
0,49

Kromatid tipi “gap™ sayisi 0,027(0.671|0314] 0942 | 0067 |0.527 0,506

“Gap”ler dahil aberasyon

Kromozomal Aberasyon Parametreleri

gozlenen hiicre sayisi 0,133(0,140(0,182| 0,340 0,235 0,693 (0,995

“Gap”’ler dahil aberasyon

sayisi 0,143]0,111]0,226| 0,217 | 0,529 0,566 |0,979

“Gap”ler dahil kromozom tipi 0,44
aberasyonlu hiicre 0,977(0,487(0,610( 0,303 0,751 0,874 {0,050
“Gap”ler dahil kromozom tipi 0,45

aberasyon sayisi

“Gap”’ler dahil kromatid tipi
aberasyonlu hiicre
“Gap”’ler dahil kromatid tipi
aberasyon sayisi 0,080(0,539]0,480| 0,881 0,157 [0,952]0,249

0,932/0,454|0,605( 0,275 0,704 |0,849 0,048

0,080]0,539|0,480| 0,881 0,157 0,952 0,249

OO0 00" C|=C|=C|=[C|=[C|(=C|(=C|(=C|=C|=C|=[C|=C|[=[C|=|C|=[C|=

n 20 20 20 20 20 20 20
VKIi: Viicut kiitle indeksi; Bel: Bel cevresi; Kalga: Kalca cevresi; AST: Aspartat transaminaz;
ALT: Alanin transaminaz; r: Korelasyon katsayisi; p: Anlamlilik diizeyi.
*: “Gap’ler hari¢ yapilan degerlendirme.
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Tim Goniilliler Uzerinde Yapilan Degerlendirmeler

Grup Karsilastirmalari

Hasta ve kontrol grubunda gbzlenen genomik instabilitenin ayni
mekanizmalarla meydana geldigi varsayimiyla hasta ve kontrol grubunda yer
alan tim génalltler tek bir grup olarak birlestirilip (NASH diizeyinde olmayan
NAYKH vakalari dahil) degerlendirmeye alinarak yapilan karsilastirmalarda
cinsiyet gruplari arasinda ve sigara igenlerle icmeyenler arasinda hicbir genomik
instabilite parametresi acisindan anlamh fark bulunmadi (p>0.05). Obezite
acisindan degerlendirildiginde, obez olanlarda (VKi=30 kg/m?) “gap’ler dahil
toplam aberasyon parametrelerinin ve  “gap”ler dahil kromatid tipi aberasyon
parametrelerinin obez olmayanlara gére (VKi<30 kg/m?) anlamli olarak fazla
gb6zlendigi tespit edildi (Tablo-13). Ayrica hafif artmis kilolu veya obez olanlar
(VKiz25 kg/m?) ile VKi<25 kg/m? olanlar arasinda yapilan karsilastirmada
aberasyonlu hicre sayisinin, hafif artmis kilolu veya obez olan grupta anlamli
olarak fazla oldugu gézlendi (Tablo-14). Obez olanlarla (VKi=30 kg/m?), hafif
artmis kilolu olanlar (VKI 25-29.9 kg/m? arasinda olanlar) arasinda yapilan
karsilastirmada da “gap’ler ve “gap’ler dahil kromatid tipi aberasyon
parametrelerinin obez olanlarda fazla oldugu tespit edildi (Tablo-15).
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Tablo-13: Tim génullilerde obezitesi olan ve olmayanlar arasinda genomik

instabilite parametrelerinin karsilastiriimasi.

Obez Obez
Olmayanlarin | Olanlarin
Degerleri Degerleri p
(n=25) (n=32)

Mikroniikleus Mikroniikleuslu hiicre sayisi 9(1-25) 10,5(3-26) | 0,617
Parametreleri Mikroniikleus sayisi 11(1-27) 10,5(3-29) | 0,821
Aberasyon goézlenen hiicre sayisi* 1(0-2) 1(0-5) 0,161

.~ | Aberasyon sayisI* 1(0-3) 1,5(0-10) | 0,124
% Kromozom tipi aberasyon gézlenen hiicre sayisi* 0(0-2) 0(0-4) 0,887
g Kromozom tipi aberasyon sayisi* 0(0-3) 0(0-10) 1,000
£ | Kromatid tipi aberasyon g6zlenen hiicre sayisi* 0(0-2) 1(0-5) 0,116
g Kromatid tipi aberasyon sayisi* 0(0-2) 1(0-5) 0,114
o | “Gap” g6zlenen hiicre sayisi 1(0-3) 1(0-9) 0,072
S | “Gap” sayisli 1(0-4) 1,5(0-9) | 0,053
» | Kromozom tipi “gap” gézlenen hiicre sayisi 0(0-2) 0(0-2) 0,163
g Kromozom tipi “gap” sayisi 0(0-2) 0(0-2) 0,163
2 Kromatid tipi “gap” gozlenen hiicre sayisi 1(0-3) 1(0-4) 0,116
= Kromatid tipi “gap” sayisi 1(0-4) 1(0-7) 0,107
E | “Gap”ler dahil aberasyon gdzlenen hiicre sayisi 2(0-4) 3(0-12) 0,034
g “Gap’ler dahil aberasyon sayisi 2(0-6) 3(0-12) 0,022
£ | “Gap’ler dahil kromozom tipi aberasyonlu hiicre 1(0-3) 0(0-6) 0,749
S | “Gap”ler dahil kromozom tipi aberasyon sayisi 1(0-4) 0(0-11) 0,930
x “Gap”ler dahil kromatid tipi aberasyonlu hiicre 1(0-4) 1,5(0-8) | 0,022
“Gap”ler dahil kromatid tipi aberasyon sayisi 1(0-6) 1,5(0-8) | 0,020

*: “Gap’ler hari¢ yapilan degerlendirme.
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Tablo-14: Tum goénalltler icerisinde hafif artmig kilolu veya obez olanlar ile kilolu

olmayanlar arasinda genomik instabilite parametrelerinin karsilastiriimasi.

VKi<25 VKi>25
Olanlarin Olanlarin
Degerleri Degerleri p
(n=10) (n=47)

Mikroniikleus Mikroniikleuslu hiicre sayisi 7(1-19) 10(3-26) | 0,135
Parametreleri Mikroniikleus sayisi 8,5(1-21) 11(3-29) | 0,288
Aberasyon goézlenen hiicre sayisi* 0,5(0-2) 1(0-5) 0,041

.~ | Aberasyon sayisI* 0,5(0-3) 1(0-10) 0,054
% Kromozom tipi aberasyon gézlenen hiicre sayisi* 0(0-1) 0(0-4) 0,304
g Kromozom tipi aberasyon sayisi* 0(0-2) 0(0-10) 0,360
£ | Kromatid tipi aberasyon g6zlenen hiicre sayisi* 0(0-1) 0(0-5) 0,197
g Kromatid tipi aberasyon sayisi* 0(0-1) 0(0-5) 0,197
o | “Gap” g6zlenen hiicre sayisi 1(0-3) 1(0-9) 0,991
S | “Gap” sayisli 1(0-3) 1(0-9) 0,871
§ Kromozom tipi “gap” go6zlenen hiicre sayisi 0(0-2) 0(0-2) 0,679
5 Kromozom tipi “gap” sayisi 0(0-2) 0(0-2) 0,679
2 Kromatid tipi “gap” gozlenen hiicre sayisi 1(0-3) 1(0-7) 0,620
= Kromatid tipi “gap” sayisi 1(0-3) 1(0-7) 0,582
E | “Gap”ler dahil aberasyon gdzlenen hiicre sayisi 1,5(0-3) 2(0-12) 0,137
g “Gap”ler dahil aberasyon sayisi 1,5(0-5) 3(0-12) 0,120
£ | “Gap’ler dahil kromozom tipi aberasyonlu hiicre 0,5(0-3) 0(0-6) 0,982
S | “Gap”ler dahil kromozom tipi aberasyon sayisi 0,5(0-4) 0(0-11) 0,890
x “Gap”ler dahil kromatid tipi aberasyonlu hiicre 1(0-3) 1(0-8) 0,346
“Gap”ler dahil kromatid tipi aberasyon sayisi 1(0-3) 1(0-8) 0,324

VKI: Vicut kitle indeksi.
*: “Gap’ler hari¢ yapilan degerlendirme.
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Tablo-15: Tum goéndllller icerisinde hafif artmig kilolu olanlarla obez olanlar

arasinda genomik instabilite parametrelerinin kargilastiriimasi.

Hafif Artmig Obez
Kilolularin Olanlarin
Degerleri® | Degerleri® | P
(n=15) (n=32)

Mikroniikleus Mikroniikleuslu hiicre sayisi 9(6-25) 10,5(3-26) | 0,740
Parametreleri Mikroniikleus sayisi 11(6-27) 10,5(3-29) | 0,697
Aberasyon goézlenen hiicre sayisi* 1(0-2) 1(0-5) 0,643

.~ | Aberasyon sayisI* 1(0-3) 1,5(0-10) | 0,481
% Kromozom tipi aberasyon gézlenen hiicre sayisi* 1(0-2) 0(0-4) 0,458
g Kromozom tipi aberasyon sayisi* 1(0-3) 0(0-10) 0,610
£ | Kromatid tipi aberasyon g6zlenen hiicre sayisi* 0(0-2) 1(0-5) 0,297
g Kromatid tipi aberasyon sayisi* 0(0-2) 1(0-5) 0,292
o | “Gap” g6zlenen hiicre sayisi 0(0-3) 1(0-9) 0,043
S | “Gap” sayisli 0(0-4) 1,5(0-9) | 0,039
# | Kromozom tipi “gap” go6zlenen hiicre sayisi 0(0-0) 0(0-2) 0,053
g Kromozom tipi “gap” sayisi 0(0-0) 0(0-2) 0,053
2 Kromatid tipi “gap” gozlenen hiicre sayisi 0(0-3) 1(0-7) 0,133
= Kromatid tipi “gap” sayisi 0(0-4) 1(0-7) 0,130
E | “Gap”ler dahil aberasyon gdzlenen hiicre sayisi 2(0-4) 3(0-12) 0,107
g “Gap”ler dahil aberasyon sayisi 2(0-6) 3(0-12) 0,075
£ | “Gap’ler dahil kromozom tipi aberasyonlu hiicre 1(0-2) 0(0-6) 0,714
S | “Gap”ler dahil kromozom tipi aberasyon sayisi 1(0-3) 0(0-11) 0,870
x “Gap”ler dahil kromatid tipi aberasyonlu hiicre 1(0-4) 1,5(0-8) | 0,044
“Gap”ler dahil kromatid tipi aberasyon sayisi 1(0-6) 1,5(0-8) | 0,044

%:Viicut kiitle indeksi 25-29.9 ké;/m2 olanlar.
® Viicut kiitle indeksi 230 kg/m® olanlar.
*: “Gap’ler hari¢ yapilan degerlendirme.

Korelasyonlar

Tam gondlliler grubunda yapilan korelasyon degerlendirmelerinde yasla
mikronUkleus parametrelerinin  (mikronUkleuslu hiicre sayisi igin r=0.36,
p=0.007; mikronlkleus sayisi igin r=0.31, p=0.017) ve kromatid tipi “gap”
parametrelerinin (hiicre sayisi igin r=0.31, p=0.017; “gap” sayisi i¢in r=0.30,
p=0.021) pozitif korelasyon gdsterdigi gbzlendi (Tablo-16). Kalca cevresi toplam
aberasyon sayisiyla pozitif korelasyon gdsterirken (r=0.27, p=0.046), ALT
degerinin ise mikronUkleuslu hicre sayisi ile pozitif korelasyon gdOsterdidi

belirlendi (r=0.28, p=0.035) (Tablo-16).
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Tablo-16: Tum gondlltler grubunda genel veriler ile genomik instabilite

parametreleri arasindaki korelasyonlar.

Yas | VKi | Bel |Kalca|Bel/Kalca| AST | ALT
Mikrontiikleuslu r | 0,36 0,28
Mikroniikleus |hiicre sayisi p [0,007/0,499]0,333]|0,174| 0,716 [0,099/0,035
Parametreleri | Mikroniikleus r | 0,31
sayisl p [0,017|0,717]0,568]0,255| 0,974 [0,145/0,070
Aberasyon gobzlenen hiicre r
sayisI* p [0,191/0,075]0,071]0,079| 0,406 [0,731/0,501
Aberasyon sayisi* r 0,27
p [0,246/0,062|0,079]|0,046| 0,555 [0,548/0,700
Kromozom tipi aberasyon r
gozlenen hiicre sayisi* p |10,307]|0,804|0,873(0,530| 0,941 0,163]0,618
Kromozom tipi aberasyon r
sayisI* p [0,281/0,741]0,820|0,471] 0,959 [0,135/0,570
Kromatid tipi aberasyon r
gozlenen hiicre sayisi* p |10,497]|0,163|0,060(0,516| 0,129 |0,465|0,302
.~ | Kromatid tipi aberasyon r
% sayisI* p [0,493|0,164]0,059|0,509| 0,130 [0,475/0,313
= » . r
@ |"Gap” g6zlenen hiicre sayist [~ 765976 537(0,588| 0,728 0,760 |0,540]0,511
Slum r
& | "Gap” sayis| p [0,112]0,482[0,512(0,625| 0,708 |0,723|0,577
S |Kromozom tipi “gap” r
§ gobzlenen hiicre sayisi p [0,142|0,300]0,462]0,225| 0,539 [0,319/0,990
i e r
§ Kromozom tipi "gap™ sayis! I~ 5925103000,462]0,225| 0,539 |0,319]0,990
< | Kromatid tipi “gap” g6zlenen r | 0,31
g hiicre sayisi p [0,017/0,600]/0,608]|0,813| 0,552 [0,902|0,694
o | Kromatid tipi “gap” sayisi r | 0,30
£ p [0,021/0,558|0,580|0,767| 0,529 [0,8190,741
E “Gap”ler dahil aberasyon r
gozlenen hiicre sayisi p |10,616]/0,111/0,098(0,177| 0,394 |0,699|0,925
“Gap”ler dahil aberasyon r
sayisi p [0,944|0,081]0,086]0,103| 0,412 [0,712/0,893
“Gap”ler dahil kromozom tipi | r
aberasyonlu hiicre p |0,227|0,989(0,924|0,669| 0,734 |0,078|0,391
“Gap”ler dahil kromozom tipi | r
aberasyon sayisi p [0,230]0,850|0,774]0,544 0,834 0,089|0,433
“Gap”ler dahil kromatid tipi r
aberasyonlu hiicre p |10,165]|0,167|0,073(0,504| 0,182 |0,564|0,746
“Gap”ler dahil kromatid tipi r
aberasyon sayisi p [0,169]0,156]|0,069|0,466 0,169 0,504 10,733
n 57 57 57 57 57 57 57

VKi: Viicut kiitle indeksi; Bel: Bel cevresi; Kalca:

ALT: Alanin transaminaz; r: Korelasyon katsayisi; p: Anlamlilik diizeyi.
*: “Gap’ler hari¢ yapilan degerlendirme.
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TARTISMA VE SONUC

Yaptigimiz bu ¢alismada, periferik kan lenfositlerinde gbzlenen genomik
instabilitenin, NASH hastalari ve saglikli kontrol grubu arasinda anlamli fark
gbstermedigi, ancak fazla kiloya sahip gruplarda bazi kromozomal aberasyon
parametrelerinin daha ylksek oldugu tespit edilmistir.

Bildigimiz kadariyla, bu ¢alisma, NASH hastalarinda genomik instabiliteyi
kromozom Kkirik analizi ve mikrontkleus testleri ile arastiran ilk caligmadir.
Bugine kadar, bu hasta grubunu kapsayan tek bir genomik instabilite
arastirmasi yayinlanmigtir. Nakajima ve ark. tarafindan yapilan bu calismada,
NAYKH hastalarinda hepatositlerin telomer uzunlugu degerlendirilerek telomer
kisalmas! olanlar ile olmayanlar karsilastinimistir. Calismada; VKi, HOMA-IR,
steatozisin histolojik derecesi ve 8-OHdG immin boyanma yogdunlugunun
telomer kisalmasi olan grupta anlamh olarak daha yiksek oldugu tespit
edilmigtir. Bu bulgular telomer kisalmasi olan grupta daha yUksek instlin
direncinin daha siddetli hepatik steatozise neden olarak daha fazla ROR
olusumu ve hizlanmig telomer kaybina yol acabilecegini gdstermistir (86).
Calismamiz ise biyopsi ile dogrulanmis NASH hastalarinin periferik kan
lenfositlerinde genomik instabiliteyi arastiran ve ayni degerlendirmeyi saglikli
kontrol vakalarinda da yaparak hem iki grubun karsilastiriimasini hem de
hastalikla iligkili olan faktérlerle genomik instabilite arasindaki iligkinin
degerlendirilmesini igceren bir galismadir.

Calismamizda iki farkli testin ayni anda kullaniimasi, bulgulari farkli
acidan degerlendirebilme imkani saglamaktadir. Metafaz (izerinde solid giemsa
boyama ile kromozomal aberasyonlarin incelenmesinde kromozom tipi ve
kromatid tipi lezyon ayrimi, lezyonun meydana gelme zamani ve mekanizmasi
ile ilgili ipuclan saglayabilmektedir. Buna ek olarak mikrontkleuslar, ana
nikleustan ayrilmis genomik materyal tarafindan olusturulduklarindan hem
andjenik etkileri (tim kromozom kayiplarini) hem de klastojenik etkileri
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yansitmaktadirlar (60, 62, 72). Buglne kadar yapilan ¢alismalar, periferik kan
lenfositlerindeki genomik instabilitenin, arastirlan  dokunun  genomik
instabilitesini yansittigint géstermistir (66, 67, 72). Ayrica kronik karaciger
hastaliklarinda periferik kan lenfositlerindeki oksidasyon dizeylerinin
hepatositlerdeki oksidasyon dizeyleri ile korele oldugu tespit edilmigtir (80).

Galismamizda hem NASH grubu igerisinde hem de NASH ve kontrol
grubunu kapsayan tum goénulliler grubunda vyapilan degerlendirmelerde
mikrontkleus parametrelerinin, kontrol grubunda ve tim gdénullilerde de
kromatid tipi “gap” parametrelerinin yasla pozitif korelasyon gbésterdigi
g6zlenmigtir.  Bu bulgular hem kromozomal aberasyonlarin hem de
mikrontkleuslarin  yasla artis goésterdigini  bildiren &énceki calismalari
desteklemektedir (88, 62, 89). Sentromerik DNA ve kinetokor proteinlerinin
mikronUkleuslar igerisinde gdsterilmesiyle yapilan ¢alismalar, yasla iligkili olarak
mikronUkleuslarin  artisinin  blydk oranda bd0tin bir kromozomdan
kaynaklandigini géstermektedir (62). Russell ve ark. tarafindan her yastan
kadinlar Gzerinde fitohemaglitinin ile indUklenen lenfosit kdlthrleri ile yapilan
sitogenetik analizlerde X kromozomu kaybinin sikliginin 16 yas altinda %0.07
iken 65 yas Uzerinde %7.3’e ulastigi tespit edilmistir. Bu nedenle andjenik
etkileri duyarli olarak degerlendirebilen mikronikleus testinde yasla iligkili artis
ortaya ¢cikmaktadir (89).

Cinsiyet gruplarinin karsilastirlmasinda, NASH hastalarn icerisinde
kadinlarin mikronUkleus degerlerinin erkeklere gére anlaml olarak fazla oldugu
tespit edilmistir. Cinsiyete bagh bu farkin, X kromozomu ile iligkili oldugu ifade
edilmistir (90, 91). Yapilan calismalarda kadinlarin lenfositlerinde X
kromozomunun, otozomlara gére ¢ok daha sik olarak mikronUkleuslar igerisinde
yer aldigi ve sitokinezisi engellenmis lenfosit kiltlirlerinde X kromozomunun
segregasyon bozukluklarinin otozomlara gére daha sik gézlendigi gdsterilmistir
(90, 91). Bizim gahismamizda da cinsiyete bagli olarak gézlenen farkhlik énceki

calismalarla uyumluluk géstermektedir.
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Bugline kadar, sigara i¢cmenin, kromozomal aberasyonlara etkisini
aragtiran calismalardan elde edilen sonuglar celiskilidir. Bazi c¢alismalarda
sigara icenlerde kromozomal aberasyonlarin icmeyenlere gbére daha fazla
g6zlendigi ve %10 - 20 gibi oranlarda artis go6sterdigi bulunurken bazi
calismalarda sigara icmenin kromozomal aberasyonlari arttirmadidi tespit
edilmistir (62). Calismamizda da kontrol grubunda ve tim gdndlltler grubunda
sigara icenler ve igmeyenler arasinda genomik instabilite acisindan fark
g6zlenmezken, NASH grubu icerisinde sigara icenlerde toplam aberasyon
sayisinin anlaml olarak fazla gézlendigi tespit edilmistir.

Galismamizda NASH patogenezi ile iligkili oldugu bilinen obezite varligi
acisindan yapilan degerlendirmede, obez olan NASH hastalarinda “gap”ler dahil
toplam aberasyonlarin anlamli olarak fazla gbézlendigi tespit edilmistir. Bu grupta
bel ¢cevresinin de kromozom tipi aberasyon parametreleri ve toplam aberasyon
parametreleri ile pozitif korelasyon gdésterdigi belirlenmistir. Buglne kadar
yapilan calismalarla NASH hastalarinda VKi ve santral visseral adipozitenin,
karsilastirilan kontrol vakalarina gére fazla oldugu gdsterilmigtir (92, 93). Bizim
calismamizda da NASH hastalarinda, VKIi, bel gevresi ve kalca gevresi saglikli
kontrol grubundan daha ylUksekti. Hafif artmis kilolu veya obez olmanin NAYKH
ile iligkili oldugu ve obezite derecesinin artmasiyla NASH gelisme olasiliginin da
arttigr bilinmektedir (23). Kilo vermeyle yagl karacigerin gerileyebilecegi de
gOsterilmistir (94, 95). Van der Poorten ve ark. tarafindan yapilan calismada
visseral yag miktarinin insilin direncinden bagimsiz olarak NAYKH’nin siddeti ile
iligkili oldugu gdésterilmistir (96). Visseral yagin portal vene ¢cok miktarda serbest
yag asiti ve adipokin salgilayarak karacigeri ylUksek miktarda yag asiti
konsantrasyonuna maruz biraktigi bilinmektedir (97). Lipit peroksidasyonunun
ve 8-OHdG dizeylerinin  degerlendiriimesi gibi ydntemlerle yapilan
arastirmalarda, obezitenin her yastaki kisilerde oksidatif stresi arttirdigi tespit
edilmistir (98, 99). Oksidatif stresin de lipit peroksidasyonu ile 4-hidroksinonenal,
malondialdehit, akrolein, krotonaldehit gibi DNA ile reaksiyona girebilen reaktif
aldehit olusumu ile birgok genomik degisime yol acgabildigi bilinmektedir (100).
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Bu bilgiler g6z 6ninde bulunduruldugunda, c¢alismamizda periferik kan
lenfositlerinde gb6zledigimiz genomik instabilitenin olusmasinda lipotoksik
etkilerin 6Gnemli bir etken olmasi muhtemeldir.

Lipit peroksidasyonu ve oksidatif DNA hasarinin gdéstergeleri olan 4-
hidroksinonenal ve 8-OHdG’nin hepatik ekspresyonlarinin immunohistokimyasal
olarak degerlendiriimesiyle, NAYKH’de oksidatif hiicresel hasarin sik olarak
g6zlendigi tespit edilmis ve histopatolojik bulgularin siddetiyle iliskili oldugu
gosterilmigtir (31, 33). Bu iliskiler nedeniyle karacigerdeki patofizyolojik
degisimlerin ¢alismamizda NASH hastalarindaki genomik instabiliteye katkida
bulunmus olmasi muhtemeldir. Ancak c¢alismamizda, histopatolojik
degerlendirme neticesindeki hepatik steatozis skorunun genomik instabilite
dizeyleri ile iliskisi agisindan celigkili bulgular elde edilirken (mikronikleus
parametreleri ile negatif korelasyon gb6sterirken, kromozom tipi “gap”
parametreleri ile ise pozitif korelasyon gdésterdigi gdzlenmistir); NAS skoru,
enflamasyon, balonlasma dejenerasyonu ve fibrozis skorlari ile genomik
instabilite arasinda anlamh bir iliski gbzlenmemigtir. Bu bulgular da
gb6zlendigimiz genomik instabilitenin olusumunda sistemik lipotoksik etkilerin
karacigerdeki patolojik streclere kiyasla daha baskin olabilecedini akla
getirmektedir.

Calismamizin saglkli kontrol grubu, NASH grubuna gére daha zayif
kisilerden olusmasina ragmen, bu grupta da VKi>25 kg/m? olanlarda toplam
aberasyonlu hiicre sayisinin anlamli olarak fazla oldugu ve toplam aberasyon
parametrelerinin VKi ile pozitif korelasyon gésterdigi tespit edilmistir. Obezite ile
genomik instabilite arasinda, hem NASH hem de saglikl kontrol grubu icerisinde
iliski gbzlenmesi de sistemik lipotoksisitenin etkisini distindtrmektedir.

Kromozom tipi aberasyon parametreleri ile serum ALT degerleri arasinda
pozitif korelasyon gdzlenmesi, calismamizda periferik kan lenfositlerinde
gbzlenen genomik instabilite dlizeylerinin hepatotoksik etkiler ile iligkili oldugunu
disinddren bir bulgu olarak karsimiza cikmaktadir. Ancak sdz konusu iliki
sadece saglikh kontrol grubunda anlamli diizeyde gdézlenmigtir. Calismamizin
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saglikli kontrol goénallilerinde ALT dlzeylerinin normal seviyelerde olmasina
ragmen genomik instabilite ile korelasyon gdsterirken NASH grubunda anlamli
korelasyon olmamasi ilginctir. Calismamizin bulgularindan bunun nedeninin izah
edilmesi mimkin olmamakla birlikte, NASH hastalarinda, iligkinin yogun
sitotoksik etkiler nedeniyle maskelenmis olabilecedi akla gelmektedir. Yani
NASH hastalarinda karacigerde meydana gelen sitotoksik etkiler nedeniyle ALT
dizeylerinde belirgin artis gd6zlenirken bu etkilerin inceledigimiz periferik kan
lenfositlerinde ayni oranda genomik instabiliteye yol agmadigi, saglikh kigilerde
ise nispeten daha daha saf kosullar nedeniyle mevcut olan iliskinin daha net
olarak ortaya ¢ikmis oldugu dustnulebilir. Ayrica mikrontkleus parametrelerinin,
NASH hastalarinda da, saglikli kontrol grubunda da ALT ile anlamli korelasyon
gbstermemesine ragmen tim gdndllGler birlestirilerek yapilan degerlendirmede
ALT ile pozitif korelasyon gdsterdigi tespit edilmistir. Bu bulgular, periferik kan
lenfositlerindeki genomik instabilitenin karaciger hasari ile iligkili olabilecegini
disindirmekle birlikte, bu iliskinin mekanizmasinin aydinlatiimasi ve NASH
patogenezindeki rolinin degerlendiriimesi daha ayrintili  calismalarin
yapiimasini gerektirmektedir.

Yakin zamanda yapilan ¢calismalarda polikistik over sendromlu hastalarda
genomik instabilite artisi gdésterilmistir (75, 76). Polikisitik over sendromu, insalin
direnci artigi ve tip 2 diyabet risk artisi ve obezite ile seyreden bir sendromdur ve
yapilan calismalarda mikrontkleuslarin instlin direncinin dizeyi ile pozitif
korelasyon gdésterdigi gbézlenmistir (76). Federici ve ark. da mikronUkleuslarin
koroner arter hastalarinda komplikasyonlarla ve mortaliteyle iligkili oldugunu
gOstermiglerdir (78). Ayni calismada ylUksek mikronUkleus degerleri ile diyabet
varligi arasinda iligki bulunmustur. Calismamizda NASH hastalari igerisinde
diyabeti olan ve olmayanlar arasinda genomik instabilite agisindan anlamh fark
gbzlenmemekle birlikte HbA1c degerleri ile kromatid tipi aberasyon
parametreleri arasinda pozitif korelasyon gézlenmistir. Al-Aubaidy ve Jelinek
tarafindan yapilan, obezite ve tip 2 diyabette oksidatif DNA hasarini arastiran
calismada, saglikli kontrollerle karsilastiriidiginda, diyabetiklerde ve bozulmus
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aclik kan sekeri degerleri olanlarda 8-OHdG dtizeylerinin anlamli olarak artmis
oldugu gésterilmistir (101). Ayrica 8-OHdG diizeylerinin, VKi ve HbA1c¢ ile pozitif
korelasyon gosterdigi tespit edilmistir. Hipergliseminin, hiicre kiltlrlerinde de
NADPH oksidaz aktivasyonu ile ROR olusumunu arttirdigi gésterilmistir (102).
Onceki calismalardan elde edilen bu bulgular, calismamizda HbA1c diizeyleri ile
gbzlenen iligkinin olusmasinda oksidatif stres diizeyi artisinin etken olabilecegini
disUndirmektedir.

Metabolik sendromu olanlar GOzerinde yapilan calismada metabolik
sendrom kriterlerinin sayisinin artmasiyla DNA hasar dizeyinin de arttigi tespit
edilmigtir (103). Bizim bu arastirmamizda da metabolik sendrom kriter sayisinin
kromatid tipi ve toplam aberasyon parametreleriyle anlamli pozitif korelasyon
gOsterdigi belirlenmis ve bu iliski desteklenmistir.

Genomik instabilitenin olusmasinda birgok faktér, bircok farkli mekanizma
ile etkili olabilir. Bu ¢alismamiz neticesinde, NASH ile iliskili faktdrler icerisinde
obezitenin genomik instabiliteyle iligkisi dikkat c¢ekmistir. Sonu¢ olarak,
patogenezi tam olarak bilinmeyen bir hastalik olan NASH tanisi almis olgular ve
saglikli kontrollerde yaptigimiz bu calismada, genomik instabilitenin, NASH ile
alakali oldugu bilinen faktérlerden obezite, bel gevresi, metabolik sendrom kriter
sayisi, ALT ve HbA1c dlzeyleri ile iligkili oldugu saptanmistir.
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