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OZET

Non-alkolik Yagh Karaciger Hastaliinda Serum Albiimin Yag Asidi Baglama

Kapasitesinin Arastirilmasi

Amag: Ulusal ve kiiresel anlamla goriilme prevelans:t olduk¢a yiiksek olan
NAFLD, siroz ve kansere kadar ilerleyebilen bir metabolik siireci kapsar. Hastaligin
patogenez, teshis ve tedavisi ile ilgili literatiirde yogun calismalar yapilsa da hastaliga
spesifik bir biyobelirte¢ ve farmakolojik tedavi heniiz yoktur. Bu ¢alisma ile serum ve
albiimine bagli yag asidi kompozisyonlari, albiiminin yag asidi baglama kabiliyeti ve
biyokimyasal parametrelerle olan iliskilerini degerlendirerek NAFLD’nin lipit
metabolizmasina etkileri arastirildi.

Materyal Metot: Ultrasonografi ile NAFLD tanis1 alan 20 hasta ve tanis1 almayan
20 kontrol grubundan kan Ornekleri alindi ve serum kisimlarindan albiimin AS2
presipitasyonu ile separe edildi. Sepera edilen albiimin molekiillerinin yag asidi baglama
kabiliyeti, ANS-floresan yer degistirme yontemiyle 6l¢iildii. Hasta ve kontrol grubunda
serum ve albiimin % yag asidi kompozisyonlar1t GC-MS ile analiz edildi.

Bulgular: Kontrol ve hasta grubu floresan degisimler arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunamadi. Glikoz ve HbAlc degeri ile floresan degisimler arasinda
korelasyon gozlendi. GC-MS analizlerinde stearik asit ve arasidonik asit diizeyleri
NAFLD grubunda kontrol grubuna gore anlamli farklilik gosterdi. Serum kaproik asit
diizeyi ile ALT, AST degerleri arasinda pozitif korelasyon saptanda.

Sonu¢: NAFLD’de albiiminin yag asidi baglama kabiliyetinde anlamli farklilik
saptanmasa da yag asitlerinin albiimine baglanmasina dair ANS-floresan yer degistirme
yontemi saglikli ¢alisiyor. Glikoz ve HbAlc degeri ile floresan degisimler arasinda
korelasyon gozlendi bu durum albiimin glikasyonun yag asidi baglanma kabiliyetinde
degisikliklere yol actigmmi diisiindiirmektedir. Stearik ve arasidonik asitin hasta
grubundaki farkliligi yag asidi metabolizmasindaki degisimlere isaret etmektedir.
Kaproik asidin ALT, AST enzimleriyle korelasyonu NAFLD patogenezindeki roliiniin
daha ¢ok calisilmasi gerektigini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Floresans spektroskopi, Insan serum albiimini, Non-alkolik

yagl karaciger hastaligi, Yag asidi, Yag asidi baglama.
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ABSTRACT

Investigation of Fatty Acid Binding Capacity of Serum Albumin in Non-alcoholic

Fatty Liver Disease

Objective: NAFLD, which has a high national and global prevalence, involves a
metabolic process that can progress to cirrhosis and cancer. While extensive studies have
been conducted in the literature on the pathogenesis, diagnosis, and treatment of the
disease, there are currently no specific biomarkers or pharmacological treatments. This
study investigated the effects of NAFLD on lipid metabolism by assessing serum and
albumin-bound fatty acid compositions, albumin's fatty acid-binding ability, and their
relationships with biochemical parameters.

Materials and Methods: Blood samples were obtained from 20 ultrasonography-
confirmed NAFLD patients and 20 healthy controls. Albumin was isolated using AS2
precipitation, and its fatty acid-binding capacity was assessed via the ANS-fluorescence
displacement method. Serum and albumin fatty acid compositions (%) were analyzed by
GC-MS.

Findings: No significant difference in fluorescence displacement was observed
between the groups. However, glucose and HbAlc levels correlated with fluorescence
changes. GC-MS analysis showed that stearic and arachidonic acid levels differed
significantly in the NAFLD group. Serum caproic acid levels were positively correlated
with ALT and AST.

Conclusion: Although albumin fatty acid-binding capacity did not differ between
groups, the ANS-fluorescence method proved reliable. The correlations with glucose and
HbAIc suggest that albumin glycation may alter binding properties. Differences in stearic
and arachidonic acids indicate shifts in fatty acid metabolism in NAFLD. The association
between caproic acid and liver enzymes highlights a potential role in NAFLD
pathogenesis that warrants further investigation.

Keywords: Human serum albumin, Fatty acid, Fatty acid binding, Fluorescence

spectroscopy Non-alcoholic fatty liver disease.
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1. GIRIS

Non-alkolik yagli karaciger hastaligt (NAFLD), bireylerde alkol kullanimi
olmaksizin veya kisith olarak (erkeklerde 30 mg/giin, bayanlarda 20 mg/giin)
hepatositlerde %5’den fazla yag molekiillerinin birikimi ile karakterize olan, yagh
karaciger, steatohepatit, karaciger sirozu ve hepatoselliiler kansere kadar uzanan genis bir
klinik yelpaze i¢inde karsimiza ¢ikabilen bir hastaliktir (1,2). Non-alkolik steatohepatit
(NASH) ise yaglanmaya inflamasyon ve balonlasmanin eslik ettigi durumu kapsar.
NASH’da fibrosiz goriilme siklig1 artar. NAFLD ve NASH vakalar siroza ve kansere
kadar ilerleyebilir (3,4) . NAFLD’nin NASH’a ge¢isinde viicutta ana etken yaglanmanin
artistyla okside lipitlerin olusumu, inflamasyon ve oksidatif hasarin artisidir (5). Fakat
NAFLD’nin NASH’a ilerleme derecesi ve siiresi kisiden kisiye degismekte tistelik bu
durumu tespit eden bir belirteg mevcut degildir. Giiniimiizde kullanilan karaciger
enzimleri ALT, AST, GGT ve diger biyokimyasal belirtecler NAFLD’nin erken
sathalarini tespit etmede yetersizdir, ¢iinkii bu parametrelerdeki anormallikler cogunlukla
hastaligin ileri evrelerine veya fibrozis gelisim siirecine girildiginde ortaya ¢ikmaktadir.
Ustelik enzim seviyeleri normal seviyede olup NAFLD tanis1 alan hastalar da vardir (6,7)
. Bu nedenle erken tani i¢in yeni, duyarli ve fonksiyonel belirteglere ihtiyag
duyulmaktadir. NASH teshisinde ve NAFLD nin NASH’dan ayriminda ise altin standart
karaciger biyopsisidir (5). Biyopsi ise invazif ve agrili bir islem oldugundan hastalarin
bircogu tarafindan tercih edilmemektedir. Ustelik yaglanma olmadan NASH’a kadar
ilerleyen hasta gruplar1 da mevcuttur. NASH’a ilerleyisin erken tespit edilememesi
karacigerde olusan hasari artirmaktadir. Bununla birlikte yasam kalitesi diismekte,
obezite, dislipidemi, hipertansiyon, kardiyovaskiiler hastaliklarin gorilme siklig1
artmaktadir. Ustelik NASH’I1 hastalar giiniimiizde karaciger nakil siras1 bekleyenler
arasinda hepatitten sonra ikinci sirada gelmektedir ve prevalansi gittikge artmaktadir (8)
. Yasam Kkalitesini diisiirmesi, tedavi ve transplantasyon asamalarinin maliyetleri
diisiiniildiiglinde NAFLD’nin erken teshisi, NASH in erken tespiti ve Onlenebilirligi
Onem arz etmektedir.

NAFLD’li ve NASH’l1 hasta gruplarinda patagonez, teshis ve tedavi igin
literatlirde ¢ok sayida arastirma makalesi mevcuttur. NAFLD ortaya ¢ikmadan Once
tespitinin yapilmasi hastaliginin ilerleyisini durdurmak ve oOnlemleri almak igin

onemlidir. Karacigerde yag molekiilleri adipoz dokudan lipoliz ile yag asidi (YA) akis,



de novo lipogenez (DNL) ve diyet ile yag alim1 yollariyla birikebilir. Bu yollardan en ¢ok
adipoz dokudan lipolizin baskin oldugu yapilan ¢aligmalarla tespit edilmistir (9) . Adipoz
dokudan lipoliz ile plazmaya gecen kisa zincirli yag asitleri disindaki yaglar albiimine
baglanarak tasinmaktadir. Bu nedenle albliminin yag asidi baglama kapasitesindeki
degisimler, karacigere ulasan yag asidi miktarin1 ve dolayisiyla hepatik yaglanmay1
etkileyebilir.

Serum albiimini viicuttaki en bol plazma proteinidir ve onkotik basincin
korunmasi, molekiillerin tasinmasi, antioksidan savunma, antiinflamatuvar etki gibi
bir¢ok kritik fonksiyona sahiptir. Albiimin basta uzun zincirli yag asitleri olmak {izere
ayrica bilirubin, metal iyonlar1 ve cesitli ilaglar gibi ¢ok sayida endojen ve eksojen
molekiile de baglanmaktadir. Bu baglama fonksiyonunun bozulmasi, baglanan
molekiillerin biyoyararlanimi, metabolizmas1 ve dokulara dagilimi iizerinde 6nemli
etkiler yaratir (10) .

Albliminin baglama kapasitesi (ABiC), dansilsarkosin gibi molekiillerin
baglanmas1 {izerinden Olclilmekte olup, albiiminin fonksiyonel biitiinliigliniin
degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. Ayrica iskemik modifiye albiimin (IMA),
albiiminin metal baglama kapasitesindeki degisiklikleri gdsteren bir diger parametredir
(10). Bunun yaninda albiiminin yag asidi baglama bdlgelerine yonelik degisimleri
degerlendirmek i¢in 1-Anilino-8-naftalenstilfonat (ANS) gibi floresan problar yaygin
olarak kullanilmaktadir (11,12).

Literatirde NAFLD, hepatit ve sirozlu hastalarda albiiminin baglama
kapasitesinin azaldigin1 gosteren ¢alismalar bulunmaktadir (10,13,14) Sun ve ark. (2020)
calismasinda, NAFLD de oksidatif stres ve inflamasyonun albiiminin sentezinden ziyade
post-translasyonel modifikasyonlarin1 etkiledigi ve bunun da albiimin baglama
fonksiyonunda azalmaya yol agabilecegi belirtilmistir. Dikkat ¢ekici olarak, bu
fonksiyonel bozulmanin geleneksel karaciger enzimlerindeki degisimlerden 6nce ortaya
ciktigl, yani albiimin baglama fonksiyonunun NAFLD’nin erken tanisinda
kullanilabilecek yeni bir biyobelirte¢ olabilecegi vurgulanmistir (10).

Bu bilgiler 15181nda, albiimin yag asidi baglama kapasitesindeki olas1 degisimlerin
NAFLD patogenezinde rol oynayabilecegi ve hastalik progresyonunun erken evrelerinde
belirte¢ niteligi tasiyabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu calismada, NAFLD’li bireylerde albiiminin yag asidi baglama kapasitesinin
ANS kullanilarak degerlendirilmesi, elde edilen sonuglarin kontrol gruplariyla

karsilastirilmast ve albiimin baglama fonksiyonundaki olasi degisimlerin hastaligin
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patogenezindeki roliiniin belirlenmesi amaglandi. Ayrica alblimin yag asidi kapasitesinin
arastirilmasina ek olarak hasta ve kontrol gruplar i¢in bazi1 biyokimyasal parametreler,

serum ve albiimin yag asidi analizi ve albiimine baglanan lipit yapida molekiillerin

karsilastirmasi yapildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. NAFLD Tanim

NAFLD, alkoliin hi¢ tiiketilmedigi veya az tiiketildigi durumlarda hepatositlerde
%5’den fazla steatozun varligiyla tamimlanan bir karaciger bozuklugudur (1).
Giliniimiizde en sik karsilagilan, intra hepatik, ekstra hepatik organlar1 ve diizenleyici
yollar1 etkileyen ¢ok sistemli kronik karaciger hastaliklarindan biridir ve 2030 yilina
kadar karaciger nakli gereksiniminde baslica nedenlerden biri olmasi dngoriilmektedir
(3).

Karacigerde yag birikimi uzun yillardir bilinen bir terimdir fakat non-alkolik
yaglanma teriminin tanimlanmasi ilk kez 1980 yilinda Ludwig ve arkadaslarinin
yayimladig1 oncii makalede ele almmustir. Ilgili calismada, alkol kullanimi bulunmayan
bireylerde, alkolle iliskili karaciger hastalarina benzer histopatolojik bulgular saptanmasi
lizerine “non-alkolik steatohepatit™ literatiire kazandirilmistir. Non-alkolik ifadesi, bu
benzerligin altta yatan farkli bir patofizyolojik mekanizmaya sahip olabilecegine isaret
etmistir ama patofizyolojik temeli hakkinda yeterli ilerleme kaydedilememistir. Bu
baglamda, karacigerdeki yaglanmanin yalnizca alkol ile iligkili olmadigi, metabolik ve
baska cevresel etkenlerin de bu siirece katki saglayabilecegi fikri ortaya konmustur (4).

Her ne kadar NAFLD ve NASH terimlerinin iliskili patofizyolojileri ve birbirinin
yerine kullanilmasi durumlart s6z konusu olsa da, iki kavram aslinda patolojik siire¢
acisindan birbirinden farkli olaylar1 tanimlamaktadir. NAFLD, non-alkolik yagh
karaciger (NAFL) ve daha ciddi olan non-alkolik steatohepatit (NASH) olmak tizere iki
evreden olusur (15). Ozetle NAFLD, alkole bagli olmayan yagh karaciger (NAFL) ile
alkole bagli olmayan steatohepatit (NASH) arasindaki karaciger anormalliklerinin bir
devamidir ve degisken bir seyir izleyebilir, ancak siroz ve karaciger kanseriyle
sonuglanabilir (16).

NAFLD terimi, son yillarda uluslararasi hepatoloji topluluklar1 tarafindan
giincellenerek Metabolik islev bozukluguna bagli steatotik karaciger hastaligi (MASLD)
olarak yeniden siniflandirilmistir. Bu degisikligin temel nedeni, hastaligin patogenezinde
metabolik disfonksiyonun belirleyici rol oynamasinin daha dogru sekilde vurgulanmak
istenmesidir. Bu terminoloji 6zellikle obezite, insiilin direnci, tip 2 diyabet ve metabolik
sendrom bilesenlerinin karaciger yaglanmasmin temel nedenleri arasinda yer aldigim

daha agik sekilde vurgulamaktadir. MASLD kavrami, ayn1 zamanda 6nceki siniflamanin
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eksik biraktig1 metabolik risk faktorlerini tanisal slirecin merkezine alarak daha kapsayici
ve klinik agidan daha yonlendirici bir ¢er¢eve sunmaktadir. Bu nedenle mevcut literatiirde
NAFLD vyerine giderek daha yaygin bicimde MASLD teriminin kullanildigi
goriilmektedir (17-19).

2.2. NAFLD’nin Onemi ve Epidemiyolojisi

NAFLD, giinlimiizde bir¢ok iilkede en yaygin kronik karaciger hastaligi olarak
one c¢ikmaktadir. Global Olgekte ortalama her dort yetiskinden birinde goriildiigi
bildirilen NAFLD (20), yalmzca karaciger hastalik tablosuyla smirli kalmayip
kardiyovaskiiler hastalik, tip 2 diyabet (T2DM) ve bdbrek hastaliklar1 gibi c¢oklu
sistemleri etkileyen komplikasyonlar1 barindirmaktadir (1,16). Metabolik sendromun
yiikselisiyle paralel ilerleyen bu hastaligin, 2030 yilina kadar karaciger nakli gerektiren
olgular arasinda ilk siraya yerlesmesi beklenmektedir (3).

Viicut kitle indeksinin diisiik oldugu Asya iilkelerinde bile NAFLD prevalansinin
yiikksek seyretmesi, genetik yatkinlik ve yasam tarzi degisikliklerinin hastaligin
patolojisinde etkili oldugunu diisiindiirmektedir. Cin’de yapilan kapsamli bir
epidemiyolojik derlemede, 1999-2018 yillar1 arasinda NAFLD prevalansinin % 23,8’den
%32,9’a yikseldigi, hastaligin goriilme sikligindaki artisin ekonomik biiylime ve
kentlesme ile dogru orantili oldugu bildirilmistir. Ayrica, Cin gibi iilkelerde NAFLD’ye
bagli siroz ve hepatoseliiler karsinom (HK) vakalarinin artis gosterdigi, hatta bu hastaligin
karaciger nakli ihtiyacinda 6nemli bir neden haline geldigi belirtilmektedir (21).

Amerika Birlesik Devletleri'nde hepatik steatoz prevalansinin yaklasik %31
oldugu bildirilmektedir (22). Kiiresel diizeyde NAFLD’nin ekonomik etkisi de giderek
artmaktadir, ABD’de yillik saglik harcamalar1 i¢inde maliyeti 100 milyar dolarin
tizerindeyken Avrupa’da ise bu maliyet 35 milyar avronun iizerindedir. Kiiresel diizeyde
yiiriitiilen epidemiyolojik arastirmalar, NAFLD'nin zaman igerisinde karaciger sirozu
veya HK gelisimine yol acabilecegini gostermektedir. ABD’de gerceklestirilen bir
arastirma, NAFLD'nin HK i¢in en yaygin nedenlerden biri oldugunu ortaya koymus;
ayrica, 2002 ile 2017 yillar1 arasinda Bilimsel Organ Nakli Alicilart Kaydindan elde
edilen veriler, NASH’e bagli HK vakalarmin 11.5 kat arttigin1 ve HK kaynakli karaciger
nakli oranlarinin 8.5 kat yiikseldigini bildirmistir (23).

Tiirkiye’de yapilan epidemiyolojik caligmalar ise NAFLD’nin {ilkemizdeki
yayginhiginin oldukga yiiksek oldugunu gostermektedir. Ornegin bir derleme galismasi,

tilkemizde NAFLD prevalansinin %48.3 ile %60.1 arasinda degistigini belirtmektedir
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(24). Daha 6zel olarak, 2007-2016 donemini kapsayan ve 113.239 saglikli bireyi igeren
retrospektif analizde goriilen genel prevalans %48.3 olarak bulunmustur. Bu ¢alismada
ayrica NAFLD prevalansinin 6zellikle 50 yasin iizerindeki bireylerde, erkeklerde, viicut
kitle indeksi yirmi besin iizerinde olan kisilerde ve Tiirkiye’nin Orta-Dogu ile Dogu
Anadolu boélgelerinde daha yiiksek oldugu belirlenmistir (25). Bu bulgular, artmis viicut
agirhigr ve diger metabolik risk faktorlerinin Tiirkiye’de NAFLD yiikiiniin 6nemli 6l¢iide
artmasina katkida bulundugunu gostermektedir. Bu nedenle, NAFLD Tiirkiye’de yaygin

ve hizla artan bir halk saglig1 sorunu olarak goriilmektedir.

2.3. NAFLD Patogenezi

NAFLD’nin etiyopatogenezine katkida bulunan en Onemli faktorler diyabet,
obezite, hiperlipidemi varlig1 ve insulin direnci gibi metabolik nedenler ve genetik ve
cevresel faktorler yer almaktadir. NAFLD patogenezini destekleyen iki teori mevcuttur.
Bunlardan ilki 1998 yilinda Day ve James tarafindan ortaya atilan “¢ift vurus (two hits)”
hipotezidir. ilk vurus hipotezinde yaglanma gelisimine neden olan etken metabolik
faktorlerdir ve ozellikle insulin direnci olarak tanimlanmistir. Insiilin direncinin
patofizyolojisi ii¢ temel hedef doku olan kas, karaciger ve yag dokusuna odaklanarak
aciklanabilir. Insiilin direncinin yag dokusundaki en énemli etkisi hormon sensitif lipazin
inhibisyonunun etkilenmesi ve lipoprotein lipaz aktivitesinin azalmasiyla inhibe
edilemeyen lipoliz sonucu kanda lipit diizeyi artar. Periferik dokuda portal ven araciligi
ile karacigere ulagan serbest yag asitleri okside olarak glikoneogenezi stimule ederler.
Karacigerde artan yag asitleri, triagilgliserol ve ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein
(VLDL) yapimu i¢in kullanilirlar. Artan serbest yag asitlerinin karacigerde mitokondri
icerisinde beta oksidasyonu artar ve bu durum steatohepatit i¢in 6nemli bir zemin hazirlar.
Ayrica insulin direncinin karacigere etkisiyle karacigerde glikoz alimi1 da bozulmustur.
Karacigerde yaglanmanin artistyla okside lipitlerin olusumu artar, inflamasyon ve
oksidatif hasarin gelismesiyle hepatoselliiler hasar ve fibrozise neden olan 2. vurus
olusur. 2. Vurusun ana sebebinin oksidatif stres, serbest radikaller, iskemi ve
sitokinlerden sorumlu oldugu kanitlanmigtir. Ancak patogenetik mekanizma ve
yolaklarin ¢ok cesitliligi ortaya konuldukg¢a 2. vurus hipoteze ek olarak “coklu paralel
vurus (multiple parallel hits)” hipotezi gelistirilmistir. Coklu vurus hipotezinde beslenme
aligkanliklari, cevresel ve genetik faktorler; insiilin direncinin gelismesine, adiposit
proliferasyonu ile obeziteye ve bagirsak mikrobiyomunda degisikliklere yol acabilir.

Steatozun her zaman inflamasyondan once geldigi sdylense de, arttk NASH'm ilk
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karaciger lezyonu olabilecegi kabul edilmektedir. Hepatik hasarlarin basit toplamindan
ziyade genetik, harici ve hiicre i¢i olaylarin zamanlamasi ve kombinasyonu steatoz ve

NASH'a yol agan farkli yolaklarla sonuglanir (1,5,26).

2.4. Lipotoksisite, Inflamasyon ve NAFLD

NAFLD, karaciger hiicrelerinde asir1 lipit birikimi ile karakterizedir. Bu birikimin
nedeni sadece enerji fazlaligi degildir ayn1 zamanda lipotoksisite olarak tanimlanan
zararl lipit metabolitlerinin etkisiyle de iliskilidir. Hepatik lipotoksisite, karacigerin
serbest yag asitlerini triagilgliserol olarak kullanma, depolama ve disar1 atma
kapasitesinin, esas olarak yag dokusu olmak iizere periferden gelen yogun bir yag asidi
akis1 veya artan hepatik de novo lipogenez nedeniyle agilmasi durumunda ortaya g¢ikar
(27). Triagilgliseroller notral ve depolanabilir formda olduklari i¢in dogrudan toksik
kabul edilmez; aksine, hiicrenin serbest yag asitlerini toksik ara metabolitlere
dontismeden tamponladig1 bir “koruyucu depolama mekanizmasi” islevi goriirler. Buna
karsin, lipotoksisite olarak tanimlanan zararl siireg, reaktif lipit bilesenlerinin 6zellikle
doymus serbest yag asitleri, seramidler, diagilgliseroller (DAG’lar) ve kolesterol
esterlerinin asir1 birikimiyle tetiklenir (28,29).

Bu durum endoplazmik retikulum (ER) stresi, mitokondriyal disfonksiyon ve
reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimine yol agar. Bu siire¢, hepatosit apoptozunu artirarak
hastaligin basit steatozdan steatohepatit (NASH) evresine ilerlemesine katki saglar
(27,30).

Lipotoksisiteye bagli olarak aktive olan stres yollari, inflamatuvar sitokinlerin
(6zellikle TNF-a, IL-6 ve IL-1B) salinnminmi uyarir ve bu durum karacigerin lokal
bagisiklik yanmitin1 giliglendirirken sistemik inflamasyonun da slirmesine neden olur.
Ayrica, Kupffer hiicreleri ve monosit kokenli makrofajlarin aktive olmasiyla kronik
inflamatuvar ortam olusur (30,31).

Lipotoksisite, obezite, diyabet ve metabolik sendrom dahil olmak iizere
NAFLD'den NASH'e ilerlemeye yatkinlik olusturan durumlarla yakindan iligkilidir.
Sonug olarak, NAFLD’nin ilerlemesinde lipotoksisite ve inflamasyon birbirini besleyen
iki temel mekanizma olarak gorev yapar. Bu patofizyolojik dongii, karaciger hiicre
hasarin1 artirirken ayn1 zamanda sistemik metabolik dengenin bozulmasina ve insiilin

direncinin artmasina da zemin hazirlar (30).



2.5. NAFLD’de inflamatuar Mekanizmalar

NAFLD, hepatik yag birikiminin yam sira, kronik ve sistemik inflamatuvar
siireclerin de rol oynadigi kompleks bir metabolik hastalikdir. Son yillarda yapilan
caligmalar, inflamasyonun yalnizca hastaligin bir sonucu degil, aym1 zamanda
patogenezdeki itici gliglerden biri oldugunu ortaya koymustur. Bu nedenle NAFLD’de
inflamatuar mekanizmalar hem karaciger dis1 (ekstrahepatik) hem de karaciger ici
(intrahepatik) kaynaklardan beslenmektedir. NAFLD’de inflamatuar siireci besleyen
ekstrahepatik kaynaklarin 6nemli Olgiide bagirsak-karaciger ekseni, adipoz doku
disfonksiyonu ve metabolik stres iizerinden sekillendigini bildirilmigtir

Ekstrahepatik diizeyde, bagirsak mikrobiyotasindaki bozulma ve bagirsak
gecirgenliginin artmasi sonucu lipopolisakkarit (LPS) gibi endotoksinler portal dolasima
gecer ve bu endotoksinler, karacigerde TLR4-NF-«B sinyal yolunu aktive ederek TNF-
a, IL-1B ve IL-6 gibi proinflamatuvar sitokinlerin iiretimini tetikler. Ayrica adipoz doku
disfonksiyonu ve yiiksek yag/fruktoz igeren diyetler, oksidatif stres ve ER stresi
araciligiyla inflamatuvar yanit1 gii¢lendirir.

Intrahepatik diizeyde, serbest yag asitlerinin birikimi mitokondriyal disfonksiyon
ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) artisina yol agar. Bu durum NF-kB, JNK ve NLRP3
inflamasyon yolaklarini aktive eder. Aktivasyon sonucu IL-1p ve IL-18 gibi sitokinlerin
salmimi artar, Kupffer hiicreleri ve M1 makrofajlar1 tarafindan siirdiiriilen kronik
inflamasyon gelisir. Uzun doénemde bu siire¢, TGF-B araciligiyla stellat hiicre
aktivasyonu ve fibrozis ile sonuglanir.

Sonug olarak, NAFLD’de inflamasyon ¢ok faktorlii bir siirectir; bagirsak kaynakli
endotoksinler, adipoz doku sinyalleri, oksidatif stres, NF-kB/JNK/NLRP3 yolaklar1 ve
bagisiklik hiicre aktivasyonu arasinda karmasik bir etkilesim agir bulunmaktadir. Bu
nedenle inflamatuvar yolaklarin anlagilmasi, hastaligin patogenezinin ¢oziilmesi ve
hedefe yonelik tedavi stratejilerinin gelistirilmesi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir

(31-33).

2.6. NAFLD’de Bagirsak Mikrobiyotasi

Bagirsak mikrobiyotasi, enerji metabolizmasi, bagisiklik dengesi ve safra asidi
diizenlenmesinde kritik rol oynar. Portal dolasim karacigeri bagirsaktan gelen besin,

metabolit ve mikrobiyal iiriinlerle dogrudan temas halinde tutar ancak disbiyozis olarak



adlandirilan mikrobiyal bagirsak dengesinin bozulmasi bagirsak-karaciger ekseni
tizerinden NAFLD ilerlemesine katki saglar.

Bagirsak epitel biitiinliigiiniin bozulmas1 ve bagirsak gecirgenliginin artmasiyla
bakteriyel kokenli lipopolisakkarit (LPS) gibi endotoksinler portal dolagima gecer ve
karacigerde TLR4-NF-kB yolunu aktive eder. Bu silire¢ TNF-a, IL-1p ve IL-6 gibi
proinflamatuvar sitokinlerin salinimini artirarak hepatik inflamasyonu baglatir (34,35).

Ayrica disbiyozis, kisa zincirli yag asitleri (asetat, propiyonat, biitirat) ve sekonder
safra asitlerinin sentez ve doniisiim dengesini bozar. Bu degisim, hepatositlerde lipogenez
artis, insiilin direnci ve oksidatif stres yoluyla karaciger metabolizmasini olumsuz etkiler
(36).

Sonug olarak, disbiyosiz ile birlikte karaciger-bagirsak eksenindeki bozulmalar
NAFLD’nin hem metabolik hem inflamatuvar bilesenlerini etkiler. Son yillarda yapilan
calismalar, probiyotik ve prebiyotik takviyelerinin bagirsak mikrobiyotasini
dengeleyerek NAFLD nin ilerlemesini yavaslatabilecegini gostermektedir. Probiyotikler
(6zellikle Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirleri), bagirsak gecirgenligini azaltarak
endotoksin gecisini engeller ve inflamatuvar sitokin tiretimini baskilar ve prebiyotikler
ise yararli bakterilerin ¢gogalmasini tesvik ederek kisa zincirli yag asidi liretimini artirir;
bu da lipit metabolizmasini diizenler ve karacigerde yag birikimini azaltir (37—40).

Bu nedenle mikrobiyotayr hedefleyen probiyotik ve prebiyotik yaklasimlar,
NAFLD’nin 6nlenmesi ve destekleyici tedavisi agisindan umut verici stratejiler arasinda

degerlendirilmektedir.

2.7. Sirkadiyen ritim ve NAFLD

Organizmanin yaklasik 24 saatlik dongiiler boyunca daha ¢ok 1s18a duyarl olarak
diizenledigi metabolik, hormonal ve fizyolojik siiregleri yoneten biyolojik igsel
zamanlama sistemi sirkadiyen ritim olarak adlandirilir. Sirkadiyen ritimden en fazla
etkilenen organlardan biri olan karaciger, glikoz metabolizmasi, lipogenez, safra asidi
sentezi ve detoksifikasyon gibi temel islevlerini biiyiik 6l¢ciide CLOCK, BMALI, PER ve
CRY gibi saat genlerinin kontroliinde ytiriitiir. Bu genlerdeki ritmik bozulmalar, hepatik
metabolizmanin biitiinliiglinii zayiflatarak yag birikimi ve oksidatif stres gibi patolojik
siirecleri tetikleyebilir (41,42).

Gece yapay 1518a maruz kalma, gece vardiyasinda ¢aligsma, sosyal jet lag, diizensiz
uyku-uyaniklik dongiileri ve tutarsiz yeme diizenleri gibi faktorlerle isaretlenen yasam

tarzlari, sirkadiyen saatin dogal ritmini bozarak "sirkadiyen uyumsuzluga" yol agar.
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Sirkadiyen uyumsuzlugun obezite, NAFLD ve NASH dahil olmak kiiresel saglik
sorunlarina katkida bulundugu diisiiniilmektedir (42).

Sirkadiyen ritim bozuklugu, NAFLD patogenezinde onemli bir bilesen olan
bagirsak-karaciger eksenini de etkiler. Bu durum bagirsak mikrobiyotasinin mikrobiyal
cesitliligi  azaltir, bagirsak gecirgenligini artir ve endotoksin (LPS) gegisini
kolaylastirmaktadir. Portal dolasima tasiman LPS, karacigerde TLR4-NF-«kB aracili
inflamatuvar yaniti tetikleyerek hepatik hasarin ilerlemesine katki saglamaktadir (43).

Sonug olarak, sirkadiyen ritmin bozulmast NAFLD’nin hem metabolik hem de
inflamatuvar bilesenlerini olumsuz yonde etkilemektedir. Bu nedenle sirkadiyen ritmi
destekleyen yasam tarzi miidahaleleri 6rnegin; diizenli uyku, 151k maruziyeti yonetimi,
zaman kisith beslenme NAFLD’ nin 6nlenmesi ve yonetimi icin tamamlayici etkili bir

yaklagim olarak degerlendirilmektedir (41,44).

2.8. NAFLD ve Obezite iliskisi

Obezite tablosunun karaciger steatozuyla giiclii bir sekilde alakasi oldugu
diisiiniilse de, asir1 viicut yag birikimi NAFLD gelisimi i¢in olmazsa olmaz bir durum
degildir. Aslinda, lipodistrofi patogenezis i¢in anahtar faktordiir. Bu hastalarda belirgin
instilin direnci vardir ve genellikle karaciger steatozisi ve T2DM gelisir, bu da viicut yag
kitlesinin kendisinin tek basina NAFLD’ nin patogenezinde 6nemli olmadigini, giiglii bir
sekilde 6nermektedir (45,46).

Yapilan genis kapsamli epidemiyolojik caligmalarda, NAFLD’ nin siklikla ¢esitli
metabolik bozukluklarla birlikte seyrettigi gosterilmistir. Bu baglamda, NAFLD tanis1
konan bireylerde obezite prevalansi %51.34, tip 2 diyabet %22.51, hiperlipidemi %69.16,
hipertansiyon %39.34 ve metabolik sendrom %42.54 olarak bildirilmistir. Bu oranlar,
NAFLD’nin yalnizca hepatik bir hastalik olmadigimi, aym1 zamanda metabolik
hastaliklarin bir parcasi veya sonucu olarak gelisebilecegini gostermektedir. Obezite ve
instilin  direncinin  NAFLD’nin patogenezine olan en Onemli etkisinin, lipit
metabolizmasinda bozulma ve kronik iltithaplanmaya yol agmasi oldugu, bu durumun da
NAFL 'nin NASH'e ve hatta siroza, HK’ ya ve Oliime ilerlemesine neden oldugu
yoniindedir. Veriler, biyopsi yapilmis NAFL hastalar1 arasinda NASH'in kiiresel
prevalansinin %59.1 oldugunu gostermektedir (20).

NAFLD, insiilin direnci ile iligkili bes 6zelligin (T2DM, hipertrigliseridemi,
plazma yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) diizeyinde azalma, artmis bel ¢evresi ve
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yiiksek kan basinci) herhangi ii¢liniin varligi ile tanimlanan Metabolik Sendrom (MS) ile

yakindan iligkilidir (47,48).

2.9. NAFLD’den NASH ve Siroza: Patofizyolojik Siirec ve Klinik Ilerlemenin

Mekanizmalar

Steatoz, bir hiicre veya organ icinde lipit birikiminin anormal sekilde artmasiyla
karakterize edilen bir durumdur. Hepatik steatoz terimi ise esas olarak hepatositlerin
sitoplazmasinda triagilgliserol (TAG) formunda olan asir1 yag birikimini temsil eder.
Yaglar TAG seklinde depolanir. TAG’lar yiliksek enerji yogunluklar1 (9 kcal/g) ve
kimyasal olarak duragan yapilar1 sayesinde, organizma tarafindan enerji depolamak icin
en uygun molekiillerden biridir. Bir¢ok tiir karacigeri yag deposu olarak kullansa da
insanlar diger tiirlerin aksine karacigerlerini bir yag depo organmi gibi kullanmazlar.
Insanlarda karacigerde TAG’larin birikmesi enerji alimi ile harcamasi arasindaki
dengenin bozuldugu durumlarda ortaya ¢ikar (49).

NAFLD; NAFL ve NASH olmak iizere kendi iginde iki ayr1 tabloya ayrilmaktadir.
Karacigerde basit steatoz ile karakterize edilen tiim vakalar NAFL olarak tanimlanir ve
hiicre hasarinin olmadigi, lobiiler inflamasyonun ise az veya hi¢ olmadig: evresini kapsar
(50).

NASH, NAFL'in daha ilerleyici bir formudur ve yaygin steatoz, hepatoseliiler
balonlagma, lobiiler yang1 ve neredeyse her zaman fibrozis ile karakterizedir (15). NASH,
yang1 ve hepatosit hasari ile seyreden daha ciddi bir siire¢ olarak tanimlanir. Tipik olarak,
NASH, siroza ilerleyebilecek fibrozis ile birlikte goriiliir ve bu siire¢ HK ile
sonuclanabilir (16).

Fibrozis, bir doku ya da organdaki yogun patolojik bag dokusu artisidir ve
patogenezinde bircok kompleks mekanizma s6z konusudur. Karaciger fibrozisi
devamlilig1 halinde siroz ve dolayisiyla HK tablosuna doniisme riski bakimindan énem
arz etmektedir (50). Karacigerde fibrozisin, NASH hastalarinda gergeklesme oran1 %40-
50 ve NASH’1in NAFLD'li insanlardaki orani ise %30-40 olarak tahmin edilmektedir (3)
. NASH’deki fibrozisin ilerleyisinde karaciger hasar1 sonrasi stellate hiicreler tarafindan
salgilanan tipl kollagen ve dolayisiyla skar dokusu olusumu ve bu baglamdaki
devamliligin oldugu diisiiniilmektedir (51). NASH"i karacigerdeki fibrozisin derecesiyle
iligkili olarak karacigere bagli mortalite riskini 5-10 kat artirdig1 bildirilmistir (52).

Siroz, karacigerdeki hasarin devamliliiyla gelisen, neredeyse geri doniissiiz ve

karaciger fonksiyonlarinda belirgin bozulmalara yol acan kronik ve ilerleyici bir
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hastaliktir. Temel sebebi karacigerdeki kronik fibrozistir. Bu siiregte, saglikli karaciger
dokusu yerini zamanla fibroz skar dokusuna birakmakta ve organin normal fizyolojik
islevlerini 6nemli 6l¢iide engellemektedir (53). Karacigerdeki hasara karsi koymak i¢in
devreye giren rejenerasyon-reperasyon sistemi lipotoksik hepatositlere baskin
gelemeyince etkili onarim gerceklesemez. Hasardaki anormal artis ve onarim
sistemindeki bozukluklar hatali onarimlara ve dolayisiyla karacigerde anormal fibroz
doku birikimine yani siroza komplike olur. NASH, erken miidahale edilmezse siroza
doniisebilir (54).

HK, diinya genelinde en sik goriilen malign neoplazilerden biri olup, dnemli bir
kiiresel saglik sorunu olarak 6ne ¢ikmaktadir. Her ne kadar viral hepatit enfeksiyonlart ve
kronik alkol tiiketimi HK gelisiminde geleneksel risk faktorleri arasinda kabul gérmeye
devam etse de, son yillarda NAFLD bu kanserin giderek artan baslica etiyolojik

nedenlerinden biri haline gelmistir (55).

2.10. NAFLD Risk Faktorleri

NAFLD’nin en yaygin risk faktorleri arasinda obezite, Tip 2 diyabet, dislipidemi,
sedanter yasam ve genetik yatkinlik yer almaktadir (16) . Obezitenin NAFLD risk faktorii
olmasi baglaminda; 21 c¢alismanin meta analizinin yapildigi bir arastirmada obez
bireylerin NAFLD gelistirme riskinin {i¢ buguk kat fazla oldugunu ve viicut kitle indeksi
ile arasinda agik bir doz bagimli iliski oldugu sonucuna varilmistir (56).

T2DM hastalarinda genellikle insiilin direnci goriilmekte olup, bu bireyler siklikla
obezite, dislipidemi ve yiikselmis karaciger enzim diizeyleri ile karakterizedir. Ayrica,
viicut kitle indeksinden bagimsiz olarak hepatik yag birikimi egilimleri bulunmaktadir.
Nitekim T2DM’ un NAFLD'nin siddeti, NASH'e ilerleme, ileri fibrozis ve HK gelisimi
ile yakindan iligkili oldugu da bildirilmistir (57,58).

Sedanter yasam tarzinin, bagirsak mikrobiyotast bozuklugu, asir1 yaglanma,
T2DM, insiilin direnci gibi faktorleri beraberinde barindirdigr bilinmektedir. Bagirsak
mikrobiyotasinda ki dengesizlik, artmis instilin direnci, sistemik inflamasyon, obezite ve
T2DM; NAFLD ile sonuglanabilir. Sedanter yasam tarzi ve kotii beslenme
aliskanliklarinin degistirilmesinin NAFLD tedavisi i¢in dnemli bir rol oynadig: klinik
kanitlar ile desteklenmektedir (59,60).

NASH gelisimiyle iligkilendirilen ¢esitli genetik risk faktorleri tanimlanmistir.
Bunlar arasinda en iyi arastirilani, hepatositlerdeki lipit damlaciklarinin lipolizini

etkileyen PNPLA3 genindeki tek niikleotid polimorfizmidir. Bu genin 1148M varyanti,
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proteazomal yikima kars1 direngli olup lipit damlaciklarinda birikerek lipolizin isleyisini
olumsuz etkiler. Dikkat ¢ekici olarak, bu varyantin neden oldugu NASH riski, obezite
varhiginda belirgin sekilde artmakta, bu da genetik yatkinlik ile c¢evresel faktorlerin

etkilesimini vurgulamaktadir (61-63).

2.11. NAFLD’de Klinik Ozellikler

NAFLD, genellikle belirgin bir belirti gostermeden ilerleyen sessiz bir hastaliktir.
Obezite, metabolik sendrom ve tip 2 diyabet gibi baz1 saglik durumlar1 gelisme riskini
Onemli Olgiide artirmaktadir.

NAFLD hastalarinin biiyiik bir kismi asemptomatik olmakla birlikte genellikle
baska nedenler i¢in yapilan tibbi degerlendirmeler sirasinda kesfedilir. Bazi bireylerde
halsizlik, sag iist kadranda rahatsizlik hissi, karaciger biiyiimesi (hepatomegali), akantosis
nigrikans ve ciltte lipom benzeri olusumlar gibi semptomlar gézlemlenebilmektedir (64).

Tip 2 diyabetli bireyler iizerinde yiiriitiilen bir calismada, NAFLD tanist konulan
hastalarda, NAFLD olmayanlara kiyasla periferik vaskiiler hastalik, koroner arter
hastalig1 ve serebrovaskiiler hastaliklarin daha yaygin oldugu belirlenmistir (65).

NAFLD’li bireylerde laboratuvar bulgularinda siklikla ALT ve AST enzim
diizeylerinde hafif—orta derecede artis goriilebilir; ancak bu enzimler normal sinirlarda da
olabilir. ALT AST’ye gore cogunlukla daha yiiksektir ancak fibrozis ilerledikce
AST/ALT orani artig egilimi gosterebilir. GGT de siklikla yiikselir ve ylikselmesi daha
yiiksek fibroz riski ile iliskilendirilmistir (7,66). Patogenezde insiilin direncinin
katkisindan dolayi aglik glikozu ve HbA1c degerlerinde artis ve triagilgliserol yiiksekligi
ile HDL distikliigii gibi dislipidemik bir profil de sik karsilagilan biyokimyasal
bulgulardir. ileri evrelerde trombosit sayisinda azalma ve INR’de uzama gibi fibrozis

gostergeleri de ortaya cikabilir (67).

2.12. NAFLD’de Tam Yontemleri

NAFLD tanisinda, klinisyenler hastanin ayrintili tibbi Oykiisiinii alir, fiziki
muayene yapar ve ¢esitli laboratuvar ile goriintiileme testlerinden yararlanir. NAFLD nin
tanisi; karacigerde yag birikiminin diger olasi nedenlerinin ekarte edilmesiyle konur.
NAFLD ile NASH arasindaki ayrimin yapilabilmesi amaciyla genellikle kan testleri,
ultrasonografi, manyetik rezonans elastografi (MR) gibi goriintiileme ydntemleri ve
gerektiginde karaciger biyopsisi uygulanir. Karaciger biyopsisi, inflamasyon ve fibrozis

diizeyini degerlendirerek NASH tanisinda 6nemli bir yontemdir (2).
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NAFLD tanisinda laboratuvar testleri, hastaligin seyrine iligkin énemli ipuglar
sunar. Serum aminotransferaz diizeyleri (AST ve ALT) genellikle hafif-orta derecede
art1s gosterebilir; ancak bu degerler spesifik degildir ve normal sinirlarda da olabilir. ALT
diizeyleri genellikle AST'ye gore daha yiiksektir ve NASH'ta basit steatoza kiyasla daha
belirgin artig gosterir. Bununla birlikte, yiiksek ferritin ve transferrin doygunlugu da
NAFDL’l1 bireylerde sik gozlemlenen bulgular arasindadir. Alkalen fosfataz (ALP)
diizeyleri normal {ist smirin birka¢ katina kadar ¢ikabilirken, ilerlemis hastalik
durumlarinda alblimin, bilirubin ve pihtilasma parametreleri gibi diger biyokimyasal
gostergeler de tani siirecinde yol gdsterici olabilir. Ozellikle siroz gelisen olgularda,
uzamis protrombin zamani, trombositopeni ve ndtropeni gibi hematolojik degisiklikler
goriilebilir (66,68).

Karaciger yaglanmast; ultrason, bilgisayarli tomografi (BT) ve MR yontemleriyle
noninvaziv bi¢cimde degerlendirilebilir. Ultrason ve BT, karacigerin en az %20’si
yaglandiginda giivenilir sonug verirken, MR %35 oranindaki yaglanmay1 saptayabilir fakat
maliyeti daha yiiksektir. NAFLD tanis1 goriintilleme ile konulabilse de, steatoz,
hepatositlerde balonumsu dejenerasyon, lobiiler inflamasyon ve fibrozisi kapsayan
NASH tanisi i¢in halen karaciger biyopsisi altin standarttir. Serum ALT diizeyleri diisiik
duyarliliga sahip olmakla birlikte, NASH tanisinda halen yaygin olarak kullanilmaktadir.
Gelistirilmekte olan biyobelirtegler ve goriintilleme teknikleri bu alanda umut
vadederken; FIB-4 skoru ve elastografi gibi yontemler ileri fibrozisi belirlemede yiiksek
negatif prediktif degere sahiptir (16).

NAFLD’de karaciger fibrozisinin noninvaziv olarak degerlendirilmesinde en
yaygin kullanilan yontemlerden biri Gegici Elastografi (FibroScan)’dir. Bu yontem diisiik
frekansli titresimler ile karaciger dokusunda olusturulan elastik dalgalarin yayilim hizini
Olgerek karaciger sertligini kilopaskal (kPa) cinsinden hesaplar. Karaciger dokusunun
sertligindeki artis, fibrozis derecesi ile yakin iligkilidir ve 6zellikle ileri fibrozisi (F3-F4)
dislamada yiiksek negatif prediktif deger sunar. Ayrica fibroScan cihazi, fibrozis
6l¢iimiiniin yani sira karaciger yaglanmasini kantitatif olarak degerlendirmeye de imkan
tanir boylece ultrasonografiye kiyasla hafif ve orta diizey steatozu saptamada daha ytiksek
duyarliliga sahiptir. Noninvaziv olmasi, uygulanmasinin hizli ve kolay olmasi, yiiksek
tekrarlanabilirlik sunmasi ve hastaligin izleminde biyopsiye pratik bir alternatif
olusturmasi fibroscan1 avantajli kilar (69). Fakat bununla birlikte, obezite, inflamasyon,

karaciger konjesyonu gibi faktdrler Ol¢lim sonuglarinda sapmalara neden
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olabileceginden, degerlendirmenin klinik bulgular ve diger testlerle birlikte

yorumlanmasi gereklidir (70).

2.13. NAFLD Tedavisi

NAFLD ve iliskili hastaliklarin tedavisi genellikle birden fazla basamakli bir
yaklagimla gerceklestirilir. Bu siirecte yasam tarzi degisiklikleri, kilo kayb1 (konservatif
ve cerrahi) ve ilag tedavisini iceren ¢ok yonlii miidahale stratejileri 6n plandadir (68).

NAFLD tedavisinde hekimler genellikle saglikli bir diyet kilo kaybini
onermektedir; ¢iinkii saglikli bir diyet ve kilo kaybi, karacigerdeki yag birikimini,
inflamasyonu ve fibrozisi azaltmada etkili olabilir. Ayrica giinlimiizde tedavi i¢in
onaylanmis spesifik bir farmakolojik tedavi bulunmamaktadir (68).

NASH tedavisinde ila¢ kombinasyonlar1 genellikle ampirik olarak belirlenmekte
ve metabolik etkili ajanlarla antiinflamatuar veya antifibrotik bilesiklerin birlestirilmesi
hedeflenmektedir. Ancak, hastaligin patogenezine dair yeterli terapotik bilgi birikimi
heniiz olusmamuistir. Bu nedenle, olabildigince fazla patojenik mekanizmay1 ayni tedavi
stratejisinde hedefleme egilimi vardir. Hayvan modellerinde umut verici sonuglar elde
edilse de, tiim hastalarin ayn1 histolojik bulgulara ragmen benzer patogenez siireglerine
sahip oldugu varsayimi, kigisellestirilmis tedavi uygulamalarini kisitlamaktadir.

Gilintimiizde bireye 6zglii NASH tedavileri halen klinik olarak uygulanabilir degildir (16).

2.14. Yag Asitleri

Yag asitleri, hidrojen ve karbon atomlarindan olusan uzun bir hidrokarbon zinciri
ile terminalde yer alan bir karboksil grubundan (-COOH) meydana gelen organik
bilesiklerdir. Serbest formda bulunabildikleri gibi triagilgliseroller, fosfolipitler ve
kompleks lipitlerin yapisinda da bulunabilirler. Bu lipitler ve yag asidi bilesenleri dogada
yaygin olarak bulunmaktadir ve triagilgliseroller, dolayisiyla yag asitleri, insanlarda diyet
yagina ana katkida bulunan bilesenlerdir. Saglikli bir insanda, diyetle tiiketilen yag
asitlerinin ¢cogu (%95'ten fazlasi) sindirim ve emilim siiregleriyle kan dolagimina ulasir.
Bunun yani sira yag asitleri ayrica insan viicudunda, glikoz gibi lipit olmayan 6nciillerden
veya diger yag asitlerinden de sentezlenebilir. Fakat diyetle alinmasi zorunlu olan
esansiyel yag asitleri (linoleik asit ve a-linolenik asit) insan viicudunda sentezlenemez.
Yag asitlerinin insan viicudunda enerji kaynagi olarak kullanilma, hiicre zar1 yapisinda
bulunma, 1s1 yalitim1 ve koruma, vitamin emiliminde rol oynama gibi birgok islevi vardir

(71,72).
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Yag asitleri; karbon zincir sayis1 ve doymusluk derecesine gore ¢esitli siniflara
ayrilir. Karbon zincir uzunluguna gore kisa zincirli (<6 karbon ), orta zincirli (6-12
karbon), uzun zincirli (13-21 karbon), cok uzun zincirli yag asitleri ( >21 karbon) seklinde
siniflandirilir. Doymusluk derecesine gore doymus yag asitleri, tekli doymamis yag
asitleri, coklu doymamis yag asitleri seklinde siniflandirilir. Doymus yag asitlerine 6rnek
olarak palmitik asit, stearik asit verilebilir. Doymus yag asitleri hig ¢ift bag icermez. Oleik
asit tekli doymamis yag asididir bir ¢ift bag igerir. Linoleik asit, arasidonik asit ¢oklu
doymamis yag asididir, birden fazla ¢ift bag igerir.

Dogada bitkilerde, hayvan dokularinda, mikroorganizmalar ve deniz canlilarinda
birgok yag asidi bulunur (72). insan viicudunda genel olarak 20-30 farkli tiirde yag asiti
bulunmaktadir. .Bunlardan 8-12 tanesi beslenme acisindan énemlidir. Insan serumunda
ve plazmasinda yag asitleri, serbest (non-esterified) veya esterlenmis formda bulunurlar.
Dolagimda albiimin araciligiyla taginirlar. Plazmada en yaygin bulunan yag asitleri
sunlardir:

e Oleik asit (C18:1, n-9) — En bol bulunan tekli doymamis yag asididir.

e Palmitik asit (C16:0) — En yaygin doymus yag asididir.

e Linoleik asit (C18:2, n-6) — En bol bulunan ¢oklu doymamis (omega-6) yag
asididir.

e Stearik asit (C18:0) — Doymus yag asidi olarak serumda 6nemli miktarda
bulunur.

e Palmitoleik asit (C16:1, n-7) — Serumda orta diizeyde bulunan bir MUFA
(Tekli Doymamis Yag Asidi) ’dir.

e Arasidonik asit (C20:4, n-6) — Hiicre zarlarinda ve inflamatuvar yanit
stireglerinde rol oynayan PUFA (Coklu Doymamis Yag Asidi)’dir.

e FEikosapentaenoik asit (EPA, C20:5, n-3) ve dokosaheksaenoik asit (DHA,
C22:6, n-3) — Omega-3 yag asitleri olarak diisiik miktarda bulunur ancak
fizyolojik etkileri biiytiktiir (71,72).

Bu yag asitlerinin plazma ve serumdaki miktarlari; beslenme, metabolik durum,

yas ve hastalik gibi faktorlerden etkilenebilir.

2.15. Yag Asitleri ve NAFLD

NAFLD hem kanda hem de karaciger dokusunda lipit tiirlerinin 6nemli 6l¢iide

artmastyla karakterizedir. Lipit dengesinin bozulmasi kolesterol esterleri, TAG,
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diacilgliserol ve sfingomiyelinlerdeki degisikliklerden olusur (73). Karacigerde yag
birikimine neden olan ii¢ yol vardir: adipoz dokudan lipoliz ile YA akisi, DNL ve diyet
ile yag alim1. NAFLD’de hem serum hem karaciger dokuda asir1 yag asidi birikimi oldugu
bilinmektedir, normal fizyolojik sartlarda karacigere gelen yag asitleri enerji liretimi i¢in
okside edilir veya TAG’a donistiiriilerek lipoproteinlerle dolagima verilir. Ancak
NAFLD’de bu mekanizmalarda aksakliklar olur ve bunun sonucunda asir1 lipit birikimi
olur (9,30).

Yag asitleri, cogu lipit siifin1 olusturan ve Ozelliklerini belirleyen temel
bilesenlerdir. Onceki lipidomik ¢aligmalar, NAFLD hastalarinda karacigerin yag asidi
profilinde; ozellikle palmitik asit, palmitoleik asit ve oleik asit gibi doymus ve tekli
doymamig yag asitlerinin artisi ile karakterize belirgin degisiklikler oldugunu ortaya
koymustur. Buna karsin, uzun zincirli coklu doymamis yag asitlerinin (6rnegin arasidonik
asit, EPA ve DHA) diizeylerinde azalma ve n-6/n-3 oraninda artis gibi, PUFA bilesiminde
de bozulmalar bildirilmistir (73-75).

Ek olarak NAFLD hastalarindaki plazma yag asidi diizeyleri ¢esitli lipidomik
calismalarda degerlendirilmistir (76-78). 2017' de Feng ve arkadaslarinin yaptig
calismada NAFLD’de incelenen tim serbest yag asitleri tiplerinin serum
konsantrasyonlarinin daha yiiksek oldugu ve zayif veya kilolu NAFLD hastalarinda
toplam serbest yag asitleri arasinda dnemli bir fark olmadig belirtilmistir (77). Ayrica,
ayni ¢aligmada NAFL hastalarinin yalnizca en yliksek serum YA miktarlarini degil, ayn1
zamanda saglikli kontrollere kiyasla onemli 6l¢iide daha yiiksek miristik asit, palmitik
asit, palmitoleik asit, oleik asit sergiledigi ortaya koyulmustur. Bu yiikseklik zayif
NAFLD hastalarinda da goriilmiistiir (77).

2.16. Albiimin ve NAFLD

Albiimin karacigerde sentezlenen 66,5 kDa molekiil agirlifina sahip ve 585
aminoasitten olusan bir proteindir. Yiiksek ¢oziiniirliikli X-151m1 kristalografisi yapilari,
albliminde ii¢ baskin alan gostermektedir ve bunlar genellikle alan I, alan II ve alan III
olarak numaralandirilmaktadirlar. Her alan a ve b olmak iizere iki alt alana ayrilir (79,80).

Albliminin molekiillerin tasinmasi, onkotik basincin korunmasi, antioksidan
savunma, antiinflamatuvar etki ve endotelyal stabilizasyon gibi 6nemli islevleri vardir.
Ayrica ilaglar, hormonlar, bilirubin, metal iyonlar1 (Ca?*, Cu?*, Zn?>*, Na*, K%),
endotoksinler ve yag asitleri gibi pek ¢ok endojen ve eksojen molekiil albiimine reversibl

veya kovalent olarak baglanarak tasir. Bu nedenle albliminin baglanma fonksiyonu,
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dolasimdaki molekiillerin biyoyararlanimini, metabolik doniigiimiinii ve dokulara
dagilimin etkilemektedir (79,80).

Albiiminin en bilinen iki majér baglanma bolgesi Sudlow Bolgesi I (site 1) ve
Sudlow Bolgesi II (site II) olarak adlandirilir. Albiiminin ITIA bdlgesinde yer alan site I
Ozellikle warfarin gibi aromatik karboksilik ilaclar1 baglar, III A bdlgesinde bulunan site
II ise benzodiazepinler, ibuprofen gibi hidrofobik ilaclara yiiksek afinite gosterir. Bu iki
major bolgeye ek olarak albiiminin yiizeyinde ve hidrofobik i¢ cukurlarinda ¢ok sayida
mindr baglanma bolgesi tanimlanmistir (79-81).

Yag asitlerini baglama fonksiyonu bulunan albiimin molekiilii yedi adet yag asidi
baglama bdlgesine sahiptir. Bu bolgelerden {igii yiiksek afinite (FA1, FA2, FA3) geri
kalan dort bolge ise orta—diisiik afinite gostermektedir. Albliminin yag asitlerini baglama
mekanizmasi, dolasimdaki serbest yag asidi konsantrasyonlarini tamponlama, taginabilir
formda tutma ve hedef dokulara kontrollii iletiminin saglamasi agisindan onemlidir
(79,81).

NAFLD hastalarinda biriken yag molekiillerinin ana kaynagi yag dokudur.
Patagoneze bakildiginda insiilin direnci hastalikta énemli yer tutar. Insiilin direncinden
dolay1 inhibe edilemeyen lipoliz sonucu kanda serbest yag asidi diizeyi artar. Artan yag
asitlerinin bircogu 6zellikle orta ve uzun zincirli yag asitleri kanda albiimine bagli olarak
tasindigindan, albliminin yag asidi baglama kapasitesi hepatik yag yiikiiniin
belirlenmesinde 6nemli rol oynayabilir. Albiiminin bu tasima fonksiyonundaki
degisimler, hepatositlere ulasan yag asidi miktarini etkileyerek karaciger yaglanmasini ve
lipotoksisiteyi artirabilir (10).

Serum albiimin degeri kanser, iskemi, romatoid artrit, glisemik kontroliin
izlenmesi gereken hastaliklar dahil olmak {izere birgok hastaliin degerli bir
biyobelirtecidir, ayrica hipovolemi, sok, yaniklar, kanama, hemodiyaliz, akut karaciger
yetmezligi, kronik karaciger hastaligi, hipoalbliminemi, beslenme destegi dahil olmak
tizere bir c¢ok hastalikta tedavi amach kullanilmaktadir (79). Karaciger calisma
fonksiyonunu gosteren bir belirte¢ olmasindan kaynakli karaciger yetmezligi ve
hasarinda albiimin seviyeleri diismektedir. Karaciger yaglanmasinin ileri evrelerinde
alblimin seviyesinde diisiisler goriilmektedir fakat bu diisiis hastaligin ilk agsamalarinda
gbzlenmeyebilir (10). Albiimin dahil olmak {izere karaciger fonksiyonunu gosteren diger
gostergeler anormal hale geldiginde karaciger fibrozu zaten meydana gelmistir. Bu

nedenle sadece albiimin diizeyine bakarak karaciger hasarini erken donemde tespit etmek
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miimkiin degildir. Bu durum, NAFLD’de erken tani i¢in fonksiyonel belirteclere ihtiyag
duyuldugunu gostermektedir.

Alblimin baglama kapasitesi (ABiC), albliminin dansilsarkosine (DS) site II'ye
0zgii baglanmas1 prensibinden faydalanilarak Olgiilebilir. ABiC’ ye ek olarak yapilan
caligmalarda albliminin metal iyonlarin1 baglama prensibinden faydalanilarak kobalt
baglama kapasitesi de dl¢iilmiistiir. Karaciger yetmezligi, siroz, karaciger yaglanmasi
durumlarinda albiiminin kobalt baglama kapasitesinde ve ABiC’de kontrol gruplarina
gore diisiikliik oldugu yapilan ¢aligmalar sonucunda bulunmustur (10). Bunlara ek olarak
albiiminin yag asidi baglama kapasitesi ile ilgili laboratuvar kosullarinda glikoz ile inkube
ederek ve T2DM hastalarda calismalar yapilmistir ve glikozile albliminin yag asidi
baglama kapasitesinde diisiikliik oldugu bulunmustur (11). Albiiminin uzun zincirli yag
asidi baglama yetenegi, elektron paramanyetik rezonans (EPR) teknikleri kullanilarak
oOlgiilebilir (14). NAFLD’li hepatitli, sirozlu hasta gruplariyla yapilmis bir calismada hem
NAFLD hem de hepatit hastalari, saglikli goniilliillere kiyasla onemli dlgiide azalmis
albiimin yag asidi baglama kapasitesi ve yag asidi baglanma afinitesi gostermistir (13).
Bu bulgular, albliminin fonksiyonel 6zelliklerindeki degisimin karaciger hastaliklarinda

erken biyobelirteg olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.
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3. MATERYAL METOT

3.1. Materyal

Kimyasallar: Kloroform (% 99.8, HPLC Grade) Lab-Scan (irlanda). Kloroform
(% 99.8), metanol, asetik asit (% 96) Merck KgaA, Darmstad (Almanya). Etanol,
metanol, n-hekzan, toluen Sigma Aldrich GmbH, Steinheim (Almanya). n-Biitanol,
glasial asetik asit Carlo Erba Reagents (Fransa). Hidroklorik asit (% 38), orto-fosforik
asit (%85) J. T. Baker (Hollanda). Dietil eter (% 99) Sigma Aldrich (Almanya).

Reaktif ve diger materyaller: Sodyum hidroksit, sodyum dihidrojen fosfat Merck
(Almanya). Disodyum hidrojen fosfat dihidrat, Bakir II siilfat 5-hidrat Sigma-Aldrich
(Almanya). 25 TLC Plates 20 X 20 Silica gel 60 Merck (Almanya). Twin Through
Chamber CAMAG Scientific Inc. (Wilmington N. C. ABD). Disposable Micropipettes 1
mL Eppendorf (Ingiltere) ve Ergoone (Almanya). 2-20 uL Micropipettes BrandTech
Scientific, 5-10 mL’lik cam pipet Iso-Lab(Almanya). Inc. 3.0 mL 5.4 mg EDTA igeren
tiip BD-Polymouth (Ingiltere). Vida kapakli tiip 10 X 1.5 cm. 20 X 1.5 Vida kapakl tiip.
1.5 mL. Mikrosantrifiij tiipii IsoLab (Almanya). Azot gaz1 Habas (Tiirkiye).

Makine Techizat: Sogutmali Santrifiij: Hettich Universal 320 R (Almanya).
Mikrosantrifiij: Netheler-Hinz GmbH (Almanya). Etiiv: Binder (ABD). Su banyosu:
PMC series 300 Bath San Diego (Kaliforniya). Su Banyosu: Kéttermann Labortechnik
(Almanya). Roller Mikser: Medispec (ABD). Spektrofotometre: Shimadzu UV-1800-
240V (Japonya). Vorteks: Velp Scientifica (italya). Sa¢ Kurutma Makinesi: Premier Prh
03 1200W (Tiirkiye). pH metre: WTW xylem brand (Almanya).

Programlar: Genetools SynGene. SPSS (Statistical Package for Social Sciences).
Microsoft Office Excel 2007.

3.2. Kontrol ve Hasta Gruplarinin Belirlenmesi ve Numunelerin Toplanmasi

Power analizi sonucunda, I. Tip hata miktar1 (alfa) 0.05, alternatif hipotez (H 1)
iki yonlii, testin giicii (1-beta) 0.8 ve etki biiyiikliigii 1.012 iken bagimsiz gruplarda t-testi
kullanilarak anlamli bir fark bulunabilmesi i¢in gerekli olan 6rneklem biiytikligl grup
bazinda en az 17 (toplamda 34) dngoriisiiyle 40-60 yas aras1 non-alkolik yaglh karaciger
hastalig1 olan 20 kisi (hasta grubu) ve non-alkolik yagl karaciger hastaligr olmayan 20
kisi (kontrol grubu) kadin ve erkek goniillii calismaya dahil edildi. ilgili hesaplamalar,

Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik ve Tip Bilisimi Anabilim Dal1 tarafindan
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gelistirilen WSSPAS: Web- Based Sample Size &amp; Power Analysis Software aract
kullanilarak yapildi. Calismaya dahil edilecek kisi sayisinin belirlenmesinin ardindan
Malatya Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan 12.10.2022 tarihli 2022/101 nolu karari ile
etik kurul onay1 alindi.

Kan numuneleri hasta grubu icin Turgut Ozal Tip Merkezi Gastroenteroloji
Anabilim Dal1 Endoskopi Unitesine ve Hepatoloji Poliklinige basvuran ultrason ve/veya
fibroscan yontemi ile yagli karaciger tanisi almis 40-60 yas aras1 20 kisiden (10 erkek 10
kadin) toplandi. Kontrol grubu i¢in 40-60 yas aras1 35 goniillii saglikli kisiye (15 kadin
ve 20 erkek) ultrason ve/veya fibroscan yontemi ile bakilarak karacigerlerinde yaglanma
olmadigina bakildi. Karaciger yaglanmasi tespit edilen 5 kadin 10 erkek kontrol grubuna
dahil edilmedi. Calismaya katilan non alkolik yagl karaciger tanist alan bireylerin ve
kontrol grubundaki bireylerin yas, cinsiyet, viicut kitle indeksi gibi baz1 6zellikleri, sigara
kullanimi, ila¢ kullanimi ve varsa ek hastaliklari kaydedildi. Calismaya katilan tim
bireylere goniilli onam formlar1 okutulup gerekli bilgilendirmeler yapildi. Her bir
katilimcidan, biyokimyasal ve hormonal analizler i¢in {i¢ adet jel seperatorlii serum
tiipiine (sar1 kapakli, pihtilastirici ve jel igeren vakumlu tiip; 6rn. BD Vacutainer® SST™,
5 mL) ve HbAlc analizi amaciyla bir adet antikoagiilan (EDTA) igeren mor kapakli tiipe
vendz kan 6rnegi alindi. Numuneler hasta grubu icin H1, H2, ..... H20, kontrol grubu i¢in
K1, K2, .... K20 seklinde kodlandi. Calismada kan 6rneklerinin serum kismi kullanildi.
Tiim kan numuneleri 16.04.2024-24.07.2024 tarihleri arasinda toplandi.

3.3. Biyokimyasal Analizler ve Serum Numunelerinin Saklanmasi

Hasta ve kontrol gruplarinin numune toplama islemi tamamlaninca, jelli
biyokimya tiipleri oda sicakliginda yaklasik 20—30 dakika bekletilerek kanin pihtilagmasi
saglandi. P1iht1 olusumunun ardindan tiipler 3.000 rpm’de 10 dakika (Hettich/Almanya)
santrifiij edilerek, iistte ayrisan serum fazi dikkatlice ayrildi. Olgiimii yapilacak
parametreler Inonii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi Biyokimya Merkez
Laboratuvar1 ve Mikrobiyoloji Laboratuvari ¢alisildi.

e hs-CRP diizeyleri Mikrobiyoloji Laboratuvarinda nefelometrik yontemle,
Siemens marka Dade Behring BN-II model cihazda,

e ALT, AST, GGT, kan glikozu, bilurubin, albiimin, HDL, LDL, trigliserit
diizeyleri Biyokimya Merkez Laboratuvarinda

e [Insiilin diizeyi Biyokimya Merkez Laboratuvarimda

e HbAIc diizeyi Merkez Laboratuvarinda dl¢iildii.
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Yukaridaki biyokimyasal parametreler ¢aligildiktan sonra kalan serum numuneleri
calisma giinline kadar 500 pL’lik kisimlara boliinerek -80°C’de saklandi. Yag asidi
analizleri ve ince tabaka kromatografisi analizlerinin saklandig: tiiplere antioksidan
olarak %1°lik 100 mL BHT (2.6-di-tersiyer-biitil-4-hidroksitoluen) (%99 saflikta Sigma-
Aldrich, Almanya) c¢ozeltisi eklendi ve azot gazi altinda uguruldu. Floresan 6lgiimde

calisilacak numunelere BHT eklenmedi.

3.4. Serumdan Albiimin Seperasyonu

Serumdan alblimin seperasyonu i¢in literatiirde kullanilan bir¢ok metot vardir.
Bunlar1 su sekilde siralayabiliriz; amonyum siilfat (AS) presipitasyonu, 1s1-sok yontemi,
etanol ile plazma fraksiyonlama, kromatografik metotlar (kolon, affinite),
aseton/trikloroasetik asit presipitasyonu (82—84). Bu calismada serumdan albiimin
seperasyonu i¢in amonyum siilfat prensibine dayanan iki farkli metot; iki asamali
amonyum siilfat presipitasyonu (AS2) ve dort asamali amonyum siilfat presipitasyonu
(AS4) ve affinite kromotografisine dayanan kit yontemi karsilagtirildi. AS2 metodunun

deneylerde kullanilmasina karar verildi.

3.4.1. Amonyum Siilfat Presipitasyonu

Amonyum siilfat presipitasyonu, proteinlerin suda ¢oziiniirliiklerini azaltarak
cokeltilmesini saglayan klasik bir fraksiyonlama yontemidir. Bu yontemin temelinde,
¢ozeltideki tuz konsantrasyonunun artirilmasiyla su molekiillerinin protein yiizeyindeki
hidrofilik gruplarla etkilesiminin azalmasi1 yatar. Amonyum siilfat gibi yiiksek
¢oziinlirliikli tuzlar, ¢ozeltideki serbest su molekiillerini baglayarak proteinler arasindaki
hidrofobik etkilesimleri artirir ve bu durum proteinlerin agregasyonuna ve ¢ékmesine
neden olur. Her proteinin izoelektrik noktasi, yiizey 6zellikleri ve hidrofobik alanlarinin
dagilimi farkli oldugundan, ¢okelme esigi yani tuz doygunluguna karsi1 duyarhiligi da
farklilik gosterir. Belirli doygunluk seviyelerinde (6rnegin %40, %60, %80) kademeli
¢oktiirme ile belirli protein fraksiyonlari ayrilabilir. Ozellikle albiimin gibi nispeten
yiiksek ¢oziiniirliikte kalan proteinlerin daha diisiik doygunluklarda siipernatant olarak
kalmasi saglanabilirken, globulin benzeri proteinler daha erken ¢dker (85). Bu yontem
ozellikle albiimin gibi bol bulunan serum proteinlerinin 6n saflastirilmasinda sikga tercih
edilmektedir (86,87). Amonyum siilfat, yiiksek ¢Oziniirliigii, proteinleri denatiire
etmeden ¢oktlirmesi ve kolay uzaklastirilabilir olmasi nedeniyle tercih edilen bir tuzdur.

Islem sonrasi ¢dken protein fraksiyonlari santrifiijle ayrilir ve amonyum siilfatin
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uzaklastirilmasi amaciyla genellikle diyaliz veya ultrafiltrasyon gibi yontemler kullanilir
(88). Bu teknik, biyolojik drneklerde protein konsantrasyonunu artirmak, on saflastirma
yapmak veya bazi durumlarda inhibitorleri uzaklastirmak i¢in de kullanilir.

Cozeltilerin Hazirlanmast;

Doygun (4.1 M) amonyum siilfat ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 54.1 g AS tartilip
yaklagik 30-40 mL distile su eklendi. AS katisinin ¢oziilmesini saglayacak sekilde
kademeli olarak distile su miktar1 artirildi (89). Son hacim 100 ml’ye tamamlanmadan
once 0.1 M NaOH ¢ozeltisi ile ¢ozelti pH’s1 7.4’e ayarlandi. Cozelti doygun oldugundan
altta bir miktar kat1 madde kalmas1 normaldir. Oda sicakliginda saklanabilir.

0.1 M 100 mL pH 7.4 sodyum- fosfat tamponunun hazirlanmasi: Na-fosfat
tamponu, sodyum dihidrojen fosfat monohidrat (NaH,PO,.H,O) ve disodyum hidrojen
fosfat dihidrat (Na,HPO,.2H,0) tuzlarinin uygun oranlarda karistirilmasiyla hazirlandi.
0.1 M derisimde ve pH 7.4 olacak sekilde 100 mL Na-fosfat tamponu hazirlamak i¢in
asagidaki adimlar izlendi.

e M NaH,PO, i¢in 1.37 g NaH,PO,.H,O tartildi 100 mL distile suda ¢oziilerek

hazirlandi.

e M Na,HPO, i¢in 1.78 g Na,HPO,.2H,0O tartildi 100 mL distile suda

¢Oziilerek hazirlandi.

e pH 7.4 elde etmek i¢in 61.7 mL 0.1 M Na,HPO, (bazik form) ve 38.3 mL 0.1

M NaH,PO, (asidik form) 6l¢iilerek karistirildi.

e Karisimm pH degeri pH metre ile 6l¢iildii, ¢ogunlukla pH 7.4’de oldugu

gozlendi. Gerekirse 0.1 M NaOH veya HCl ile kiiclik diizeltmeler yapildi.

e FElde edilen tampon ¢ozeltisi etiketlenerek +4 °C'de saklandi.

20 mM tris pH 9  tamponunun  hazirlanmasi: 0242 ¢
Tris(hidroksimetil)Jaminometan tartild1 ve lizerine 30-40 mL distile su eklendi. 1 M HCI
ile pH 9’a ayarlandi. Son hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlandi. 30 giine kadar +4’de
saklandi.

AS2 presipitasyonu: AS2 presipitasyonunda albiiminlerin ve globiilinlerin farkl
AS konsantrasyonunda presipitasyonu prensibinden faydalanilarak seperasyonu saglandi.
Metodun agamalar1 Sekil 3.1°de gosterildi (90). 1 mL serum 6rnegine ilk asamada 1.174
mL AS eklendi, 10.000 g’de 15 dk santrifiij edildi. Ilk asamada presipitat kisminda
globuinler ayrildi. Siipernatant kismina tekrardan 1.159 mL AS ilave edildikten sonra

santrifiijleme ile prespitat ve siipernatant ayrildi. Ikinci asamada presipitat kisminda
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albiimin serumdan ayrild1 (82,91). Elde edilen albiimin ve globiilin presipitatlar1 pH 7.4
Na-P tamponunda ¢o6ziildii. Presipitatlar SDS-PAGE elektroforezle ayrildi. Jel

elektroforezinde mevcut olan bantlarin fotodansitometrik analizi gerceklestirildi.

” ST
—

22°C’de 10.0000 g 15 dk
santifiij

1.159 mLAS

1.174 mL AS

\ 4

Ik
F

s

1 mL serum }; Presipitat ], siipernatant

(globulin)

22°C'de 10.0000 g
15 dk santifiij

=
Presipitat slipernatant
]— (albiimin)

Sekil 3.1. AS2 presipitasyon yontemi akis semasi

AS4 presipitasyonu: AS4 yonteminde kati AS kullanilir. Do6rt asamadan
olusmaktadir. Her bir asamada seruma ve siipernatanta eklenecek kat1 AS miktar1 Tablo
3.1.de belirtilmistir. Eklenen kati AS’den sonra her asamada numuneler 2 saat buz
inkiibasyonuna birakildi ve sonrasinda 4°C 10.000 g’de 15 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant ve presipitat kisimlari ayrildi. %40, %50 AS konsantrasyonlarinda presipitat
kisminda ¢cogunlukla globiilinler ayrildi. %70 AS konsantrasyonunda numunede bulunan
globiilinler ve diger proteinler Onceki asamalarda presipite edilerek c¢ogunlukla
uzaklastirildig1 i¢in albiiminin daha yogun bulundugu bir fraksiyon elde edildi (83).
Presipitatlar 20 mM Tris ( pH 9) tamponunda ¢oziilerek SDS-PAGE elektroforezle

ayrildi. Jel elektroforezinde mevcut olan bantlarin spot analizi yapildi.
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Tablo 3.1. 100 ml serumdan albiiminin amonyum siilfatla ¢oktiiriilmesi

9% AS konsantrasyonu Baslangic hacmi  Eklenen AS (g)  Son hacim (ml)
(ml)

%40 100.00 23 83.30

%50 83.30 4.6 76.50

%60 76.50 4.72 66.40

%70 66.40 4.25 60.00

3.4.2. Cibacron Blue Affinite Kromatografisi (CBAK)

Cibacron Blue affinite kromatografisinde sabit faz, kovalent olarak bagli Cibacron
Blue F3GA boyasi iceren ¢apraz bagl bir agar jeldir. Alblimine yiiksek bir affinite ile
baglanmaktadir. Daha ¢ok serum numunelerinden albiiminin uzaklastirilmasinda
kullanilmaktadir. Ancak kolon kisminda cibacron blue tarafindan tutulan albiimin daha
sonra tekrar eliie edilebilir (92,93). Bu amagla kullanilan bu kitin kolon basina serum
kapasitesi 0.1 ml albiimin kapasitesi 5 mg’dur.

Cozeltilerin hazirlanmasi;

20 mM Fosfat Tamponu (pH 7.0) 100 mL: 15.5 mL 0.1 M Na,HPO, (bazik form),
4.5 mL 0.1 M NaH;PO, (asidik form) élgiilerek karistirildi. Karisimin pH’s1 pH metre ile
6lciildii pH 7.0’a ayarlandi. Karigimim hacmi 100 ml’ye tamamlandi.

Seyreltilmis serumun hazirlanmasi: 100 pL serum numunesine 400 uL 20 mM
fosfat tamponu eklenerek serum numunesi seyreltildi.

2X Laemli Buffer: Burada kullanilan Laemli buffer kolondan albiimini ¢ikarmak
i¢in kullanilacagi i¢in gliserol (yogunlugu artirict), bromofenol mavisi (gorsel izleyici) ve
B-merkaptoetanol (rediikleyici ajan) olarak kullanilmamistir. Boylece, ¢ozeltinin sadece
SDS ile denatiirasyon saglayan ve indirgenmemis protein Ornekleriyle uyumlu bir
versiyonu elde edilmistir. 0.39 g Tris-HCl ve 1 g SDS tartild1 yaklagik 10 mL distile suda
¢ozildi. pH, pH metre ile kontrol edilerek gerekirse HCI ile 6.8'e ayarlandi. Cozelti
distile su ile 25 mL’ye tamamland1 (94).

Serum numunesinin CBAK kitine uygulanmasi;

CBAK ile alblimin seperasyonu uygulanmasi sirasinda prospektiiste belirtildigi
gibi sirasiyla asagidaki asamalar takip edildi.

1. Mini kolon 5 mL’lik test tlipiine yerlestirildi. Re¢inenin yerlesmesi i¢in 5
dakika beklenildi.
2. Mini kolunun kapag: c¢ikarildi ve alt ucundan kirildi. Tekrar test tiipiine

konuldu.
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3. Kolonda yercekimi akisini baslatilmasi ve kalan tamponun kolondan
bosalmasi i¢in 2 dakika beklenildi.

4. Kalan tampon bosaldiktan sonra, mini kolon 2 x 1 mL 20 Mm fosfat tamponu
eklenerek yikandi.

5. Yikamadan sonra, kolon 2.0 mL’lik ependorf tiipe yerlestirildi. 10.000 g'de
20 saniye santrifiij edildi. Ependorf tiip atilarak kolon baska bir tiipe alind.

6. Mini kolona 300 pL seyreltilmis serum eklendi. 10.000 g'de 20 saniye
santrifiij edildi. Ependorf tiipte kalan sivi kisim albiimin igermeyen serum
numunesidir. Kolonda tutulan kisimda da albiimin bulunmaktadir.

7. Mini kolon baska bir ependorfa alinarak 400 pL 20 Mm fosfat tamponu ile
yikandi. 10.000 g'de 20 saniye santrifiij edildi. Kolon bagka bir tiipe konuldu.

8. Kolonda tutulan albiimini elde etmek i¢in 500 uL 2X Laemli buffer eklendi.
10.000 g'de 20 saniye santrifiij edildi. Santriflij sonrast ependorfta biriken
¢Ozelti icerisinde kolonda tutulan albiimin bulunmaktadir. Gerekirse bu

asama iki kez tekrar edilebilir.

3.4.3. Separe Edilen Kisimlarin Protein Miktar Analizlerinin Hesaplanmasi

Lowry yoOntemi, biyolojik orneklerde toplam protein miktarinin kolorimetrik
olarak tayin edilmesini saglayan, oldukca yaygin ve hassas bir analiz yontemidir (95,96)
. Ilk olarak Oliver H. Lowry ve arkadaslar tarafindan 1951 yilinda gelistirilmistir (95).
Yontem, proteinlerdeki peptid baglarmin, alkali ortamda bakir (Cu?*) iyonlari ile
komplekslesmesi (Biiiret reaksiyonu) ve ardindan olusan bu komplekslerin, Folin—
Ciocalteu reaktifi ile etkileserek mavi renkli bir kompleks olusturmasi esasina dayanir
(95,97). Bu renk degisimi, protein icerigiyle dogru orantilidir ve 750 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak ol¢iiliir (97).

Yontem, ozellikle tirozin, triptofan ve sistein gibi aromatik amino asit icerigi
yiikksek proteinler i¢in daha hassas sonuglar verir. Analiz sonucunda elde edilen
absorbans degerleri, bilinen konsantrasyonda hazirlanmis standart bir protein ¢ozeltisi
(genellikle sigir serum albiimini — BSA) kullanilarak olusturulan standart egri lizerinden
hesaplanir.

Lowry yontemi, yiiksek duyarliligi nedeniyle hiicre lizati, doku o6ziitleri veya
saflastirilmis protein fraksiyonlar1 gibi ¢ok ¢esitli biyolojik 6rneklerde protein miktarinin

tayini i¢in yaygin olarak tercih edilmektedir.
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Cozeltilerin hazirlanmast;

Alkali bakir reaktifi: 0.5 N 100 mL NaOH hazirlamak i¢in 2 g NaOH tartild1 distile
suda ¢oziilerek 100 mL’ye tamamlandi.10g Na2COs, 0.1 g potasyum tartarat ve 0.05 g
CuSO4 90 mL 0.5 N NaOH c¢ozeltisinde ¢oziiliip son hacim 100 mL’ ye tamamland1

Fenol ayiraci: 3.75 mL 2.0 N Folin Cioacaltue- Fenol ayiraci 63.75 mL distile suya
eklendi.

Protein standartinin hazirlanisi: Sigir serum albiimini kullanilarak 0.8 mg/mL, 0.7
mg/mL, 0.6 mg/mL, 0.5 mg/mL, 0.4 mg/mL, 0.2 mg/mL, 0.1 mg/mL, 0.0 mg/mL
konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler hazirlandi.

Lowry protein analizi agamalari;

1.Standart ¢ozelti ve numuneler kor hari¢ mikroplakadaki kuyucuklara 50 pL
eklendi. Kor i¢in ilk kuyucuga 50 pL distile su eklendi.

2.Kor, standartlar ve numuneler olmak iizere tiim kuyucuklara 50 pL bakir reaktifi
eklendi.

3.10 dakika karanlik ortamda inkiibasyona birakildi. Bu sirada 6l¢iim yapilacak
sprektrofotometre cihazi ( Biotek SYNERGY HTX Multi-mode reader (ABD)) 6lgiim
icin hazirlandi ve 750 nm’ye ayarlandi.

4.Inkiibasyondan sonra her bir kuyucuga 200 uL fenol reaktifi eklendi ve 55°C
etivde 5 dakika bekletildi. Ardindan 40 saniye oda sicakliginda sicakligin diigmesi
beklendi. Mikroplaka cihaza konularak okuma islemi yapildi.

3.4.4. Sepera Edilen Protein Kisimlarimin SDS-PAGE ile Elektroforetik

Ayirimi

Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi: Elektroforez, yiiklii
molekiillerin bir elektriksel alan etkisiyle sivi veya yar1 kati bir ortamda gé¢ etmesini
saglayan bir ayirma ve analiz yontemidir. Molekiillerin hareket hizi; elektriksel yiiklerine,
biiyiikliikklerine ve i¢inde bulunduklari ortamin o6zelliklerine baghdir. Elektroforez
siklikla biyolojik oOrneklerde protein, DNA ve RNA gibi makromolekiillerin
ayristirilmasinda kullanilir. Elektroforez yontemleri, jel ortami ve uygulanan kosullara
gore farklilik gosterir. Proteinlerin molekiiler agirliklarina gére ayrilmasini saglayan
SDS-PAGE bu yontemler arasinda en ¢ok kullanilanlardandir. SDS-PAGE 1970 yilinda
Laemmli tarafindan kurulmasindan bu yana diinya ¢apindaki laboratuvarlarda protein
analizi i¢in standart bir ara¢ olarak kullanilmistir. Bu teknikte proteinler, anyonik bir

deterjan olan SDS ile denatiire edilerek ikincil, {igiinciil ve dordiinciil yapilar1 bozulur ve
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protein molekiilleri, uzun zincirli, negatif yiiklii kompleksler haline getirilir. SDSnin
baglanmasi sonucu proteinler arasinda yiik-farklilig1 ortadan kalktig1 icin, jel icerisindeki
hareketlilikleri yalnizca molekiiler agirliklarina bagli hale gelir. Poli-akrilamid jel matrisi,
gozenekli yapisiyla molekiiler agirhig farkli proteinleri farkli hizlarda gegirerek
boyutlarina gore ayirir; daha kiiciik proteinler jelde daha hizli ilerlerken, daha biiyiik
proteinler daha yavag hareket eder (94,98). Elektroforez sirasinda uygulanan elektriksel
alan sayesinde proteinler jel boyunca hareket eder ve ayrilan bantlar, boyama islemiyle
gorsellestirilerek analiz edilir. Proteinler SDS-PAGE ile ayrildiktan sonra, Coomassie
parlak mavisi ve giimiis boyama gibi bir yontem kullanilarak boyanirlar. SDS-PAGE
protein safliginin  kontrolii, molekiiler agirlik tayini ve proteinlerin kantitatif
karsilagtirmalarinda yaygin olarak kullanilan yiiksek ¢oziintirliiklii bir yontemdir (94).

Cozeltilerin hazirlanmasi;

1. %30 Akrilamid stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi

14.6 g akrilamid ve 0.4 g bisakrilamid tartilarak 15 mL distile su igerisinde
¢oziildii ve balon jojede distile su ile son hacmi 50 mL’ ye tamamlandi. C6zelti renkli
sisede +4°C’de 30 giine kadar saklanabilir.

2. Ayirma jel tamponu( 1.5 M TRIS pH 8.8) stok ¢dzeltisinin hazirlanmasi

9.25 g tris tartild1 ve 15 mL distile su igerisinde ¢oziildii. 3 N HCI ¢ozeltisi ile pH
metre kullanilarak pH 8.8 e ayarlandi. Son hacmi distile su ile 50 mL’ye tamamlandi.

3. Yiikleme jel tamponu( 1M Tris pH 6.8) stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi

6.05 g tris tartild1 ve 15 mL distile su igerisinde ¢oziildii. 3 N HCI ¢ozeltisi ile pH
metre kullanilarak pH 6.8 e ayarlandi. Son hacim distile su ile 50 mL’ye tamamlanda.

4. %10 SDS stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi

25 g SDS tartilip 20 mL distile suda ¢oziildii. Son hacmi distile su ile 50 mL’ye
tamamlandi.

5. %10’luk Amonyumpersiilfat ¢ézeltisinin hazirlanmasi

0.1 g amonyum persiilfat iizerine 1 mL distile su eklenerek kati madde ¢oziildii.
Cozelti her kullanimdan 6nce taze hazirlanmalidir.

6. Tank tamponunun hazirlanmasi

21.6 g glisin, 4.5 g tris 100 mL distile suda ¢6ziildii ve {izerine 15 mL %10’ luk
SDS ¢ozeltisi eklendi. Hazirlanan karisim son hacmi 1500 mL olana kadar distile su ile
seyreltildi.

7. Boyama ¢ozeltisinin hazirlanmasi
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0.125 g commesie blue 50 mL metanolde ¢oziildii ve lizerine 10 mL asetik asit
eklendi. Hazirlanan karigim distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

8. Yikama ¢ozeltisinin hazirlanmasi

70 mL distile su iizerine 5 mL metanol, 7 mL asetik asit eklenir ve son hacim
distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.

9. Ornek yiikleme tamponu

100 uLL 1 M tris (ph 6.8)

250 uL gliserol

400 uL %10 SDS

100 uL %]1°lik bromfenolblue

40 uL distile su

Karigtm hacmi 1 mL’ ye tamamlanir. Cozelti renkli sisede oda sicakliginda
saklanabilir.

10. Ayirma ve stoklama jelinin hazirlanmasi

Ayirma ve stoklama jelinin hazirlanis1 Tablo 3.2°de belirtildi.

Tablo 3.2. Ayirma ve stoklama jelinin hazirlanisi

Bilesenler %10 ayirma jeli (S mL) %5 stoklama jeli(2.5mL)
Distile su 2.3 mL 1.7 mL

Akrilamid(%30) 1.65 mL 0.415 mL

SDS(%10) 0.05 mL 0.025 mL

Tris tamponu pH 6.8 - 0.315mL

Tris tamponu pH 8.8 1.25 mL -

APS (%10) 0.05 mL 0.025 mL

Temed 0.002 mL mL

Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforez (sds-page) jelin hazirlanmast
ve elektroforetik yiiriitme;

SDS-PAGE analizlerinde kullanilacak jel sisteminin hazirlanmasinda Bio-Rad
firmasina ait Mini-PROTEAN Tetra System vertikal elektroforez diizenegi, jel dokiim
aparati, elektroforez tanki ve PowerPac 3000 model gii¢ kaynag: kullanildi. Jel hazirlig
ve ornek ylikleme agamalar1 asagida belirtilen sekilde uygulanmistir:

1. Jelinin hazirlanmas:1 i¢in kullanilan kalin ve ince cam plakalar vertikal
elektroforez sistemine yerlestirildi. Camlar arasinda sizdirma olup olmadig

distile su ilave edilerek kontrol edildi.
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10.

11.

12.

13.

14.

Ayirma ve stoklama jelleri Tablo 3.2°de verildigi 6l¢iilerde hazirlandi. Ayirma ve
stoklama jellerine APS ve temed ¢ozeltileri en son eklendi. Ekleme yapildiktan
sonra 30 sn vorteksleme yapilarak karigmasi saglandi ve bekletmeden iki cam
arasina dokiildii.

[lk olarak ayirma jeli dokiildii ve jelin iist stnirinin diizgiin olmast i¢in {izerine 10
uL izopropanol eklendi.

Ayirma jelinin polimerize olmasi i¢in 10 dakika beklenildi. Polimerizasyon
olduktan sonra iist kistmdaki izopropanol uzaklastirildi.

Stoklama jel ¢ozeltisi hazirlandi ve ayirma jelin iizerine dokiildii.

10 kuyulu tarak iki cam arasinda jelin seklini bozmayacak sekilde uygun ag1 ile
yerlestirildi. Polimerize olmas1 i¢in 10 dakika beklendi.

Polimerize olan jel tank tamponu igeren kapali bir sistemde bir gece +4°C’de
saklandi.

Ertesi gilin yiikleme yapilacak numune ¢6zeltilerinin protein konsantrasyonlari 20
ug olacak sekilde hesaplama yapildi. Numuneler iizerine 6rnek yiikleme tamponu
eklendi ve ornekler yiikleme yapilmaya hazir hale getirildi.

Bir gece +4°C’de bekletilen poliakrilamid jel alindi ve elektroforez tankina
yerlestirildi ve uygun miktarda tank tamponu ilave edildi.

10 kuyulu tarak iki cam arasindan ¢ikarildi ve kuyucuklarin 6rnek yiikleme igin
uygunlugu kontrol edildi. Hazirlanan 6rnek karisimlari kuyulara yiiklendi.

Tank sistemi kapatildi ve gii¢ kaynagi ile baglantis1 kuruldu. 120 V 80 mA’de iki
saat elektroforetik yliriitme gergeklesti.

Ornekler jelin alt ucuna geldiginde akim durduruldu gii¢ kaynag ile baglanti
kesildi.

Jelin iki cam arasindan uygun sekilde temiz bir kaba alinmasi saglandi. Jel tizerine
hazirlanan boyama ¢ozeltisinden {izerini hafif gececek kadar eklendi ve 1 gece
boyama islemine tabi tutuldu.

Boyama isleminden sonra yikama c¢ozeltisi eklenerek jel zemininde bulunan
boyalarin uzaklagmasi saglandi. Jel yikama ¢ozeltisi ile 3’er saat 3 kez yikandi.

Uygun zeminde jelin fotograflar kaydedildi.
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3.5. Serum Albiimine Baglanan Lipit Yapidaki Bilesenlerin Ince Tabaka

Kromotografi ile Incelenmesi

Ince Tabaka Kromatografisi (ITK), karisim halindeki maddelerin sabit faz
(stasyoner faz) ve hareketli faz (mobil faz) arasindaki farkli etkilesimleri temel alinarak
ayrilmasi esasina dayanan bir ayirma ve analiz yontemidir. Sabit faz olarak genellikle
cam, aliminyum ya da plastik levhalar iizerine kaplanmuis silika jel, aliimina veya seliiloz
gibi adsorban maddeler kullanilirken hareketli faz ise tek bir ¢oziicli ya da ¢oziicii
karisimindan olusan siv1 fazdir (99-101).

Numune, kromatografi plakasinin alt kismima kiigiik ve ince bir nokta halinde
uygulanir. Daha sonra plaka, uygun ¢oziicii sistemini i¢eren ve doygunlugu saglanmis bir
gelistirme haznesine yerlestirilir. Kapiller etkiyle mobil faz yukar1 dogru ilerledikge,
numunedeki bilesenler de sabit faz ile mobil faz arasindaki ¢oziiniirliikk ve adsorpsiyon
ozelliklerine gore farkli hizlarda tasinir. Bu farklilik, karisimdaki bilesenlerin ayrilmasina
neden olur (101). Sabit faz polar, hareketli faz apolar 6zelliktedir. Dolayisiyla karigimdaki
polar maddeler sabit faza tutunacagindan daha yavas hareket ederler. Hareketli faz ise
apolar oldugundan apolar maddeler ise daha hizli hareket ederler.

Ayrilan her bilesigin kromatogram iizerinde ulastigi mesafe, ¢oziicliniin ulastig
mesafeye oranlanarak Rf (retention factor) degeri hesaplanir. Rf degeri asagidaki formiil

ile ifade edilir:

Maddenin kat ettigi mesefe

~ mobil fazin kat ettigi mesafe

Rf degerleri, bilesiklerin kimyasal ozelliklerini karsilastirmak ve tanimlamak
amaciyla kullanilir. Bu degerler sabit fazin yapisina, ¢oziicili sistemine, sicakliga ve diger
deneysel kosullara bagli olarak degiskenlik gosterebilir (101).

(Calismada kromatografik ayirma islemi icin sabit faz olarak 20%20 cm silika jel
G kaplh plakalar kullanildi. Hareketli faz sistemi ise n-hexan/dietil eter/formik asit
(80:20:2; v/v/v) karisimi1 hazirland1 ve kullanildi.

Ince tabaka kromatografisi plakalarimin analize hazirlanmasi: Kullanilacak 20%x20
cm’lik silikajel ITK plakalari temiz bir eldiven ve makas kullanilarak 20x10 cm boyutuna
getirilecek sekilde kesildi.110 °C’ de etiiv i¢cine konuldu ve aktive olmasi i¢in 1 saat
bekletildi. Aktive edilen plakalara uygulanacak numunelerin konumlari cetvel ve kursun
kalem kullanarak plakalarin iistiinlin temiz kalmas1 saglanarak belirlendi. Kullanilan her
plakanin alt kismindan 2 cm ylikseklik isaretlendi. Uygulanacak numuneler aras1 bosluk

her plaka i¢in 2 cm olarak kursun kalemle isaretlendi. Her plakada numunelerin
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uygulanacagi 4 nokta belirlendi. Her bir plakada bir kontrol, bir hasta, bir kontrol, bir

hasta olacak sekilde ayarlandi. Sekil 3.2’de ITK plakalarmin analize hazirlanmasi

sematize edilmistir.

‘ K1 H1 K2 H2 ‘ 2cm

2cm

Sekil 3.2. ITK plakasinin analize hazirlanmasi

Numunelerin ITK ya uygulanmadan 6nce analize hazirlanmasi ve uygulanmasi;

Numuneleri ITK islemine hazirlamak icin asagidaki adimlar takip edildi.

1.

500 pL serum numunesinin iki asamali amonyum siilfat presipitasyonu ile
albiimin kismi separe edildi. Ayrilan albiimin kismi pH 7.4 tamponunda
¢Ozildi.

Bligh diyer metodu ile albiimine bagli lipit yapidaki bilesenler ekstrakte edildi.
500 pl separe edilen albiimine 1.87 ml kloroform/metanol (1/2 v/v) eklendi.
Karigim 10 dakika vortekslendi. Karigima 0.62 ml kloroform eklendi ve 1
dakika vortekslendi. 0.62 ml distile su eklendi ve 1 dakika daha vortesklendi.
Karigim 4 saat oda 1si1sinda bekletildi. 4 saat sonunda 4000 rpm 10 dk 22°C’de
santrifiij edildi. Santrifiijleme sonucunda tiipte 3 faz olustu. Her numunede alt
kloroform fazi alindi.

Alinan kloroform gazi azot gazi altinda tamamen uguruldu.

Her numuneye 10 pl kloroform eklendi, vortekslendi ve karisimdan 5 pL
aliarak aktive edilen plakada belirlenen noktalara uygulandi.

Daha 6nceden hazirlanan hareketli faz numuneler plakaya uygulanmadan 40
dakika once yliriitme tankina (Twin Through Chamber) konuldu ve hafif
hareketlerle calkaland1. Igerisine siizge¢ kagidi konularak tankin ¢dziicii
karisimina esit dagilip doymasi saglandi.

Numuneler uygulandiktan sonra yiiriitme tankinin igerisine tabandan itibaren

0.5 cm’lik kismi ¢6ziicii i¢inde kalacak sekilde ve dik olarak yerlestirildi.
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7. Hareketli faz 18 cm yiiriidiigiinde plakalar tanktan ¢ikarildi ve 20 dakika
kurumaya birakildi. Plaka iizerindeki ¢oziici tamamen uc¢tugunda boyama
islemine gecildi.

Albiimine baglanan lipit yapidaki bilesenlerin boyanmast;

Boyama ¢ozeltisinin hazirlanisi: %85°lik fosforik asitten 9.4 mL alinip iizerine

90.6 mL distile su eklendi. 15.6 gr bakir II siilfat-penta hidrat tartildi ve hazirlanan 100
mL fosforik asit icerisinde ¢oziildii bdylece %10’luk (w/v) bakir II siilfat ¢ozeltisi
hazirlandi. Hazirlanan ¢6zelti, renkli bir sisede 151k almayan bir yerde saklandi.

Boyama islemi: Kurutulan plakalara hazirlanan bakir II siilfat ¢ozeltisi bir sprey
sigsesine eklenerek plakalar boyandi. Boyama isleminde plakalar, 30 derecelik bir agiyla
ceker ocakta diiz bir zemin lizerine yerlestirildi. Boya, plakalara dik olacak sekilde ve 45
cm mesafeden yukardan asagiya dogru inerek ve soldan saga dogru her yer boyanacak
sekilde puskiirtiildii. Yiiriitme isleminin gergeklestigi alan boyand1 ve plaka tizerinde her
yonde esit agik mavi renkte bir goriintii elde edildi. Boyanan plaklar 6ncesinde 180°C’ye
ayarlanan etiive 20 dakika birakildi. 20 dakika sonrasinda etiivden c¢ikarildiginda lipit
bantlarin belirginlestigi goriildii.

Lipit bantlariin fotodansitometrik yogunluk analizi: 500 pL serumdan separe
edilen albiimin kismina ait lipit bilesenleri ITK ile ayrildiktan sonra (SYNGENE
Genetools yazilimi) fotodansitometrik olarak yogunluk/miktar tayini yapildi. Yontem
bilgisayar ortamina aktarilmis olan goriintii ilizerindeki secilmis bir noktanin (lipit
bantinin) koyuluguna veya agikligina gore bir sayisal bir deger olusturmasi esasina
dayanmaktadir. Bu sayisal deger secilen lipit bantinin yogunluguna gore artip
azalmaktadir. ITK ile ayrilip boyama sonucu gériiniir hale gelen lipitlerin oldugu plakalar
tarayici (Canon 5600F) ile tarandi. Taranan plakalar JPEG dosyasi formatinda bilgisayar
ortamina kaydedildi. Kaydedilen goriintiilerden plakalar {izerindeki her bir lipit bantinin
yogunluk/miktar tayini yapildi. Analiz Tipi ‘Automatic Band Quantification’ (Otomatik
Bant Yogunluk/Kantitasyon) olarak secildi. Background Correction islemi Automatic
(Otomatik Arka plan) olarak se¢ildi. Boylece miktar1 saptanacak her lipit bantina ait alan
otomatik olarak secildi. Secilen her bir bant i¢in bir bant yogunlugu degeri (Raw Volume)
olustu. ITK ile ayrilmis olan her bir bireye ait hasta ve kontrol grubu i¢in olusan lipit
bantlarinin bant yogunlugu degerleri kaydedildi. Yine her bir bireye ait lipit bantlarinin
bant yogunlugu degerleri topland1 ve toplamdaki her bir bireye ait goriinen yedi bandin
yiizdeleri hesaplandi.
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3.6. 1-Anilino-8-Naftalinsiilfonat (Ans) Molekiilii ile Albiimin Yag Asidi

Baglama Kapasitesinin Olciilmesi

Serum albiimini, viicutta bir¢ok molekiiliin tasinmasinda rol oynayan, basta yag
asitleri olmak tiizere cesitli lipofilik bilesikleri baglayabilen bir plazma proteinidir.
Albiiminin bu baglama kapasitesinin degerlendirilmesi, 6zellikle biyolojik sistemlerdeki
tasima mekanizmalarinin ve farmakokinetik davraniglarin anlasilmasi agisindan
onemlidir. Bu amagla yaygin olarak kullanilan yontemlerden biri, hidrofobik floresan
probu olan ANS ile gerceklestirilen baglanma analizidir (12,102).

ANS, sulu ortamda zayif floresan etki gosteren ancak hidrofobik bdlgelerle
etkilesime gegtiginde floresan siddeti ve emisyon dalga boyu 6nemli 6l¢iide degisen bir
molekiildiir. Albiiminin hidrofobik baglanma boélgelerine ANS baglandiginda, floresan
artis1 meydana gelir. Bu artig, ANS'nin hidrofobik ortama girmesiyle ¢evresel polaritenin
azalmasindan kaynaklanir (11,12). Bu baglamda ANS, albiiminin baglanma bolgelerinin
doluluk derecesini dolayli yoldan gdsterebilen bir gosterge molekiiliidiir (11).

Yontemin temel prensibi su sekilde oOzetlenebilir alblimin ¢6zeltisine sabit
miktarda ANS eklendi ve daha sonra sistematik olarak farkli yag asitlerinin farkl
konsantrasyonlarda (oleik asit, stearik asit) ilavesiyle ANS’nin albiimin baglanma
bolgelerinden yer degistirmesi floresan spektrofotometrik yontemle degerlendirildi. Yag
asidi konsantrasyonu arttikca ANS baglanma bolgelerinden uzaklagtigi ve floresan
siddetinde azalma oldugu gozlendi.

Cozeltilerin hazirlanmasi;

Bu asamada hazirlanan biitiin ¢6zeltilerde ultra saf su kullanildi.

0.05 M pH 7.4 sodyum-fosfat tamponun hazirlanmasi: 61.7 mL 0.1 M Na,HPO,
(bazik form) ve 38.3 mL 0.1 M NaH,PO, (asidik form) 6l¢iilerek karistirildi ve 0.1 M pH
7.4 tamponu hazirlandi. Hazirlanan stok tampondan 50 mL alinip 50 mL ultra saf su ile
seyreltilmesi ile 0.05 M pH 7.4 tamponu elde edildi.

2.5x10* M ANS ¢ozeltinin hazirlanmasi: 0.0037 g ANS maddesi tartildi 50 mL
pH 7.4 Na-P tamponunda ¢oziilerek hazirlandi. Renkli bir sisede +4°C’ de saklandi. 30
giinden fazla bekleyen ¢ozeltiler calismalarda kullanilmadi.

5.0x10* M oleik asit, palmitik asit, miristik asit ¢dzeltisinin hazirlanmas1: Yag
asitlerinde ¢oziicii olarak 1:2 etanol: Na-P tamponu kullanildi. Oleik asit harig biitiin yag

asitleri +4°C’ de saklandi. Oleik asiti igeren ampiil icerisindeki tiim madde aliikotlara
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boliinerek -20°C’de muhafaza edildi. Calisma 6ncesinde aninda ¢ikarilip seyreltilerek
kullanildi.

Palmitik asit ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0.0154 g palmitik asit tartildi. 40 mL etanol
ve 80 mL Na-P tamponu eklendi. +4°C’ de saklandu.

Stearik asit ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0.0170 g stearik asit tartildi. 40 mL etanol
ve 80 mL Na-P tamponu eklendi. +4°C’ de saklandu.

Miristik asit ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0.0137 g miristik asit tartildi. 40 mL etanol
ve 80 mL Na-P tamponu eklendi. +4°C’ de saklandu.

Oleik asit ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 47.6 pL oleik asit ampulden alindi ve 100 mL
etanolde ¢oziildii. Kapali mikrosantrifiij tiiplerine boliindii. Caligsma anina kadar -20°C’de
saklandi. Caligma sirasinda alinan aliikotlardan her 1 mL’lik kistm 2 mL Na-P tamponu
eklenerek ¢ozelti hazirlandi.

5x10° M Albiimin ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 0.0165 g albiimin hazirland1 ve 50
mL Na-P tamponunda ¢6ziildii.

ANS floresan molekiilii ile yag asidi baglama kapasitesinin 6l¢iilmesi

Calismada 96 kuyucuklu, siyah, floresan 6lgiime uygun, F-BOTTOM GREINER
marka mikroplate kullanildi. Asagidaki asamalar sirasiyla uygulandi.

1. Her bir kuyucukta albiimin, ANS, yag asidi ve Na-P tamponu vardir. Sadece
ilk iki kuyucukta yani baslangigta her hasta ve kontrol grubu icin yag asidi
icermez. Bir kuyucukta toplamda 300 uL ¢dzelti bulunur. Ornek yiikleme
Tablo 3.2°de belirtildi. Yiiklemeler 151k gormeyen karanlik ortamda yapildi.

2. Hazirlanan albiimin ¢6zeltisinden her kuyucuga 200 pL eklendi.

3. Uzerine her bir kuyucuk igin hesaplanan Na-P tamponu eklendi.

4. Her yag asidi i¢in artan konsantrasyonda 35, 70, 105, 140, 175 ve 210 uM
olacak sekilde ekleme yapildi.

5. En son floresan madde olarak ANS ¢ozeltisinden alindi ve her bir kuyucuga
30 pl eklendi.

6. 15 dakika karanlik ortamda bekletildi.

7. Bekleme sonunda eksitisyon dalga boyu 360+40 nm, emisyon dalga boyu
460+40 nm olacak sekilde floresan okuma yapildi, degerler kaydedildi.
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Tablo 3.3. Floresan spektroskopi i¢in kuyucuklara yiiklenen maddeler ve miktarlar

1A 1B 1C 1D 1E 1F 1G 1H
Hasta albiimin 200 200 200 200 200 200 200 200
ANS 30 30 30 30 30 30 30 30
Fosfat tamponu 70 70 65 65 60 60 55 55
Palmitik asit 0 0 5 5 10 10 15 15
Floresan okuma 826 852 724 727 707 678 597 577

Artan yag asidi miktarina bagli olarak floresan yer degistirme derecesindeki
azalmanin hesaplanmasi;

Olgiim sonras1 artan yag asidi miktarma bagh olarak floresan okumada diisiisler
gorildii. Yag asidi ¢esidi ve miktarina gore diisiisler arasinda farkliliklar oldugu gozlendi.
Hasta ve kontrol grubundaki her kisi i¢in yag asidi icermeyen kuyucuktaki floresan deger
100 olarak degerlendirildi, yag asidi eklenmesi ve buna karsilik floresan degerdeki
degisiklik baslangictaki degere oranlarak yilizdelik olarak hesaplandi. Artan yag asidi
konsantrastonuna karsilik floresan sondiirme yiizdesi grafigi cizildi. kinci bir grafik
olarak yag asidi konsantrasyonuna karsi yag asidi konsantrasyonu/floresan sondiirme

yiizdesi grafigi olusturuldu (11).

3.7. Yag Asitlerinin Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi ile Analizi

Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi (GC-MS), ucgucu ve yar1 ugucu
bilesiklerin niteliksel ve niceliksel analizinde yaygin olarak kullanilan, yiiksek duyarliliga
sahip bir ayirma ve tanimlama teknigidir. Bu yontem iki temel iinitenin birlesiminden
olusur: Gaz kromatografisi (GC), karisim halindeki bilesenleri uguculuklarina ve sabit
faz ile olan etkilesimlerine gore ayirir; kiitle spektrometresi (MS) ise ayrilan her bilesigi
iyonlastirarak kiitle/yiik oranina (m/z) gore tanimlar. GC {initesinde numune, tastyici gaz
(genellikle helyum) ile birlikte kolona tasinir ve sicaklik kontrollii kolon icerisinde farkli
bilesenlere ayrilir. Bu ayrilan bilesikler MS dedektoriine ulastiginda, genellikle elektron
carpmasi (electron impact, EI) ile iyonlastirilir. Olusan iyonlar, kiitle analizorii tarafindan
ayristirilarak dedektore iletilir ve boylece her bilesik i¢in karakteristik bir kiitle spektrumu
elde edilir (103,104).

GC-MS yontemi, hem ayirma kapasitesi hem de tanimlama giicii agisindan
oldukga giicliidiir. Ozellikle metabolit profilleme, ¢evresel analizler, adli toksikoloji ve
ilag kalintis1 tespitlerinde tercih edilmektedir. MS spektrumlari, kiitle spektrum
kiitiiphaneleri ile karsilastirilarak bilinmeyen bilesiklerin tanimlanmasina olanak saglar

(104).
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Hasta ve kontrol gruplarinin her bir i¢in 500 pL serum numunesi ve 500 pL
serumdan separe edilen albiimin kismi1 yag asidi analizi i¢in hazirlandi. Caligmanin bu
asamasi Agr1 Ibrahim Cegen Universitesi Merkezi Arastrma ve Uygulama
Laboratuvarinda hizmet alimi kapsaminda yapildi. Numuneler Shimatzu QP2010 Ultra
Gas Chromatography-Mass Spectroscopy cihazi ile ¢alisildi. Kolon olarak 60 mmx0.25
mmx 0.25 pm TBR film kolon kullanildi. Akis 0.73 mL/dak, enjeksiyon sicaklig
250°C’dir. Iyonlastirici olarak Elektron Darbe lIyonizasyonu kullanildi ve kiitle
analizOriiniin tarama aralig1 50-600 m/z olarak ayarlandi.

Her bir numune i¢in gerekli olan 1.9 mL stok soliisyonu, 1.8 mL metanol, 100 uL
asetil klorir igerir. 50 pL serum veya albiimin 1.9 mL stok soliisyonu ile vidali kapakli
cam tiiplere konuldu. Tiipler kapatildi ve 100°C’de 60 dakika 1sitildi. Tiiplerin oda
sicakligina sogumasi saglandi. 0.75 mL heksan eklendi ve 30 dakika boyunca
vortekslendi. Ustteki organik faz alindi. Toplanan soliisyon azot gazi altinda kuruyana
kadar buharlastirildi. Kuru kalinttya 500 pL hekzan eklendi, GC siselerine aktarildi ve
azot altinda kapatildi1 (105). Calismada kullanilan ¢oziicli ve reaktifler Sigma-Aldrich
markadir. Tercih edilen mix supelco 37 Component FAME Mix’dir.

3.8. istatistiksel Analizler

Analizlerde kullanilan degigkenler aritmetik ortalama + standart sapma ve ortanca
(ceyrekler arasi genislik) ile Ozetlendi. Nicel degigskenlerin gruplar arasi
karsilastirmalarinda parametrik olmayan yontemler tercih edildi. Zamana veya doza bagl
tekrarli Ol¢limler i¢in gruplar i¢inde degisimin degerlendirilmesinde Friedman testi
kullanildi. Friedman testi sonrasinda elde edilen anlamli sonuglar igin ikili
karsilastirmalar, Bonferroni diizeltmeli Wilcoxon isaretli siralar testi ile yapildi. Iki
bagimsiz grup arasinda yapilan karsilastirmalarda ise Mann-Whitney U testi ve nitel
veriler i¢in Pearson ki-kare testi kullanildi. Tiim analizlerde p<0.05 degeri istatistiksel
anlamlilik diizeyi olarak kabul edildi. Istatistiksel analizler IBM SPSS Statistics 27 (IBM
Corp. Released 2020. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 27.0. Armonk, NY:
IBM Corp.) yazilim ile gergeklestirildi.
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Karsilastirilmasi

Hasta ve

Kontrol

4. BULGULAR

Gruplarina

Ait Demografik Ozelliklerin

Calismada hasta grubunda fibroscan ve/veya ultrason ile NAFLD tanis1 almig 40-

60 yas araliginda 10 erkek 10 kadin hasta bulunmaktadir. Kontrol grubunda ise fibroscan

ve/veya ultrason ile NAFLD olmadigi tespit edilen 10 erkek 10 kadin hasta

bulunmaktadir. Calismaya dahil edilen kisilerin yas, cinsiyet, sigara kullanimi, ek

hastalik, viicut kitle indeksi hesaplamasi i¢in boy, kilo bilgileri kaydedildi. Kontrol

grubuna ait demografik 6zellikler Tablo 4.1°de, hasta grubuna ait bilgiler Tablo 4.2°de

belirtildi. Hasta grubunun yas ortalamas1 48.6, kontrol grubunun yas ortalamasi 46.42°dir.

Tablo 4.1. Kontrol grubuna ait demografik 6zellikler

YAS Cinsiyet VKI SIGARA EK
HASTALIK

K1 41 Kadin 26.67 - Yok

K2 48 Kadin 31.55 - Yok

K3 58 Kadin 25.39 - Hipertansiyon
K4 52 Erkek 23.67 30 paket/yil Yok

K5 54 Erkek 24.38 35 paket/y1l Yok

K6 48 Erkek 18.52 10 paket/y1l Yok

K7 53 Kadin 25.53 - Yok

K8 59 Kadin 17.63 - Yok

K9 40 Erkek 24.22 - Yok

K10 43 Erkek 27.22 - Yok

K11 40 Erkek 23.53 - Yok

K12 46 Kadin 21.63 - Yok

K13 39 Erkek 24.22 - Yok

K14 46 Kadin 25.80 - Yok

K15 40 Kadin 24.39 - Yok

K16 50 Erkek 24.09 - Yok

K17 40 Erkek 23.96 5 paket/y1ll Yok

K18 46 Kadin 27.68 1 paket/y1l  Hipotriodi
K19 46 Kadin 30.08 - Yok

K20 40 Erkek 25.83 25 paket/y1l Yok
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Tablo 4.2. Hasta grubuna ait demografik 6zellikler

YAS Cinsiyet VKI SIGARA EK HASTALIK

H1 60 Erkek 26.23 60 paket/y1l Yok

H2 40 Kadin 39.11 - Astim, iiveit, anemi,
hasimato, diyabet

H3 46 Erkek 27.77 50 paket/y1l  Hasimato

H4 51 Kadin 28.52 - Hipotiroidi

H5 40 Erkek 36.33 - Gastrit

H6 47 Erkek 36.00 - Diyabet, sedef

H7 40 Erkek 29.61 20 paket/y1l Yok

H8 55 Kadin 34.29 - Hipertansiyon,
diyabet

H9 44 Erkek 29.41 - Yok

H10 46 Kadin 27.48 20 paket/y1l  Hasimato

H11 48 Kadin 28.91 - Yok

HI12 56 Erkek 24.16 - Hipertansiyon,
diyabet

HI13 51 Kadin 38.67 - Hipertansiyon,
diyabet

H14 50 Kadin 28.23 - Hipertansiyon,
diyabet, hipertiroidi

HI15 46 Kadin 27.64 - Romatoit artirit

HI16 60 Erkek 29.39 - Koroner arter
hastalig

H17 44 Kadin 30.12 - Hipertansiyon,
diyabet, hipotriodi

H18 58 Kadin 28.04 - Hipertansiyon,
diyabet, guatr

H19 44 Erkek 28.08 - Yok

H20 46 Erkek 29.86 - Yok

Kontrol ve hasta grubuna ait cinsiyet, yas, boy, kilo, viicut kitle indeksi (VKI)
degerleri istatistiksel olarak karsilastirildi (Tablo 4.3.). Kontrol grubunun yas ortalamasi
46+6 y1l, ortancas1 46 (11) iken; hasta grubunda bu deger 49+6 y1l, ortancasi 47 (9) olarak
bulunmustur. Gruplar arasinda yas agisindan anlamli fark yoktur (p=0.301). Kontrol
grubunun boy ortalamasi 1.69+0.07 m, ortancasi 1.69 (0.10); hasta grubunda ise
1.67+0.10 m, ortancast 1.65 (0.15) olarak saptandi. Boy acisindan iki grup arasinda
anlaml fark bulunmadi (p=0.429). Kontrol grubunun kilo ortalamas1 71+10 kg, ortancasi
70 (12); hasta grubunda 84+11 kg, ortancas1 85 (16) olup, bu fark istatistiksel olarak
anlamlidir (p<0.001). Kontrol grubunda VKI ortalamas1 24.80+3.24 kg/m?, ortancasi
24.39 (2.44); hasta grubunda ise 30.39+4.17 kg/m? ortancast 29.15 (4.30) olarak
hesaplandi. VKI agisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir
(p<0.001).Her iki grupta da erkek ve kadin birey sayis1 esittir (n=10; %350). Cinsiyet
dagilimi agisindan gruplar arasinda anlamli fark yoktur (p=1.000).
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Tablo 4.3. Kontrol ve hasta grubuna ait demografik 6zelliklerin karsilagtirilmasi

Degigkenler Kontrol Hasta p*
(n=20) (n=20)

Yas 46+6)46 (11) 49+6[47 (9) 0.301

Boy 1.69+0.07|1.69 (0.1) 1.67+0.1]1.65 (0.15) 0.429

Kilo 71£10/70 (12) 84+11185 (16) <0.001

Vki 24.80+3.24[24.39 (2.44) 30.39+4.17|29.15 (4.30) <0.001

Cinsiyet 1

Erkek 10 (%50) 10 (%50)

Kadin 10 (%50) 10 (%50)

Degiskenler art.ort + std. sapma, ortanca (¢eyreklikler arasi genislik) ve say1 (yiizde) istatistikleri ile
Ozetlendi. * Mann-Whitney U testi, Pearson ki-kare testi. p<0.05 olan p degerleri koyu yazi
karakteri ile belirtildi.

4.2. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Serum Biyokimyasal Analiz Sonuclar:

Kontrol ve hasta gruplarinin biyokimyasal analiz sonuglar1 ve istatistiksel
degerlendirilmesi Tablo 4.4.’de gosterilmistir. Glikoz, instilin, HbAlc, ALT, AST ve
VLDL degiskenleri i¢in kontrol ve hasta gruplar1 arasinda anlamli fark bulundu. Total
kolesterol, LDL, CRP, GGT, alblimin ve direkt bilurubin degiskenleri i¢in kontrol ve
hasta gruplar1 arasinda anlamli fark gozlenmedi. HOMA-IR degiskeni hasta grubunda
anlamli diizeyde ytiksektir (p<0.001). Total bilirubin i¢in hasta grubunda istatistiksel
olarak anlamli diistikliik tespit edildi (p=0.010). TAG degiskeni i¢in hasta grubunda
anlaml artis gozlendi (p=0.018). HDL i¢in hasta grubunda anlaml diisiikliik saptandi
(p=0.014).

Tablo 4.4. Kontrol ve hasta gruplarina ait serum biyokimyasal parametrelerin
karsilastiriimasi

Degiskenler Kontrol Hasta p*
(n=20) (n=20)
Glikoz 91£8 190 (12) 108+31 | 105 (22) 0.008
Insiilin 6.36+£3.51]5.45 (3.52) 16.93+£10.94 1 12.92 (12.62) <0.001
HbAlc 5.1+0.3 5.1 (0.3) 5.840.8 15.7 (0.9) <0.001
Homair 1.45+0.9 | 1.14 (0.77) 4.59+3.19|3.34 (4.12) <0.001
ALT 1810 14 (12) 43+42 133 (29) <0.001
AST 2047 |20 (10) 311527 (12) 0.002
GGT 16£7 |15 (10) 63+67 | 28 (55) <0.001
Total bilurubin  0.96+0.57 | 0.77 (0.57) 0.61£0.33 ] 0.54 (0.35) 0.01
Direk 0.15+0.08 | 0.14 (0.1) 0.11£0.05 ] 0.11 (0.07) 0.121
bilurubin
Albiimin 4.5+0.3 | 4.4 (0.3) 4.5£0.4 | 4.5 (0.40) 0.314
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CRP 0.348+0.099 | 0.32 (0.011) 0.546+0.54710.335 (0.13) 0.183

TAG 102438 | 95 (38) 144+60 | 133 (90) 0.018
HDL 57+16 |59 (26) 45+9 |45 (10) 0.014
LDL 116.49+30.03 | 121.4 (32.3) 102.47+42.11 | 106.6 (48.1) 0.165
VLDL 20.4+7.5 [ 18.9 (7.6) 28.8+12.1 [26.6 (18.1) 0.018
Total kolesterol 194436 | 207 (42) 183440 | 182 (40) 0.157

Degiskenler art.ort + std. sapma ve ortanca (¢eyreklikler aras1 genislik) istatistikleri ile 6zetlendi.
*Mann-Whitney U testi, p<0.05 olan p degerleri koyu yaz1 karakteri ile belirtildi.

4.3. Albiimin Seperasyon Yontemlerinden Elde Edilen Albiimin ve Globiilin
Fraksiyonlarimin SDS-PAGE ile Ayrimi ve Fotodansitometrik Analizi

AS2, AS4 ve CBAK metodlarindan elde edilen albiimin ve globiilin kisimlar1
SDS-PAGE ile ayrildi ve elde edilen goriinti kaydedildi (Sekil 4.1.).
Elektroforetogramda yalnizca alblimin ve globiilin bantlar1 fotodansitometrik analize tabi
tutuldu. Alblimin ve globiiline ait fotodansitometrik verilerin toplami1 %100 olarak kabul
edildi.

Tablo 4.5’de G, A ve A/G’nin yiizde oranlar1 belirtildi. Normal serumda A/G orani
1.8 iken AS2 yontemi sonucu izole edilen albiiminden zengin fraksiyonda bu oran 9.4’e
ciktigr goriilmektedir. AS4 yonteminde ise albliminden en zengin fraksiyon olan AS4
%70’ de A/G oran1 21.57 olarak bulundu. CBAK yo6nteminde ise izole edilen albiiminden
zengin fraksiyonda A/G orani1 3.83 olarak belirlendi. Kullanilan yontemler igerisinde
albiimin safliginin en fazla oldugu fraksiyon AS4 yontemindeki %70’lik fraksiyon oldugu
goriilmektedir. insan serumunda albiimin separasyonundan énce goriilen A/G oran1 1.8e
gore 11.98 kat bir albiimin seperasyonu s6z konusudur. Kullanilan 3 yontem ile elde
edilen albliminden zengin fraksiyonlarin hepsine %9.6’dan %59.60’a kadar degisen
oranlarda globiilin tespit edildi. Albiimin standardi numunesinde bile %14.27 globiilin
band1 goriildii.

Amonyum siilfat ile yapilan c¢oktiirme islemlerinde diisiik konsantrasyonlarda
once globiilinler ¢okerken, amonyum siilfat konsantrasyonu artirilirken daha agirliklh
olarak albliminin ¢oktiigii gozlemlendi. CBAK yonteminde izole edilen albiimin
icermeyen serum (AFS) fraksiyonunda bile albiimin ile birlikte globiilin mevcudiyeti

gorilmektedir.
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1: standart albiimin 2: insan serumu, 3: AS2 globiilin, 4:AS2 albiimin, 5: %40 AS4 presipitati, 6: %50 AS4
presipitati, 7: %60 AS4 presipitati, 8: %70 AS4 presipitati, 9: CBAK(AFS) 10: CBAK(A) (Her bir bantta

yaklagik olarak 20-25 pg protein yiiklenmistir.)

Sekil 4.1. AS2, AS4 presipitasyon ve CBAK ile serum albiimin fraksiyonasyonuna ait

SDS-PAGE elektroforetogrami

Tablo 4.5. izolatlarda % albiimin(A) ve globiilinin(G) kompoziyonlar1 ve A/G oranlari

G(%) A(%) AIG(%)

Standart albiimin 14.27 85.72 6.00
Serum 35.11 64.88 1.8

AS2 globiilin 48.71 51.28 1.05
AS2 albiimin 9.6 90.36 94

AS4 %40 59.60 40.39 0.67
AS4 %50 42.76 57.23 1.33
AS4 %60 9.32 90.67 9.72
AS4 %70 4.43 95.56 21.57
CBAK(AFS) 84.18 15.81 0.18
CBAK(A) 18.56 71.12 3.83

4.4. Albiimin Ekstrakt Lipitlerinin ile Seperasyonu ve

Fotodansitometrik Analizleri

Hasta ve kontrol gruplarindan izole edilen albiimine baglanan lipit yapidaki

bilesenlerin ITK ile analizi yapildi ve elde edilen goriintiiler kaydedildi. Ornek goriintii

Sekil 4.2°de gosterilmistir. Her numune i¢in fotodansitometrik analiz yapildi. Analiz
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sonuglar1 Tablo 4.6. ve 4.7.” de belirtilmistir. Her bir numunede yedi bant goriintiisii i¢in
fotodansitometrik degerler toplam1 100 kabul edilerek her bantin ylizde orani hesaplandi

yiizde oranlar1 belirlendi (Tablo 4.8. ve 4.9 ).
ey —

: By Bl — 8
. » » — 5
k] & _’ 6

-

Sekil 4.2. Hasta ve serum albiimin ekstraktlarinin ITK ile lipit analizlerine ait
kromatogram

Tablo 4.6. Kontrol grubu albiimin ekstrakt kromotogramlarina ait fotodansitometrik
analiz sonuglar1

Spot 1 Spot 2 Spot 3 Spot 4 Spot 5 Spot 6 Spot 7
K1 27872896 8610608 9779760 5987232 4779164 2151436 13177200
K2 10107904 2196448 3359200 2227288 2427920 929004 6114376
K3 46009024 19882688 11035120 14546280 6398568 2990380 16171560
K4 35845040 7178512 23788568 12379776 7960384 2606776 29233280
K5 82605248 32666176 12099600 20291808 9213888 4006020 15346840
K6 70683264 32065712 13226720 17704952 10230320 4606112 16146240
K7 27647568 7856400 9375464 5549276 3577392 835576 8498600
K8 38108592 11165136 17269360 8321872 5245132 2776672 16222696
K9 40280000 14989008 17926160 7631924 5261984 2890848 15430976
K10 28124320 7776144 9798256 6330428 4050876 1324308 9715168
K11 55771264 16805472 34393520 12978680 7950392 5282020 12088688
K12 105135824 32727488 36358688 18666604 16092568 8447836 5063328
K13 88254272 42822208 51785872 18295800 13108696 9142292 26970080
K14 119785904 33310656 51540912 21637876 16467692 9790452 27706416
K15 108285472 32661040 30706816 21116168 13277152 4649276 20749144
K16 25160640 7345648 12842032 4124664 3886692 2631188 6163096
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K17 11512128 3015712 4422448 1970224 1351008 923476 2113560

K18 133459872 41872400 43142544 20265792 13110666 7606580 34535528
K19 134506336 42598112 48363696 20192880 13802498 8884400 33512840
K20 89056480 29536880 27090608 16366176 14568348 5542276 22542688

Tablo 4.7. Hasta grubu albiimin ekstrakt kromotogramlarina ait fotodansitometrik analiz
sonugclari

Spot 1 Spot 2 Spot 3 Spot 4 Spot 5 Spot 6 Spot 7
H1 75251072 28456000 19209528 17281192 11167904 5741264 20126496
H2 102828544 22305040 23409920 16728480 11366890 6769456 28049960
H3 19832800 7899408 6937000 3816428 4031920 1331864 8442112
H4 38371232 15166784 13389360 8541528 4925808 2956864 10338440
HS5 46142560 15048560 15914368 11239472 6202640 2661696 16924064
H6 37682656 19411472 22265264 8031844 5467476 3841336 14193976
H7 65807776 27880480 37379456 15732936 11134744 7572652 25204432
HS8 71344736 32498992 16464096 16066336 9613112 4504124 18023792
H9 41415200 19682576 14233968 8205308 7206120 4543948 14760960
H10 143896272 47162672 60213464 30633416 20688128 10562500 37332944
H11 13428544 3789312 5076880 2889452 2981168 1284224 6643304
H12 141919824 48364688 57469560 34288968 20932504 10864024 7259488
H13 30002192 10238256 9800352 6263452 4343024 1634484 8281288
H14 135075072 54700944 44268912 22519336 13093462 7639752 23677296
H15 74167056 20147088 25081360 11653996 11774812 6024864 17784304
Hl16 16721120 5690064 8264784 2905760 2837484 1851832 5703304
H17 94740688 24586736 35234336 14011004 14920000 7336488 28583312
H18 277944416 119836616 109574016 43881064 25750312 17478396 51181816
H19 81621728 44787456 45429760 19201816 11110372 7593236 21567856
H20 21020800 6829168 9850960 3349504 3083688 1899024 7075272

Tablo 4.8. Kontrol grubu albiimin ekstraktlarina ait itk kromatogram spotlarinin
fotodansitometrik % degerleri

Kontrol Spot 1 Spot 2 Spot 3 Spot 4 Spot 5 Spot 6 Spot 7
denekleri

K1 38.52 11.90 13.52 8.27 6.60 2.97 18.21
K2 36.94 8.03 12.28 8.14 8.87 3.40 22.35
K3 39.31 16.99 9.43 12.43 547 2.56 13.82
K4 30.12 6.03 19.99 10.40 6.69 2.19 24.57
K5 46.87 18.54 6.87 11.51 5.23 2.27 8.71
K6 42.93 19.47 8.03 10.75 6.21 2.80 9.81
K7 43.65 12.40 14.80 8.76 5.65 1.32 13.42
K8 38.45 11.27 17.42 8.40 5.29 2.80 16.37
K9 38.58 14.36 17.17 7.31 5.04 2.77 14.78
K10 41.90 11.59 14.60 9.43 6.04 1.97 14.47
K11 38.39 11.57 23.68 8.93 5.47 3.64 8.32
K12 47.25 14.71 16.34 8.39 7.23 3.80 2.28
K13 35.25 17.10 20.68 7.31 5.24 3.65 10.77
K14 42.74 11.89 18.39 7.72 5.88 3.49 9.89
K15 46.79 14.11 13.27 9.12 5.74 2.01 8.97
K16 40.48 11.82 20.66 6.64 6.25 423 9.92
K17 45.49 11.92 17.47 7.78 5.34 3.65 8.35
K18 45.40 14.24 14.67 6.89 4.46 2.59 11.75
K19 44.56 14.11 16.02 6.69 4.57 2.94 11.10
K20 43.51 14.43 13.23 8.00 7.12 2.71 11.01
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Tablo 4.9. Hasta grubu albiimin ekstraktlarina ait itk kromatogram spotlarinin
fotodansitometrik % degerleri

Hasta denekleri Spot 1 Spot 2 Spot 3 Spot 4 Spot 5 Spot 6 Spot 7
H1 42.46 16.06 10.84 9.75 6.30 3.24 11.36
H2 48.63 10.55 11.07 791 5.38 3.20 13.27
H3 37.93 15.11 13.27 7.30 7.71 2.55 16.14
H4 40.96 16.19 14.29 9.12 5.26 3.16 11.03
H5 4043 13.19 13.94 9.85 5.43 2.33 14.83
H6 33.98 17.50 20.08 7.24 493 3.46 12.80
H7 34.51 14.62 19.60 8.25 5.84 3.97 13.22
H8 42.34 19.29 9.77 9.53 5.70 2.67 10.70
H9 37.63 17.89 12.93 7.46 6.55 4.13 13.41
H10 41.06 13.46 17.18 8.74 5.90 3.01 10.65
H11 37.21 10.50 14.07 8.01 8.26 3.56 18.41
H12 44.20 15.06 17.90 10.68 6.52 3.38 2.26
H13 42.52 14.51 13.89 8.88 6.15 2.32 11.74
H14 44.88 18.17 14.71 7.48 435 2.54 7.87
H15 4451 12.09 15.05 6.99 7.07 3.62 10.67
H16 38.02 12.94 18.79 6.61 6.45 421 12.97
H17 43.18 11.21 16.06 6.39 6.80 3.34 13.03
H18 43.05 18.56 16.97 6.80 3.99 2.71 7.93
H19 35.29 19.36 19.64 8.30 4.80 3.28 9.32
H20 39.58 12.86 18.55 6.31 5.81 3.58 13.32

Yedi bantin yilizde oranlarinin istatsitiksel degerlendirilmesi Tablo 4.10°da
belirtildi. 1,3,4,5,6 ve 7 degiskenleri i¢in istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi.
2 degiskeni i¢in hasta ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktur

ancak fark sinirda olabilir (p=0.108).

Tablo 4.10. Hasta ve kontrol gruplarmin albiimin ekstraktlarina ait lipit kromatogram
spotlarinin fotodansitometrik % degerlerinin karsilagtirilmasi

Degiskenler** Kontrol(n=20) Hasta(n=20) p*

1 41.36+4.44|42.32 (12.29) 40.6243.83 | 41.01 (8.87) 0.383
2 13.324£3.24 | 13.26 (7.54) 14.95+2.86 | 14.84 (7.17) 0.108
3 15.43+4.31 ] 15.41 (10.48) 15.43+£3.09 | 14.88 (7.92) 0.947
4 8.64+1.59 | 8.33 (2.61) 8.08+1.26 | 7.96 (2.65) 0.277
5 5.92+1.03 | 5.69 (1.91) 5.96+1.06 | 5.87 (2.36) 0.758
6 2.89+0.73 1 2.80 (1.92) 3.2140.56 | 3.26 (1.24) 0.277
7 12.44+5.11 | 11.06 (9.33) 11.75+3.38 | 12.27 (8.23) 0.947

Degiskenler art.ort + std. sapma ve ortanca (¢eyreklikler arasi1 genislik) istatistikleri ile 6zetlendi.
** Degiskenler: 1: kolesterol esteri 2: TAG 3: serbest yag asidi 4: kolesterol 5: diacilgliserol 6:
monoagcilgliserol 7: fosfolipit

4.5. ANS Floresan Yer Degistirme Yontemi ile Kontrol ve Hasta Serum

Albiiminlerinin Farkh Yag Asitlerini Baglama Kapasitelerinin Karsilastirilmasi

Hasta ve kontrol gruplarindan sepera edilen alblimin iizerine artan

konsantrasyonlarda farkli yag asitleri eklendi ve floresan yer degistirme degeri belirlendi.
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Floresan degerdeki azalma albliminin ANS molekiiliinden ayrilarak eklenen yag asidine
baglanma affinitesini gostermektedir. Ayni sekilde Sigma Aldrich marka yag asidi ve
globulin i¢cermeyen ticari albiimin ¢6zeltisine artan konsatrasyonlarda yag asiti eklendi
ve floresan yer degistirme degeri ticari alblimin i¢in de tespit edildi. Ticari albiimin igin
deney ii¢ kez ayn1 kosullarda tekrar edildi. Ug deneyin ortalamas: almarak Sekil 4.3.’te
gosterilen grafik elde edildi. Grafikte verilen verilerden yag asidi konsantrasyonu floresan
yer degistirme degerine oranlanarak yeni bir grafik olusturuldu. Olusturulan grafikte yag
asidi konsantrasyonu x ekseninde, yag asidi konsantrasyonu/floresan sondiirme derecesi
y eksenindedir (Sekil 4.4). Sekil 4.4°deki egilim ¢izgileri dikkate alinarak her bir yag asidi
icin Kaapp degeri(ayrigma sabiti), yani x eksenini kestigi nokta hesaplandi. Palmitik asit,
miristik asit, stearik asit ve oleik asit i¢in Kaapp degeri sirasiyla 18.65, 26.85, 26.45 ve
43.26’dir. Calisma kosullarinda ANS-alblimin kompleksine yag asidi eklendiginden Kaapp
degeri en diisiik olan yag asidinin albiimine baglanmasi daha giicliidiir. Bu nedenle
calismada eklenen yag asitleri igerisinde albiimine baglanma derecesi en zayif olan oleik
asit en giiclii olan palmitik asittir. Hasta ve kontrol gruplar1 i¢inde ayn1 grafik olusturuldu
ve Sekil 4.5 ve 4.6’da gosterilmistir. Albliminlere yag asidi baglanmasina dair ANS-
floresan yer degistirme egrileri Sekil 4.7, 4.8, 4.9 ve 4.10°da gosterilmistir. Albliminlere
yag asidi baglanmasina dair [yag asiti] /AF (%)’ nin [yag asiti]’e kars1 lineer grafikleri
Sekil 4.11, 4.12, 4.13 ve 4.14°de gosterildi. Hasta ve kontrol grubu grafiklerinin egilim
cizgileri dikkate alinarak Kdapp degerleri hesaplandi, en yliksek deger oleik asite aittir

bunu sirasiyla miristik asit, stearik asit ve palmitik asit takip etmektedir.
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YAG ASITi ]

pa =—=ma sa 0a

AF (%): ANS-albiimin kompleksine farkli konsantrasyonlarda yag asidi baglandiginda floresandaki
azalmanmin % ifadesi, pa: palmitik asit, ma: miristik asit, sa: stearik asit, oa: oleik asit
Sekil 4.3. Yag asitlerinin alblimine baglanmasina dair ANS-floresan yer degistirme
grafigi
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Sekil 4.4. Yag asitlerinin albiimine baglanmasina dair ([yag asidi]/[ AF (%)], [yag
asidi]) lineer grafigi
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Sekil 4.5. Yag asitlerinin hasta grubu albliminlerine baglanmasina dair ([yag asidi]/[ AF
(%)], [yag asidi]) lineer grafigi
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Sekil 4.6. Yag asitlerinin kontrol grubu albiiminlerine baglanmasina dair ([yag asidi]/[
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Sekil 4.7. Palmitik asitin serum albiiminine baglanmasina dair ANS-floresan

yerdegistirme egrileri
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Sekil 4.8. Miristik asitin serum albiiminine baglanmasina dair ANS-floresan
yerdegistirme egrileri
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Sekil 4.9. Stearik asitin serum albiiminine baglanmasina dair ANS-floresan

yerdegistirme egrileri
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Sekil 4.10. Oleik asitin serum albliminine baglanmasina dair ANS-floresan
yerdegistirme egrileri
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Sekil 4.11. Palmitik asitin kontrol ve hasta grubu albiiminlerine baglanmasina dair
[oleik asit] /AF (%) nin [oleik asit]’e kars1 lineer grafigi
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Sekil 4.12. Miristik asitin kontrol ve hasta grubu albiiminlerine baglanmasina dair [oleik
asit] /AF (%)’nin [oleik asit]’e kars1 lineer grafigi
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Sekil 4.13. Stearik asitin kontrol ve hasta grubu albiiminlerine baglanmasina dair [oleik

asit] /AF (%)’nin [oleik asit]’e kars1 lineer grafigi
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Sekil 4.14. Oleik asitin kontrol ve hasta grubu albiiminlerine baglanmasina dair [oleik
asit] /AF (%)’nin [oleik asit]’e kars1 lineer grafigi
Tim gruplarda biitiin yag asitlerinin artan konsantrasyonuna karsi floresan
sondiirme derecelerindeki (%) degisiklikler Tablo 4.11°deki gibidir. Test edilen tiim yag
asitlerinin konsantrasyonlarindaki artisa karsilik gelen floresan diizeylerindeki (%)
azalma istatiksel olarak anlamlidir. Bu uygulanan yontemin calistigina isaret etmektedir.
Tiim yag asitlerindeki anlamli farkliligin hangi konsantrasyon ikilisinden ileri geldigini

ortaya ¢ikarmak icin ikili karsilastirmalar yapildi. Ikili karsilastirmalar Tablo 4.12, 4.13,
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414 ve 4.15de gosterilmistir. 1kili karsilastirmalar, ozellikle en yiiksek
konsantrasyonlarda diisiik konsantrasyondaki yag asitlerine gore floresan diizeyinde
anlamli azalmalar meydana getirdi. En belirgin farkliliklarin 140, 175 ve 210 uM
konsantrasyonlarda oldugu goriilmektedir.

Hasta ve kontrol gruplari arasinda floresan sondiirme derecelerindeki farkliliklarin
karsilastirmasi Tablo 4.16°da yag asidi konsantrasyonu/floresan sondiirme degerlerindeki

farkliliklarin karsilagtirmasi 4.17°de gosterilmistir.
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Tablo 4.11. Tiim gruplarda artan yag asiti konsantrasyonuna karsi floresan yer degistirme derecelerinin (%) karsilastirilmasi

Degiske Ornekle Konsantrasyon p*
n m
PA 0 35 70 105 140 175 210
Tim 100+0(100 88.83+6.48|89.15 (9.83)  77.2146.55|76.85 (9.26) 69.89+5.96(69.3 (7.46) 65.27+5.32(65.66 (7.8) 61.95+5.39(61.58 58.37+4.92|59.41 <0.00
kohort 0) (7.26) (6.49) 1
Kontrol 100+0(100 89.42+6.06/88.22 76.68+7.38|74.33 (10.65)  69.41+5.8|69.55 (5.55) 64.29+5.11/64.98 (5.85) 61.1+5.45161.41 (7.19)  57.06+5.16|57.83 <0.00
0) (10.12) (5.16) 1
Hasta 100+0[100 88.24+6.98|90.66 77.74+5.73|77.22 (7.36) 70.38+6.22(69.25 (8.16) 66.25+5.47|66.11 (9.13) 62.81+5.33|62.77 59.67+4.41|60.11 <0.00
0) (10.65) (8.52) (7.87) 1
MA Tim 100+0/100 79.46+8.54/80.55 63.73+7.3]63.98 (6.08) 53.62+6.03|52.87 (7.97) 47.55+5.29147.03 (6.43) 43.6+4.33|4.71 (6.31) 39.91+4.17/40.01 (4.7)  <0.00
kohort 0) (13.11) 1
Kontrol 100+0[100 80.38+8.1[79.34 (11.6) 62.15+6.95(63.63 (8.86) 52.89+5.64|52.87 (5.5) 46.35+4.78/46.72 (4.45) 43.4+4.51143.57 (5.61)  38.89+3.92|39.24 <0.00
0) (4.45) 1
Hasta 100+0(100 78.55+9.07/81.34 65.32+7.48(63.98 (7.22) 54.35+6.47|53.5 (9.59) 48.74+5.62/48.35 (8.88) 43.81+4.25|44.1 (6.56)  40.93+4.27/41.34 <0.00
0) (14.32) (6.07) 1
SA Tim 100+0(100 85.3+8.38|85.96 (9.46) 75.26+7.75(73.85 (11.95)  69.4+6.67/70.3 (9.90) 62.69+5.21|62.01 (7.69) 58.94+4.74|58.84 55.97+4.81|55.27 <0.00
kohort 0) (6.66) (6.84) 1
Kontrol 100+0/100 85.64+9.13|85.65 74.9+7.43|74.66 (12.61) 68.81+6.72|68.51 (10.74)  61.57+4.35|61.19 (4.01) 58.26+4.62|58.51 55.02+4.55|54.63 <0.00
0) (12.81) (5.22) (5.64) 1
Hasta 100+0/100 84.96+7.77|186.37 (6.99)  75.63+8.24|73.85 (8.86) 69.99+6.75(70.52 (9.45) 63.8+5.85(64.71 (8.39) 59.61+4.89|59.79 56.92+4.99|57.82 <0.00
0) (7.54) (6.76) 1
OA Tim 100+0[100 91.44+7.85/193.33 78.36+9.13|79.66 (12) 67.12+11.64(66.79 57.42+10.65|55.72 47.71£6.15/46.67 43.53+4.97/42.73 <0.00
kohort 0) (11.71) (13.03) (12.27) (7.65) (6.59) 1
Kontrol 100+0[100 92.72+6.78/94.17 (9.76)  77.99+6.98|79.13 (11.66)  66.09+11.98/67.75 56.22+10.81]55.01 47.79+5.48/47.13 43.44+4.85/44.91 <0.00
0) (15.81) (10.77) (7.23) (6.63) 1
Hasta 100+0[100 90.17+8.78/93.01 78.73+11.04/81.43 68.16+11.5(66.76 (13.2) 58.62+10.62|57.28 47.63£6.9]46.54 (7.91)  43.61+5.21}42.49 <0.00
0) (12.55) (12.88) (16.14) (6.09) 1

Degigkenler art.ort + std. sapma ve ortanca (¢eyreklikler arasi geniglik) istatistikleri ile 6zetlendi.
*: Friedman testi, p<0.05 olan p degerleri koyu yazi karakteri ile belirtildi.

59



Tablo 4.12. Palmitik asitin farkli konsantrasyonlari i¢in floresan yer degistirme derecelerinin (%) ikili karsilastiriimalar

1kili karsilastirmalar

Tiim kohort Kontrol Hasta

Grupl - Grup2 Test istatistigi Std. hata  p* Test istatistigi Std. hata  p* Test istatistigi Std. hata  p*
PA_210-PA_175 0.975 0.483 0.914 1 0.683 1 0.95 0.683 1
PA_210-PA_140 2 0.483 0.001 2 0.683 0.072 2 0.683 0.072
PA_210-PA_105 2.925 0.483 <0.001 3 0.683 <0.001 2.85 0.683 0.001
PA_210-PA_70 3.975 0.483 <0.001 4 0.683 <0.001 3.95 0.683 <0.001
PA_210-PA_35 4.988 0.483 <0.001 5.025 0.683 <0.001 4.95 0.683 <0.001
PA_210-PA_0 5.963 0.483 <0.001 5.975 0.683 <0.001 5.95 0.683 <0.001
PA_175-PA_140 1.025 0.483 0.711 1 0.683 1 1.05 0.683 1
PA_175-PA_105 1.95 0.483 0.001 2 0.683 0.072 1.9 0.683 0.114
PA_175-PA_70 3 0.483 <0.001 3 0.683 <0.001 3 0.683 <0.001
PA_175-PA_35 4.013 0.483 <0.001 4.025 0.683 <0.001 4 0.683 <0.001
PA_175-PA_0 4.988 0.483 <0.001 4.975 0.683 <0.001 5 0.683 <0.001
PA_140-PA_105 0.925 0.483 1 1 0.683 1 0.85 0.683 1
PA_140-PA_70 1.975 0.483 0.001 2 0.683 0.072 1.95 0.683 0.091
PA_140-PA_35 2.988 0.483 <0.001 3.025 0.683 <0.001 2.95 0.683 <0.001
PA_140-PA_0 3.963 0.483 <0.001 3.975 0.683 <0.001 3.95 0.683 <0.001
PA_105-PA_70 1.05 0.483 0.624 1 0.683 1 1.1 0.683 1
PA_105-PA_35 2.063 0.483 <0.001 2.025 0.683 0.064 2.1 0.683 0.044
PA_105-PA_0 3.038 0.483 <0.001 2.975 0.683 <0.001 3.1 0.683 0
PA_70-PA_35 1.013 0.483 0.758 1.025 0.683 1 1 0.683 1
PA_70-PA_0 1.988 0.483 0.001 1.975 0.683 0.081 2 0.683 0.072
PA_35-PA_0 0.975 0.483 0914 0.95 0.683 1 1 0.683 1

*: Bonferroni diizeltmeli Wilcoxon igaretli siralar testi, p<0,05 olan p degerleri koyu yazi karakteri ile belirtildi.
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Tablo 4.13. Miristik asitin farkli konsantrasyonlari i¢in floresan yer degistirme derecelerinin (%) ikili karsilagtirmalari

1kili karsilastirmalar

Tiim kohort Kontrol Hasta

Grupl - Grup2 Test istatistigi Std. hata p* Test istatistigi Std. hata p* Test istatistigi Std. hata p*
MA_210-MA_175 1 0,483 0,807 1 0,683 1 1 0,683 1
MA_210-MA_140 2 0,483 0,001 2 0,683 0,072 2 0,683 0,072
MA_210-MA_105 3 0,483 <0,001 3 0,683 <0,001 3 0,683 <0,001
MA_210-MA_70 4 0,483 <0,001 4 0,683 <0,001 4 0,683 <0,001
MA_210-MA_35 5 0,483 <0,001 5 0,683 <0,001 5 0,683 <0,001
MA_210-MA_0 6 0,483 <0,001 6 0,683 <0,001 6 0,683 <0,001
MA_175-MA_140 1 0,483 0,807 1 0,683 1 1 0,683 1
MA_175-MA_105 2 0,483 0,001 2 0,683 0,072 2 0,683 0,072
MA_175-MA_70 3 0,483 <0,001 3 0,683 <0,001 3 0,683 <0,001
MA_175-MA_35 4 0,483 <0,001 4 0,683 <0,001 4 0,683 <0,001
MA_175-MA_0 5 0,483 <0,001 5 0,683 <0,001 5 0,683 <0,001
MA_140-MA_105 1 0,483 0,807 1 0,683 1 1 0,683 1
MA_140-MA_70 2 0,483 0,001 2 0,683 0,072 2 0,683 0,072
MA_140-MA_35 3 0,483 <0,001 3 0,683 <0,001 3 0,683 <0,001
MA_140-MA_0 4 0,483 <0,001 4 0,683 <0,001 4 0,683 <0,001
MA_105-MA_70 1 0,483 0,807 1 0,683 1 1 0,683 1
MA_105-MA_35 2 0,483 0,001 2 0,683 0,072 2 0,683 0,072
MA_105-MA_0 3 0,483 <0,001 3 0,683 <0,001 3 0,683 <0,001
MA_70-MA_35 1 0,483 0,807 1 0,683 1 1 0,683 1
MA_70-MA_0 2 0,483 0,001 2 0,683 0,072 2 0,683 0,072
MA_35-MA_0 1 0,483 0,807 1 0,683 1 1 0,683 1
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Tablo 4.14. Stearik asitin farkli konsantrasyonlari i¢in floresan yer degistirme derecelerinin (%) ikili karsilagtirmalari

1kili karsilastirmalar

Tiim kohort Kontrol Hasta

Grupl - Grup2 Test istatistigi Std. hata  p* Test istatistigi Std. hata  p* Test istatistigi Std. hata  p*
SA_210-SA_175 1 0.483 0.807 1 0.683 1 1 0.683 1
SA_210-SA_140 2.013 0.483 0.001 2.025 0.683 0.064 2 0.683 0.072
SA_210-SA_105 3 0.483 <0.001 3 0.683 <0.001 3 0.683 <0.001
SA_210-SA_70 3.988 0.483 <0.001  3.975 0.683 <0.001 4 0.683 <0.001
SA_210-SA_35 5 0.483 <0.001 5 0.683 <0.001 5 0.683 <0.001
SA_210-SA_0 6 0.483 <0.001 6 0.683 <0.001 6 0.683 <0.001
SA_175-SA_140 1.013 0.483 0.758 1.025 0.683 1 1 0.683 1
SA_175-SA_105 2 0.483 0.001 2 0.683 0.072 2 0.683 0.072
SA_175-SA_70 2.988 0.483 <0.001  2.975 0.683 <0.001 3 0.683 <0.001
SA_175-SA_35 4 0.483 <0.001 4 0.683 <0.001 4 0.683 <0.001
SA_175-SA_0 5 0.483 <0.001 5 0.683 <0.001 5 0.683 <0.001
SA_140-SA_105 0.988 0.483 0.859 0.975 0.683 1 1 0.683 1
SA_140-SA_70 1.975 0.483 0.001 1.95 0.683 0.091 2 0.683 0.072
SA_140-SA_35 2.988 0.483 <0.001 2975 0.683 <0.001 3 0.683 <0.001
SA_140-SA_0 3.988 0.483 <0.001  3.975 0.683 <0.001 4 0.683 <0.001
SA_105-SA_70 0.988 0.483 0.859 0.975 0.683 1 1 0.683 1
SA_105-SA_35 2 0.483 0.001 2 0.683 0.072 2 0.683 0.072
SA_105-SA_0 3 0.483 <0.001 3 0.683 <0.001 3 0.683 <0.001
SA_70-SA_35 1.013 0.483 0.758 1.025 0.683 1 1 0.683 1
SA_70-SA_0 2.013 0.483 0.001 2.025 0.683 0.064 2 0.683 0.072
SA_35-SA_0 1 0.483 0.807 1 0.683 1 1 0.683 1

*: Bonferroni diizeltmeli Wilcoxon isaretli siralar testi, p<0.05 olan p degerleri koyu yazi karakteri ile belirtildi.
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Tablo 4.15. Oleik asitin farkli konsantrasyonlari i¢in floresan yer degistirme derecelerinin (%) ikili karlilagtirmalari

1kili karsilastirmalar

Tiim kohort Kontrol Hasta

Grupl - Grup2 Test istatistigi  Std. hata p* Test istatistigi  Std. hata p* Test istatistigi  Std. hata p*
0A_210-0A_175 1 0.483 0.807 1 0.683 1 1 0.683 1
0OA_210-OA_140 2 0.483 0.001 2 0.683 0072 2 0.683 0.072
OA_210-0A_105 3 0.483 <0.001 3 0.683 <0.001 3 0.683 <0.001
0OA_210-0A_70 4 0.483 <0.001 4 0.683 <0.001 4 0.683 <0.001
0A_210-0OA_35 5.038 0.483 <0.001 5.025 0.683 <0.001 5.05 0.683 <0.001
0A_210-0A_0 5.963 0.483 <0.001 5.975 0.683 <0.001 5.95 0.683 <0.001
OA_175-0A_140 1 0.483 0.807 1 0.683 1 1 0.683 1
OA_175-0A_105 2 0.483 0.001 2 0.683 0072 2 0.683 0.072
0A_175-0A_70 3 0.483 <0.001 3 0.683 <0.001 3 0.683 <0.001
OA_175-0A_35 4.037 0.483 <0.001 4.025 0.683 <0.001 4.05 0.683 <0.001
0OA_175-0A_0 4.963 0.483 <0.001 4.975 0.683 <0.001 4.95 0.683 <0.001
OA_140-0A_105 1 0.483 0.807 1 0.683 1 1 0.683 1
0A_140-0OA_70 2 0.483 0.001 2 0.683 0072 2 0.683 0.072
OA_140-0OA_35 3.038 0.483 <0.001 3.025 0.683 <0.001 3.05 0.683 <0.001
0A_140-0A_0 3.963 0.483 <0.001 3.975 0.683 <0.001 3.95 0.683 <0.001
0A_105-0A_70 1 0.483 0807 1 0.683 1 | 0.683 1
OA_105-0A_35 2.038 0.483 0.001  2.025 0.683 0.064  2.05 0.683 0.057
OA_105-0A_0 2.963 0.483 <0.001 2.975 0.683 <0.001 2.95 0.683 <0.001
0A_70-0A_35 1.038 0.483 0.666  1.025 0.683 1 1.05 0.683 1
0OA_70-0OA_0 1.963 0.483 0.001 1975 0.683 0.081 1.95 0.683 0.091
0OA_35-0A_0 0.925 0.483 1 0.95 0.683 1 0.9 0.683 1

*: Bonferroni diizeltmeli Wilcoxon isaretli siralar testi, p<0.05 olan p degerleri koyu yazi karakteri ile belirtildi.
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Tablo 4.16. Hasta ve kontrol grubunda artan yag asiti konsantrasyonlarina karsin
floresan yer degistirme derecelerin (%) karsilastirilmasi

Degiskenler ~ Kontrol Hasta p
(n=20) (n=20)

PA_35 89.42+6.06 | 88.22 (10.12) 88.24+6.98 1 90.66 (10.65) 0.738
PA_70 76.68+7.38 | 74.33 (10.65) 77.74+5.73 | 77.22 (7.36) 0.512
PA_105 69.4145.8 | 69.55 (5.55) 70.38+6.22 | 69.25 (8.16) 0.659
PA_140 64.2945.11 | 64.98 (5.85) 66.25+5.47 | 66.11 (9.13) 0.265
PA_175 61.1£5.45|61.41 (7.19) 62.8145.33 | 62.77 (8.52) 0.277
PA_210 57.06+5.16 | 57.83 (5.16) 59.67+4.41 | 60.11 (7.87) 0.086
MA_35 80.38+8.1|79.34 (11.6) 78.55+9.07 | 81.34 (14.32) 0.82
MA_70 62.15+6.95 | 63.63 (8.86) 65.32+7.48 | 63.98 (7.22) 0.277
MA_105 52.89+5.64 | 52.87 (5.5) 54.35+6.47 | 53.5 (9.59) 0.678
MA_140 46.35+4.78 | 46.72 (4.45) 48.74+5.62 | 48.35 (8.88) 0.165
MA_175 43.4+4.51 | 43.57 (5.61) 43.814+4.25 | 44.1 (6.56) 0.799
MA_210 38.8943.92 | 39.24 (4.45) 40.93+4.27 | 41.34 (6.07) 0.149
SA_35 85.6449.13 | 85.65 (12.81) 84.96+7.77 | 86.37 (6.99) 0.862
SA_70 74.9+7.43 | 74.66 (12.61) 75.63+8.24 | 73.85 (8.86) 1
SA_105 68.81+£6.72 | 68.51 (10.74) 69.9946.75 | 70.52 (9.45) 0.602
SA_140 61.5744.35161.19 (4.01) 63.8+5.85 | 64.71 (8.39) 0.134
SA_175 58.26+4.62 | 58.51 (5.22) 59.6144.89 | 59.79 (7.54) 0.341
SA_210 55.0244.55 | 54.63 (5.64) 56.924+4.99 | 57.82 (6.76) 0.192
0A_35 92.7246.78 | 94.17 (9.76) 90.17+8.78 1 93.01 (12.55) 0.445
0A_70 77.9946.98 | 79.13 (11.66) 78.73£11.04 | 81.43 (12.88) 0.478
OA_105 66.09+11.98 | 67.75 (15.81) 68.16+11.5|66.76 (13.2) 0.799
0A_140 56.22+10.81 | 55.01 (10.77) 58.62+10.62 | 57.28 (16.14) 0.512
0A_175 47.79+£5.48 | 47.13 (7.23) 47.63+6.9 | 46.54 (7.91) 0.841
0A_210 43.44+4.85144.91 (6.63) 43.61+5.21142.49 (6.09) 0.968

PA: Palmitik asit MA: Miristik asit SA: Stearik asit OA: Oleik asit

Tablo 4.18. Hasta ve kontrol grubunda yag asidi konsantrasyonu/ floresan yer degistirme
degerlerinin karsilastirilmasi

Degigkenler Kontrol Hasta p
(n=20) (n=20)

PA_35 0.39+0.03 | 0.39 (0.05) 0.39+0.03 | 0.38 (0.05) 0.738
PA_70 0.92+0.09 | 0.94 (0.12) 0.9+0.07 | 0.9 (0.09) 0.602
PA_105 1.52+0.13 ] 1.51 (0.12) 1.5+0.13 | 1.51 (0.17) 0.583
PA_140 2.19+0.17 12.15 (0.2) 2.12+0.18 12.12 (0.29) 0.277
PA_175 2.88+0.2512.85 (0.35) 2.8+0.24 | 2.78 (0.38) 0.265
PA_210 3.71+0.36 | 3.63 (0.34) 3.53+0.27 | 3.49 (0.47) 0.091
MA_35 0.44+0.05 | 0.44 (0.07) 0.45+0.06 | 0.43 (0.08) 0.718
MA_70 1.144+0.14 | 1.1 (0.16) 1.08+0.131.09 (0.11) 0.289
MA_105 2.003+0.232 ] 1.98 (0.2) 1.95440.228 | 1.96 (0.35) 0.718
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MA_140 3.05+0.34 | 2.99 (0.28) 2.940.34 (2.9 (0.55) 0.165
MA_175 4.07+0.45 | 4.01 (0.54) 4.03+£0.4(3.97 (0.62) 0.779
MA_210 5.45+0.57 [ 5.35 (0.62) 5.18+0.56 | 5.08 (0.76) 0.149
SA_35 0.41+0.05 | 0.4 (0.05) 0.41£0.04 | 0.4 (0.04) 0.883
SA_70 0.94+0.09 | 0.94 (0.14) 0.93+0.1 | 0.94 (0.11) 0.904
SA_105 1.54+0.15 | 1.53 (0.24) 1.51+0.15 | 1.49 (0.21) 0.583
SA_140 2.28+0.162.27 (0.16) 2.2140.21]2.16 (0.28) 0.142
SA_175 3.02+0.25 | 2.99 (0.27) 2.9540.252.92 (0.38) 0.355
SA_210 3.86+0.36 | 3.84 (0.4) 3.7140.33 [ 3.63 (0.43) 0.174
OA_35 0.374+0.029 | 0.365 (0.035) 0.387+0.043 [ 0.37 (0.055) 0.369
OA_70 0.9+0.08 | 0.88 (0.14) 0.91+0.15 | 0.85 (0.15) 0.495
OA_105 1.64+0.33] 1.55 (0.4) 1.6140.32 | 1.58 (0.38) 0.904
OA_140 2.59+0.46 | 2.67 (0.51) 2.46+0.45 | 2.44 (0.66) 0.355
OA_175 3.7+0.42 [3.71 (0.55) 3.74+0.51 [ 3.76 (0.64) 0.82
0A_210 4.89+0.56 | 4.67 (0.75) 4.87+0.55 | 4.94 (0.68) 1

PA: Palmitik asit MA: Miristik asit SA: Stearik asit OA: Oleik asit

4.6. Kontrol ve Hasta Gruplarina Ait Serum ve Albiimin Yag Asidi %

Kompozisyonlarmin Karsilastirilmasi

Hasta ve kontrol gruplari i¢in serum ve albiiminde bulunan yag asitlerinin analizi

GC-MS ile yapildi. Caligmada standart yag asidi karisimi Supelco 37 Component FAME

Mix kullanildi. Yag asidi karistminin kromatogrami Sekil 4.13°de goriilmektedir.

Kontrol ve hasta gruplarina ait kromatogramlar sirasiyla Sekil 4.14 ve Sekil 4.15 de

belirtilmistir. Numunelerde ¢ogunlukla gama linoleik asit, linoleik asit, oleik asit, stearik

asit bulundugu gozlendi. Bu yag asitleri disinda farkli numunelerde farkli yag asitleri de

tespit edildi. Hasta ve kontrol serumu ile hasta ve kontrol albumin % yag asidi

kompozisyonlarinin karsilastirmasi Tablo 4.18 ‘de gOsterilmistir.

Istatistiksel olarak anlaml1 bulgular su sekilde 6zetlenebilir:

Gama-linoleik asit yiizdesi hasta albiimininde kontrol albiiminine gore daha
diisiik bulundu; gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p =
0,052), ancak p degeri anlamlilik esigine yakindi.

Linoleik asit diizeyi hasta albiimininde kontrol grubuna gore daha diisiiktii ve
fark anlamliyd1 (p = 0,038).

Stearik asit diizeyi hasta alblimininde kontrol albiiminine gore anlamli sekilde
daha yiiksek bulundu (p = 0,003).

Kaproik asit diizeyi alblimin fraksiyonunda hasta grubunda kontrol grubuna

gore anlamli olarak diisiik bulundu (p = 0,007).
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Oleik asit diizeyi hasta serumunda kontrol serumuna gore anlamh sekilde
daha yiiksek bulundu (p = 0,013).

Eikosapentaenoik asit (EPA) yiizdesi hasta serumunda kontrol grubuna gore
anlamli sekilde daha diisiik bulundu(p = 0,035).

Palmitik asit diizeyi hasta serumunda kontrole kiyasla anlaml1 bigimde daha
diisiik bulundu (p < 0,001).

Aragidonik asit diizeyi hasta serumunda kontrol serumuna gore anlamli olarak

daha yiiksek bulundu (p = 0,040).

Kontrol grubunda serum ve albiimin; hasta grubunda serum ve albiimin yag asidi

kompozisyonunun karsilastirilmasi ise Tablo 4.19°da gdsterilmistir.

Istatistiksel olarak bulgular su sekilde 6zetlenebilir:

Gama linoleik asit kontrol albiimininde kontrol serumuna goére anlaml
yiiksek bulundu. Ayni1 anlamlilik hasta alblimini ve hasta serumu arasinda
gozlenmedi.

Linoleik asit hem hasta serumunda hem de kontrol serumunda alblimine gore
anlamli yiiksek bulundu.

Oleik asit hem hasta serumunda hem de kontrol serumunda albiimine gore
anlamli yiiksek bulundu.

Stearik asit yilizdesi hem hasta hem de kontrol alblimininde seruma gore
anlamli yiiksek bulundu.

Kaproik asit yiizdesi hem hasta hem de kontrol albiimininde seruma gore
anlaml yiiksek bulundu.

Linoleik ve oleik asit yiizdeleri hem kontrol hem de hasta grubunda serumda
albumine gore yiiksek iken stearik ve kaproik asit ylizdeleri hem kontrol hem
de hasta grubunda albuminde seruma gore yliksek bulundu. Hasta serum ve
albumini yag asitleri kompozisyonlarinin % karsilagtirmalarinda kontrole
gore anlamli bir fark goriilmemektedir. Diger bir deyisle, albuminde ytiksek
olan veya serumda yiiksek olan yag asiti kontrol grubunda hangisi ise hasta
grubunda da aym yag asiti oldugu gozlenmektedir. Ote yandan kontrol
albumini ile hasta albumini karsilastirildiginda stearik asit yiizdesinin hasta
albumininde anlamli olarak yiiksek oldugu, linoleik ve kaproik asit

yiizdelerinin ise daha diislik oldugu goriilmektedir. Ancak bu degisimlerin
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serumdaki yansimalart goriillemedi. Hasta serumunda kontrole gére EPA ve
palmitik asit azalirken oleik asit ve aragidonik asit yilizdeleri artt1.

[lave olarak, albiimin ve serum yiizdeleri oranlarak serum ve albiimin arasindaki
yag asidi aligverisinde meydana gelebilecek degisimler degerlendirildi. Bu amacla
kontrol ve hasta grubunda anlamli farklilik gosteren bazi yag asitlerinin % degerlerinin
albumin/serum oranlar1 belirlendi (Tablo 4.20). Stearik asit i¢in A/G orani kontrol
grubunda 1.97 iken hasta grubunda 2.61°dir, stearik asit oraninin hasta grubunda albiimin
lehine arttig1 gozlendi. Oysa linoleik, oleik ve kaproik yag asitlerinde A/G orami hasta

grubunda kontrole gore azaldig1 gozlendi.
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Sekil 4.15. GC-MS analizinde kullanilan standard yag asitleri karigimina ait kromatogram
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Sekil 4.16. Kontrol grubuna ait bir serum numunesinde gozlenen 6rnek GC-MS
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Sekil 4.17. Hasta grubuna ait bir serum numunesinde gézlenen 6rnek GC-MS
kromatogrami
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Tablo 4.18. Kontrol ve hasta gruplarina ait serum ve alblimin yag asiti % kompozisyonlarinin karsilastirilmasi

Degiskenler Kontrol (Serum) Hasta (Serum) p* Kontrol (Albumin) Hasta (Albumin) p*
(n=20) (n=20) (n=20) (n=20)

Kaprik asit metil esteri 0.03+£0.13 ] 0 (0) 0+0 |0 (0) 0.799 0+0] 0 (0) 0+0] 0 (0) 1
Laurik asit metil esteri 0.98+4.37| 0 (0) 0+0 | 0 (0) 0.799 0+0] 0 (0) 0+0] 0 (0) 1
Miristoleik asit metil esteri 0.04+0.17 ] 0 (0) 0+0 | 0 (0) 0.799 0+0] 0 (0) 0+0] 0 (0) 1
Miristik asit metil esteri 0.5+0.55] 0.65 (0.75) 0.48+0.38 | 0.55 (0.66) 0.82 0+0 | 0 (0) 0+0 | 0 (0) 1
Palmitoleik asit metil esteri 0.51+0.57 | 0.5 (0.76) 0.75+0.6 | 0.82 (1.14) 0.183 0+0 | 0 (0) 0+0 | 0 (0) 1
Gama linoleik asit metil esteri 29.4+2.54129.17 (3.19) 29.25+3.61 29.22 (3.81) 0.968 46.55+3.64 | 46.26 (3.33) 34.04+17.43 | 44.43 (34.98) 0.052
Linoleik asit metil esteri 27.82+4.5529.1 (6.34) 25.78+6.63 | 26.69 (5.54) 0.327 12.31+3.95| 12.68 (3.62) 8.8+5.1819.63 (9.24) 0.038
Oleik asit metil esteri 15.26+3.04 | 15.12 (3.09) 17.724£3.19 | 17.52 (4.34) 0.013 6.16+2.18 |5.79 (2.97) 5.13+3.12 | 4.56 (4.66) 0.174
Stearik asit metil esteri 13.36+1.57 | 13.26 (1.61) 17.24+11.48 | 13.28 (3.76) 0.904 26.31+2.98 | 26.3 (4.57) 45.01424.5729.7 (49.3) 0.003
Eikosapentaenoik asit metil esteri 6.32+7.49 | 6.15 (10.35) 1.2442.21 |0 (1.04) 0.035 0.63+1.32] 0 (0) 0.11£0.51] 0 (0) 0.398
Homo gama linolenik asit 0.85+0.75 ] 1.08 (1.52) 0.95+0.8 | 1.25 (1.49) 0.82 0£0 | 0 (0) 0+0 | 0 (0) 1
Heneikosilik asit metil esteri 0.21+0.39] 0 (0.27) 0.1740.27 | 0 (0.42) 0.968 0£0 |0 (0) 0+0 | 0 (0) 1
Erusik asit metil esteri 0.03+£0.13] 0 (0) 0+0 | 0 (0) 0.799 0+0 | 0 (0) 0.31£0.99 |0 (0) 0.602
Palmitik asit metil esteri 0.8+0.7510.72 (1.1) 0.02+0.09 | 0 (0) <0.001  0.24+0.59|0 (0) 0£0 | 0 (0) 0.429
Vaksenik asit 0.19+0.48 | 0 (0) 0.2740.54 | 0 (0.12) 0.62 0£0 | 0 (0) 0£0 | 0 (0) 1
Nervonik asit metil esteri 0.14+0.36 | 0 (0) 0.11+0.25 0 (0) 0.883 0+0 | 0 (0) 0+0 | 0 (0) 1
Kaproik asit metil esteri 1.88+3.68 | 1.48 (1.63) 1.81+1.36 | 1.42 (0.73) 0.738 6.69+1.46 | 6.17 (1.83) 5.69+1.515.33 (1.54) 0.007
Arasidonik asit metil esteri 1.5+2.75]0 (2.19) 3.9+3.68 | 4.17 (7.02) 0.04 1.13+1.47|0 (2.61) 1.02+1.45 |0 (1.95) 0.841
Behenik asit metil esteri 0.07+0.18 | 0 (0) 0.1£0.17 | 0 (0.16) 0.698 0£0 | 0 (0) 0+0 | 0 (0) 1
Alfa linolenik asit metil esteri 0.02+0.11 |0 (0) 0.1240.19 |0 (0.31) 0.201 0£0 | 0 (0) 0£0 | 0 (0) 1
Lignoserik asit 0.03+£0.13] 0 (0) 0.09+0.17 | 0 (0.16) 0314 0+0 | 0 (0) 0+0 | 0 (0) 1

Degiskenler art.ort + std. sapma ve ortanca (¢eyreklikler arast genislik) istatistikleri ile 6zetlendi.

*: Mann-Whitney U testi, p<0.05 olan p degerleri koyu yazi karakteri ile belirtildi.
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Tablo 4.19. Kontrol grubunda serum ve albiimin; hasta grubunda serum ve albiimin yag asidi kompozisyonunun karsilastirilmasi

Degiskenler Albiimin (Kontrol) Serum (Kontrol) p* Albiimin (Hasta) Serum (Hasta) p*
(n=20) (n=20) (n=20) (n=20)
Kaprik asit metil esteri 0+0 [0 (0 0.030.13 [ 0 (0) 0.799 0:0]0(0) 0+0 [0 (0) 1
Laurik asit metil esteri 0+0 [0 (0) 0.98+4.37 [ 0 (0) 0.799  0£0]0(0) 0+0 0 (0) 1
Miristoleik asit metil esteri 0+0 [0 (0) 0.04+0.17 [ 0 (0) 0.799  0£0]0(0) 0+0 0 (0) 1
Miristik asit metil esteri 0+0 [0 (0) 0.5£0.55 | 0.65 (0.75) 0.002  0£0]0(0) 0.48+0.38 | 0.55 (0.66) <0.001
Palmitoleik asit metil esteri 0+0 0 (0) 0.5120.57 0.5 (0.76) 0.001  0£0]0(0) 0.75+0.6 | 0.82 (1.14) <0.001
Gama linoleik asit metil esteri 46.55+3.64 | 46.26 (3.33) 29.442.5429.17 (3.19) <0.001 34.04+17.43|44.43 (34.98) 29.2543.61|29.22 (3.81) 0.108
Linoleik asit metil esteri 12.3143.95 | 12.68 (3.62) 27.82+4.55|29.1 (6.34) <0.001 8.8+5.189.63(9.24) 25.7846.63 | 26.69 (5.54) <0.001
Oleik asit metil esteri 6.16+2.18 | 5.79 (2.97) 15.26+3.04 | 15.12 (3.09) <0.001 5.13+3.12|4.56 (4.66) 17.7243.19 | 17.52 (4.34) <0.001
Stearik asit metil esteri 26.31+£2.98 | 26.3 (4.57) 13.36+1.57 | 13.26 (1.61) <0.001 45.01+24.57|29.7 (49.3) 17.24+11.48 | 13.28 (3.76) <0.001
Eikosapentaenoik asit metil 0.63£1.32 |0 (0) 6.32+£7.49 | 6.15 (10.35) 0.012 0.11+0.51 | 0 (0) 1.24+£2.21 10 (1.04) 0.102
esteri
homo gama linolenik asit 0+0 [0 (0) 0.85+0.75 [ 1.08 (1.52) 0.001  0+0]0(0) 0.95+0.8 | 1.25 (1.49) <0.001
Heneikosilik asit metil esteri 0+00(0) 0.21+0.39 10 (0.27) 0.183  0+0]0(0) 0.17+0.27] 0 (0.42) 0.108
Erusik asit metil esteri 0+0 [0 (0) 0.030.13 [ 0 (0) 0.799  0.31£0.9910(0) 0+0 [0 (0) 0.602
Palmitik asit metil esteri 0.24+0.59 | 0 (0) 0.8+0.7510.72 (1.1) 0.007  0+0]0(0) 0.02+0.09 1 0 (0) 0.799
Vaksenik asit 00 [0 (0) 0.19+0.48 [ 0 (0) 0.429  0+0]0(0) 0.27+0.54 10 (0.12) 0.183
Nervonik asit metil esteri 00 [0 (0) 0.14+0.36 [ 0 (0) 0.429  0+0]0(0) 0.1120.25 10 (0) 0.289
Kaproik asit metil esteri 6.69+1.46 | 6.17 (1.83) 1.88+3.68 | 1.48 (1.63) <0.001 5.69+1.51|5.33(1.54) 1.81£1.36 | 1.42 (0.73) <0.001
Arasidonik asit metil esteri 1.13£1.47 |0 (2.61) 1.5£2.75]0 (2.19) 0.799 1.02+£1.45|0 (1.95) 3.9+3.68 |4.17 (7.02) 0.023
Behenik asit metil esteri 00 [0 (0) 0.07+0.18 [ 0 (0) 0.429  0+0]0(0) 0.1£0.17]0 (0.16) 0.183
Alfa limolenik asit metil esteri ~ 0+0/0(0) 0.02+0.11 0 (0) 0.799  0+0]0(0) 0.12+0.1910 (0.31) 0.108
Lignoserik asit 00 [0 (0) 0.03+0.13 [ 0 (0) 0.799  0+0]0(0) 0.09+0.17 10 (0.16) 0.183

Degiskenler art.ort + std. sapma ve ortanca (¢eyreklikler arast geniglik) istatistikleri ile 6zetlendi.
*: Mann-Whitney U testi, p<0,05 olan p degerleri koyu yazi karakteri ile belirtildi.
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Tablo 4.20. Kontrol ve hasta grubunda anlamli farklilik gosteren bazi yag asitleri
albiimin/serum orani

Kontrol Hasta Albiimin/ Kontrol ve hasta
Albiimin/ Serum Serum oram oranlarimn yiizde
orani degisimi

Linoleik asit 0.44 0.34 22,73

Oleik asit 0.40 0.29 27,5

Stearik asit 1.97 2.61 24,5

Kaproik asit 3.55 3.14 11,54

4.7. Yag Asitlerinin Serum Albuminine Baglanmasina Dair ANS-floresan Yer
Degistirme Sonuclari, Yag Asitlerinin % Kompozisyonlar1 ve iTK Sonuglarinin 1.
Ve 2. derece Karaciger Yaglanmas1 ve Kontrol Gruplari Arasinda

Karsilastirilmalar:

Bu boliimde NAFLD’ nin farkli evrelerine ait degisimleri daha ayrintili bicimde
ortaya koymak amaciyla ultrasonografi ile belirlenen 1. Derece yaglanma (Grade 1
(n=10)), 2. Derece yaglanma (Grade 2 (n=8)) ve kontrol grubundan (n=20) elde edilen
floresan baglanma verileri, yag asidi yiizde kompozisyonlar1 ve ITK bant profilleri
biitiinciil bir istatistiksel yaklasimla analiz edildi. Her bir parametrenin hastalik
progresyonu ile iliskili varyasyon gosterip gostermedigini belirlemek igin grup
karsilagtirmalar1 yapildi. Analizlerde, gruplar arasi farkliliklarin istatistiksel anlamlilig

uygun parametrik veya non-parametrik testler kullanilarak test edildi.

4.7.1. Grade 1, Grade 2 ve Kontrol Gruplarinin Albiimin Ekstraktlarina Ait
Lipit Kromatogram  Spotlarinin  Fotodansitometrik %  Degerlerinin

Karsilastirilmasi

Grade 1, Grade 2 ve kontrol grubu albiimin lipit ekstratlarinin ITK ile seperasyonu
ve fotodansitometrik analizleri sonucunda elde edilen sonuglar istatistiksel olarak
degerlendirildi ve Tablo 4.21°da gosterildi. Gruplar arasinda anlamli farklilik

gozlenmedi.
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Tablo 4.21. Grade 1, Grade 2 ve kontrol gruplarinin alblimin ekstraktlarina ait lipit
kromatogram spotlarinin fotodansitometrik % degerlerinin karsilagtiriimasi

Degiskenler Gradel Grade2 Kontrol p
(n=10) (n=8) (n=20)

@1 39,47+4,26 | 39,18 (3,85) 39,55+4,72 | 39,18 (5,58) 41,36+4,44 | 42,32 (6,49) 0.448
@2 14,8342,98 | 14,86 (4,32) 15,5442,81| 15,65 (3,79) 13,3243,24 | 13,26 (2,87) 0.187
@3 14,6243,38 | 14 (4,25) 14,3743,69 | 13,6 (4,94) 15,43+4,31 | 15,41 (4,68) 0.771
@4 8,34+0,93 | 8,13 (1,66) 8,33+1,04 | 8,08 (1,95) 8,64+1,59 | 8,33 (1,76) 0.782
@5 6,1+1,09 | 5,77 (1,17) 5,85+0,89 | 5,57 (0,88) 5,92+1,03 | 5,69 (1,17) 0.861
@6 3,240,59 | 3,18 (0,89) 3,18+0,65 3,18 (1,11) 2,89+0,73 | 2,8 (1,15) 0.391
@7 13,4542,48 13,24 (3,79) 13,1741,79 13,24 (2,2) 12,4445,11 | 11,06 (5,24) 0.792

Degiskenler art. ortalama =+ std. sapma ve ortanca (¢eyreklikler arasi genislik) istatistikleri ile 6zetlenmistir.

4.7.2. Grade 1, Grade 2 ve Kontrol Gruplarimin ANS Yer Degistirme Yontemi

ile Serum Albiimin Yag Asidi Baglama Parametrelerinin Istatistiksel

Karsilastirilmasi

Grade 1, Grade 2 ve kontrol grubunun palmitik asit, miristik asit, stearik asit ve
oleik asit i¢in floresan yer degistirme derecesinin karsilatirmasi sirastyla Tablo 4.22, 4.23,
4.24 ve 4.25’de gosterildi. Palmitik asit, stearik asit ve oleik asit i¢in anlamli farklilik
gozlenmezken miristik asit i¢in 105 pM yag asidi kompozisyonunda anlamli farklilik

gbzlendi.

Tablo 4.22. Palmitik asit floresan yer degistirme derecesinin Grade 1, Grade 2 ve Kontrol
grubunda Karsilastirilmasi

Degisken* Grup P Test
Gradel Grade2 Kontrol
(n=10) (n=8) (n=20)

x.35 89,1£5,98 | 91,35 87,94+8,42|  89,42+6,06 | 0.86604 Tek-yonlit ANOVA
(9,39) 89,81 (11,5) 88,22 (10,12)

x.70 77,35£5,52 | 78,92+6,59 |  76,68+7,38 | 0.73558 Tek-yonli ANOVA
76,46 (7,81) 79,15 (8,05) 74,33 (10,65)

x.105 69,72+6,57 | 72+6,07 | 69,4145,8 | 0.58809 Tek-yonli ANOVA
68,25 (9,53) 72,75 (7,36) 69,55 (5,55)

x.140 65,92+6,95 | 66,9943,62 |  64,29+5,11 | 0.45423 Tek-yonlit ANOVA
65,44 (14,31) 67,85 (6,04) 64,98 (5,85)

x.175 62,23£6,35 | 63,9+3.82 | 61,1+5,45 | 0.46875 Tek-yonli ANOVA
61,05 (10,61) 64,3 (5,66) 61,41 (7,19)

x.210 58,87+4,65 | 60,7+4,2 | 57,06£5,16 | 0.19746 Tek-yonli ANOVA
58,94 (6,41) 61,15 (5,75) 57,83 (5,16)

*:Degiskenler 'ortanca, (¢eyreklikler arasi genislik)' ve 'aritmetik ortalama =+ standart sapma' seklinde

ozetlenmistir.
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Tablo 4.23. Miristik asit floresan yer degistirme derecesinin Grade 1, Grade 2 ve Kontrol
grubunda Karsilastirilmast

Degisken* Grup** p Test
Gradel Grade2 Kontrol
(n=10) (n=8) (n=20)

x.35 78,38+7,07 | 80,05+11,45 | 80,38+8,1179,34  0.83293  Tek-yonli ANOVA
80,19 (12,23) 82,08 (12,25) (11,6)

x.70 63,04+3,9 | 68,55+10,55 | 62,15+6,95 | 0.11561  Tek-yonli ANOVA
62,92 (2,7) 70,5 (12,7) 63,63 (8,86)

x.105 51,85%+5,32 | 58,49+6,6 | 58,8  52,89+5,64 | 0.0426 Tek-yonli ANOVA
51,04 (5,74) (5,85) 52,87 (5,5)

x.140 47,53+6,48 | 50,85+4,31 | 46,35+4,78 | 0.1318 Tek-yonli ANOVA
46,97 (7,35) 51,42 (5,1) 46,72 (4,45)

x.175 43,3+4,76 | 44,79+3,63 | 43.4+4,51 43,57 0.72221  Tek-yonlii ANOVA
43,29 (7,18) 45,95 (5,25) (5,61)

x.210 40,41+5,25 | 41284291 |42  38,89+3,92 | 0.34358  Tek-yonli ANOVA
39,6 (8,48) (3,43) 39,24 (4,45)

*:Degiskenler 'ortanca, (¢eyreklikler arasi genislik)' ve 'aritmetik ortalama =+ standart sapma' seklinde

Ozetlenmistir.**: a: Grade2 grubuna gore farklidir, b: Kontrol grubuna gére farklidir.

Tablo 4.24. Stearik asit floresan yer degistirme derecesinin Grade 1, Grade 2 ve Kontrol
grubunda Karsilastirilmasi

Degisken* Grup p Test
Gradel Grade2 Kontrol
(n=10) (n=8) (n=20)

x.35 85,49+3 81 | 85,73+10,54 | 85,64+9,13 | 0.99804 Tek-yonli ANOVA
86,37 (5,14) 87,15 (15,58) 85,65 (12,81)

x.70 73,32+6,83 | 79,67+9,38 | 74,9+7,43 | 0.21095 Tek-yonli ANOVA
71,7 (2,27) 76,94 (11,66) 74,66 (12,61)

x.105 68,47+6,01 | 73,02+7,07 | 68,81+6,72 | 0.27072 Tek-yonli ANOVA
68,69 (5,97) 74,22 (7,2) 68,51 (10,74)

x.140 63,25+5,08 | 65,08+6,12 | 61,57+4,35 | 0.23444 Tek-yonli ANOVA
62,92 (9,47) 65,2 (5,07) 61,19 (4,01)

x.175 59,02+4,96 | 60,01+3,53 | 58,26+4,62 | 0.55761 Kruskal-Wallis H test
58,54 (8,94) 61,7 (5.41) 58,51 (5,22)

x.210 55,3245,08 | 58,27+3,32 | 55,02+4,55 | 0.22163 Tek-yonli ANOVA
55,69 (5,62) 59,34 (4,5) 54,63 (5,64)

*Degiskenler 'ortanca, (¢eyreklikler arasi genislik)' ve 'aritmetik ortalama + standart sapma' seklinde

Ozetlenmistir.

Tablo 4.25. Oleik asit floresan yer degistirme derecesinin Grade 1, Grade 2 ve Kontrol
grubunda Karsilastirilmasi

Degisken* Grup p Test
Gradel Grade2 Kontrol
(n=10) (n=8) (n=20)

x.35 90,37+8,03 | 90,57+10,84 | 92,72+6,78 | 0.70851 Kruskal-Wallis H test
93,01 (8,76) 95,05 (14,65) 94,17 (9,76)

x.70 77,4549,1 | 82,39+13,59 | 77,99+6,98 | 0.1157 Kruskal-Wallis H test
74,96 (12,68) 85 (8.,8) 79,13 (11,66)

x.105 64,73+9,66 | 72,98+13,94 | 66,09+11,98 | 0.29844 Tek-yonli ANOVA
64,02 (14,25) 75,9 (13,28) 67,75 (15,81)

x.140 54,95+8,95 | 64,71+11,44 | 56,22+10,81 | 0.07753 Kruskal-Wallis H test
54,27 (8,52) 67,22 (10,65) 55,01 (10,77)

x.175 46,5+3,58 | 49,92+9,72 | 47,79+5,48 | 0.56241 Tek-yonli ANOVA
46,46 (6,2) 48,65 (14,37) 47,13 (7,23)

x.210 43314322 | 44,86+7,26 | 43,4444 35 | 0.77227 Tek-yonli ANOVA
41,97 (6,05) 43,65 (10,1) 4491 (6,63)

*:Degiskenler 'ortanca, (¢eyreklikler arasi genislik)' ve 'aritmetik ortalama + standart sapma' seklinde

Ozetlenmistir.
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4.7.3. Grade 1, Grade 2 ve Kontrol Gruplarinin Serum ve Albiimin Yag Asidi

% Kompozisyonlarinin Karsilastirilmasi

Grade 1, Grade 2 ve kontrol gruplarinin serum yag asidi ylizde kompozisyonlari
Tablo 4.26’ta gosterildi. Eikosapentaenoik asit (EPA) diizeyleri, Grade 2 grubunda
kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede diisiik bulundu (p=0.04105). Arasidonik asit
diizeyi ise Grade 2 grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede yliksek bulundu
(p = 0.03525 ). Grade 1, Grade 2 ve kontrol gruplarinin albiimin yag asidi yiizde
kompozisyonlar1 Tablo 4.27°te gosterildi. Linoeik asit diizeyi Grade 2 grubunda kontrol
grubuna kiyasla anlamli derecede diisiik bulundu. Stearik asit diizeyi ise Grade 2

grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek bulundu.

75



Tablo 4.26. Grade 1, Grade 2 ve kontrol gruplarinin serum yag asidi yiizde kompozisyonlari

Degisken* Grup** p Test
Gradel Grade2 Kontrol
(n=10) (n=8) (n=20)

Kaprik asit metil esteri 0+0 | 0 (0) 0+0 [ 0 (0) 0,03+0,13 | 0 (0) 0.63763  Kruskal-Wallis H test
Laurik asit metil esteri 040 | 0 (0) 040 | 0 (0) 0,98+4,37 |0 (0) 0.63763  Kruskal-Wallis H test
Miristoleik asit metil esteri 0+0 | 0 (0) 0£0 [0 (0) 0,04+0,1710 (0) 0.63763  Kruskal-Wallis H test
Miristik asit metil esteri 0,38+0,34 | 0,53 (0,59) 0,66+0,41 | 0,61 (0,66) 0,5+0,55 | 0,65 (0,75) 0.37644  Kruskal-Wallis H test
Palmitolei kasit metil esteri 0,55+0,53 10,57 (0,92) 1,060,611 0,95 (0,8) 0,51+0,57 | 0,5 (0,76) 0.08534  Kruskal-Wallis H test
Gamalinoleik asit metil esteri 29,16+4,45 129,22 (4,73) 28,98+2,76 | 29,5 (3,25) 29,4+2,54 129,17 (3,19) 0.94616  Tek-yonli ANOVA
Linoleik asit metil esteri 26,07+6,45 | 26,69 (5,63) 24,74+7,82 | 26,46 (6) 27,82+4,55 | 29,1 (6,34) 0.46117  Kruskal-Wallis H test
Oleik asit metil esteri 17,71+4,07 | 18,33 (8,44) 18,09+2,3 117,52 (3,13) 15,26+3,04 | 15,12 (3,09) 0.05463  Tek-yonli ANOVA
Stearik asit metil esteri 18,79£10,62 | 15,17 (2,03) 17,07+13,97 | 12,27 (1,38)  13,36+1,57 | 13,26 (1,61) 0.10308  Kruskal-Wallis H test
Eikosapent ik asit metil esteri 1,78+2,5 | 0,46 (4,58) 0,14+0,41 | 0" (0) 6,32+7,49 | 6,15 (10,35) 0.04105  Kruskal-Wallis H test
H linolenik asit 0,71+0,8 10,42 (1,48) 1,3140,72 ] 1,35 (0,4) 0,85+0,75 | 1,08 (1,52) 0.38248  Kruskal-Wallis H test
Heneikosilik asit metil esteri 0,15+0,25 |0 (0,41) 0,13+0,25 | 0 (0,23) 0,21+0,39 | 0 (0,27) 0.96904  Kruskal-Wallis H test
Erusik asit metil esteri 0+0 | 0 (0) 0+0 | 0 (0) 0,03+0,13 | 0 (0) 0.63763  Kruskal-Wallis H test
Palmitik asit metil esteri 0,04+0,13 | 0° (0) 00 | 0° (0) 0,8+0,75 0,72 (1,1) <0.001 Kruskal-Wallis H test
Vaksenik asit 0,1+0,31 |0 (0) 0,41+0,69 | 0 (0,77) 0,19+0,48 | 0 (0) 0.2864 Kruskal-Wallis H test
Nervonik asit metil esteri 0,05+0,14 | 0 (0) 0,16+0,32 10 (0,23) 0,14+0,36 | 0 (0) 0.65093  Kruskal-Wallis H test
Kaproik asit metil esteri 1,44+0,42 | 1,42 (0,62) 1,83+1,56 | 1,09 (1,12) 1,88+3,68 | 1,48 (1,63) 0.95048  Kruskal-Wallis H test
Arasidonik asit metil esteri 2,8+3,35 | 1,25 (6,5) 4,98+3,3915,57° (5,73) 1,542,750 (2,19) 0.03525  Kruskal-Wallis H test
Behenik asit metil esteri 0,09+0,19 |0 (0) 0,13+0,18 10 (0,33) 0,07+0,18 0 (0) 0.61294  Kruskal-Wallis H test
Alfalimolenik asit metil esteri 0,11+0,18 |0 (0,31) 0,16+0,23 | 0 (0,36) 0,02+0,11 |0 (0) 0.09411  Kruskal-Wallis H test
Lignoserik asit 0,08+0,18 | 0 (0) 0,13+0,18 | 0 (0,32) 0,03+0,13 ] 0 (0) 0.12998  Kruskal-Wallis H test

Degiskenler 'ortanca, (¢eyreklikler arasi genislik)' ve 'aritmetik ortalama + standart sapma' seklinde 6zetlenmistir.

**: a: Grade2 grubuna gore farklidir, b: Kontrol grubuna gore farklidir.

Tablo 4.27. Grade 1, Grade 2 ve kontrol gruplarinin alblimin yag asidi yiizde kompozisyonlari

Degisken* Grup** p Test

Gradel Grade2 Kontrol

(n=10) (n=8) (n=20)
Kaprik asit metil esteri 0+0 | 0 (0) 0+0 |0 (0) 0+0 | 0 (0) 1 Kruskal-Wallis H test
Laurik asit metil esteri 0+0 | 0 (0) 0+0 |0 (0) 0+0 | 0 (0) 1 Kruskal-Wallis H test
Miristoleik asit metil esteri 040 |0 (0) 0+0 |0 (0) 0+0 |0 (0) 1 Kruskal-Wallis H test
Miristik asit metil esteri 040 | 0 (0) 0+0 |0 (0) 040 | 0 (0) 1 Kruskal-Wallis H test
Palmitoleik asit metil esteri 040 | 0 (0) 0+0 |0 (0) 040 | 0 (0) 1 Kruskal-Wallis H test
Gamalinoleik asit metil esteri 39,74+15,57 | 45,4 (4,7) 28,5+19,1 28,12 (35,12) 46,55+3,64 | 46,26 (3,34) 0.14407 Kruskal-Wallis H test
Linoleik asit metil esteri 10,3+4,7 | 11,24 (6,36) 6,88+4,98 | 6,2° (8,87) 12,31+3,95 | 12,68 (3,62) 0.03726 Kruskal-Wallis H test
Oleik asit metil esteri 4,9942,66 4,56 (3,41) 5,02+3,52 | 5,01 (5,06) 6,16+2,18 | 5,79 (2,96) 0.31429 Kruskal-Wallis H test
Stearik asit metil esteri 37,58+19,66 | 29,06° (5,45) 52,84+27,83 | 52,03" (50,45) 26,31+2,98 | 26,3 (4,57) 0.00915 Kruskal-Wallis H test
Eikosapent ik asit metil esteri 0,23+0,72 | 0 (0) 0+0 |0 (0) 0,63+1,32 10 (0) 0.32591 Kruskal-Wallis H test
Homogamalinolenik asit 040 |0 (0) 0+0 |0 (0) 0+0 |0 (0) 1 Kruskal-Wallis H test
Heneikosilikasit metil esteri 040 | 0 (0) 0+0 |0 (0) 040 | 0 (0) 1 Kruskal-Wallis H test
Erusik asit metil esteri 0,62+1,37 |0 (0) 0+0 |0 (0) 040 | 0 (0) 0.05638 Kruskal-Wallis H test
Palmitik asitmetil esteri 0£0 [0 (0) 0+0 |0 (0) 0,24+0,59 | 0 (0) 0.24068 Kruskal-Wallis H test
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Vaksenik asit 0+0 | 0 (0) 0+0 |0 (0) 0+0 [0 (0) 1 Kruskal-Wallis H test
Nervonik asit metil esteri 040 | 0 (0) 0£0 | 0 (0) 040 | 0 (0) 1 Kruskal-Wallis H test
Kaproik asit metil esteri 6,13+1,8215,36 (1,43) 5,47+0,99 | 5,4 (1,46) 6,69+1,46 | 6,17 (1,83) 0.06037 Kruskal-Wallis H test
Arasidonik asit metil esteri 0,64+1,17 0 (1,24) 1,3+1,6 | 0,81 (2,23) 1,13+1,47]0 (2,61) 0.59667 Kruskal-Wallis H test
Behenik asit metil esteri 0+0 0 (0) 0+0 10 (0) 0+0 [0 (0) 1 Kruskal-Wallis H test
Alfalimolenikasit metil esteri 0£0 [0 (0) 0£010(0) 0£0 [0 (0) 1 Kruskal-Wallis H test
Lignoserik asit 0+0 | 0 (0) 0+0 |0 (0) 040 | 0 (0) 1 Kruskal-Wallis H test

Degiskenler 'ortanca, (ceyreklikler arasi genislik)' seklinde dzetlenmistir.

**: a: Grade2 grubuna gore farkhidir, b: Kontrol grubuna gore farkhdir.
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4.8. Floresan Yer Degistirme Gostergeleri ve Yag Asidi Yiizde
Kompozisyonlari ile Biyokimyasal Parametrelerin Korelasyon Analizi (Spearman’s

rho)

Floresan baglanma parametreleri ile serum yag asidi ylizde kompozisyonlarinin
klinik biyokimyasal belirteclerle olan iligkisini degerlendirmek amaciyla Grade 1, Grade
2 ve kontrol gruplarinda Spearman’s rho korelasyon analizi uygulandi. Bu kapsamda
Tablo 4.4’de hasta ve kontrol grubunda anlamli farklilik tespit edilen glikoz, insiilin,
HbAlc, karaciger enzimleri (ALT, AST, GGT), lipit profili gostergeleri (TAG, HDL,
VLDL) ve total bilirubin diizeyleri ile her yag asidi i¢in 140, 175, 210 puM
konsantrasyonlarinda 6l¢iilen floresan yer degistirme degerleri ile serum ve albiimin yag
asidi ytlizdeleri arasindaki iligkiler test edildi. Analiz sonuglar1 degerlendirildi p degeri ve
r degerlerine gore anlamli olanlar diizenlenerek Tablo 4.28, 4.29 ve 4.30°da gosterildi.
Grade 1 grubunda yapilan Spearman’s rho korelasyon analizi sonucunda, glikoz
diizeylerinin PA, MA ve SA floresan baglanma parametreleri ile anlamhi ve giiglii
diizeyde negatif korelasyon gosterdigi gézlendi. Ayrica HbAlc, ALT, AST ve GGT gibi
biyokimyasal belirteclerin belirli yag asidi fraksiyonlariyla anlamli korelasyonlar
sergiledigi, TAG ve VLDL nin ise baz1 floresan gostergeleriyle iliskili oldugu gozlendi.

Grade 2 grubunda yapilan Spearman’s rho korelasyon analizinde, HbAlc
diizeylerinin PA 140, PA 175 ve PA 210 floresan baglanma parametreleri ile giiclii ve
anlaml pozitif korelasyon gosterdigi saptand1 ALT diizeylerinin serum kaproik asit ile
anlamli pozitif iligkili oldugu belirlendi. Total bilirubin diizeyleri, OA 175 ve OA 210
degerleri ile anlamli negatif korelasyon gosterdi. TAG ve VLDL diizeylerinin ise serum
stearik asit fraksiyonu ile anlamli negatif iliskiler sergiledigi goriildii. Kontrol grubunda
ise HbAlc diizeylerinin serum kaproik asit ile anlamli negatif korelasyon gosterdigi
belirlendi. TAG ve VLDL diizeyleri serum oleik asit fraksiyonu ile anlamli pozitif iliskili
bulunurken, HDL diizeylerinin albiimine bagl kaproik asit fraksiyonu ile anlaml1 negatif

korelasyon sergiledigi tespit edildi.
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Tablo 4.28. Grade 1 grubunda biyokimyasal parametrelerle floresan baglanma
gostergeleri ve yag asidi ylizde kompozisyonlart arasindaki Spearman’s rho korelasyon
analizi tablosu

Degisken 1 Degisken 2 R P

Glikoz PA 140 -,733* 0.016
Glikoz PA 175 -,794%* 0.006
Glikoz PA 210 -,685% 0.029
Glikoz MA 140 -,842%* 0.002
Glikoz MA 175 -,867** 0.001
Glikoz MA 210 -,891** 0.001
Glikoz SA 140 -,927%* 0

Glikoz SA 175 - 721% 0.019
Glikoz SA 210 -,733* 0.016
HbAlc linoleik asit (serum) - 711%* 0.021
HbAlc oleik asit (alblimin) ,748% 0.013
ALT gama linoleik asit (serum) ,636* 0.048
ALT kaproik asit (serum) ,745% 0.013
ALT aragidonik asit (serum) -,705* 0.023
ALT kaproik asit (albiimin) -, 818** 0.004
AST kaproik asit (serum) ,782%* 0.008
GGT aragidonik asit (albiimin) J155% 0.012
total bilurubin aragidonik asit (serum) -, 743%* 0.014
total bilurubin kaproik asit(albiimin) -,697* 0.025
tag SA 140 ,636* 0.048
tag SA 175 ,685* 0.029
tag oleik asit(serum) -,636% 0.048
VLDL SA 140 ,636* 0.048
VLDL SA 175 ,685* 0.029
VLDL oleik asit ( serum) -,636* 0.048

Tablo 4.29. Grade 2 grubunda biyokimyasal parametrelerle floresan baglanma
gostergeleri ve yag asidi yiizde kompozisyonlar1 arasindaki Spearman’s rho korelasyon
analizi tablosu

Degisken 1 Degisken 2 R P

HbAlc PA 140 ,910%* 0.002
HbAlc PA 175 ,826%* 0.011
HbAlc PA 210 ,910%* 0.002
ALT kaproik asit ( serum) ,802* 0.017
total bilurubin OA 175 -,778% 0.023
total bilurubin 0OA 210 -,826* 0.011
TAG stearik asit (serum) -, 738% 0.037
VLDL stearik asit (serum) -, 738% 0.037
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Tablo 4.30. Kontrol grubunda biyokimyasal parametrelerle floresan baglanma
gostergeleri ve yag asidi ylizde kompozisyonlart arasindaki Spearman’s rho korelasyon
analizi tablosu

Degisken 1 Degisken 2 R P

HbAlc kaproik asit (serum) -,480* 0.032
Tag Oleik asit (serum) ,678%* 0.001
HDL kaproik asit (albiimin) -,650%* 0.002
VLDL Oleik asit (serum) ,078%* 0.001

4.9. NAFLD Biyobelirteclerinde Diyabet Etkisinin Arastirilmasi I¢cin Yapilan
Ek istatistiksel Analizler

Hasta grubunda Tip 2 diyabet tanisi bulunan bireylerin (n=8) varlii, glikoz,
HbAlc ve diger biyokimyasal parametrelerde gézlenen anlamli farkliliklarin yalnizca
diyabetten mi kaynaklandigini, yoksa NAFLD’ye 6zgli metabolik siireclerin de bu
farkliliklarda etkisi olup olmadigini degerlendirmek amaciyla ek istatistiksel analizlere
ihtiya¢ duyuldu. Bu nedenle diyabeti olan ve olmayan hastalar ile kontrol grubu arasinda
glisemik gostergeler ve karaciger fonksiyon parametreleri de dahil olmak tizere temel
biyobelirteglerdeki farkliliklar1 degerlendirmek amaciyla ek istatistiksel analizler yapildi.
Bu analizler, diyabetin olas1 karistirict etkisini kontrol etmeyi ve NAFLD’ye 06zgii
biyokimyasal farkliliklar1 daha net bigimde ortaya koymay1 amaglamaktadir. Istatisiksel
sonuclar Tablo 4.31°de gosterildi. Glikoz, insiilin ve HOMA-IR acisindan DM— grubu
hem DM+ hem de kontrol grubundan anlamli sekilde farkli bulunurken, HbAlc diizeyleri
DM- grubunun DM+ grubundan ve DM+ grubunun kontrol grubundan anlamli farklilik
gosterdigi bulundu. Karaciger enzimlerinden ALT diizeyi hem DM- hem DM+ grubunda
kontrol grubundan anlamli yiiksek iken AST diizeyi DM- grubu DM+ grubundan anlaml
diistiktiir, DM+ grubu ise kontrol grubundan anlamli yiiksektir. GGT diizeyi DM-
grubunda DM+ grubuna gore anlamli diisiikken kontrol grubuna gore anlamh yiiksektir,
DM+ grubu ise kontrol grubuna gore anlamh diisiiktiir. Total bilurubin diizeyi DM-
grubunda kontrol grubuna goére anlamli diisiiktiir. HDL diizeyi DM- grubunda kontrol

grubuna gore anlamli diistiktiir.
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Tablo 4.31. DM—-, DM+ ve Kontrol Gruplarinda Biyokimyasal Parametrelerin
Karsilagtirilmasi (ANOV A ve Kruskal-Wallis Analizleri

Degisken* Grup** p Test
DM _ DM + K

glikoz 95.5a (22.25) 113.5b (39.25) 89.5 (13.5) 0.00177 Kruskal-Wallis
H test

insiilin 9.635ab (7.242) 21.1b (15.095) 5.45 (3.835) <0.001 Kruskal-Wallis
H test

HbAlc 5.383a +0.465 6.5b +0.769 5.1 +0.281 <0.001 Tek-yonli
ANOVA

homair 2.265ab (2.77) 6.24b (6.597) 1.135 (0.883) <0.001 Kruskal-Wallis
H test

alt 30b (20.75) 47b (34.75) 13.5 (12.75) 0.00159 Kruskal-Wallis
H test

ast 23.5a (10.75) 31.5b (17.25) 19.5 (10.5) 0.00201 Kruskal-Wallis
H test

ggt 26.5ab (11.5) 102b (156.75) 15 (12.25) <0.001 Kruskal-Wallis
H test

Total bilurubin  0.505b (0.338) 0.545 (0.39) 0.765 (0.622) 0.03345 Kruskal-Wallis
H test

hdl 44.583b +9.7 46.75 £ 8.664 57.1 +15.556 0.03169 Tek-yonlit
ANOVA

*: Degiskenler 'ortanca, (¢eyreklikler arasi genislik)' ve 'aritmetik ortalama + standart sapma' seklinde
Ozetlenmistir. **: a: DM + grubuna gore farklidir, b: K grubuna gore farklidir.
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5. TARTISMA

NAFLD ve NASH, insiilin direnci, obezite ve metabolik sendrom ile iliskili,
kiiresel prevalanst %25 diizeyinde olan ve gittik¢e artan bir hastaliktir (20). Tiirkiye’de
bu oranin %30’un {izerinde oldugu tahmin edilmektedir (24,25). Karacigerde anormal
derecede yag birikimi ile karakterize olup aymi zamanda steatohepatit, siroz ve
hepatoselliiler kansere kadar ilerleyen genis bir spektruma sahiptir (50). Hastaligin
patogenezisinde, gerek ciftli vurus gerekse ¢oklu vurus hipotezlerinde, ana etken insiilin
direnci olup, buna bagl olarak adipoz dokuda hormon duyarli lipazin inhibisyonunun
engellenmesi sonucu plazma serbest yag asiti diizeyinin ylikselmesi ve neticede
karacigere ulasan asir1 yag asitleri nedeniyle triacilgliserol ve VLDL sentezinin artmasidir
(5). Serumdaki yag asitlerinin ¢gogu albiimine bagli olarak taginir ancak bununla beraber
kiictik bir kism1 alblimine bagli degildir. Albumine bagli olmayan bu fraksiyon fizyolojik
olarak aktiftir ¢iinkii diger molekiiller ile reaksiyona girmektedirler. Bu fraksiyon total
serum yag asiti ile koreledir ve Ol¢iimii fizyolojik durumun degerlendirilmesinde
degerlidir. Albumine bagli olmayan yag asiti fraksiyonu total serum yag asiti
konsantrasyonunun serum albiimin konsantrasyonuna orani tarafindan regiile edilir.
Albumine bagli olmayan yag asiti profili, yag asiti alblimin etkilesimine, albliminin
ilaglar ve diger metabolitler ile etkilesimine ve albiiminin metabolik etkilesimine ve
muhtemelen albiimin polimorfizmine bagli olabilecegi bildirilmistir (106,107).

Dolayisiyla yag asiti-albumin etkilesimi ve bu etkilesim ile ilgili faktorler NAFLD
teshisinde, takibinde ve tedavisinde énemli olabilir. Bu amagla plazma albiiminin metal
iyon baglama kapasitesinin (IMA) hepatitis, siroz ve karaciger yetmezIligini kapsayan
karaciger hastaliklar1 ile baglantili oldugu, siroz, hepatitis ve NAFLD’de yag asiti
baglama kapasitesinin azaldigi belirtilmistir (14). Ancak bu c¢alismalarda serumda
bulunan albiiminin baglama 6zellikleri incelenmistir. Serumdan izole edilen albliminin
yag asiti baglama kabiliyetine ait bir ¢aligmaya rastlanilamamistir. Bu amacgla bu
calismada farkli yag asitlerinin serumdan izole edilen albiiminine baglanma dinamigi
NAFLD hastalarinda ve saglikli kontrollerde bir boya olan 1-anilino-naphthalene-8-
sulfonate (ANS) albiimine baglandiginda meydana gelen floresan degisim kullanilarak
belirlendi ve karsilagtirildi (11,12).

Serumdan albiimin seperasyonu i¢in albiimin AS2, AS4 ve CBAK yontemleriyle

ayrildi; elde edilen fraksiyonlar SDS-PAGE ve dansitometrik analizle siire, maliyet,
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verim ve saflik olgiitleri acisindan karsilagtirildi. AS2 ve CBAK yaklasik 35 dakikada
tamamlanirken AS4 ~9 saat 30 dakika siirdii; maliyetler sirasiyla AS2 i¢in 11,6 TL, AS4
icin 5,1 TL ve CBAK i¢in 708 TL olarak hesaplandi. Saflik bakimindan en yiiksek deger
(%95,56) ve en yiiksek A/G oram1 AS4 yonteminin %70’lik fraksiyonunda saptandi;
ancak ¢ok kademeli fraksiyonlama, alt fraksiyonlarda belirgin protein kaybina yol agarak
toplam albiimin verimini disiirdii. 4,1 M stok amonyum siilfat ¢dzeltisinin sabit
hacimlerle kullanildigi AS2 yontemi daha yiiksek standardizasyon sagladi; albiimin
yiizdesi %90,36 ve A/G oran1 9,4 olup globulinlerin 6énemli bir bolimii ilk asamada
uzaklastirildi. CBAK kisa ve pratik olmasina karsin yiiksek maliyeti, diisiik numune
kapasitesi ve pratikte spesifik olmayan baglanma (globulin bantlarinin varlig1) nedeniyle
saflik/verim agisindan dezavantajli bulundu. Jel goriintiilerinde, %99 saflikta ticari
HSA’da dahi dimer/agregat kaynakli bantlarin izlenmesi, bu yaklasimlarla %100 safliga
ulagmanin gii¢ olduguna isaret etmektedir. Sonug olarak, globulin kontaminasyonunun en
diisiik oldugu fraksiyonlar AS2’nin albiimin kismi ile AS4’in %70’lik fraksiyonu
olmakla birlikte; zaman, standardizasyon ve uygulanabilirlik bakimindan AS2 yontemi
daha avantajli goriinmektedir. Bu nedenle ¢alismada serumdan albiimin seperasyonu i¢in
AS2 yonteminin kullanilmasina karar verildi. Daha yiiksek saflikta albiimin seperasyonu
icin presipitasyon yontemlerinin kromatografik yontemlerle kombine edildigi
yontemlerin gelistirilmesine ve daha ileri arastirmalara ihtiya¢ oldugu diisiiniilmektedir
(90).

Albuminin baglama kabiliyetine iliskin literatiirde iki ayr1 yontem ile
karsilasilmaktadir. Bunlardan birincisi, natif serum ortaminda insan serum albiiminin yag
asiti baglama 6zelliginin karakterizasyonu ve normal fonksiyondan ayrildigi durumlarin
tespitinde kullanilan, spin isaretli yag asitleri (16-doxylstearic acid) yardimiyla
gerceklestirilen elektron paramagnetik rezonans (EPR) spektroskopi yontemidir. Bu
yontemde dogrudan serum numunesi kullanilmakta, albiimin izole edilmemektedir. izole
edilen insan serum albiimininin yag asiti baglama kapasitesi, dogrudan serumdan yapilan
Ol¢timler ile karsilastirildiginda, yag asitlerinin serumdaki albimine daha kuvvetli bir
sekilde baglandiklar1 belirlenmistir. Bunun sebebi olarak serumdaki albiimin {izerinde
nonspesifik baglanma bolgelerinin bulunmasi ve serumda yag asitlerinin baglanabilecegi
diger proteinlerin bulunma olasiliklar ileri stiriilmiistiir (108). Bu konudaki bir diger
yaklasim ise alblimin kobalt baglama kapasitesinin 6l¢timiidiir. Albuminin metal iyonuna
baglanma kapasitesi, iskemik kalp dokular1 ile temasta degismektedir. Bu nedenle

miyokardial iskeminin tespitinde kullanilan bir biyokimyasal belirtectir. Bu amagla belirli
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bir miktar kobalt (II) numuneye eklenerek baglanmamis kobalt (IT) , DTT (dithiothretiol)
kullanilarak kolorimetrik olarak olgiilmektedir. Albuminin kobalt baglamasi ile renk
yogunlugu arasinda ters bir baglanti vardir. Bu analiz i¢in de numune olarak serum
kullanilmakta, albiimin separasyonu yapilmamaktadir (109,110).

Mevcut ¢aligmada dort farkli yag asitinin (palmitik asit, stearik asit, miristik asit
ve oleik asit) serum albiiminine baglanma affinitesi, yag asitlerinin albiimin bagli ANS
floresansini azaltma oranlarindan hareketle tespit edildi (11,12). Yag asitlerinin hem
standart albiimin hem de kontrol ve hasta serumlarindan izole edilen albiiminlere
baglanmasina iliskin Kdapp degerleri karsilagtirildiginda, yag asitlerinin en gii¢liiden en
zayifa dogru baglanma sirasinin palmitik asit>stearik asit>miristik asit>oleik asit seklinde
oldugu goriilmektedir. Kantitatif baglanma g¢alismalar1 bir molekiiliin alkil zincirinin
uzunlugu arttiginda alblimine baglanma giicilinlin arttifini1 gostermektedir (12). Stearik
asitin 18 karbonlu oldugu dikkate alinirsa test edilen yag asitleri igerisinde en giiclii
baglanmaya sahip olmast beklenirdi. Standart alblimin, kontrol ve hasta albliminleri
karsilastirildiginda bu siralamanin degismedigi goriilmektedir. Ancak hem Kdapp hem
AF (%) degerleri karsilastirildiginda standart insan serum alblimininin yag asitlerini
baglama affinitesi hem kontrol hem hasta gurubuna gore yiiksek bulundu. Bu fark
ozellikle stearik ve oleik asitler i¢cin daha belirgindi. Bu durum hasta ve kontrol
serumlarindan izole edilen albiiminde hélihazirda bagli bulunan yag asitleri ile veya
albiimine baglandig bilinen diger bilesiklerin (bilirubin, tiroksin bazi steroid hormonlar
veya ilaglar) varligi ile agiklanabilir. 18C’ lu yag asitleri olan stearik ve oleik asitlerde
standart ve kontrol/hasta gruplar1 arasindaki Kdapp degerleri arasindaki fark sirasiyla
5.36, 6.78 ve 11.16, 10.48 olarak tespit edildi. Kontrol/hasta serumundan izole edilen
albiiminlerin hali hazirda 6zellikle stearik asit ve oleik asitten belirli 6l¢iide daha sature
olduklar1 distiniilebilir. Ayrica, insan serumunda bulunan yag asitlerinin %
kompozisyonu dikkate alindiginda stearik asit (%10) ve oleik asitin (%38) en ¢ok bulunan
yag asitleri arasinda oldugu goriilmektedir (106). Ancak serumda yiiksek oranda bulunan
bir diger yag asidi olan palmitik asidin (%25) Kd degerinde neden biiyiik bir fark olmadig1
belirlenemedi. Richieri ve Kleinfeld, ¢calismalarinda palmitik, oleik ve stearik asitleri de
iceren yag asiti karisgtminda ortalama Kd degerini 0.44 olarak tespit etmelerine karsin
mevcut calismada dort farkli yag asitine ait ortalama Kd degeri 26.25 olarak tespit edildi.
Mevcut farkliligin s6z konusu arastirmada albiimin yerine bir floresan prob olan ADIFAB
(Acrylodan Intestinal Fatty Acid Binding Protein) kullanilmig olmasindan, yontem

farkliliklarindan kaynaklanmis olmasi muhtemeldir. Diger bir kaynakta Kd degerinin
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serbest yag asitine bagli olarak 5 ile 50 nM arasinda degistigi bildirilmistir. HSA i¢in bu
Olgiimler 22°C de baglanma izotermi ile gergeklestirilmistir ki muhtemelen yontem
farkliliklar1 nedeniyle mevcut sonuglardan farkli oldugu goriilmektedir (107).

Test edilen tiim yag asitlerinin artan konsantrasyonlarina karsin ANS/albiimin
floresan degerindeki (%) istatistiksel olarak anlamli azalma, ANS/floresan yerdegistirme
yonteminin saglikli ¢alistigin1 gdstermektedir. Yag asitleri, konsantrasyonlarina bagh
olarak albiimine bagli ANS’yi yerinden ayirmakta, bu da baslangigtaki floresan diizeyinin
azalmas1 ile sonuclanmaktadir. Hasta ve kontrol grubunda artan yag asiti
konsantrasyonlarina karsin floresan yer degistirme derecelerin (%) in karsilastirilmast, iki
grup arasinda anlamli bir fark ortaya koymadi. Ancak yag asitinin konsantrasyonu
yiikseldik¢e oleik asit hari¢ tim yag asitleri i¢in p degerlerinin anlamlilik sinirina
yaklastigi goriilmektedir. Daha yiiksek yag asiti konsantrasyonlarina c¢ikilmasi
durumunda iki grup arasinda farklarin ortaya ¢ikmasi muhtemel olabilir.

Kontrol ve hasta grubu serum albiiminlerinin yag asiti baglama affiniteleri test
edilen dort farkli yag asiti i¢cin birbirine benzer olarak tespit edildi. Bunun yaninda
palmitik, miristik ve stearik asit i¢in yapilan karsilastirmalarda 6zellikle yiiksek yag asiti
konsantrasyonlarinda (140 ve 210 uM ) p degerlerinin 0.091-0.174 arasinda degismesi,
diger konsantrasyolara gore ¢ok daha diisiik olmasi, 6rneklem biuiytikliigii artirildiginda
ve 210 pM dan daha yiiksek konsantrasyonlarda yag asiti mevcudiyetinde alblimin
baglama affinitesi ol¢iildiiglinde kontrol ve hasta gruplari arasinda muhtemel bir farkin
goriilebilecegine isaret sayilabilir. Ancak bu konuda yapilacak daha ileri arastirmalar
gerekmektedir.

Dolagimdaki serbest yag asitlerinin biiyiik kismini tagtyan serum albiimininde yag
asitlerine yedi baglanma bolgesi bulundugu bilinmektedir. Bu bolgeler, albiiminin {i¢
boyutlu yapisi i¢inde farkli konumlarda yer almaktadir. Yag asitleri zincir uzunlugu ve
doygunluk derecesine bagl olarak bu bolgelere farkli afinitelerle baglanmaktadir. Yag
asitlerinin zincir uzunlugu ve doygunluk derecesi, bu bolgelere olan baglanma tercihlerini
ve baglanma konformasyonlarini belirleyen onemli faktorlerdir. Genel olarak uzun
zincirli yag asitleri yliksek veya orta afiniteye sahip baglanma ceplerinde yer alirken, daha
esnek veya doymamis yag asitleri alblimin {izerinde farkli baglanma bolgelerine farkl
konformasyonlarda baglanabilmektedir. Buna ek olarak, bazi ¢alismalarda kosula bagl
tamamlayici baglanma bdlgelerinin de tanimlandig bildirilmektedir (79).

Albiiminin yag asidi baglama affinitesi ve kapasitesini plazmada albiimine bagl

bulunan diger molekiiller de etkileyebilir. Bilirubin, tiroksin, steroid hormonlar,
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diazepam ve warfarin gibi bir¢ok endojen ve ekzojen bilesik yag asidi ile ayn1 bolgeleri
paylasarak rekabet olusturabilir veya baglanma bdlgelerinin konformasyonunu dolayli
olarak degistirebilir. Bununla birlikte yag asitleri kendi aralarinda da allosterik etkilesim
gosterebilir; bir yag asidinin baglanmasi diger bolgelerdeki afiniteleri artirabilir veya
azaltabilir (79).

Albumin-yag asiti etkilesimine etki edebilecek faktdrler arasinda, yag asiti-
albumin baglanma sabitleri, bagli yag asitleri arasindaki etkilesimler, serbest yag
asitlerinin albiimine baglanmasini etkileyen ¢esitli ilaglar ve metabolitler, albuminin
yapisinda meydana gelen metabolik degisimler ve muhtemelen alblimin polimorfizmi
sayilabilir (107). Albumin iki ana baglanma bdlgesi icermektedir. Baglica heterosiklik
kompleksleri ve dikarboksilik asitleri (6rnegin arahidik asit, warfarin ve bilirubin)
baglayan birinci bolge ile diazepam, triptofan ve guanidin gibi aromatik asitleri baglayan
ikinci bolgeden olusur (111). Albuminin 6nemi sadece konsantrasyonuna degil ayni
zamanda onun cesitli fizyolojik fonksiyonlarindan kaynaklanmaktadir. Bunlar arasinda
degisik endojen ve ekzojen bilesiklerin transportu énemli bir yer tutmaktadir. Cesitli
karaciger hastaliklarinda albiimin fonksiyonunda hastalifin siddetine ve prognozuna
bagli olarak bozulmalar bildirilmistir. Albuminin post-translasyonel modifikasyonuna
yol agan ekzojen ve endojen faktorler, albuminin ii¢ boyutlu yapisin1 bozarak neticede
biyolojik aktivitesini degistirmektedir. Insan serum albuminin amino asit kalintilarinin
cesitli nedenlerle kovalent modifikasyonu, onun konformasyonunu, fizikokimyasal
ozelliklerini,  aktivitesini ve  stabilitesini modifiye ederek fonksiyonunu
degistirebilmektedir. Bu post-translasyonel modifikasyonlar (PTM) sonugta coklu HSA
izoformlariin olusumuna yol agmaktadir. Bilinen yiizlerce PTM bulunmaktadir ki bunlar
igerisinde ubikinasyon, asetilasyon ve glikozilasyonlar sayilabilir. Bu PTM lerin
HSA’nin baglanma ve antioksidan fonksiyonlar1 lizerinde zararl etkileri mevcuttur.
Ornegin sirozlu hastalarda HSA nin yedi izoformu bildirilmistir. Sirozda albiimin sentezi
ile birlikte albuminin yag asiti baglama kapasitesi ve metal iyonu baglama kapasitesinde
onemli azalmalar oldugu bildirilmigtir. Yine NAFLD hastalarinda albiimin
konformasyonunun degistigi, metal ve yag asiti baglama kapasitelerinin azaldig
bulunmustur. Ayni sekilde karaciger yetmezligi veya hepatit B veya C bulunan hastalarda
da metal ve yag asiti baglama kabiliyetlerinde azalmalar bildirilmistir. Hepatit
hastalarinda bu degisimlerin NAFLD hastalarindakinden daha siddetli oldugu da
belirlenmistir. Bu nedenle albuminin baglama fonksiyonunun karaciger hasarlarinin

erken bir indikatorii olarak kullanilabilecegi degerlendirilmektedir (14).
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Takikawa ve Kaplowitz (1986) saflastirdiklar1 rat ve insan hepatik Z proteinin
oleik asite baglanma affinitesini ANS floresan inhibisyon teknigi ile dlgmiistiir. Belirli
konsantrasyonda Z proteine bagli ANS floresansinin organik asitler (yag asiti, safra asiti)
tarafindan kompetitif olarak inhibisyonuna dayanan bu yontemde oleik asit i¢in ayrigma
sabiti degerini 0.04 uM olarak bidirmislerdir. Sonuglar Scatchered plot olarak ifade
edilmis olup ANS baglanmasina ait ayrigsma sabitleri nonlinear least squares yontemiyle
elde edilmistir (112). Glikozile insan serum albuminin yag asiti baglama kinetigi, ANS
ile yerdegistirme teknigi (ANS metod) vasitasiyla arastirilmistir. Glikozile HSA nin yag
asiti baglama affinitesinde bir degisim gozlenmemistir. [Oleik asit]/AF(%) , [oleik asit] e
kars1 grafigi ¢izildiginde lineer ¢izginin X eksenini kestigi nokta gorlinen ayrisma sabiti
(Kdapp) olarak belirlenmistir. Buna gore oleik asit icin Kdapp, glikasyon siiresine bagl
olarak 0.9-2.7 uM arasinda degistigini tespit etmislerdir. Albuminin yag asiti baglanma
bolgesindeki lizin artiginin baglanmada onemli olabilecegi, baglanma bolgesindeki
pozitif yiiklii amino asit artiklarinin yag asitinin anyonik karboksilati1 ve lizinin €-amino
grubu ile statik etkilesime katkida bulunabilecegi yorumlanmistir. Albumin
glikozilasyonunun oleik asite baglanma affinitesini degistirmedigi tespit edilmistir (11).

Belirli konsantrasyondaki floresan ANS bagli albiimin kompleksinin eklenen
gittikge artan konsantrasyonlardaki yag asitleri tarafindan kompetitif inhibisyonlar
vasitastyla (ANS metodu) kontrol ve hasta albliminlerinin yag asiti baglama affinitesi,
baslangigta ANS bagli albiimin floresans1 100 kabul edilerek, artan konsantrasyonlarda
eklenen yag asitleri ANS’yi albiiminden ayirdikca floresan diizeyinde meydana gelen %
azalma (AF (%)) grafiginde gosterilmistir (11). Buna gore yag asiti icermeyen albumin
standardi-ANS kompleksine eklenen en yiiksek 210 puM konsantrasyondaki yag
asitlerinin % floresan degerlerinde meydana gelen azalma kontrol ve hasta serum
albiiminleri ile karsilagtirildiginda palmitik ve miristik asitler i¢in benzer % degerler
goriliirken stearik ve oleik asitler i¢in kontrol ve hasta albiiminlerinde yaklasik %13-19
daha ytiksek AF (%) degerleri (daha diisiik yag asiti baglama affinitesi) belirlendi. Bu
durum izole edilen kontrol ve hasta serum albiiminlerine dncesinde bagli bulunan yag
asitlerinden kaynaklanmis olabilir. Dort farkli yag asitinin kontrol ve hasta serum
albiiminlerine baglanma affiniteleri arasinda onemli bir fark bulunamadi. AF (%)
degerlerindeki azalma dikkate alindiginda yag asitlerinin albumine baglanma affinitesi
yiiksekten diisiige dogru miristik asit >oleik asit>stearik asit>palmitik asit seklinde genel
olarak siralanabilir. Yag asitlerinin albumine baglanma afinitesinin degerlendirilmesinde

ANS baglanmasina ait ayrigsma sabitlerinin belirlenmesinde Michaelis-Menten denklemi
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kullanilarak en kiigiik kareler (least square fitting) yontemi ile hesaplanmistir (112). Bu
yontemin modifiye bir sekli, mevcut calismamizda referans aldigimiz Yamazaki ve ark.
(2005) yontemidir (11). Buna gore [yag asiti]/AF degerlerine kars1 [yag asiti]] (uM) ile
cizilen dogrusal grafikte X ekseni kesisme noktasi, belirli konsantrasyondaki ANS i¢in
goriinen ayrigma sabiti (Kdapp) olarak belirtilmistir. Mevcut ¢alismada hem standart
albiimin hem de kontrol ve hasta serum albiiminlerinden elde edilen veri kiimeleri i¢in en
iyl uyum dogrusu bulunarak (least square fitting), bu dogru denkleminden X eksenini
kesis noktas1 bulunarak Kdapp degerleri tespit edildi. Kdapp degeri ne kadar kiiciik bir
deger ise baglanma affinitesi o kadar yiliksek oldugu kabul edilmektedir. Buna gore test
edilen dort yag asitinin albumine baglanmasina dair Kdapp degerleri karsilastirildiginda
baglanma affinitesi yiiksek diisiige dogru palmitik>stearik>miristik>oleik asit seklinde
oldugu goriilmektedir. Bu siralama AF (%) degerlerine kars1 ¢izilen [yag asiti] grafigi
sonugclari ile karsilagtirildiginda digerine gore ters bir siralama oldugu sdylenebilir. [yag
asiti]/AF degerlerine karsi ¢izilen [yag asiti]] grafiginden elde ettigimiz dogrularin,
mevcut deneysel sartlarda, lineer olmadig gériilmektedir. Tlgili veri kiimeleri icin en ideal
egriyi bulmak i¢in uyguladigimiz en kii¢iik kareler yontemi kullanilarak elde edilen dogru
denkleminden X kesisme noktast dogru olarak tespit edilememis olabilir. Ayrica
baglanma analizlerinde hesaplanan dissosiasyon sabitlerinin, 6zellikle birden fazla ve
farkli afiniteli baglanma bolgesi igeren sistemlerde, “gercek” Kd yerine yalnizca
deneysel kosullarin etkisiyle olusan bir “goriiniir Kd (Kdapp)” niteligi tasiyabilecegi
literatiirde belirtilmistir. Hulme ve Trevethick (2010), ligand—protein etkilesimlerinde
Olciilen Kd degerlerinin baglanma bdlgesi heterojenligi, ligand rekabeti, kooperatif
baglanma, protein konformasyonundaki degisiklikler ve uygulanan deneysel protokollere
bagl olarak “goriiniir baglanma afinitesi” seklinde davranabilecegini vurgulamaktadir.
Bu nedenle albiimin {izerinde farkli afinitelere sahip ¢oklu yag asidi baglanma
bolgelerinin varligi, endojen ligandlarla (bilirubin, hormonlar, ilaglar) olas1 kompetisyon
ve baglanma sirasinda ortaya cikan konformasyonel degisimler, Kdapp degerlerinin
gercek mikroskobik afiniteden sapmasina neden olabilir. Caligmamizda goézlenen
dogrusal olmayan grafik davranis1 ve Kdapp varyasyonlar1 da bu etkenlerle uyumlu bir
sekilde aciklanabilir (113).

Liyofilize HSA’nin oleik asite baglanma afinitesine iliskin yapilan ¢alismada
ayrisma sabiti 0.9 pM olarak tespit edilmistir. Laurik, kaproik ve linoleik asitler i¢in bu
degerler 0.07 ile 3.5 uM arasinda degistigi bildirilmistir (11). Baska benzer bir ¢aligmada

ise insan Z proteini i¢in oleik asitin ayrigma sabiti 0.04 uM olarak ifade edilmistir (112).
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Protein farkliliklari, kullanilan ANS ve albiimin konsantrasyon farkliliklar1 ve deneysel
sartlardaki diger degisiklikler mevcut Kdapp degerleri ile diger arastiricilarin buldugu
degerler arasindaki farkliliklar agiklayabilir.

Yag asitlerinin farkli doku yag asiti baglayan proteinlerine (FABP) baglanma
affinitelerine iliskin olarak floresan prob ADIFAB ile yapilan bir baska aragtirmada yag
asitlerine ait Kd degerlerinin izole edildikleri doku ve yag asiti farkliliklarina bagli olarak
2 ile 1000 nm arasinda degistigi bildirilmistir (114). Suda ¢oziiniirliikleri en az olan
doymus ve tekli doymamis yag asitlerinin FABP’e olan affinitelerinin ¢oklu doymamis
yag asitlerinden daha fazla oldugu bulunmustur. Bu nedenle suda ¢oziiniirliiglin yag
asitlerinin baglanma affinitelerinde 6nemli bir rol oynadigi sonucuna varilmistir. Bu Kd
degerleri mevcut arastirmadaki Kdapp degerlerinin ¢ok uzaginda olmadig1 goriilebilir
(18-43 uM). Bu farkin bir kism1 Kd ile Kdapp arasindaki farktan kaynaklanmis olabilir.
Aragtirilan proteinlerin farkli olmasi (HSA ve FABP) bir diger etken olabilir.

Kontrol ve hasta yag asitleri % kompozisyonlarinin albiimin/serum oranlari
karsilastirildiginda, bu oranlarda bazi yag asitleri i¢in bir azalma goriiliirken sadece
stearik asitin % alblimin/serum oranlarinda artis goriilmektedir. Kontrolde 1.97 olan bu
oran hasta serum albiimini i¢in 2.61 e yiikselmektedir. Bu yiikselis stearik asitin 6zellikle
serum albliminindeki yiizdesinin artisindan kaynaklandig agiktir. Serumda da sinirli da
olsa bir artis (%13.36’dan %17.24’e) goriilmektedir. Hasta albiimininde kontrole gére %
oleik asit sinirli da olsa azalirken serumda artig gosterdi. Tiim yukaridaki veriler birlikte
degerlendirildiginde 16 C palmitik asitten elongasyon sonucu 18 C stearik asit sentezinde
ve stearik asitin desaturasyonu sonucu 18:1 oleik asit sentezinde kullanilmasinin hasta
grubunda kontrole gore artisa sebep oldugu diistiniilebilir. Palmitik asit yiizdesinin hasta
grubunda kontrole goére hem serum hem de albliminde diisiik bulunusu bunu
desteklemektedir. Ayrica, insiilin direnci olan hiperlipidemik hastalarda postprandial
serum yag asiti kompozisyonlari incelendiginde serum stearik asit konsantrasyonunda
dramatik bir artig gézlemlenmistir. Bu artis SREBP-1c¢ yolaginin aktivasyonu neticesinde
(insiilin/SREBP-1¢/ACC(Asetil KoA Karboksilaz/FAS(Yag Asiti Sentaz)/ ELOVL6
(Elongation of Long Chain Fatty Acid family number 6)) palmitik asitin ELOVL6
katalizasyonunda elongasyonu sonucu meydana gelebilecegi ileri siiriilmiistiir. Bu
sonuglar mevcut bulgularimizi desteklemektedir (115).

Hasta albuminindeki yiizdesi kontrole gore en yiiksek oranda azalan yag asiti
gamma linoleik asittir (%46.58 —%34.04).Bunun yaninda linoleik asit ylizdesi 6zellikle

hasta albiimininde kontrole gore diisiik bulunurken hasta serum arasidonik diizeyi
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kontrole gbre Onemli bir artis gosterdi. w-6 yag asiti familyasinin sentez yolagina
bakildiginda, linoleik asitten (18:2) gamma linolenik asit (18:3) desaturasyon, sonra
elongasyon ile dihomo gamma linoleik asit (20:3) ve sonra da desaturasyon ile arasidonik
asit sentezlenmektedir. Albumin linoleik asit ile gamma linolenik asit diizeyleri azalirken
serum arasidonik asit diizeylerinin NAFLD hastalarinda artig gdstermesi, yine elongaz ve
desaturaz aktivitelerindeki artisa isaret edebilir (116). Bu ii¢ yag asiti diyetlerde nispeten
az bulunur. Dolayisiyla bu degisimlerin daha c¢ok sentez diizeyi ile ilgili olduklar
sOylenebilir. Bat1 tipi beslenen insanlarda omega-6 ¢oklu doymamis yag asiti olan
aragidonik asit, inflamasyon ile ilgili hiicrelerin membran fosfolipidlerinde mevcuttur.
Prostaglandinler ve 16kotrienler gibi giiglii proinflamatuvarlarin prekiirsorleridir. PLA2
bir¢cok inflamasyon uyarisiyla aktive edilir ve membran fosfolipidleri arasinda sn-2
pozisyonundaki aragidonik asiti ayiwrir. Salinan arasidonik asit, siklooksigenaz,
lipoksigenaz ve sitokrom P450 enzimlerinin substrati olarak rol alirlar ve eikozanoid
mediatorlerini meydana getirirler. Bunlar prostaglandinler, tromboksanlar ve
l16kotrienlerdir. Spesifik reseptorler araciligy ile inflamasyon siireglerini regiile ederler.
Omega-3 ve omega-6 coklu doymamis yag asitleri ve tlirevlerinin inflamasyon siireci ile
etkilesimleri olduk¢a komplekstir ve heniiz tam aydinlatilamamistir (116). Bir etken
olarak inflamasyonun NAFLD ve NASH patogenezisindeki rollerine iliskin pek ¢ok
arastirma yaymlanmistir. Mevcut ¢alismada hasta(NAFLD) grubu serumunda arasidonik
asit diizeyinin artis1 anlamlidir ve NAFLD patogenezisi ile uyumludur. Ancak arasidonik
asit prekiirsorleri olan linoleik ve gamma linolenik asitlerin albiiminde azalirken serumda
artmas1 sentezin arttigin1 gosterirken, alblimindeki yiizdesinin deg8isim gdstermemesi
albumine baglanma afinitesinin diger yag asitlerinden muhtemelen daha diisiik olmasi
(bliylik Kd degeri) ile agiklanabilir.

Hasta serumunda kontrole gére EPA (18:3) yiizdesinin daha diisiik oldugu
goriilmektedir. EPA, omega-3 familyas: liyesi olan o-linolenik asitten karacigerde
desaturasyon/elongasyon siirecleri sonucunda sentezlenmektedir. a-linolenik asit insan
diyetinde esansiyeldir, kronik tiiketimi ile EPA’ya doniislimii artmaktadir. Beslenme
sekillerinden etkilenmektedir. Dolayisiyla, NAFLD hasta serumunda EPA diizeyindeki
degisim besinsel farkliliklardan kaynaklanabilecegi gibi, desaturasyon/elongasyon
aktivitelerindeki degisim ile ilgili olabilir. Bu siireglerin NAFLD patogenezisindeki
roliine ait ¢ok az calisma mevcuttur. Ayrica beslenmeye bagli EPA diizeyindeki artisin,
DHA’ya doniisiim diizeyindeki yetersizlik nedeniyle bu yag asitinin konsantrasyonunda

bir artisa sebep olmadig: bildirilmistir. Dolayisiyla, EPA ve DHA diizeylerinde besinsel
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kokenli degisimler birbirinden fazla etkilenmedigi sdylenebilir. Mevcut ¢alismada da
DHA diizeyinde bir degisim gozlenmemistir (117).

Hasta grubunda bulunan 20 bireyden 10’u 1. Derece yaglanma, 8’1 2. Derece
yaglanma 2’si ise 3. Derece yaglanma gostermektedir. Yaglanma derecesindeki
farkliligin deneysel sonuglara etkisini degerlendirmek icin kontrol, Grade 1 ve Grade 2
gruplar1 arasinda istatistiksel degerlendirmeler yapildi. Floresan 6l¢iim degerlerinde ¢ogu
parametre i¢in gruplar arasinda anlaml farklilik tespit edilemedi. Bu durum 6rneklem
sayisinin azligindan kaynaklaniyor olabilir. Bunun i¢in daha fazla c¢alismaya ihtiyag
duyulmaktadir. Serum yag asidi % kompozisyonlari karsilagtirildiginda aragidonik asit
yiizdesinin grade 2 grubunda kontrol grubuna gore anlamli yiiksek bulundugu
goriilmektedir. Yaglanma derecesindeki artis NAFLD patogenezisinin sonucu olarak
inflamasyon derecesini de artirmaktadir. Arasidonik asit yiiksekligi beklenen bir
durumdur ve literatiirde gozlenen bulgularla uyumludur (118,119). Albiimin yag asidi %
kompozisyonlari karsilastirildiginda albiimin stearik asit yiizdesinin grade 2 grubunda
hem kontrol grubuna goére hem grade 1 grubuna gore anlamli yiiksek oldugu
goriilmektedir. Bu durum, NAFLD’de lipogenez ve yag asidi metabolizmasinda meydana
gelen yeniden diizenlenme ile iligkili olabilir. NAFLD’de 16 C palmitik asitten
elongasyon sonucu 18 C stearik asit sentezinde artis oldugunu gosterdigi diisiiniilebilir.

Floresan baglanma parametreleri ile serum yag asidi ylizde kompozisyonlarinin
klinik biyokimyasal belirteglerle olan iliskisini degerlendirmek amaciyla Grade 1, Grade
2 ve kontrol gruplarinda Spearman’s rho korelasyon analizi uygulandi. Grade 1 grubunda
serum glikoz konsantrasyonu ile palmitik, miristik ve stearik yag asitlerine ait floresan
yer degistirme % oranlarinda, 6zellikle 140, 175 ve 210 mikromolar konsantrasyonlarda
negatif bir korelasyon goriilmektedir. Diger bir deyisle serum glikoz konsantrasyonu
arttikca s6z konusu yag asitlerinin albiimine baglanma kabiliyeti artmaktadir. Bu durum
albliminde daha fazla sayida bos baglanma bodlgesinin mevcut olduguna isaret edebilir.
Bu da yiiksek glikoz —yiiksek insiilin sekresyonu — adipoz doku lipolizisinin
inhibisyonu — adipoz dokudan seruma serbest yag asiti saliniminin azalmast — serum
serbest yag asiti konsantrasyonunun diigmesi — albiimindeki bagli yag asiti sayisinin
azalmasi, bos baglanma bdlge sayisinin artmasi — albuminin eklenen yag asitlerini
baglama kabiliyetinin artmasi, ANS-floresan yer degistirme % sinin artist yoluyla
olabilir. Grade 2 grubunda grade 1 grubundan farkli olarak palmitik asitin 140, 175 ve
210 mikromolarlik konsantrasyonlarindaki % floresan yer degistirme diizeyleri HbAlc

diizeyleri arasinda pozitif bir korelasyon goriilmesi HbAlc yiiksekligi, kronik
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hipergliseminin bir indikatdrii olarak ele alindiginda, , muhtemelen ortaya ¢ikmis olan
insiilin direncine baglanabilir. Bu durumda, lipolizisin inhibe edilememesi sonucu
yiiksek serum yag asiti konsantrasyonu nedeniyle albuminin yag asiti baglama
kabiliyetinin azaldig1 diger bir deyisle albiimindeki baglanma bdlgelerinin grade 1 deki
duruma gore daha dolu oldugu sonucuna varilabilir. Genel olarak, Grade 1 grubunda
glikoz ile PA, SA ve MA’nin 140-210 uM diizeylerinde gii¢lii negatif korelasyon
gozlenirken; Grade 2 grubunda HbA1c ile PA’nin ayn1 konsantrasyonlarda giiclii pozitif
korelasyonu saptanmistir. Bu durum karacigerde yaglanma seviyesi heniiz 6nemli 6l¢iide
artmamisken glikoz seviyesindeki ani degisimlerin floresan yer degistirme derecelerinde
etkisinin az oldugunu ve albiiminin ANS floresan bilesiginden ayrilip yag asidi baglama
affiinitesinde ciddi degisikliklere yol a¢madigini gostermektedir. Bununla birlikte
yaglanma derecesindeki artis ve glikoz seviyesindeki yiiksekligin kroniklesmesi
durumunda glikasyon ve farkli patolojik sebeplerle en azindan yalnizca palmitik asitte
dahi olsa albiiminin yag asidi baglama affinitesinde azalmalara yol agtig1 s0ylenebilir.

Grade 1 grubunda serum kaproik asit ile ALT ve AST arasinda pozitif korelasyon
goriiliirken ayn1 zamanda grade 2 grubunda da serum kaproik asit ile AST arasinda pozitif
korelasyon goriilmektedir. ALT, AST degerleri karaciger harabiyetini isaret eden
belirtecler oldugundan bu durum serum kaproik asit diizeyi ile bu parametreler arasindaki
iliskiyi giiclendirmektedir. Serum kaproik asit diizeyi sadece diyet kaynakli degildir.
Bagirsak bakterileri tarafindan sentezlenebilir ayn1 zamanda uzun zincirli yag asitleri
peroksizomlarda oksidasyona ugramadan dnce kisaltilir ve bu durumda yan iirlin olarak
kaproik asit olusabilir (120,121).

NAFLD’de de mitokondriyal B-oksidasyon kapasitesinin azalmasi, peroksizomal
yag asidi kisaltilmasinin artmasi ve bagirsak bariyer biitiinliigiiniin bozulmas1 nedeniyle
kaproik asidin daha fazla dolasima gegtigi diisiiniilebilir. Ayn1 zamanda kaproik asit
ketojenik Ozellikte yag asidi olarak mitokondriyal oksidasyona ugrayabilir (122).
NAFLD’de mitokondriyal oksidasyonun bozulmasi dolagima gecen kaproik asit
miktarint artirabilir. Ayrica literatiirde kaproik asitin proinflamatuar 6zellik gosterdigi
belirtilmistir ve bu etki ¢aligmamizda gozlenen kaproik asit—ALT/AST korelasyonunun
biyolojik olarak anlamli olabilecegini diisiindliirmektedir (123). Mevcut literatiirde
NAFLD’de de ALT, AST diizeyleri ve kaproik asit diizeyi arasindaki iliskiyi destekleyen
calismalara rastlanilamad fakat ¢calismada elde ettigimiz bu veri gelecek ¢aligmalara 151k
tutabilir. NAFLD’de kaproik asit diizeyi, karaciger hasar1 ve bagirsak iligkisini arastiran

daha ¢ok ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir.
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Hasta ve kontrollerden alinan kan numunelerinden c¢alisilan biyokimyasal
verilerin istatistiksel karsilastirmalar1 yapildi. Kontrol ve NAFLD gruplar1 arasinda
degerlendirilen biyokimyasal degiskenler, hastaligin metabolik ve hepatik diizeyde
olusturdugu disfonksiyonlar1 gostermektedir. NAFLD grubunda glukoz, insiilin, HbAlc
ve HOMA-IR diizeylerinin anlamli derecede yiiksek bulunmasi, hepatik insiilin
sinyalizasyonundaki bozulmanin karakteristik bir gostergesidir (124,125). Bulgularimiz,
insiilin direncinin NAFLD gelisimindeki merkezi roliinii vurgulayan genis literatiir ile
uyumludur ancak hasta grubunda 8 diyabetlinin olmasi bu yiiksekliklerde ana sebebin Tip
2 diyabetten kaynaklandigini diisiindiirdiigii icin DM+ ve DM- olan gruplar arasinda ek
istatistiksek degerlendirme yapildi. Diyabet durumuna gore yapilan alt grup analizlerinde,
glisemik parametrelerin, karaciger enzimlerinin ve lipit profilinin diyabetik NAFLD
hastalarinda daha belirgin bozulma gosterdigi goriildii. Ancak DM- hastalarin da bu
paremetrelerin anlamli diizeyde olmasa da kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Bu bulgu, diyabetin NAFLD progresyonunu hizlandirdigi, inflamasyon-
tiretim baskisini artirdigir ve fibrotik doniisiim riskini yiikselttigine iliskin literatiir
verileriyle uyumludur (126—128).

Hepatoseliiler hasar belirtegleri olan ALT, AST ve GGT diizeylerinin hasta
grubunda istatistiksel olarak anlamli bigimde ytiksek bulunmasi, yag birikiminin oksidatif
stres, mitokondriyal disfonksiyon ve inflamatuvar yanit esliginde seyrettiine isaret
edebilir.

Lipit profiline iliskin parametrelerde, NAFLD grubunda trigliserit ve VLDL
diizeylerindeki artis ile HDL’deki azalma, metabolik sendrom ile iligkili aterojenik
dislipidemi 6riintiisiinii yansitmaktadir. Insiilin direnci sonucu artan periferal lipoliz ve
hepatik serbest yag asidi akisi, VLDL {iretimini artirarak trigliserit birikimini ve HDL
distikliiginii  tetikler.  Caligmamizdaki  bulgular, NAFLD’nin sistemik lipit
metabolizmasini bozarak kardiyometabolik risk profilini olumsuz yonde etkileyebilecegi
yoniindeki mevcut bilgilerle uyumludur (129).

Alblimin ve bilirubin parametrelerinde anlamli bir fark saptanmamis olmasi,
calismaya dahil edilen hastalarin karaciger sentetik fonksiyonlarinin biiylik 6l¢iide
korundugunu gosterebilir.

Tiim biyokimyasal parametreler birlikte degerlendirildiginde, calismamizdaki
NAFLD grubunda insiilin direnci, hepatoseliiler hasar, aterojenik dislipidemi ve

metabolik-inflamatuvar aktivitenin belirgin sekilde arttig1 gézlenmektedir. Bu bilesenler
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NAFLD’nin multifaktoriyel patogeneziyle ortligmekte ve hastaligin hem hepatik hem
sistemik diizeyde klinik 6nemini ortaya koymaktadir.

Calismamizda albiimin ekstrakt lipitlerinin ITK ile seperasyonu ve
fotodansitometrik analizleri sonucunda hasta ve kontrol gruplari arasinda higbir lipit
spotuna ait istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilemedi. Bu durum, 6zellikle
diisiik konsantrasyona sahip lipit fraksiyonlarmin ya da albiimine zayif baglanan lipit
bilesenlerinin veya ilaglarin ITK yOnteminin diisiik duyarlilik diizeyi ile tespit
edilememesine bagl olabilir. Her numune icin albiimine baglanmis olan bilesiklerin
(farkli metabolitler, ilaglar) ayrintili ve hassas analizlerine (6r. LC-MS/MS yontemi ile )
ihtiya¢ vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, NAFLD patogenezinde serum ve albiimine bagh yag asidi dagilima,
albiiminin yag asidi baglama kabiliyeti ve klinik biyokimyasal parametrelerle iliskiler
degerlendirildi.

Kontrol ve hasta serumu ile kontrol ve hasta albiimini % yag asidi
kompozisyonlar1 arasinda bir paralellik gozlenmedi. Ancak kontrol serum ve alblimin ile
hasta serum ve alblimin arasindaki % yag asidi kompozisyonlarindaki farkliliklarda
paralellik gozlendi. Bu dinamiklere uymayanlar kontrol grubunda gama linoleik asit ve
palmitik asit hasta grubunda da arasidonik asittir. Hasta albumininde gamma linoleik asit
ve linoleik asit yiizdelerinin kontrole gore 6nemli azalis1, buna karsin serum arasidonik
asit yilizdesinin artis1 ile birlikte dikkate alindiginda -6 sentez yolagiyla baglantili olarak
linoleik asitten (18:2) desaturasyon ve elongasyon yoluyla arasidonik asit (20:4) sentezine
isaret ettigi sonucuna varilabilir. Hasta serumunda arasidonik yilizdesinin artis1 6zellikle
inflamasyon ortami ile baglantili olabilir.

Stearik asit hem kontrol hem hasta grubunda albiiminde anlamli olarak yiiksek
bulundu. Hasta grubunda stearik asit % degerinin 6zellikle albuminde ama ayni1 zamanda
siirli da olsa serumda da artigi, hasta serumunda % palmitik asit diizeyinin azalmas1 ve
% oleik asit diizeyinin anlamli artis1 ile birlikte degerlendirildiginde, stearik (18C) ve
oleik asitlerin (18:1) palmitik asitten (16C) elongasyon ve desaturasyon islemleri ile
sentez yolaginin aktiflestigi diisiiniilebilir. Insiilin direnci olan hiperlipidemik hastalarda
SREBP-1c yolagimmin aktivasyonuna isaret eden c¢alismalar da bu sonucu
desteklemektedir.

Yag asitlerinin alblimine baglanmasmma dair ANS-floresan yer degistirme
yonteminin saglikli ¢alistig1 gézlendi. ANS-floresan yer degistirme yontemi ile kontrol
ve NAFLD gruplarimin serum albuminlerinin yag asidi baglama kabiliyetleri
karsilagtirildiginda anlamli bir fark tespit edilemedi. Ancak yag asitleri konsantrasyonlari
yiikseldikge, oleik asit harig, test edilen tiim yag asitleri i¢in p degerlerinin anlamlilik
siniria yaklastigi belirlendi. 210 uM dan daha yiiksek konsantrasyonlarda iki grup
arasinda anlamli bir fark beklenebilir. Calismamizda goniillii olan hasta grubu
katilimcilar1 genel olarak grade 1-2 evresindedir. Bu baglamda, ¢alismamizda kullanilan
ANS-floresan yer degistirme yonteminin, alblimin iizerindeki tiim yag asidi baglanma

bolgelerini kapsayici olmamasi ve hasta grubundaki bireylerin klinik evre farkliliklari,

95



gozlenen istatistiksel benzerligin baglica nedenleri arasinda olabilir. Farkli baglanma
bolgesi spesifikligi gosteren prob molekiillerinin kullanilmasi ve calismaya agirlikli
olarak grade 3-4 katilimcilar1 eklenerek baglanma kabiliyetindeki farklar daha belirgin
hale getirilebilir.

Calismada kontrol ve hasta serumlarindaki yag asidi kompozisyonlarini tek bagina
degerlendirmek yerine, serum ve albiimin Orneklerinde gozlenen yag asidi ylizdesi
degisimlerine odaklanmak NAFLD patogenezine iliskin daha belirgin bulgular
sunmaktadir.

NAFLD grubu ultrasonografi bulgularina goére grade 1 ve grade 2 olarak
smiflandirildi. Dort yag asitinin farkli konsantrasyonlardaki % floresan yer degistirme
verileri, serum-albumin % yag asiti kompozisyonlar1 ve biyokimyasal parametreler
arasinda korelasyon analizi yapildiginda, grade 1 grubunda serum glukoz diizeyi ile
albiiminin palmitik, miristik ve stearik asitleri 140, 175 ve 210 uM’de baglama kapasitesi
arasinda negatif iliski saptandi. Grade 2 grubunda ise yalnizca palmitik asidin ayni
konsantrasyon araliklarindaki baglanma kapasitesi HbAlc diizeyi ile pozitif korelasyon
gosterdi. Serum glukoz ve HbA1C diizeyleri serum albumininin yag asitlerini baglama
kabiliyetlerini etkileyen bir faktor olabilir. Albumin glikasyon derecesinin albumin-yag
asiti etkilesiminde rol alabilecegi ongoriilebilir.

Serum kaproik asit diizeyleri, grade 1 grubunda ALT ve AST ile; grade 2 grubunda
ise AST ile pozitif korelasyon gostermistir. AST/ALT artis1 karaciger hasarinin bir
gostergesi oldugundan, bu iliski kaproik asidin hepatoseliiler hasarla baglantili
olabilecegini  dusiindiirmektedir. Uzun zincirli yag asitlerinin  peroksizomal
kisaltilmasiyla olusan kaproik asit, mitokondriyal B-oksidasyon kapasitesinin bozuldugu
durumlarda dolagima artmis miktarda gegebilir. NAFLD’de goriilen mitokondriyal stres
ve oksidatif disfonksiyon bu artis1 agiklarken, kaproik asidin literatiirde bildirilen
proinflamatuar etkileri, bu yag asidinin NAFLD patogenezinde oOnemine isaret
etmektedir.

Calismamizda albiimin ekstrakt lipitlerinin ITK ile seperasyonu ve
fotodansitometrik analizleri sonucunda hasta ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik tespit edilemedi. Serum albuminine bagli yag asiti disindaki
diger bilesiklerin (ilag veya metabolit) analizleri hassas analitik yontemlerle

gerceklestirilmelidir (Or. LC-MS/MS, NMR).
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Hasta ve kontrol grubu demografik o6zellikleri ve serum biyokimyasal
parametreleri bulgular1 beklenildigi gibidir ve NAFLD patogenezisini destekler
niteliktedir.
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