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OzZET

Amag: PNPLA3 geni 1148M polimorfizmi ile nondiyabetik olgulardaki nonalkolik
yagh karaciger hastaligi arasindaki iliskinin arastiriimasidir.

Materyal ve Yontem: Calisma grubu ultrasonografi ile nonalkolik yagl karaciger
hastaligi (NAYKH) varligi belirlenen 152 olgu ve ultrasonografik olarak normal
oldugu tespit edilen 165 saglkli kontrolden olusturuldu. Calismaya katilan tim
bireyler igin biyokimyasal analizler yapildi ve vicut kitle indeksi hesaplandi.
Orneklerin PNPLA3 1148M polimorfizmi agisindan degerlendiriimesi Real Time
PCR yontemiyle gergeklestirildi.

Bulgular: Viicut kitle indeksi, NAYKH’l hastalarda kontrollere goére belirgin olarak
yuksekti (p < 0,001). Hasta ve kontrol gruplarinin diistik dansiteli lipoprotein (LDL)
ve yiksek dansiteli lipoprotein (HDL) degerleri benzerlik gostermekteydi.
Ortalama aghk kan sekeri (AKS), aspartat aminotransferaz (AST), alanin
aminotransferaz (ALT), y-glutamil transferaz (GGT), trigliserit (TG) ve total
kolesterol (TK) degerleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda hasta grubunda
belirgin olarak yiiksekti (p < 0,001). PNPLA3 geni 1148 M polimorfizmi, NAYKH riski
ile istatistiksel olarak anlamli sekilde iliskiliydi (x2=23,846, p<0,001). Ayrica, GG
genotipindeki bireyler NAYKH gelisimi igin 4,8 kat artmis riske sahipti (x2=18,190,
p<0,001, OR=4,807, %95 Cl=2,215-10,430). C alleli NAYKH gelisimine karsi
koruyucu iken (x2=23,426, p<0,001, OR=0,442, %95 C|=0,317-0,617), G alleli
NAYKH icin genetik bir risk faktorlydi (x2=23,426, p<0,001, OR=2,261, %95
Cl=1,620-3,155).

Sonug: Sonug olarak bu galisma, Tirk populasyonunda PNPLA3 geni 1148M
polimorfizmi ile nondiyabetik NAYKH olgular arasindaki iliskiyi ortaya koyan ilk
calismadir.

Anahtar sozciikler: Nonalkolik yagh karaciger hastaligi (NAYKH), PNPLA3, tek
nikleotid polimorfizmi (SNP), SNP genotipleme
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ABSTRACT

Aim: The aim of the study is to evaluate the relationship between PNPLA3 gene
1148M polymorphism and nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) in nondiabetic
subjects.

Materials and Methods: The study group consisted of 152 NAFLD patients who
were detected by ultrasonography and 165 controls with ultrasonographically
normal livers. Biochemical analyses were performed and body mass index was
calculated for all subjects in the study. The samples were then genotyped for
PNPLA3 1148M polymorphism using Real-Time PCR method.

Results: The body mass index was significantly higher in patients with NAFLD
than in controls (p< 0.001). The low density lipoprotein (LDL) and high density
lipoprotein (HDL) levels were similar in the two groups. Mean fasting blood
glucose, aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), and
y -glutamyltransferase (GGT), triglyceride(TG) and total cholesterol levels were
significantly higher in the patient group compared to controls (p < 0.001).
PNPLA3 1148M polymorphism was statistically significantly associated with the
risk of NAFLD (x2=23.846, p<0.001). Moreover, individuals with the GG genotype
had a 4.8 fold increased risk of NAFLD (x2=18.190, p<0.001, OR=4.807, %95
Cl=2.215-10.430). The C allele was protective against NAFLD (x2=23.426,
p<0.001, OR=0.442, %95 CI=0.317-0.617), whereas the G allele was a genetic risk
factor for NAFLD (x2=23.426, p<0.001, OR=2.261, %95 CI=1.620-3.155).
Conclusion: This study is the first to reveal the association between PNPLA3
gene 1148M polymorphism and nondiabetic NAFLD subjects in Turkish
population.
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GiRiS

Nonalkolik yagh karaciger hastaligi (NAYKH) kronik karaciger hastaliginin en
yaygin sebebidir ve ciddi halk saghgi problemlerine neden olur. Kiiresel olarak,
erigkin populasyonunun yaklasik %25’inin  NAYKH’den etkilendigi tahmin
edilmektedir (1). Turkiye en ylUksek NAYKH prevalansina sahip (lkelerden
birisidir; hastaligin tilkemizdeki prevalansi %30’un tzerindedir (2). NAYKH genis
spektrumda karaciger patalojisine sahiptir. Genellikle benign olan, sadece
karaciger yaglanmasinin goruldigi, balonlasma dejenerasyonu seklindeki
hepatosit hasarinin izlenmedigi nonalkolik yagh karacigerden hepatosit hasari,
inflamasyon ve bazi olgularda fibrozis bulgularn ile karakterize nonalkolik
steatohepatite (NASH) kadar degisiklik gosteren iki hastalik alt formu
bulunmaktadir. NASH prevalansinin %3-5 arasinda oldugu bildirilmistir ve bu
olgularin yaklasik %15-25 kadari siroza ilerleyebilir (3).

NAKYH’nin gelisimi ve ilerlemesinde gevresel, genetik ve epigenetik faktorler
etkilidir (4). NAYKH; metabolik sendrom, tip 2 diyabetes mellitus, dislipidemi ve
obezite ile gl¢lu bir sekilde iliskilidir. Tekli doymamis yag asidi, fruktoz ve kahve
tiketimi gibi bazi beslenme aligkanlklarinin NAYKH'nin ilerlemesiyle iligkili
oldugu gosterilmistir (5-10). Ayrica, bazi ¢alismalar bagirsak mikrobiyomunun
NAYKH’ye sebep olabilecegini gostermistir (11,12).

Genetik faktorlerin etkisi aile, ikiz ve gesitli kesitsel calismalarla gosterilmistir
(13-15). Son 12 yil iginde yapilan genom boyu iliskilendirme galismalari (GWAS),
bazi tek nikleotid polimorfizmlerinin (SNP) hastaligin molekiler patolojisindeki
yerini gdstermistir. Bunlarin arasinda, adiponutrin olarak da adlandirilan “Patatin
like phospholipase domain containg 3 (PNPLA3) ” geninde vyer alan 1148M
polimorfizmi ile NAYKH arasindaki gugli iliski pek ¢ok ¢alismada dikkati gekmistir.
Bu calismalar, s6z konusu degisimin hepatik yag icerigi artisina ve hepatik
inflamasyona neden oldugunu gostermistir (16-22). Sonuglar daha sonraki
yillarda ¢esitli  poptlasyonlarda gergeklestirilen bagimsiz  vaka-kontrol
¢alismalarindan elde edilen verilerle dogrulanmistir (23-25). Hispanik, Avrupali,
Afrika kokenli Amerikali, Japon ve Tayvanlilari iceren Asyali popilasyonlarda
1148M polimorfizmi’'nin risk olusturan G allel frekansi ile NAYKH prevalansi
arasinda konkordans saptanmistir (26).

PNPLA3, 481 amino asit igeren, trigliseritlerin hidrolizinde rol alan ve
karacigerde yuksek oranda ifadelenen bir protein kodlar (27,28). PNPLA3
geninde yer alan rs738409 tek nikelotid polimorfizmi sonucunda 148.
pozisyonda yer alan izoldsin ile metiyonin amino asitleri yer degistirir (1148M).
Bu degisim, karacigerde trigliseritlerin hidrolizinde goérev alan trigliserit lipaz
enziminin aktivitesinin bozulmasina, ¢ok dusuk dansiteli lipoprotein (VLDL) ile
integrasyonun azalmasina ve hiicre igi trigliserit seviyesinin artmasina neden olur
(29,30). Kumari ve ark.’nin yaptigi bir galisma ile PNPLA3 geninde yer alan 1148M
degisiminin lizofosfatidik asiti fosfatidik asite donugtirerek trigliserit sentezini
artirdig1 ve boylece hepatik steatoza neden oldugu gosterilmistir (31).

NAYKH’nin Tip 2 diyabetes mellitus ile iliskisi iyi bilinmektedir (32,33). Ancak,
glinimuze kadar PNPLA3 1148M polimorfizmiile nondiyabetik olgulardaki NAYKH
arasindaki iliski bildigimiz kadariyla diinyada sadece bir ¢calismada irdelenmistir
(34). Bu galismada amacimiz diinyada ikinci, Turk populasyonunda bir ilk olarak,
PNPLA3 geni 1148 M polimorfizmi ile nondiyabetik olgulardaki NAYKH arasindaki
iliskinin arastiriimasidir.

MATERYAL ve YONTEM

Calisma populasyonu

Calisma grubu ultrasonografi ile NAYKH varligi belirlenen 152 olgu (72 erkek ve
80 kadin; ortalama yas, 48,41 + 10,58; aralik, 19 ve 65 yas) ve ultrasonografik
olarak normal oldugu tespit edilen 165 saglkli kontrol bireyden (63 erkek ve 102
kadin; ortalama yas, 45,91 + 12,25; aralik, 26 ve 65 yas) olusturuldu. Diyabetes
mellitus, viral hepatitler (hepatit B ve C), belirgin alkol tiketimi (erkeklerde >30
gram/gin, kadinlarda >20 gram/glin’ den fazla alkol tiiketimi), Wilson hastaligi,
hemakromatozis, a-1 antitripsin eksikligi, otoimmun hepatit, hepatoseliiler
karsinom tanisi  bulunan hastalar galismaya dahil edilmedi. Calismanin etik
acidan uygunlugu, Usak Universitesi Tip Fakiltesi Etik Kurulu tarafindan
17.02.2018 tarih ve 003 sayil karar ile onaylandi. Calismaya katilan tim hasta ve
saglhkh bireylerden bilgilendirilmis onam alindi. Calismaya dahil edilen tim
bireyler klinik ve laboratuvar degerleri hakkinda bilgi sahibi olmayan bir radyolog
tarafindan ultrasonografiile degerlendirildi.

Karacigerde yaglanmanin varligi karaciger parankim ekojenitesinin bdbrek
korteks ekojenitesine oraninin gorsel olarak karsilastiriimasi, karacigerin derin
kisimlarina ultrason dalgalarinin penetrasyonunun degerlendirilmesi ve karaciger
ici kan damari duvarlarinin keskinligi ile belirlendi (35). Calismaya katilan tim
bireyler igin biyokimyasal analizler yapildi ve viicut kitle indeksi (kilogram
cinsinden viicut kitlesinin, metre  cinsinden viicut uzunlugunun  karesine
bélinmesi) hesaplandi.

DNA izolasyonu ve SNP Genotipleme

Saglkh ve hasta bireylerden EDTA’li tiipe alinan 5 cc periferik venoz kan érnegi
+4° C'de muhafaza edildi. Orneklerin DNA izolasyonu, DETAGEN Tam Kan DNA
izolasyon kiti (Detagen Genetik Tani Arastirma ve Uygulama Merkezi, Tiirkiye)
kullanilarak gerceklestirildi. izolasyon sonrasi calismaya dahil edilen DNA
orneklerinin kalitesinin degerlendirilmesi Nanodrop Lite (Thermo Scientific, ABD)
cihazi ile gergeklestirildi. Orneklerin PNPLA3 rs738409 polimorfizmi agisindan
degerlendirilmesi Real Time PCR ydntemiyle DetaGen PNPLA3 rs738409 kiti
(Detagen Genetik Tani Arastirma ve Uygulama Merkezi, Turkiye) kullanilarak
Biorad Connect (BioRad, Kaliforniya, ABD) cihazinda Tablo-1'de gosterilen
protokole uygun sekilde, Tablo-2’de belirtilen master PCR karigimi kullanilarak
gergeklestirildi. Calismada kullanilan primer ve problar Tablo-3’ de belirtildi.

Tablo 1: Real-Time PCR cihazinda (BioRad, Kaliforniya, ABD) uygulanan
programin basamaklari.

Isi Sire Doéngu
95°C 5 dakika 1déngl
95°C 25 saniye

58°C 30 saniye 40 dongl
72°C 30 saniye

Tablo-2: Master PCR karisimi.

2X Detagen Probe PCR mix 12,5 pl
Primer/Probe 1l
DNA 3ul
Nuclease Free Water 8,5 ul

Tablo 3: PNPLA3 rs738409 polimorfizmi arastiriimasi igin kullanilan primer ve

problar (DetaGen PNPLA3 rs738409 kiti, Detagen Genetik Tani Arastirma ve

Uygulama Merkezi, Turkiye).
Forward primer
Reverse primer
PNPLA3-WT
PNPLA3-MUT

5’-TCTCCTTTGCTTTCACA-3’
5-TGGTAAGTCGGCTTTC-3’

5’-FAM AAGGCCACTGTAGAAGGGGAT-3’
5’-HEX AGGCCACTGTAGAAGGGCAT-3’

Elde edilen verilerin analizi Bio-Rad CFX Manager (BioRad, Kaliforniya, ABD)
yazilimi kullanilarak yapildi.

[statistiksel Analiz

istatistiksel analiz i¢in IBM SPSS statistics 22 yazilimi kullanildi. Nicel veriler
ortalamatstandart sapma, kategorik veriler ise frekans ve ylizde degerleri ile
Ozetlendi. Hasta ve kontrol grubu arasindaki fark demografik ve klinik degiskenler
bakimindan Student’s t testi ile, genotip ve allel frekanslari bakimindan ise Ki-
kare testi ile karsilastirildi. Genotip ve allel frekanslarina iliskin Odds orani (odds
ratio, OR) ve %95 guven araligi kestirimleri hesaplandi. Hasta ve kontrol
gruplarinda Hardy-Weinberg dengesinin testi igin Exact test uygulandi. P<0,05
degeri istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen hasta ve kontrol grubuna ait yas, cinsiyet, vicut kitle
indeksi (VKi), ve biyokimyasal parametreler tablo-4’de belirtildi. Gruplarin
ortalama yas ve cinsiyet dagilimi arasinda istatistiksel fark yoktu. VKi, NAYKH'li
hastalarda kontrollere gére belirgin olarak yuiksekti (P < 0.001). Hasta ve kontrol
gruplarinin diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) ve yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL)
degerleri benzerlik géstermekteydi. Ortalama aghk kan sekeri (AKS), aspartat
aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), y-glutamil transferaz (GGT),
trigliserit (TG) ve total kolesterol (TK) degerleri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda hasta grubunda belirgin olarak yiksekti (P < 0.001).

™
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Tablo-4: Calisma popllasyonunun demografik ve klinik 6zellikleri

Referans aralik NAYKH Grubu Kontrol Grubu (n=165) P degeri
(n=152)

Cinsiyet - 72/80 63/102 0,11
(Erkek/Kadin)
Yas - 48,41 + 10,58 45,91 + 12,25 0,0538
(Ortalama Yil £S.S.)
VKi (kg/m2) - 29,60 + 4,34 25,07 + 1,44 <0,0001
AKS (mg/dl) 70-105 96,54 + 7,43 92,19 + 10,28 <0,0001
AST (U/L) 0-40 33,57 + 13,83 18,87 + 6,24 <0,0001
ALT (U/L) 0-40 53,97 + 21,93 19,94 +9,19 <0,0001
GGT (U/L) 0-50 44,57 +23,12 23,39+ 12,97 <0,0001
TK (mg/dl) 110-200 210,1 + 35,02 191,1 + 30,21 <0,0001
TG (mg/dl) 50-200 174,8 + 78,31 126,3 + 49,28 <0,0001
LDL (mg/dl) 60-130 124,6 + 27,85 119,6 + 22,91 0,08
HDL (mg/dl) 30-80 46,83 + 10,18 51,3+10,48 0,0001

VKi,viicut kitle indeksi; AKS, aglik kan sekeri; AST, aspartat aminotransferaz;
ALT, alanin aminotransferaz; GGT,y-glutamil transferaz; TK, total kolesterol; TG,
trigliserit; LDL, dusluk dansiteli lipoprotein; HDL, ylksek dansiteli lipoprotein;
NAYKH, nonalkolik yagh karaciger hastaligi.

NAYKH ve kontrol grubunda, PNPLA3 geni 1148M polimorfizminin genotip ve
allel frekanslarinin dagilimi tablo-5’de belirtildi. Her iki grubun allel frekansi ve
genotip dagilimi Hardy-Weinberg dengesine uyuyordu. Hasta ve kontrol
grubunda en sik C alleli (%55,26 ve %73,64, sirasiyla) gozlendi.

Tablo-5: PNPLA3 1148 M polimorfizminin allel ve genotip frekanslari

Hasta grubunda en sik rastalanan genotip CG (%46,1), kontrol grubunda ise CC
(%52,73) olarak belirlendi. PNPLA3 geni 1148M polimorfizmi, NAYKH riski ile
istatistiksel olarak anlamli sekilde iliskiliydi (x2=23,846, p<0.001). Ayrica, GG
genotipindeki bireyler NAYKH gelisimi igin 4,8 kat artmis riske sahipti (x2=18,190,
p<0,001, OR=4,807, %95 ClI=2,215-10,430). C alleli NAYKH gelisimine karsi
koruyucu iken (x2=23,426, p<0,001, OR=0,442, %95 Cl=0,317-0,617), G alleli
NAYKH igin genetik bir risk faktoruydii (x2=23,426, p<0,001, OR=2,261, %95
Cl=1,620-3,155).

Gen NAYKH Grubu  Kontrol Grubu  x2 P degeri  OR(95% Cl)

PNPLA3 rs738409 152 165 23,846  0<001

cc 49 (%32,2) 87 (%52,73) 13,560  0<001 0,427 (0,270-0,674)

CG 70 (%46,1) 69 (%41,82) 4,666 0,031 1,630 (1,045-2,542)

GG 33 (%21,7) 9 (%5,45) 18,190  0<001 4,807 (2,215-10,430)

Allel frekansi

CAllel 168 (%55,26) 243 (%73,64) 0,442 (0,317-0,617)
23,426  0<001

G Allel 136 (%44,74) 87 (%26,36)

HWE (exact) 0,720 0,566

2,261 (1,620-3,155)

NAYKH, nonalkolik yagh karaciger hastaligi; PNPLA3, patatin like phospholipase domain containg 3; 95% Cl, 95% gliven araligi; OR, odds orani; HWE, Hardy-Weinberg dengesi

TARTISMA

Bu cgalisma, PNPLA3 geni 1148 M polimorfizmi ile nondiyabetik NAYKH olgulari
arasinda belirgin bir iliskinin varligini ortaya koydu. Tip 2 diyabetes mellitus tanisi
olan hastalarda NAYKH nin varligini gésteren c¢alismalar bulunmaktadir ve bu
iliski iyi bilinmektedir (32,33). Ancak tersi yonde kanitlar da mevcuttur; bazi
calismalar tip 2 diabetes mellitusu bulunmayan bireylerde de NAYKH
gelisebilecegini gostermistir. Bu calismalar, NAYKH varliginin tip 2 diyabet
gelisimi i¢in bir 6ngoériu teskil edebilecegini belirtilmistir (36,37,38). Bizim
arastirmamiz nondiyabetik bireylerde gelisen NAYKH’nin altinda yatan molekuler
nedenlerden biri oldugu duslnilen PNPLA3 geni 1148M polimorfizmini
aydinlatmaya yonelik ilkemizde gergeklestirilen ilk calismadir. Sonuglar, Wang
ve ark.’nin Tayvan popllasyonunda PNPLA3 geni 1148M polimorfizmi ile
nondiyabetik NAYKH olgulari arasindaki iliskiyi irdeleyen galismanin sonuglari ile
uyumludur (34).

PNPLA3 geni 1148M polimorfizmi ile NAYKH riski arasindaki iliski pek ¢ok vaka-
kontrol ve GWAS calismalariyla ortaya konmustur (23-26). Turk popllasyonuna
ait sonuglar Uygun ve ark. tarafindan yayimlanmistir(39). Uygun ve ark, PNPLA3
rs738409 GG polimorfizminin NAYKH gelisme riskini 27 kat artirdigini bildirdiler.
islek ve ark. ise NASH riski ile PNPLA3 rs738409 GG polimorfizminin iliskisini
ortaya koyduklari galismada s6z konusu polimorfizmin NASH riskini 3.359 kat
artirdigini raporladilar (40).

PNPLA3, adiponutrin olarak bilinen 481 amino asit iceren ve 53kDa agirliginda
olan bir protein kodlar. insanlarda bu gen hepatosit membranlarinin hiicre ici
fraksiyonlarinda ifadelenir. PNPLA3’Un fizyolojik roli henliz net olarak
anlagilamamistir ancak TG lipaz ve agil coenzim-A’dan bagimsiz transagilaz
aktivitesi mevcuttur.

638



Ozgiin Arastirma / Original Investigation

GMJ 2020; 31: 636-639
Yiksel ve ark.

Gegtigimiz yillarda yapilan aragtirmalarda PNPLA3 geni 1148M polimorfizminin
proteinin hidrolize edici fonksiyonunun kaybolmasina ve boylece trigliseritlerin
birikmesine neden oldugu gosterilmistir.

PNPLA3 lipid metabolizmasinda goérev alir, agirlikli olarak karaciger ve yag
dokusunda ifadelenir, ve in vitro ¢alismalarda hem lipolitik hem lipojenik
aktivitesi gosterilmistir (41).

Bu calismanin bazi sinirlamalari mevcuttur. ilk olarak tani ultrason ile
konmustur, karaciger biyopsisi karaciger yaglanmasinin tanisi ve ciddiyetinin
belirlenmesiigin bir standart teskil etmektedir ancak invaziv bir yontemdir. Rahat
ulagilabilmesi, radyasyon maruziyetinin olmamasi, invaziv olmamasi yoniyle
ultrason NAYKH tanisi igin siklikla kullaniimaktadir. Orta ve ileri derecede NAYKH
icin iyi seviyede tanisal guvenililirlige sahiptir ancak hafif derecede hepatik
steatozun saptanmasinda bazen yetersiz kalabilmektedir. Ayrica degerlendirme
kalitatif ve slbjektiftir. Calismayla ilgili ikinci kisitlama, arastirmanin kesitsel
yapisidir, bir baska deyisle hangi molekller mekanizmalarla bu SNP’nin
NAYKH’na sebep oldugunu ortaya kayamamaktadir.

Sonug¢ olarak bu g¢alisma, Turk popilasyonunda PNPLA3 geni 1148M
polimorfizmi ile nondiyabetik bireylerdeki NAYKH arasindaki iliskiyi ortaya koyan
ilk galismadir.

Cikar Catismasi
Yazarlar herhangi bir gikar gatismasi bildirmemistir.

Tesekkiir
Bu ¢alisma Tiirk Gastroenteroloji Dernegi tarafindan desteklenmistir.
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