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OZET

Ucar, K., Non-Alkolik Yagh Karaciger Hastaliginda Kafein Tiiketiminin Serum
CK18 Proteini Uzerine Etkisi, Hacettepe Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Toplum Beslenmesi Program Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2018. Bu ¢alismanin
amaci, non-alkolik yagli karaciger hastaligi (NAYKH) goriilen bireylerde kafein alimi
ile karaciger fibrozu gostergesi olan serum sitokeratin 18 (CK18) seviyesi arasindaki
iliskiyi incelemektir. Calismaya gerekli muayeneler ve testler sonucunda NAYKH
tanisi almis, 19-64 yas araligindaki 20 kadin ve 20 erkek birey katilmistir. Bireylere
genel Ozelliklerini, beslenme aligkanliklarim1i ve fiziksel aktivite durumlarin
belirlemek amaciyla yiiz ylize goriisme teknigi ile anket uygulanmigtir. Bireylerin
beslenme durumlarini saptamak amaciyla 24 saatlik geriye doniik besin tiiketim kaydi
ve besin tiiketim siklig1, kafein alimlarint belirlemek amaciyla kafein tiiketim siklig1
kayitlart alinmistir. Bireylerle yapilan goriisme sirasinda antropometrik O6l¢iimleri
alimmis ve kan Ornekleri toplanmistir. Calismaya katilan bireylerin yas ortalamasi
erkeklerde 39,7 + 10,66 yil, kadinlarda ise 48,1 + 13,01 yildir (p>0,05). Bireylerin
yaslar1 ile diyetle aldiklari gilinliikk toplam kafein miktar1 arasinda negatif iligki
bulunmustur (p=0,013). Diyetle alinan giinliik toplam kafein miktar1 ile ALT diizeyi
(p=0,003) ve AST diizeyi arasinda (p=0,039) pozitif iliski, ag¢lik plazma glikozu
arasinda (p=0,022) negatif iliski bulunmustur. Diyetle alinan giinliik toplam kafein
miktar1 ile antropometrik dl¢timler arasinda anlamli iligki bulunmamistir (p>0,05).
Serum CK18 diizeyi ile toplam kafein alimi1 arasinda anlamli iligki saptanmamigtir
(p>0,05). Bireylerin viicut yag yiizdesi ve serum CKI18 diizeyi arasinda pozitif
korelasyon bulunmustur (r=0,510; p=0,002). Kafein kaynaklarina gore incelendiginde,
bireylerin giinliik bitter ¢ikolata ile aldiklar1 kafein miktari ile serum CK18 diizeyi
arasinda negatif (r=-0,420; p=0,019) iliski bulunmustur. NAYKH’l1 bireylerde kafein
tilketiminin hastalikla iligkili parametrelere etkisinin netlesmesi icin daha c¢ok

aragtirmaya gereksinim duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Non-alkolik yaglh karaciger hastaligi, CK18, kafein
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ABSTRACT

Ucar, K., The Effect of Caffeine Consumption on Serum CK18 Protein in Non-
Alcoholic Fatty Liver Disease, Hacettepe University, Institute of Health Sciences
Community Nutrition Programme, Master of Sciences Thesis, Ankara, 2018. The
aim of this study is to investigate the association between caffeine intake and serum
cytokeratin 18 level (CK18), which is a liver fibrosis indicator in individuals with non-
alcoholic fatty liver disease (NAFLD). A total of 20 female and 20 male subjects
between the ages of 19-64, who were diagnosed with NAFLD, were included in the
study. A questionnaire was administered face-to-face in order to determine
individuals’ general characteristics, nutrition habits and physical activity status.
Twenty-four hour dietary recall and food frequency questionnaire we administered, to
determine the nutritional status. Caffeine frequency questionnaire we administered, to
determine the caffeine consumption. Anthropometric measurements were taken and
blood samples were collected during interviews. The average age of the participants
in the study was 39.7 + 10.66 years in male and 48.1 + 13.01 years in female subjects
(p>0.05). There was a negative correlation between age and the total amount of daily
caffeine consumption (p=0.013). There were positive correlations between the daily
caffeine consumption and ALT level (p = 0.003), AST level (p = 0.039), and a negative
correlation between the daily caffeine consumption and fasting plasma glucose (p =
0.022). There were no significant correlations between the daily caffeine consumption
and anthropometric measurements (p>0.05). There were no significant correlations
between serum CK18 level and total caffeine intake (p> 0.05). There was a positive
correlation between body fat percentage and serum CK18 level (r = 0.510; p = 0.002).
When analyzed according to caffeine sources, there was a negative correlation between
the caffeine intake from dark chocolate and serum CK18 level (r =-0.420, p = 0.019).
More research is needed to clarify the effect of caffeine consumption on disease-

related parameters in individuals with NAFLD.

Key words: Non-alcoholic fatty liver disease, CK18, caffeine
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1. GIRIS
1.1. Kuramsal Yaklasimlar

Non-Alkolik Yagli Karaciger Hastaligi (NAYKH), histolojik bulgular1 alkolik
yagh karaciger hastaligina benzedigi halde alkol kullanmayan veya diisiik miktarda
alkol tiiketen kisilerde goriilen karaciger yaglanmasi olarak tanimlanir (1). Basit
steatozdan non-alkolik steatohepatit (NASH), ilerlemis fibroz ve siroza kadar genis
spektrumlu bir karaciger hasaridir (2). Basit steatoz ilerleyici olmayan bir seyir
gosterirken; hiicre yikimi ve inflamasyon ile karakterize olan NASH fibroz ve siroz
gelisme riski olan ilerleyici bir durumdur. Bu nedenle NASH’in steatozdan ayirt
edilmesi biiyiik 6nem tasir (1,2). Non-alkolik yagli karaciger hastaligi; obezite, tip 2
diyabet ve hiperlipidemi ile yakindan iligkilidir (2,3). Gelismis tilkelerde daha yiiksek
olmakla birlikte yetiskinlerde goriilme sikligi %20-30 arasindadir (1). Non-alkolik
yagl karaciger hastalig1 olan bireylerin %5-10’unda NASH gortilmektedir (1).

Non-alkolik yagli karaciger hastalifinin patogenezi halen acik degildir.
Gelisimi ve ilerlemesinde etkili mekanizmalar karmasik ve ¢ok etkenlidir. Non-alkolik
yagli karaciger hastaliginin patogenezini agiklamada uzun yillar “¢ift vurus hipotezi”
kabul gérmiistiir (4). Hipoteze gore, ilk vurustan insiilin direnci sorumludur. Non-
alkolik yagli karaciger hastalig: ile obezite, tip 2 diyabet, hiperlipidemi arasindaki
iligkinin bu hastaliklarda goriilen insiilin direncinden kaynaklandig: diistiniilmektedir
(3). Ik vurusun etkisiyle karacigerin, oksidatif stres ve pro-inflamatuar sitokinlerin

neden oldugu ikinci vurusa karsi savunmasiz hale geldigi ileri siiriilmektedir (5).

Boylece hepatositlerde inflamasyon ve fibroz olusumu goriillmektedir (5).

Calismalar artan hepatosit apoptozunun inflamasyon ve fibroza neden
oldugunu, boylece steatozun steatohepatite ilerlemesinde etkili olabilecegini
gostermistir (6,7). Apoptoz, kaspazlar olarak adlandirilan bir enzim grubu tarafindan
diizenlenen programli hiicre 6liimiidiir. Apoptozun ilk asamalarinda kaspazlar, epitel
spesifik ara filament sitokeratin 18 (CK18)’i 3 pargaya ayirirlar (8-11). Kirilma ile
olusan CK18 neo-epitopu, monoklonal antikor M30 tarafindan taninir. Diger adi M30
antijen olan CK18 neo-epitopu sadece apoptozla olusmaktadir (8). Bu nedenle
apoptozla artan kaspaz aktivasyonu monoklonal antikor M30 ile hastalarin

serumlarinda belirlenebilir (12).



Kafein, tim diinyada yaygin olarak basta kahve, ¢ay olmak iizere birgok
yiyecek ve igecekle, takviye olarak veya ilaglarla alinmaktadir (2). Amerika Birlesik
Devletleri (ABD)’nde niifusun %85’inin giinde en az bir kafeinli igecek tiikettigi
tahmin edilmektedir (13). Kahve, kafein, klorojenik asit, kafestol ve kahveol gibi aktif
bilesikler icerir. Anti-oksidatif ve anti-fibrotik 6zelliklere sahip olan bu bilesiklerin
fibroz, siroz ve hepatoseliiler kanser gibi karaciger hastaliklarina karst koruma
saglayabildigi diisiiniilmektedir (14). Yapilan bir arastirmada, NAYKH’11 bireylerde
kahvenin antioksidan etkisi incelenmistir. Calisma sonucunda yiiksek kahve
tiiketiminin NAYKH’da koruyucu etkisi oldugu ancak antioksidanlar arasinda anlaml
bir fark bulunmadigi belirtilmistir (15). Arastirmalarda genellikle ileri fibrozlu
bireylerin kahve tiiketimlerinin diisiik oldugu goriilmiistiir (16,17). Bunun sebepleri 1)
karacigerde metabolize olan kahvenin, ileri karaciger bozuklugunda daha az
tiketiminin faydali oldugunun diistiniilmesi 2) karaciger hastaligi olan bireylerin
kahvenin sagliksiz oldugunu diisiinmesi olarak belirtilmistir (17). Ancak yakin
zamanda yapilan bazi calismalarda kahve tiikketiminin artmasiyla karaciger
enzimlerinde ve fibroz derecesinde diisiis oldugu gosterilmistir. Bu nedenle kahve
tilketiminin, hastalig1 ilerlemis bireylerde komplikasyonlara karsi koruyucu etki
gosterebilecegi diistiniilmektedir (16-21). Modi ve arkadaslari, giinde 2 fincandan
fazla kahve tiiketiminin diisiik karaciger fibrozu ile iliskili oldugunu gostermislerdir
(17). Bu sonucu destekleyen farkli bir ¢alismada, kahve tiiketimi ile NAYKH
baslangici arasinda herhangi bir iliski bulunmamustir (21). Yapilan bir ¢alismada
diisiik insiilin direngli (HOMA-IR <4,3) NAYKH’l1 bireylerde kahve tiikketimi ile
ilerlemis fibroz arasinda ters iliski oldugu gosterilmistir. Ancak HOMA-IR seviyesi
daha ytiksek olan bireylerde kahvenin ileri fibroza karsi koruyucu etkisi olmadigi rapor

edilmistir (22).

Kahvenin karaciger fibrozu iizerine olumlu etkilerinin icerdigi kafeinden
kaynaklandig1 distiniilmektedir (23,24). Bunu disiindiiren sebepler su sekilde

siralanabilir.

e Yapisal olarak adenozine benzeyen kafeinin, Karaciger fibrozunun baslica
aracilar1 olan hepatik stellat hiicreleri A2, adenozin reseptorii antagonizmast

yoluyla inhibe etmesi



e Kahvenin yapisindaki diger sayisiz bilesenin ¢ok diisiik konsantrasyonlarda
bulunmasi, daha da 6nemlisi kahve iirlinleri ve hazirlama yontemleri arasinda
biiyiik farkliliklarin olmasi

e Bazi gozlemsel ¢aligmalarda hem kahve hem de kafein tiikketiminde tutarli

etkiler gortliirken kafeinsiz kahvede etki goriilmemesi (23,24).
1.2. Amag ve Varsayimlar

Bu caligmanin amaci non-alkolik yaglh karaciger hastaligi goriilen bireylerde
kafein alimi ile karaciger fibrozu gostergesi olan serum CK18 seviyesi arasindaki
iligkiyi incelemektir.

Varsayimlar:

e Diyetle yiiksek kafein aliminda serum CK18 seviyesi azalir.
e Diyetle yiiksek kafein aliminda serum ALT ve AST seviyeleri azalir.

e Diyetle yiiksek kafein aliminda serum TNF-a seviyesi azalir.

¢ Diyetle yiiksek kafein aliminda serum IL-6 seviyesi azalir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Non-Alkolik Yagh Karaciger Hastahig

Non-Alkolik Yagl Karaciger Hastaligi (NAYKH); viral enfeksiyon, 6nemli
miktarda alkol alimi (kadinlar igin 10 g/giin, erkekler i¢in 20 g/giin) ve karaciger
hastaliginin herhangi bir etiyolojisi olmaksizin hepatositlerde %5’in iizerinde yag
birikimi olarak tanimlanir (25). Kronik karaciger hastaliklarinin en yaygin
nedenlerindendir. Basit steatozdan non-alkolik steatohepatit (NASH), fibroz, siroz ve
hepatoseliiler karsinoma kadar ilerleyebilen genis spektrumlu bir karaciger hasaridir.
Basit steatoz ilerleyici olmayan bir seyir gosterirken, NASH fibroz ve siroz gelisme
riski olan ilerleyici bir durumdur (1). Avrupa’da her yil karaciger sirozundan yaklasik
170.000, karaciger kanserinden ise 47.000 kisi hayatin1 kaybetmektedir (25). Non-
alkolik yagl karaciger hastaliginin sadece karaciger ile iligkili morbidite ve mortalite

ile smirlt olmamasi multisistem bir hastalik oldugunu gostermektedir (26).

Nonalkolik steatohepatit kavrami, 1980 yilinda Ludwig ve arkadaslar
tarafindan histolojik bulgular1 alkolik yagl karaciger hastaligina benzedigi halde alkol
kullanmayan kigilerde goriilen hastalik tablosu olarak tanimlanmistir (27). Daha
sonraki yillarda klinik 6zellikleri NASH’e benzedigi halde, hastaliga 6zgii patolojik
bulgularin tamamini gostermeyen vakalar goriilmistiir. Adlandirmadan kaynakl
karigikligt  onlemek i¢in “Non-Alkolik Yagli Karaciger Hastaligi” kavrami

getirilmistir (28). Bu genel kavramin alt gruplar su sekilde tanimlanabilir.

Steatoz: Karacigerde yaglanmanin oldugu ancak herhangi bir inflamasyon

bulgusunun olmadigi gruptur (29).

Non-Alkolik Steatohepatit (NASH): Karacigerde yaglanmaya ek olarak
alkolik karaciger hastaligindaki gibi hepatositlerde inflamasyon, balonlagma, Mallory

cisimcikleri, megamitokondria, fibrozis gibi bulgularin goériildiigii gruptur (29).
2.1.1. Goériilme Sikhg ve Risk Faktorleri

Non-alkolik yagli karaciger hastaligi, kronik karaciger hasarinin ve
asemptomatik transaminaz yiiksekliginin en yaygin nedeni olarak goriilmektedir.

Diinya genelindeki iilkelere goére, NAYKH prevalans1 genel niifusun %6-351



(ortalama %20) olarak rapor edilmistir (30). Yakin zamanda yapilmis bir ¢alismanin
epidemiyolojik verilerine gore, Asya toplumlarinda %15-20, Amerika’da %30,
Avrupa’da ise yaklasik %25 olarak bildirilmistir (31). Non-alkolik yagl karaciger
hastalig1 en sik 60’11 yaslarda olmakla birlikte her yas grubunda goriilebilmektedir
(26). Literatiire bakildiginda hem kadin hem de erkeklerde sik goriildiigiine dair
calismalar mevcuttur (26,32). Yapilan bir ¢aligmada hastaligin erkeklerde yaklasik 2
kat daha sik goriildiigii belirtilirken (26) farkli bir ¢alismada %65-83 oraninda
kadinlarda g6zlendigi bildirilmistir (32). Kesitsel verilere gore, tiim diinyada bat1 tarzi
beslenen yetiskinlerin %20-30’unda NAYKH, %2-5’inde ise hastaligin alt grubunun
(NASH gibi) oldugu tahmin edilmektedir. Ayrica tiim yetiskinlerin %1-2’sinde
NASH’in siroza ilerleme riski oldugu belirtilmektedir (33). Tirkiye’de 242
NAYKH’I1 yetiskin bireyle yapilan bir aragtirmada, 140 bireyde (%57,9) steatoz ve
102 bireyde (%42,1) NASH oldugu saptanmistir (34). Farkli bir ¢caligmada, 2-20 yas
arasi otopsi yapilmig 66 obez bireyin %10,6’sinda (7 kisi) yagh karaciger saptanmistir
(35).

Non-alkolik yagl karaciger hastaligi, metabolik sendrom (MetS)’un hepatik
yansimasi olarak diistiniilmektedir (36). Obezite, tip 2 diyabet, insiilin direnci ve
hiperlipidemi 6nemli risk faktorleridir. Bu nedenle hastaligin prevalansi toplum
geneline gore risk gruplarinda daha yiiksektir (37). Non-alkolik yagli karaciger
hastalig1 prevalansi obezite, tip 2 diyabet ve hiperlipidemi gibi risk gruplarinda sirasi
ile %30-100, %10-75 ve %20-95 arasinda degismektedir (38). Hastanede yatan
hastalarla yapilan bir calismada NAYKH’11 bireylerin oran1 %20 olarak bulunmustur.
Non-alkolik yagli karaciger hastaligi olmayan bireylerde obezite prevalanst %16,7
iken olan bireylerde %53,31°dir. Non-alkolik yagl karaciger hastaligi olan bireylerin
yaklasik %61’inde MetS’un oldugu saptanmistir (39).

Non-alkolik yagl karaciger hastaligi, obezite ve metabolik sendromun diger
bilesenlerinin prevalansinin artmasina paralel olarak giderek yayginlasmaktadir.
Oniimiizdeki on yil icerisinde karaciger nakli i¢in 6nde gelen endikasyon olacag
ongorilmektedir (37). Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, diyabetli hastalarin
yaklasik %70’inde azalmis NAYKH ile iligkili parametrelerin arttig1 ve yaklasik
%18’inde karaciger sertliginin arttigi gosterilmistir (40). Diyabetik hastalarda

NAYKH ve ilerlemis fibroz prevalansinin yiiksek oldugu ve obezite ve dislipidemisi



olanlarin 6zellikle yiiksek risk altinda oldugu belirtilmistir (40). Non-alkolik yagl

karaciger hastaliginin primer nedenleri ve risk faktorleri Tablo 2.1.’de 6zetlenmistir.

Tablo 2.1. NAYKH’n primer nedenleri ve risk faktorleri (41,42)

Insiilin direnci

Diabetes Mellitus (6zellikle tip 2), glikoz intoleransi

Abdominal obezite (Bel ¢evresi: kadinlarda>88 cm, erkeklerde>102 cm)
Hipertrigliseridemi, hiperkolesterolemi, diisiik yliksek dansiteli lipoprotein
kolesterol diizeyi

Hipertansiyon

Ileri yas

Leptin eksikligi veya direnci

Hizli Agirlik kaybi

Dogumsal metabolik anormallikler, uzun siire total parenteral beslenme,
bariyatrik cerrahi, protein malniitrisyonu, HIV (Human Immunodeficiency Virus)
enfeksiyonu, inflamatuar barsak hastaligi, antibiyotikler ve sitotoksik grubu ilaglar

gibi faktorler NAYKH’ 1n sekonder risk faktorleri arasinda sayilabilmektedir (43).
2.1.2. Patogenez

Non-alkolik yagl karaciger hastaligi, metabolik sendrom bilesenleri ile yakin
iligkilidir. Gittikge artan prevalansi da goz oniine alindiginda gelisiminin altinda yatan
mekanizmalarin anlagilmasi ¢ok onemlidir. Non-alkolik yaglh karaciger hastaliginin
gelisimi ve ilerlemesinde ilk olarak “¢ift vurus hipotezi” kabul gormiistiir (4). Ancak
bu hipotez molekiiler ve metabolik degisiklikleri agiklamada yetersiz oldugu igin
giiniimiizde “coklu vurus hipotezi” kabul gormektedir. Hipoteze gore, trigliseritlerin
yikimu ile ag13a ¢ikan serbest yag asitlerinin karacigerde artisi ilk vurustur. ilk vurustan
insiilin direnci sorumludur. Insiilin direncinin hastaligin patogenezindeki bu énemli
rolii, NAYKH ile metabolik sendrom arasindaki yakin iliskiyi agiklamaktadir (3). 1k
vurusun etkisiyle oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin lretimi, endoplazmik
retikulum stresi, mitokondriyal fonksiyon bozukluklari, adipokin dengesinde bozulma
ve pro-inflamatuar sitokinlerin (Tiimér Nekroz Faktér (TNF)-a), Interlékin (IL)-6, IL-
8 gibi) sorumlu oldugu ikinci vurus gerceklesmektedir. Pro-inflamatuar sitokinlerin
salinimi, endoplazmik retikulum stresi ve inflamasyona neden olan molekiillerin
dolagimdaki seviyelerinin artmast sonucunda ince bagirsak gecirgenliginin

artabilecegi ileri siiriilmektedir. Ayrica genetik faktorler veya epigenetik degisiklikler,



hepatositlerin yag igerigini, enzimatik siire¢leri ve inflamatuar ortami etkilemektedir.
Birgok faktoriin sorumlu oldugu ikinci vurusun etkisiyle hepatositlerde inflamasyon

ve fibroz olusumu aktive edilmektedir (1).
2.1.3. Klinik ve Laboratuar Bulgular

Non-alkolik yagli karaciger hastaliginda hastalarin ¢ogu asemptomatiktir.
Semptomatik olan hastalarda karnin sag iist kisminda agri, yorgunluk, halsizlik,
abdominal rahatsizlik gibi spesifik olmayan belirtiler goriilmektedir (44). Bazi
hastalarda saptanabilen tek muayene bulgusu hepatomegali olabilmektedir (45). Bu
nedenle hastaligin tanisinda laboratuar bulgular1 6nemlidir. En yaygin laboratuar
bulgusu transaminazlardaki yiiksekliktir. Alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat
aminotransferaz  (AST) diizeylerinde 3-4 kat artig goriilebilir.  Alanin
aminotransferaz/aspartat aminotransferaz oraninin 1°den biiyiik olmast NAYKH i¢in
karakteristiktir. Ancak bazi hastalarda transaminaz diizeyi normal olabilecegi gibi
AST diizeyi de yiiksek olabilir. Hastalarin bir kisminda alkalen fosfataz (ALP) ve
gamaglutamil transpeptidaz (GGT) diizeyleri de yiiksek olabilmektedir (46).
Bilirubin, albiimin ve globiilin diizeyleri sirotik olmayan durumlarda normal
diizeylerdedir (47). Hastaligin gelisimi ve ilerlemesinde insiilin direncinin roli
bliytliktiir. Bu nedenle hastalarda aclik kan sekeri ile birlikte aclik insiilin diizeyi de
olgiilerek Homeostatik Model Degerlendirme (HOMA) yontemi ile insiilin direncinin

degerlendirilmesi 6nemlidir (29).

Non-alkolik yagli karaciger hastaliginin teshisinde onemli miktarda alkol
tikketiminin olmamas1 gerekir. Bazi ¢alismalarda NAYKH tanisi i¢in giinliik tiiketilen
alkol miktar1 20-40 g olarak belirtilmistir (48,49). Yakin zamanda yapilan bir
calismada bu esik degeri kadinlar i¢in 10 g, erkekler i¢in 20 g olarak rapor edilmistir
(25).

Karaciger yaglanmalarinin tamisinda spesifik semptomlarin, klinik ve
laboratuar bulgularin olmayisindan dolayr radyolojik bulgular 6nemlidir. Klinikte
cogunlukla ultrasonografi (US) ile karaciger yaglanmasi belirlenerek tani
konulmaktadir. Hastaligin tanisina katki saglayan diger goriintilleme yontemleri de
bilgisayarli tomografi (BT) ve manyetik rezonans (MR)’tir (50). Bu goriintiileme

yontemleri ile karacigerde yaglanma goriilebilse de, basit yaglanma ile NASH ayrimi



yapilamamaktadir (51). Nonalkolik steatohepatitin hepatoseliiler balonlagma, mallory
cisimcikleri, inflamasyon, fibroz baslangici gibi 6zelliklerini ve varliginmi belirlemek
i¢in karaciger biyopsisi gerekir (37). Nonalkolik steatohepatit tanisinda basit yaglanma
ile steatohepatiti ayirt edebilen fibroz ve yapisal degisiklikleri gosteren karaciger

biyopsisi altin standarttir (48).

Karaciger yaglanmasinda hepatositlerde mikrovezikiiler, makrovezikiiler ya da
her iki form da birlikte bulunacak sekilde yag vakuolleri goriiliir (52). Nonalkolik
steatohepatit tanist i¢in gerekli histopatolojik bulgular, belirgin yaglanma
(makrovezikiiler), mikst tip lobiil i¢i iltihabi infiltrasyon ve hepatositlerde
balonlagmadir. Ancak tani i¢in gerekmese de NASH’de goriilebilen bazi bulgular
vardir. Bunlar, zon 3 perisinlizoidal fibrozis, yag kistleri, mallory cisimcikleri,
hepatositlerde megamitokondria gibi bulgulardir (52). Non-alkolik yagli karaciger
hastaliginda lezyonlarin  derecelendirilmesi ve evrelenmesi Tablo 2.2.°de

gosterilmigtir.
2.1.4. Prognoz

Non-alkolik yagli karaciger hastaligi, steatoz, steatohepatit, siroz ve bunlarin
komplikasyonlarini igeren genis ¢apli bir hastaliktir (53). Konu ile ilgili Klinik
caligmalara bakildiginda NAYKH’11 bireylerin genel popiilasyona kiyasla mortalite ve
morbidite oranmnin arttigi goriillmektedir (53). Amerika’da 2005 yilinda yapilan bir
calismada, 420 NAYKH’I1 birey 7 yil boyunca takip edilmistir. Calismada karaciger
ile iligkili 6lim oran1 %1,7 olarak saptanmis, 1 hastaya karaciger nakli gerekmis, 2
hastada hepatoseliiler karsinom gelismistir. Sonug¢ olarak NAYKH’l1 bireylerdeki
mortalite oraninin genel niifusa kiyasla daha yiiksek oldugu saptanmis olup bu durum,
yasin ilerlemesi, bozulmus aglik glikozu ve siroz ile iliskilendirilmistir (53). Farkli bir
calismada, NAYKH’l1 bireylerde 6zellikle NASH olanlarda kontrol grubuna kiyasla
yasam siiresinin kisaldigi rapor edilmistir (54). Genel olarak steatozun iyi seyir
gosterdigi, NASH’in kotii seyirli ilerleyici bir durum oldugu kabul edilmektedir.
Gecmiste yapilmais bir calismada, 132 NAYKH 11 birey 18 yil boyunca takip edilmistir.
Biyopside tip 2-3-4 olan grupta siroz gelisimi %22 iken, sadece steatoz olanlarda %4

olarak saptanmustir (55). Ortalama 3,2 yillik araliklarla 103 hastaya seri biyopsi



yapilan bir ¢aligsmada, hastalarin %37’sinde fibrozis evresinin ilerledigi, %34 linde

degismedigi, %29 unda ise geriledigi rapor edilmistir (56).

Tablo 2.2. NAYKH’da lezyonlarin derecelendirilmesi ve evrelenmesi (52)

1. Steatoz i¢in Dereceleme
Derece 1
Derece 2
Derece 3

Hepatositlerin %33’linden daha az1 etkilenmistir.
Hepatositlerin %33-66s1 etkilenmistir.
Hepatositlerin %66’dan fazlasi etkilenmistir.

2. Nekroinflamatuar Aktivite Siniflamasi

Derece 1 (Hafif)  Derece 2 (Orta)  Derece 3 (Siddetli)
Lobiilde %66’ya Degisik derecede, Tlp.l.k Ol.a rak
- - lobiillerin
varabilen genellikle karigik ,
Steatoz . o %66’sindan fazlasi
etkilenme, daha (makrovezikiiler : .
cok ve etkllenmls
makrovezikiiler mikrovezikiiler) (p_a nasiner); yaygin
mikst steatoz
Bazen zon 3 . Baskin olarak zon
Balonlasma hepatositlerde Zon 3 de belirgin 3 de, belirgin
Balonlagmis .
Daginik ve hafif hepatositlerle lkjr%%]linkl kakut ve
akut inflamasyon birlikte inflamasvon:
(polimorfoniikleer — polimorfoniikleer olimorf)(/)n"’ldeer
Lobiiler hiicreler) ve hiicreler pe e
. . ey 1 oens hiicreler, zon 3’te
inflamasyon kronik gortilebilir;
. oo . . balonlasma ve
inflamasyon periseliiler fibroz; fibroz alanlarmda
(mononiikleer hafif kronik osunlasm
hiicreler) inflamasyon ZI agbilir iy
goriilebilir
E%T;?#asyon Yok veya hafif Hafif ila orta Hafif veya orta

3. Fibrozis Evresi

Fokal veya yaygin, zon 3 periveniiler,

Evre 1 perisiniizoidal veya periselliiler fibrozis
Yukaridaki gibi, ek olarak fokal veya
Evre 2 . .
yaygin periportal fibrozis
Evre 3 Fokal veya yaygin kopriilesme fibrozu
Evre 4 Siroz
2.1.5. Tedavi

Non-alkolik yagl karaciger hastaligi i¢in giiniimiizde etkinligi kanitlanmis

standart bir tedavi yontemi bulunmamaktadir. Tedavide amag, hastalik i¢in risk
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faktorlerinin kontrol altina alinmasi ve miimkiinse ortadan kaldirilmasidir (57). Heniiz
hastalig1 tedavi edebilen ruhsatli herhangi bir ila¢ yoktur. Hastaligin patogenezinde
insiilin direnci 6nemli bir faktdr oldugundan insiilin direncini azaltici ilaglar
(biguanidler, glitazonlar) kullanilmaktadir. Karaciger koruyucu veya antifibrojenik
oldugu disiiniilen (betain, vitamin E, lesitin, beta-karoten, selenyum gibi) ilaglar
tizerinde ¢alisilmaktadir (58). Gegmisten giiniimiize hastaligin tedavisini agirlik kaybi,
hepatotoksik ajanlarin uzaklastirilmasi, hiperlipidemi ve hipergliseminin kontrol altina

alinmasi olusturmaktadir (59).
Yasam Tarz1 Degisikligi: Diyet ve Egzersiz

Non-alkolik yagl karaciger hastaligi, metabolik sendromun hepatik yansimasi
olarak goriilmektedir. Obezite, insiilin direnci ve metabolik sendromun diger
bilesenleri hastalik i¢in 6nemli risk faktorleridir. Tedavi amacina uygun olarak risk
faktorleriyle miicadelede en 6nemli yaklagim, beslenme ve egzersiz ile yapilan yasam
tarz1 degisikligidir (60). Obezite ve insiilin direnci kotii beslenme aligkanligi ve
hareketsiz yasam tarzi ile iliskilidir. Dogru beslenme aliskanligi ve fiziksel aktivitenin
arttirllmasiyla viicut agirligi kontrolii saglanabilir. Agirlik kontroliiniin de hastaligin
ilerlemesini geciktirdigi belirtilmektedir (61). Literatiirde diyet ve egzersizin
NAYKH’l1 bireylerde hastalikla iliskili biyokimyasal parametreleri iyilestirdigini

gosteren ¢aligmalar mevcuttur (62—64).

Non-alkolik yagl karaciger hastaliginda agirlik kaybi, yavas, asamali ve
diizenli olmalidir. Boylece serbest yag asidi dagilimini diizenler, periferik glikoz
kullanim1 artirarak ekstrahepatik insiilin duyarliligini artirir, adipoz dokudaki
inflamasyon ve serbest oksijen radikallerini azaltir (58). Hizli agirlik kaybi ise
periferdeki yag dokusundan karacigere gelen serbest yag asitlerini artirarak
karacigerde yaglanmaya sebep olmaktadir. Bu durum karacigerdeki hasari artirarak
hastaligin gidisatin1 kétiilestirebilmektedir (65). Amerikan Gastroenteroloji Dernegi
hafif kilolu bireyler i¢in (Beden Kiitle Indeksi (BKi)>25 kg/m?) 6 ayda viicut
agirliginin %10’u kadar agirlik kaybini 6nermektedir (66). Haftalik agirlik kaybi 0,45-
0,9 kg arasinda olmalidir. Non-alkolik yaglh karaciger hastalig1 i¢in spesifik bir diyet
tedavisi yoktur. Ancak hastalarin doymus yag ve kolesterolii fazla, 1if ve antioksidani

az aldiklar1 rapor edilmistir (67). Klinik uygulamada diisiik kalorili (500-1000
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kkal/giin kadar kisitlama) ve diisiik yaglh diyet onerilmektedir. Karbonhidrattan zengin
bir diyetin NAYKH’I1 bireylerin klinik durumlarini kétiilestirebilecegi belirtilmistir
(68). Diyetle alman giinlik doymus yag asidinin (DYA) enerjinin %6-10 arasinda
olmasinin, %25’ine kadar tekli doymamis yag asidi (TDYA) alimi ve n-3 ¢oklu
doymamig yag asidi (CDYA) aliminin artmasinin NAYKH’l1 bireyler i¢in faydali
olabilecegi ifade edilmektedir (61). Protein aliminin bireyin tibbi durumuna ve viicut
agirh@ina gore ayarlanmasi gerekmektedir. Hepatitte giinliik protein gereksinimi en az
1,0-1,2 g/kg olarak tahmin edilirken siroz varliginda 1,5 g/kg’a kadar
degisebilmektedir (68). Egzersiz, viseral yag dokusunu azaltir ve agirlik kaybinin
devamliligini saglar. Ayrica glikoz dengesi ve artmis insiilin duyarlilig1 gibi faydalar

ile hastaligin tedavisinde etkili olmaktadir (58).

Morbid obez olan veya obeziteye eslik eden hastaliklar1 olan bireylerde
alternatif agirlik kaybi secenegi bariyatrik cerrahidir. Bu yontem hastalarda oldukga
Iyi agirlik kayiplart saglar. Literatiirde bariyatrik cerrahinin hastaligin patogenezinde
etkili olan metabolik anormalliklerin bir kismini iyilestirdigi ve histolojik bulgulari
diizelttigini gosteren ¢alismalar mevcuttur (69,70). Ancak hizli agirlik kayb1 sonrasi
steatohepatit siddetlenebilir, bu yiizden rejim yapan hastalarin agirlik kayiplar ve
biyokimyasal testleri mutlaka takip edilmelidir (59).

2.2. Kafein

Kafein, birgok bitki tiiriiniin yapisinda dogal olarak bulunan alkaloid bir
maddedir (71). Tim diinyada yaygin olarak basta kahve, cay olmak iizere ¢ikolata,
kola ve enerji icecekleri gibi ¢cok sayida yiyecek-igecekle, takviye olarak veya ilaclarla
alimir (72-74). Orta diizey (400 mg’a kadar) kafein tiikketiminin ruh halini olumlu
etkiledigi, uyaniklik ve fiziksel performansi artirdig: bilinirken ytiksek diizey tiiketim
bilissel bozukluk, segirme, titreme ve anksiyeteye neden olabilmektedir. Ancak kafein
tilkketen bireylerde, kafeinin birakilmasi halinde bas agrisi, yorgunluk, keyifsizlik gibi
semptomlar goriilebilmektedir. Psikoaktif ilaglarla benzer etki gdstermesine ragmen

kafein, ciddi bir tehlike arz etmediginden genellikle ilag olarak sayilmaz (75).

Ulusal Saglik ve Beslenme Inceleme Anketi (NHANES) 2009-10 verilerine
dayanarak, ABD’de 2-19 yas arasi ¢ocuk ve adolesan bireylerin %71 inin giin

icerisinde kafein tlikettikleri, 12-19 yas arasi ortalama kafein tiiketiminin 78,3 mg
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oldugu bildirilmistir (76). 2001-10 verilerine gore ise ABD’de 19 yas iistii bireylerin
%89 unun yiyecek ve igeceklerle (takviye ve ilaglar hari¢) kafein aldigi tahmin
edilmektedir. Bu niifusun gilinliik ortalama kafein alimi 211 mg’dir. Tiiketenlerin
%46’s1 kafeini tek seferde almaktadir. Kafein aliminin %98’i igeceklerle (kahve
~%64, c¢ay ~%16, alkolsiiz icecekler ~%]18) saglanmistir (71). Yas ayrimi
yapilmaksizin ABD’de tiim niifusun %87’sinin diizenli olarak kafeinli icecekler
tiikkettigi ve giinliik ortalama kafein alimimin 193 mg oldugu tahmin edilmektedir. En
yiiksek alim, giinliik ortalama 336 mg ile 35-54 yas aras1 erkeklerdedir (72). Tirkiye
Beslenme ve Saglik Arastirmasi (TBSA) 2010 verilerine gore, lilkemizde 20 yas ve
tizeri bireylerin %92,9’u ¢ay1, %21,3’li kahve ve neskafeyi her giin tiiketmektedir (77).
Tiirkiye’de 20-60 yas arast bireylerin dahil edildigi bir calismada, ortalama kafein
alim1 150,0+£122,06 mg olarak bulunmustur (78).

2.2.1. Giivenilir Alm Diizeyi ve Farmakolojisi

Kafein giivenligi iizerine yapilan kapsamli incelemelere gore, saglikl yetiskin
bireylerin giinlilk 400 mg’a kadar kafein tliketiminin olumsuz yan etkilerle iligkili
olmadig1 gosterilmistir. Orta diizeyde kafein tiiketen bireylerde toksisite, kemik
durumu ve kalsiyum dengesi, kardiyovaskiiler etkiler ve davranigsal degisiklikler
bakimindan olumsuz durumlar saptanmamis, ancak erkeklerde iiremeyi etkiledigi ya
da kanser goriilme sikligini artirdigr belirlenmistir (79-81). Avrupa Gida Giivenligi
Otoritesi (EFSA), yetiskin bir birey i¢in giinliik ortalama 400 mg kafein aliminin yan
etkilere neden olmadigin1 dogrulamistir. Kanada Hiikiimeti maksimum kafein alim
seviyesi/glin olarak, hamilelik planlayan, hamile olan veya emziren kadinlar i¢in 300
mg, 4-6 yas i¢in 45 mg, 7-9 yas i¢in 62,5 mg, 10-12 yas i¢in 85 mg, 13-18 yas arast
icin 2,5 mg/kg/giin alimi, 12 yas ve altindaki ¢ocuklar i¢in ise kisitlama yapilmasin

onermektedir (82).

Kafein (1,3,7-trimetilksantin), ana bilesik olan ksantin tiizerine ii¢ metil
grubunun yerlesmesiyle olusur (73). Kimyasal formiilii CsHioN4O2’dir. Oral olarak
alindiginda gastrointestinal sistem araciligiyla hizlica ve tamamen kana emilir (75).
Kafein 6giin ile birlikte tiiketildiginde emilim daha yavas gergeklesir (73). Pik plazma
konsantrasyonu i¢in gerekli siire bireysel farkliliklara bagli olarak 15-120 dakika

arasinda degismektedir. Ancak cogu bireyde kafeinin tiiketilmesinden sonra yaklasik
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30-60 dakika igerisinde pik plazma seviyesine ulasilir (75). Kafeinin %10-35’1 plazma
proteinlerine baghdir (72). Dolasimdaki kafein hizlica tiim dokulara dagitilir ve kan-

beyin bariyerini gegerek etkilerini gosterir (73).

Insanlarda 25°ten fazla kafein metaboliti tanimlanmistir. Baslica metabolik
yolu sitokrom P450 karaciger enzim sistemidir. Kafein bu yolla temelde 3 aktif
metabolitine parcalanir: paraksantin (%80), teobromin (%10), teofilin (%4) (72).
Karaciger, metil gruplarinin ¢ikarilmasiyla bu ii¢ metaboliti ksantine parcalar. Ksantin,
ya idrarla atilir ya da viicutta tekrar kullanilir (75). Dolasimdaki kafeinin ortalama yar1
Oomrii (alinanin yarisinin viicuttan atimi) 3-5 saattir. Bu sayede bircok doku ile uzun
stire etkilesime girebilir (73). Kafeinin yar1 omrii birgok faktére bagli olarak
degisebilir. Karaciger hastaligi olan bireylerde artarken, sigara igenlerde %50’ye kadar
azalir. Dogum kontrol hapi kullanan kadinlarda iki katina ¢ikabilir, gebelik doneminde
artar. Yiksek doz kafein aliminda da yarilanma omrii uzar (75). Yeni doganlarda
karaciger enzim sistemi olgunlasmamis oldugundan (yaklasik 6 aylikken tamamen

olgunlasir) kafeinin yarilanma 6mrii (80-100 saat) belirgin sekilde artmistir (72).
2.2.2. Etki Mekanizmasi

Kafein molekiilii yapisal olarak adenozine benzemektedir. Her biri farkli doku
dagilim1 ve farmakolojik profile sahip 4 farkli G proteine bagli adenozin reseptdrii
tanimlanmistir. Bunlar, A1, A2a, A2h, A3 reseptorleridir. Adenozin reseptor duyarlilig
ve yogunlugu bireyler arasinda degiskenlik gostermektir (73). Kafein adenozine
yapisal benzerliginden dolay hiicre yiizeylerindeki adenozin reseptorlerine baglanir.
Boylece adenozinin “antagonisti” olarak hareket eder. Kafeinin fizyolojik ve
psikolojik uyarici etkilerinin 6zellikle A1 ve A2, reseptorlerinde adenozinin etkilerini
inhibe etmesinden kaynaklandigi disiiniilmektedir. Al reseptorleri, beynin tiim
bolgelerinde (hipokampiis, serebral korteks, serebellum ve bazi talamik ¢ekirdeklerde
yogun konsantrasyonlarda) bulunur. A2, reseptorleri de beynin dopamin agisindan
zengin bolgelerinde (striyatum, koku alma tiiberkiilleri) bulunur (75). Adenozin
endojen piirin niikleosididir. Genellikle merkezi ve periferal sinir sisteminde
engelleyici/baskilayici etkiler (cogu ndrotransmiter saliniminin ve sinaptik iletimin

inhibisyonu, motor aktivitenin baskilanmasi, kalp atis hizi, kan basinci ve viicut
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sicakliginin diigiiriilmesi gibi) gosterir. Kafein, A1 ve A2, reseptorlerine baglanarak

adenozin girisini engeller ve boylece ¢esitli merkezi ve periferik etkiler {iretir (72,75).

Kafein, dopamin reseptorleri ile birlikte lokalize olan ve fonksiyonel olarak
etkilesime giren adenozin reseptorleriyle rekabet ederken dolayli olarak dopamin
aktivitesini de artirmaktadir. Adenozin reseptorleri dopamin reseptorleri ile
fonksiyonel reseptor heteromerleri olusturabilirler ( A1-D1 ve A2.-D2 gibi) (72).
Kafein, adenozin A2, reseptorlerini inhibe ederek bu reseptorlerin dopamin D2,
reseptorleri iizerindeki negatif etkisini azaltir. Boylece dopaminerjik sinir iletimi
potansiyelizasyonunu saglamis olur. Kafeinin zindelik/canlilik i¢eren olumlu bir ruh

hali olusturabilme yeteneginin bu mekanizma ile iliskili oldugu distiniilmektedir (75).
2.2.3. Bagimhlik ve Tolerans

Kafein bagimliligi, kafeinin olusturdugu fizyolojik etkilere hizli bir sekilde
toleransa neden olur. Tolerans, bir maddenin belli bir miktarina verilen tepkinin
zamanla azalmasi olarak tanimlanabilir. Bu durumda ayni etkilerin goriilmesi i¢cin daha
fazla miktarda alim gerekir (75). Kafein tolerans derecesi tiiketim sikligina ve dozuna,
viicuttan atilma hizindaki bireysel farkliliklar gibi ¢esitli faktorlere baglidir. Diizenli
kafein kullanan bireylerde orta ve yiliksek doz alimlarda tam tolerans goriiliirken,
diisiik doz alimlarda tam olarak tolerans gelismeyebilir. Kafein kullanan bireylerin
beyan etmis olduklari tolerans sikligi %8-50 arasinda rapor edilmistir. Ancak bu oranin
kafeine bagimli bireyler arasinda % 92’ye kadar ¢iktig1 belirtilmektedir (72). Kafeinin
genellikle birkag¢ giin i¢inde kan basinci, kalp atis hizi, diiirez, plazma epinefrin ve
norepinefrin diizeyleri, renin aktivitesi, sinirlilik lizerine toleransit gosterilmistir.
Giinde 2 fincan kahve tiiketimi ile 1 hafta i¢inde uyku bozukluguna karsi tolerans
gelisebilecegi bildirilmistir (75).

Cogu kafein kullanicisinda giinliik kafein aliminin azaltilmasi veya tamamen
kesilmesi bazi semptomlar ile sonuglanmaktadir (72). Kafeinin birakilmasi ile goriilen
semptomlar, kullanimi1 sirasinda goriilmeyen bazi belirtileri kapsamaktadir. Bu
belirtiler bas agrisi, yorgunluk, giigsiizliik, uyusukluk, konsantrasyon bozuklugu,
depresyon, kas sertligi, enerji ve aktiflikte azalma, uyku hali, sinirlilik, mide bulantisi,
kusma olarak siralanabilir (72,75). Kafeinin tamamen birakilmasiyla bireysel

degisikliklere bagli olarak semptomlarin baslangic1 6-43 saat arasinda degisebilir.
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Ancak genellikle 12-24 saat igerisinde semptomlar goriilmeye baslar. 1-2 giin
icerisinde de pik etki yapar. Semptomlar genellikle 2-9 giin aras1 devam eder. Bireyin
kafein alim dozu arttik¢a biraktigi zaman goriilen semptomlarin siddeti de artar. Bu
semptomlar giinliik 100 mg kadar diisiik dozlarda kafein alan bireylerde de goriilebilir.
Kafeinin yeniden tiikketilmesiyle bu semptomlar hizli bir sekilde ve tamamen ortadan
kalkabilmektedir (72).

Yiiksek dozlarda (400-800 mg) kafein alimi bas agrisi, anksiyete, sinirlilik,
olumsuz ruh hali ve mide bozulmasi gibi etkilere neden olabilmektedir (72). Yan
etkilere neden olan kafein miktar1 agirlik, cinsiyet, yas gibi bireysel farkliliklara bagh
olarak degisebilmektedir (83). Mental Bozukluklarin Tanisal ve Sayimsal El Kitabi
(DSM)-IV-TR tarafindan kafein zehirlenmesi, akut kafein tiiketimine yanit olarak
Klinik agidan 6nemli sorunlara neden olan semptomlarin gelismesi olarak tanimlanir.
Tanida akut donemde en az 250 mg kafein tiiketimine bagli ortaya ¢iktig1 belirtilmistir
(84). Uzun donem ve yiiksek dozlarda kafein aliminin kalsiyum dengesi ve kemik

metabolizmasi tizerine olumsuz etkileri oldugu bilinmektedir (80).
2.3. Non-Alkolik Yagh Karaciger Hastahginda Fibroz ve Kafein

Yapilan ¢alismalarda kahve tiiketimi disiik karaciger enzimleri ile
iliskilendirilmistir (85-87). Ulusal Saglik ve Beslenme Inceleme Anketi-1 verileri ile
yapilan bir ¢alismada giinde 2 fincandan fazla kahve tiiketiminin daha diisiik kronik
karaciger hastaligi riski ile iligkili oldugu gésterilmistir (87).

Kahvenin/Kafeinin ¢esitli mekanizmalarla hepatosit ve hepatik stellat hiicreler
(HSC) de anti-fibrotik etkisi oldugu diisiiniilmektedir (14,88). Molloy ve arkadaslari,
NASH’li bireylerde kahve/kafein tiikketimi ile fibroz riskinin ters iligkili oldugunu
gostermistir (20). Zelber-Sagi ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada da, kahve tiiketimi
ile NAYKH insidansi1 ve prevalansi arasinda iliski bulunmamis ancak kahve tiikketimi

ile fibroz riskinin ters iligkili oldugu rapor edilmistir (21).

Kahve kafeinin diyetle alimindaki en 6nemli kaynaklarindan biridir. Kahvenin
karaciger fibrozu {izerine olumlu etkilerinin icerdigi kafeinden kaynaklandigi

diistiniilmektedir. Bunu diisiindiiren sebepler su sekilde siralanabilir.
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e Yapisal olarak adenozine benzeyen kafeinin, adenosinerjik etkisiyle karaciger
fibrozunun baslica aracilar1 olan HSC’leri, A2a adenozin reseptori
antagonizmast yoluyla inhibe ettiginin diisliniilmesi

e Kahvenin yapisindaki diger sayisiz bilesenlerin ¢cok diisiik konsantrasyonlarda
bulunmasi, kahve gesitleri ve liretim yontemleri arasinda biiyiik farkliliklarin
olmasi

e Bazi gozlemsel calismalarda hem kahve hem de kafein tiiketiminde tutarh

etkiler gortliirken kafeinsiz kahvede etkinin goriilmemesi (23,46).

Kafeinin karacigerde anti-fibrotik etki mekanizmalar1 halen net degildir. Ancak
yapilan caligmalarda bu etkisi bazi olast mekanizmalar {izerinden agiklanmaya
calistlmistir (23,88-96). Karacigerdeki fibrojenik siire¢ transforme edici biiylime
faktorii beta-1 (TGF-B1) tarafindan diizenlenmektedir. Transforme edici biiyiime
faktorii beta, HSC’leri miyofibroblastlara (fibroblast benzeri hiicreler) farklilagsmasi ve
bir dizi ekstraseliiler matriks molekiillerinin sentezlenmesi i¢in indiikler. Hepatositler
fibrojenik siiregte dnemli hiicre tipi olarak taninmaktadir ve fibrotik dokularda daha
fazla tiretildigi bilinmektedir. Hepatositler hasarli karacigerde konnektif doku biiyiime
faktoric (CTGF) sentezler. Konnektif doku biiyiime faktorii, TGF-p tarafindan
upregiile edilir. Hepatositler, karacigerde CTGF’nin temel hiicresel kaynagidir. Bu
nedenle CTGF, karaciger ve diger dokularda bu sitokinin pro-fibrojenik etkisini
artirarak TGF-B’nin esas diizenleyicisi olarak one siiriilmektedir. Fibrogenezde
CTGF’nin 6nemli rolii, fibrotik karacigerde belirgin derecede artis1 ile gdsterilmistir
(92,94). Bazi galismalarda kiigiik interferans RNA (SiRNA) ile CTGF seviyesi
diisliriilerek deneysel fibrozun azaltildigi veya Onlendigi gosterilmistir (91,93).
Molekiiler mekanizmasi net olmamakla birlikte Siklik Adenozin Monofosfat (CAMP),
TGF-B tarafindan indiiklenen CTGF nin inhibit6rii olarak tanimlanmistir (90). Kafein
ve diger metilksantinlerin fosfodiesteraz aktivitesini inhibe ederek hiicre i¢ci CAMP

seviyesini yiikselttigi bilinmektedir (89).

Herhangi bir sebeple hasar goren karacigerde, hasarli hepatositlerin iirettigi
reaktif oksijen tiirleri (ROS) kupffer hiicreleri ve HSC’leri aktive eder (95). Endojen
antioksidanlarin tilkenmesine neden olan asirt ROS birikimi, fibrojenik sitokinlerin
indiiksiyonu (TGF-, Trombosit Kaynakli Biiyiime Faktorii (PDGF-B) ve TNF-a gibi)

ve HSC’lerin uyarilmasi yoluyla dolayli olarak ekstraseliiler matriks birikimine
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katkida bulunur (95). Shin ve arkadaslarinin ratlarla yaptigi calismada, kahvenin
(kafeinin yan1 sira diger bilesenlerinde) fibrojenik sitokinlerin kontrolii araciligiyla
(6zellikle TGF-B ve PDGF-) HSC’lerin inaktivasyonunu saglamasi ve antioksidan
aktivitesi sayesinde karaciger fibrozuna kars1 koruyucu etkisi oldugu belirtilmistir
(95). Gressner ve arkadaglari, kafeinin peroksizom proliferator-aktive reseptor
(PPAR)-y upregiilasyonu, SMAD3 fosforilasyonunun inhibisyonu, SMAD2 (TGF-f
efektorli) yikimimin uyarilmasi yoluyla hepatositlerde TGF- tarafindan indiiklenen
CTGF ekspresyonunu azaltarak modiile ettigini rapor etmislerdir (92). Shim ve
arkadaglari, kafein uygulanmis hiicrelerde TGF-B seviyesinin azaldigini
gostermislerdir. Transforme edici biiylime faktorii beta seviyesinin diisiiriilmesinin,
HSC’lerde prokollajen 1C, a-SMA ve metalloproteinaz 1 inhibitoriiniin dokudaki
diizeyinin azaltilmasi yoluyla fibrozu 6nledigi belirtilmistir (96). Chen ve arkadaslari,
kafeinin otofaji-lizozomal yolla karacigerde beta oksidasyonu uyararak, hepatositlerde
TGF-p sinyalini etkileyerek CTFG ekspresyonunun inhibisyonu, HSC adezyonu ve
aktivasyonunu inhibe ederek fibrozun ilerlemesini zayiflatabilecegini rapor etmislerdir

(88).

Bazi deneysel ¢aligmalarda kemirgenlerde karaciger fibroz/siroz modellerinde
kafein veya filtre kahvenin fibrozu azalttigi gosterilmistir (94-98). Ancak Tiirk
kahvesi (filtrelenmemis) ile yapilan farkli bir caligmada, karaciger fibrozunu

azaltmadig1 ve aminotransferaz seviyelerini artirdigi belirtilmistir (99).

A2, reseptorleri, fibrogenez ve kontraktiliteyi diizenleyen HSC tarafindan
ekspere edilir. Kahve/Kafein gibi bazi1 adenozin reseptorii antagonistlerinin karaciger

inflamasyonu ve fibrozuna karsi koruyu etkisi olabilecegi de diisiiniilmektedir (23).

Kahve farkli yontemlerle (filtrelenmis, espresso vb.) ve kavurma bigimi ile
hazirlanabilir. Hazirlama yontemindeki ve kavurma tiirtindeki farkliliklar kahvenin
bilesimini degistirmektedir. Filtrasyon islemi kahvenin kafestol ve kahveol igerigini
onemli derecede azaltmakta fakat espresso hazirlama yontemine gére klorojenik asiti
daha iyi korumaktadir (13,14). Avrupa’da obez hastalarla yapilan bir ¢caligmada, filtre
kahve tiiketimi ile karaciger fibroz siddeti arasinda ters iliski bulunmustur. Ayrica
espresso tliketimi, diisiik HDL kolesterol diizeyi, yiiksek trigliserit diizeyi ve yiiksek

MetS prevalanst ile iligkili bulunmustur (16). Yakin zamanda yapilan bir meta-analiz
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caligmasi, total kafein aliminin karaciger fibrozu ya da prevalans: ile iliskili
olmadigini, ancak filtre kahve ile kafein tiikketiminin karaciger fibrozunu

azaltabilecegini gostermistir (13).
2.4. Karaciger Fibrozu Gostergesi: Sitokeratin 18 (CK18)

Karaciger biyopsisi, NAYKH teshisinde ve NASH ile steatozu ayirt etmede
altin standarttir. Ancak hem pahali hem de klinik riskleri olan bir yontemdir.
Gliniimiizde diger goriintiileme yontemleri ve biyokimyasal bulgular hastaligin
tanisina katki saglasa da NASH ile steatozu ayirt etmede yetersizdirler. Bu nedenle bu
ayrimi yapabilen ucuz ve basit bir tan1 yonteminin gegerliliginin dogrulanmasina
ihtiya¢ vardir. Deneysel ve klinik arastirmalar, hepatosit apoptozunun NAYKH’1n
patogenezinde 6nemli bir rol oynadigini 6ne siirmektedir (100). Apoptoz, kaspazlar
tarafindan diizenlenen programli hiicre 6limiidiir. Kaspazlar, zimojen (inaktif haberci)
olarak sitoplazmada bulunan ve aktif merkezlerinde sistein yer aldigindan, “sistein
proteazlar” olarak adlandirilan bir grup enzimdir. Kaspazlar, baslaticilar ve efektorler
(sonlandiricilar) olarak ikiye ayrilirlar (100). Hem NASH’li hastalarda hem de
NASH’li hayvan modellerinde apoptozun hepatositlerde baskin hiicre 6liim prosesi
oldugu gozlenmistir. Apoptoz islemi, efektor kaspazlar (esas olarak kaspaz-3) aktive
eder. Aktiflesen kaspazlar, epitel spesifik ara filament sitokeratin 18 (CK18)’i
parcalarlar. Parcalanma ile olusan CKI18 neoepitopu monoklonal antikor M30
tarafindan taninir. Diger adi M30 antijen olan CK18 neoepitopu sadece apoptoziste

olusmaktadir (8).

Sitokeratin 18, karacigerdeki baglica ara filament bir proteindir.
Hepatositlerdeki hiicre 6liimii sonras1 kaspaz-kirilmis CK18 pargalari kan dolagimina
girer. Dolasimdaki CK 18 seviyesi, NAYKH’l1 bireylerde NASH varlig1 i¢in yeni bir
biyobelirte¢ olarak arastirilmaktadir (101). Yakin zamanda yapilan aragtirmalarda
CK18’in NASH igin iyi bir biyobelirteg oldugu gosterilmistir (100,102,103). Bazi
caligmalarda ise CK18’in ¢oziinebilir Fas (sFas) ile birlikte NASH teshisinde ve
siddetinin degerlendirilmesinde kullanilabilecegi belirtilmistir (104,105). Rosso ve
arkadaglarinin yaptig1 ¢aligmada, CK18 ve karaciger sertliginin NAYKH’da ilerlemis

fibrozun tahminini artirabilecegi rapor edilmistir (106). Mandelia ve arkadaglari da,
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NAYKH’l1 ¢gocuklarda CK18’in fibroz gostergesi olarak umut vadeden non-invazif

biyobelirteg¢ oldugunu gostermistir (101).
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3. BIREYLER ve YONTEM
3.1. Arastirma Yeri, Zamam ve Orneklem Secimi

Kesitsel olan bu arastirma, non-alkolik yagli karaciger hastaligi goriilen
bireylerde diyetle kafein aliminin, karaciger fibrozu gostergesi olan CK18 proteini,
karaciger fonksiyon testleri, antropometrik dl¢iimler ve inflamatuar proteinler olan

TNF-a ve IL-6 iizerine etkisini saptamak amaciyla tasarlanmistir.

Arastirmaya Subat 2017 ve Ocak 2018 tarihleri arasinda Kegiéren Egitim ve
Aragtirma Hastanesi Gastroenteroloji Bollimii’ne bagvurmus, gerekli muayeneler ve
testler sonucunda yeni NAYKH tanis1 almis, 19-64 yas araligindaki 20 kadin ve 20
erkek olmak tizere toplam 40 goniillii birey dahil edilmistir. Caligmaya katilmak i¢in
goniillii olan bireylere aydinlatilmis onam formu imzalatilmistir (EK 1). Bu arastirma
Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Etik Kurul tarafindan 16969557-612
Sayil1 2017/09 Toplanti No ve GO 17/309-09 karar No ile onaylanmistir (EK 2).

3.2. Arastirmanin Genel Plam

Calismaya Kegcioren Egitim ve Arastirma Hastanesi Gastroenteroloji
Boliimii’ne bagvurmus; giinliik alkol tiiketimi erkekler i¢in 30 g, kadinlar i¢in 20 g ve
tizerinde olmayan klinik laboratuar ve ultrasonografik kriterler sonucu yeni NAYKH
tanis1 alan bireyler dahil edilmistir. Bilinen NAYKH haricinde karaciger hastalik
Oyktst, viriitik hepatit hastaliklar1 ve bunlarin haricinde inflamatuar hastalik 6ykiisii
olan, abdominal veya bariyatrik cerrahi geciren, mental hastaliklar1 bulunan bireyler
ve gebeler galisma kapsami diginda tutulmustur. Calisma baslangicinda bireylere
aydinlatilmis onam formu imzalatilarak goniillii bireyler calismaya dahil edilmistir.
Aragtirma kriterlerine uygun goniillii bireyler gastroenterolog tarafindan arastirmaci
diyetisyene yonlendirilmistir. Caligmaya katilan bireylerden tedavinin bir parcasi
olarak yapilan ve ulasilabilen biyokimyasal testlere ek olarak serum TNF-a, IL-6 ve

CK18 diizeylerinin 6l¢iilmesi i¢in hastalar bilgilendirilerek ayrica kan alinmistir.
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3.3. Verilerin Toplanmasi

Tim katilimcilara yiiz yiize gergeklestirilerek 6 bolimden olusan bir anket

formu uygulanmstir (EK 3). Bu boliimler ile ilgili bilgiler asagida verilmektedir.
3.3.1. Genel Bilgiler, Beslenme Aliskanhg ve Fiziksel Aktivite Durumu

Katilimcilara anketin genel bilgiler kisminda yas, cinsiyet, medeni durumu,
egitim durumu ve siiresi, meslek, tan1 aldiklar1 beslenme ile ilintili kronik saglik
sorunu, sigara ve alkol kullanim durumu sorulmustur. Sigara kullanim durumunda
halen igenler ve i¢ip birakanlar i¢in toplam sigara i¢gme siiresi, halen igenler i¢in giinliik
icilen sigara adeti kaydedilmistir. Alkol kullanim durumunda, halen alkol kullananlar

icin bir seferde tiiketilen miktar (mL) ve genellikle tiiketilen alkoliin tiirli sorulmustur.

Anketin beslenme aligkanliklar1 kisminda ana ve ara 6giin sayisi, ana 6giin
atlama durumu (varsa atlanilan 6giin), hafta i¢i ve hafta sonu 6giin saati diizeni, besin
destegi kullanim durumu (varsa ad1), 6zel bir diyet uygulama durumu (varsa diyetin
ad1 ve diyeti kimin 6nerdigi) ve genel olarak beslenmelerini nasil degerlendirdikleri

sorgulanmustir.

Anketin fiziksel aktivite durumu kisminda diizenli spor/egzersiz yapma
durumu, yapanlar i¢in egzersiz tiirii ve siiresi (dk/giin), son 6 ayda viicut agirlig

degisimi ve simdiki viicut agirligini nasil degerlendirdikleri sorgulanmistir.
3.3.2. 24 Saatlik Geriye Doniik Besin Tiiketim Kaydi

Arastirmada Besin Tiiketim Kaydi Formu kullanilarak “24 saatlik geriye doniik
hatirlatma yontemi” ile bireysel giinlik besin tiikketimi belirlenmistir. Tim
katilimcilara yemek ve besin fotograf katalogu kullanilarak arastirmaci tarafindan bir
giin once tiikettigi tiim besinler ve igecekler sorulmustur (107). Saptanan giinliik besin
miktarlari izerinden hastalarin giinliikk enerji ve besin 6gesi alimlari Beslenme Bilgi
Sistemi (BeBIS) programi 8. versiyon kullanilarak hesaplanmistir (108). Enerji ve
besin 6gesi alimlarmin karsilastirilmasinda Tiirkiye’ye Ozgii Besin ve Beslenme

Rehberi (TOBR)’ nde 6nerilen giivenilir alim diizeyleri referans alinmistir (109).
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3.3.3. Besin Tiiketim Sikhig1

Besin Tiiketim Siklig1, 24 saatlik besin tiiketim kaydi ile birlikte kullanilarak
elde edilen bilgileri dogrulamak ve besin tiikketim Oriintiisti hakkinda bilgi vermek
amaciyla kullanilmistir. Bu calismada beslenme durumunu saptamak amaciyla son alt1
ay g0z Online alinarak tiim besin ve igecekler yemek ve besin fotograf katalogu
kullanilarak sorulmus olup miktar (gram, mL) ve sikliklart (hig, haftada 1-2, haftada
3-4 vb.) degerlendirilmistir (107).

3.3.4. Kafein Tiiketim Sikhg

Tim katilimecilarin kafein tliketimlerinin degerlendirilebilmesi i¢in kafein
tiiketim siklig1 formu olusturulmustur. Bireylere kafein i¢eren yiyecek, igecek, sporcu
besin destegi ve kullandigi ilaglar miktar ve sikliklari ile birlikte geriye doniik son alt1
ay diisliniilerek sorulmus ve kaydedilen veriler dogrultusunda bireylerin ortalama
giinliik kafein alim miktarlar1 belirlenmistir. Bireylerin toplam kafein alim miktarlar
<150, 150-250, >250 mg/giin olarak siiflandirilmistir.

3.3.5. Antropometik Olciimler

Tiim bireylerin antropometrik dl¢limleri aragtirmaci tarafindan alinmistir.

Viicut Agirligi: Bireylerin viicut agirhigi 0,7 kg yaklasikla yalin ayak sekilde

ve metal aksesuar olmadan TANITA TBF-215 kullamilarak o6l¢iilmiistiir. Tiim

Olctimler ayni cihaz kullanilarak yapilmistir.

Boy Uzunlugu: Duvara dayali boy dlger ile yalin ayak ve desteksiz sekilde bas

Frankfurt diizlemde (g6z tiggeni ve kulak kepgesi iistli ayn1 hizada yere paralel) iken

6l¢tim yapilmustir (110).

Beden Kiitle Indeksi (BKI): Viicut agirhiginin kilogram (kg) cinsinden

degerinin boyun metre (m) cinsinden karesine boliinmesi sonucu elde edilmistir
(kg/m?). Beden Kiitle Indeksi degerlendirmesi Diinya Saglik Orgiiti (WHO)
siniflandirmasina gére yapilmistir. Beden Kiitle indeksi degeri 18,5-24,9 arasinda
olanlar normal, 25,0-29,9 arasinda olanlar hafif kilolu, 30,0-34,9 arasinda olanlar 1.
dereceden obez, 35,0-39,9 arasinda olanlar 2. dereceden obez, 40,0 ve iizeri olanlar

morbid obez olarak degerlendirilmistir (111).
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Bel Cevresi: Bireyler ayakta durur pozisyonda ve kollar iki yanda iken alt
kaburga kemigi ile iliak kemigi arasindaki mesafenin orta noktasindan esnemeyen

mezur ile dlgiilmiistiir (110). Bel ¢evresi Tablo 3.1’e gore degerlendirilmistir.

Kalga Cevresi: Bireyler ayakta durur pozisyondayken kalcanin en genis

kismindan yere paralel sekilde esnemeyen mezur ile 6lgtilmiistiir (110).

Boyun Cevresi: Bireyler ayakta durur pozisyondayken bas dik ve gozler

karsiya bakacak sekilde adem elmasi ¢ikintisinin oldugu seviyeden esnemeyen mezur

ile olgtilmistiir (112).

Bel/Kalga Orani: Bel ¢gevresinin kalga ¢evresine boliinmesi ile elde edilmistir

(110). Bel/Kalga orani Tablo 3.1.’e gore degerlendirilmistir.

Viicut Kompozisyonu Olgiimii: Tiim bireylerin viicut kompozisyonu

Bioelektrik impedans Analizi (BIA) yontemiyle TANITA TBF 215 kullanilarak

dl¢iilmiistiir. Olgiim dncesi ve sirasinda asagidaki kurallara dikkat edilmistir (110).
e 24 saat 6nce alkol kullanilmamasi
e Enaz 2-4 saat dncesine kadar yemek yenilmemesi
e Test Oncesi ¢ok su icilmemesi
e Testten 4 saat 6ncesi ¢ay kahve icilmemesi
e Bireyin iizerinde metal bulunmamasi
e Bireylerde kalp pili bulunmamasi
e Olgiimiin ¢iplak ayakla yapilmasi

Tablo 3.1. WHO’ya gore metabolik komplikasyon risk olusumunun cinsiyetlere gore
kesigim noktalar1 (113)

Gosterge Kesisim Noktasi Metabolik Komplikasyon Riski
Bel ¢evresi >94 c¢cm (E); 80 cm (K) Artmis risk

Bel gevresi >102 cm (E); 88 cm (K)  Biiyiik dlgiide artmis risk
Bel/kalga oran1 ~ >0,9 (E); 0,85 (K) Biiyiik 6l¢iide atmis risk

E, Erkek; K, Kadin

3.3.6. Biyokimyasal Ol¢iimler

Bireylerin  Kecidren Egitim ve Arastirma Hastanesi Biyokimya
Laboratuari’nda yapilan ve hasta dosyasindan ulasilabilen ALT, AST, GGT, ALP,
kreatinin, lipid profilleri (HDL-kolesterol, LDL-kolesterol, Total-kolesterol,
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trigliserit), total bilirubin, direkt bilirubin, aglik kan glikozu, aglik insiilin sonuglari
kaydedilmistir. Bireylerin biyokimyasal bulgularinin karsilastirilmasinda Ankara
Kecioren Egitim ve Arastirma Hastanesi Biyokimya Laboratuari’nin referans degerleri
kullanmilmistir (EK 4). Calismaya katilan bireylerin insiilin direnci diizeylerini
saptamak i¢in (3.1)’deki HOMA-IR formiiliinden yararlanilmistir. Bireylerde insiilin
direnci varligi igin HOMA-IR degerlerinin kesim noktasi 3,87 olarak kabul edilmistir
(114).

Aclik Kan Sekeri (mg ! dL)* A¢hik Insiilin Diizeyi (uU [ ml) 3.1)
405 '

HOMA-IR =

3.3.7. Serumda Protein Analizi

Tim bireylerden 10-12 saat aglik sonrasi kan oOrnekleri toplanmistir. Bu
ornekler 15 dakika santrifiij edilmis ve ayrilan serumlar -80 °C’de saklanmistir. Serum
orneklerinde ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbant Assay) kitleri ile TNF-a
(BOSTER, ABD), IL-6 (BOSTER, ABD) ve CK18 (Elabscience, ABD) proteinleri
tiretici firma prosediirlerine uygun sekilde ve ikiser kez (duplike) calisilmistir (EK 5).
Antikor kapli 96 kuyucuklu plakalara serum 6rnekleri (seyreltilmeden) ve standartlar
eklenerek inkiibe edilmistir. Ardindan yikama islemi yapilarak ikinci antikor eklenmis
ve inkiibe edilmistir. Daha sonra tekrar yikama iglemi yapilmig, kuyucuklara substrat
eklenmis ve inkiibe edilmistir. Son olarak durdurma soliisyonu eklenerek plakalar 30
dakika igerisinde 450 nm dalga boyutundaki spektrofotometre ile okunarak

serumlardaki protein miktarlari belirlenmistir (EK 5).
3.4. Verilerin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Calismadan elde edilen bulgularin istatistiksel degerlendirmesinde Sosyal
Bilimler Igin Istatistiksel Paket programi (SPSS) kullanilmistir. Verilere Levene’s test
uygulanarak dagilimin normalitesi degerlendirilmistir. Veriler arasindaki korelasyon
hesaplamalar1 Pearson korelasyon testi ile yapilmistir. Nitel degiskenler arasindaki
iliskinin incelenmesinde Ki-kare testi kullanilmistir. Ortalama veriler arasindaki farkin
anlamli olup olmadigi iki grup karsilastirilirken bagimsiz 6rneklem t testi, ikiden fazla
grup karsilastirilirken ANOVA testi kullanilarak analiz edilmistir. Elde edilen veriler;
say1 (S), yluzde (%), ortalama (x), standart sapma (SD), alt-iist degerler seklinde
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sunulmustur. Sonuglar %95 giiven araliginda p degeri 0,05 altinda oldugunda anlamli
sayllmistir. Besin tiiketim kayitlarmin degerlendirilmesinde BeBIS kullanilarak

tiikketilen besinlerin ortalama giinliik enerji ve besin dgeleri degerleri hesaplanmustir.
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4. BULGULAR
4.1. Bireylerin Genel Ozellikleri

Calismaya, uygun kriterleri karsilayan yeni NAYKH tanisi alan yaslar1 19-64
yas araliginda 20’si kadin ve 20’si erkek olmak {izere toplam 40 goniillii birey dahil
edilmistir. Bireylerin genel 6zellikleri Tablo 4.1°de verilmistir. Calismaya katilan
erkek bireylerin yas ortalamasit 39,7+10,66 yil, kadmlarin 48,1£13,01 yildir.
Erkeklerin %40°1 lise mezunu, kadinlarin %60°1 ilkokul mezunudur. Erkek bireylerin
egitim siiresi 11,1+4,44 yil, kadinlarin ise 6,6+4,07 yildir. Cinsiyetler arasinda yas,
medeni durum, egitim durumu ve egitim siiresi agisindan anlamli farklilik
bulunmamaktadir (p>0,05). Erkeklerin %50’sinin serbest meslekle ugrastigi

kadinlarin ise %80’inin ev hanimi1 oldugu goériilmektedir (p<0,001).

Tablo 4.1. Bireylerin Cinsiyetlerine Gore Genel Ozelliklerinin Dagilimi

Erkek (n=20) Kadin (n=20) p
Yas (y1l) (x£SD) 39,7+10,66 48,1+13,01 0,203
Medeni Durumu S % S %
Evli 16 80,0 17 85,0
Bekar 4 20,0 1 50
Bosanmis/Dul 0 0,0 2 10,0

X?=4,730" p>0,05

Egitim Durumu S % S %
Okuryazar 0 0,0 2 10,0
[lkokul mezunu 5 25,0 12 60,0
Ortaokul mezunu 2 10,0 1 5,0
Lise mezunu 8 40,0 4 20,0
Universite mezunu 4 20,0 1 5,0
Yiiksek lisans ve doktora 1 5,0 0 0,0

X?=10,755" p>0,05

Egitim siiresi (y1l) (x+SD) 11,1+4,44 6,6+4,07 0,155™

Meslek S % S %
Ev Hanimi 0 0,0 16 80,0
Serbest Meslek 10 50,0 1 5,0
Memur 0 0,0 2 10,0
Isci 5 25,0 0 0,0
Emekli 5 25,0 0 0,0
Ogrenci 0 0,0 1 5,0

X?=48,750" p<0,001

* Ki-Kkare testi
"t testi
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Tablo 4.2’de bireylerin cinsiyetlerine gore hastalik durumlarmin dagilimi
gosterilmistir. Bireylerin tamami1 NAYKH tanis1 almistir. Buna ek olarak en az bir
hastaliklar1 olma durumu erkeklerde %40 iken kadinlarda %80’dir (p<0,05). Diyabet
goriilme siklig1 erkeklerde %10 kadinlarda %45 iken romatizmal hastaliklar

erkeklerde goriilmezken kadinlarda %15 oraninda gériilmektedir (p<0,05).

Tablo 4.2. Bireylerin Cinsiyetlerine Gore Hastalik Durumlarinin Dagilimi

Erkek Kadin
Hastalik Durumu Var Yok Var Yok
S % S % S % S % p*

Toplam Hastallk Durumu 8 40,0 12 60,0 16 80,0 4 20,0 0,010
Kalp Damar 2 100 18 90,0 2 10,0 18 90,0 1,000
Diyabet 2 100 18 90,0 9 450 11 550 0,013
Hipertansiyon 4 200 16 80,0 8 40,0 12 60,0 0,168
Ulser/Gastrit/Reflii 1 50 19 90 0 00 20 100,0 0,235
Romatizmal Hastaliklar 0 0,0 20 100,0 3 150 17 85,0 0,036
Tiroid 1 50 19 90 2 10,0 18 90,0 0,545
Hiperlipidemi 2 100 18 90,0 2 10,0 18 90,0 1,000
Alerji/Astim 1 50 19 9,0 2 10,0 18 90,0 0,545
Akdeniz Atesi 0 00 20 1000 1 50 19 950 0,235
Norolojik/Psikiyatrik 0 00 20 1000 1 50 19 950 0,235
Akciger, KOAH 1 50 19 90 0 00 20 100,0 0,235
Uyku Apnesi 1 50 19 90 0 00 20 100,0 0,235

*Ki-kare testi

Tablo 4.3’de bireylerin cinsiyetlerine gore sigara ve alkol kullanma
durumlarinin dagilimi gosterilmistir. Hig sigara igmeyen bireylerin orani her iki grupta
da daha fazladir. Giinde igilen ortalama sigara sayisi ve sigarayi birakanlar i¢in toplam
sigara igme siiresi (yil) erkeklerde kadinlara gore daha fazladir (p>0,05). Alkol
kullanma durumu incelendiginde kadinlarin higbirinin alkol tiiketmedigi, erkeklerin
ise %10’unun (n=2) ayda bir kez tiikettigi saptanmistir. Cinsiyetler arasinda sigara

kullanimi ve alkol tiiketimi agisindan istatistiksel anlamli fark bulunmamuigtir (p>0,05).
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Tablo 4.3. Bireylerin Cinsiyetlerine Gore Sigara ve Alkol Kullanma Durumlari
Sigara ve Alkol Kullanim Durumu Erkek (n=20) Kadn (n=20) p”

Sigara Icme Durumu S % S %
Hayir, hi¢ igmedim. 11 55,0 13 65,0
Ictim, biraktim. 6 30,0 3 15,0
Halen i¢iyorum. 3 15,0 4 20,0

X?=1,330" p>0,05

Sigara Kullanimi

Giinde igilen sigara say1s1*** (x£SD) 26,7+£11,55 11,8+6,99 0,084
Toplam sigara i¢me siiresi (yil) (x+SD)

Birakanlar i¢in 20,7+14,53 9,7+9,29 0,279

Halen igenler i¢in 12,3+2,52 19,5+4,93 0,073
Alkol Kullanma Durumu S % S %

Hayir 18 90,0 20 100,0

Evet 2 10,0 0 0,0

X?=2,878" p>0,05

* Ki-kare testi
** { testi
*** Sigara igen bireylerin ortalama ve standart sapma degerleri hesaplanmustir.

4.2.Bireylerin Genel Beslenme ve Fiziksel Aktivite Durumlari

Bireylerin cinsiyetlerine gore genel beslenme aliskanliklart Tablo 4.4’de
degerlendirilmistir. Her iki grubun ortalama ana 6giin sayisinin ayni, ara Ogiin
sayisinin da benzer oldugu goriilmektedir. Bireyler arasinda atlanan ogiinler
incelendiginde 6gle 6gliniinii atlayanlarin orani erkek (%75) ve kadinlarda (91,7) daha
fazladir. Erkeklerin %58,8’inin hafta i¢i ve hafta sonu 6giin saatlerinin diizenli
olmadigi, kadinlarin ise %60’ 1min hafta sonu diizenli olmadig1 goriilmektedir. Her iki
grupta da genel beslenmelerini orta olarak degerlendiren bireylerin sayisi daha
fazladir. Bireylerin cinsiyetlerine gore genel beslenme aligkanliklar1 arasinda

istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05).
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Tablo 4.4. Bireylerin Cinsiyetlerine Gore Genel Beslenme Aliskanliklari
Erkek (n=20) Kadin (n=20) p

Beslenme Ahiskanhklari

Ana 6giin sayist (x+SD) 2,6+0,50 2,6+0,51 0,757

Ara 6glin sayis1 (x+SD) 1,8+0,80 1,9+0,68 0,579
Ogiin Atlama Durumu S % S %

Hayir 8 40,0 8 40,0

Evet 8 40,0 7 35,0

Bazen 4 20,0 5 25,0

X?=0,178" p>0,05

Atlanan Ogiinler S % S %

Sabah 1 8,3 0 0,0

Ogle 9 75,0 11 91,7

Aksam 2 16,7 1 8,3

X?=1,926" p>0,05

Ogiin Saat Diizeni

Hafta ici S % S %
Diizensiz 10 58,8 8 40,0
Diizenli 7 41,2 12 60,0

X?=1,303" p>0,05

Hafta sonu S % S %
Diizensiz 10 58,8 12 60,0
Diizenli 7 41,2 8 40,0

X?=0,005" p>0,05

Multivitamin Kullanimi S % S %
Hayir 16 941 16 80,0
Evet 1 5,9 4 20,0

X?=1,684" p>0,05

Diyet Uygulama Durumu S % S %
Evet 0 0,0 1 50
Hay1r 20 100,0 19 950

X?=1,412" p>0,05

Beslenme Degerlendirme Durumu S % S %
Iyi 3 17,6 3 15,0
Orta 7 41,2 12 60,0
Koti 5 29,4 4 20,0
Cok kotii 2 11,8 1 5,0

X?=1,539" p>0,05

* Ki-kare testi
™ testi

Bireylerin giinliik su, diger sivi ve toplam s1v1 tiiketim miktarlar1 Tablo 4.5°de

verilmistir. Buna gore erkeklerin giinliik su tiiketimi (1297,1+838,80 mL) kadinlara

(992,5+496,64 mL) kiyasla daha fazladir. Ancak gruplar arasindaki fark istatistiksel

acidan anlamli bulunmamistir (p>0,05).
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Tablo 4.5. Bireylerin Cinsiyetlerin Gore Sivi Tiiketim Durumlari

Erkek (n=17) Kadin (n=20) .
(£SD) (4%SD) P

Glinliik Su Tiiketimi (mL/giin) 1297,1+838,80 992,5+496,64 0,180
Diger Siv1 Tiiketimi (mL/giin) 819,7+567,24 734,5+188,63 0,561

Toplam Siv1 Tiiketimi (mL/giin) 2116,8+938,05 1727,0+498,88 0,116
* 1 testi

Sivi Tiiketim Durumu

Bireylerin fiziksel aktivite durumlar1 Tablo 4.6’da degerlendirilmistir. Her iki
grupta da diizenli egzersiz yapmayan bireylerin orani daha fazladir (p>0,05). Ortalama
egzersiz siresinin erkeklerde (33,3+£5,77 dk) ve kadinlarda (34,0+6,52 dk) benzer
oldugu goriilmektedir (p>0,05).

Tablo 4.6. Bireylerin Cinsiyetlerine Gore Fiziksel Aktivite Durumlari

Fiziksel Aktivite Durumu Erkek (n=20) Kadn (n=20) p~
Egzersiz Yapma Durumu S % S %
Hayir 17 85,0 15 75,0
Evet 3 15,0 5 25,0
X?=0,630" p>0,05
Egzersiz Tiirii S % S %
Yiirtiytis 3 15,0 5 25,0
Egzersiz Siiresi (dk) (x+SD) 33,3+5,77 34,0+6,52 0,889
* Ki-kare testi
** 1 testi

Tablo 4.7°de bireylerin viicut agirligi degisimi ve degerlendirme durumlari ile
ilgili bilgiler yer almaktadir. Kadinlarda erkeklere gore son 6 ayda viicut agirhigindaki
artts ve azalma daha fazladir (p>0,05). Viicut agirliklarinin degerlendirmeleri

soruldugunda erkeklerin %76,5’1 ve kadinlarin %50’si sisman cevabini vermislerdir
(p>0,05).
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Tablo 4.7. Bireylerin Cinsiyetlerine Gore Viicut Agirligi Degisimi ve Degerlendirme

Durumlar1
Erkek (n=20) Kadin (n=20) p™

Son 6 ayda viicut agirhg degisimi S % S %

Hayir 4 20,0 9 45,0

Evet 12 60,0 11 55,0

Bilmiyorum 4 20,0 0 0,0

X?=3,160" p>0,05

Viicut Agirhg Degisimi (kg) S (x£SD) S (x+SD)

Artig 5 5,00+2,12 2 6,25+1,77 0,500

Azalma 7 4,93£2,59 8 5,2543,28 0,838
Viicut Agirhgi Degerlendirme S % S %

Normal 3 17,6 6 30,0

Sisman 13 76,5 10 50,0

Cok sisman 1 59 4 20,0

X?=3,096" p>0,05

" Ki-kare testi
** t testi

4.3. Antropometrik Ol¢iimlerin Degerlendirilmesi

Calismaya katilan erkek ve kadinlarin BKI siniflamasina gére dagilimi Tablo
4.8’de verilmistir. Her iki grupta da zayif birey bulunmamaktadir. 1. dereceden obez

olan bireyler erkek ve kadinlarda %40 (n=8) ile en yiiksek orandadir (p>0,05).

Tablo 4.8. Bireylerin Cinsiyetlerine Gore BKI Dagilimlar

. Erkek Kadin
BKI Siiflamasi S % S %
Normal 2 10,0 1 5,0
Hafif sisman 4 20,0 5 25,0
Obez 1. smif 8 40,0 8 40,0
Obez II. sinif 5 25,0 3 15,0
Morbid obez 1 5,0 3 15,0

X2=2,003" p>0,05

* Ki-Kkare testi

Bireylerin cinsiyetlerine gore antropometrik dl¢timlerinin ortalama, standart

sapma ve alt-tist degerleri Tablo 4.9°da verilmistir.
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Bireylerin antropometrik dl¢iimleri ve diyetle aldiklar1 giinliik toplam kafein
miktar1 arasindaki korelasyon incelenmis ancak istatistiksel agidan 6nemli farklilik
saptanmamustir (p>0,05). Cinsiyete gore korelasyon incelendiginde kadinlarda diyetle
alinan giinliik toplam kafein miktar1 ile bel/kalga orani1 arasinda (r=0,481; p=0,032)
pozitif korelasyon saptanmistir (EK 6) (Bkz. Ek Sekil 1.).

4.4 Bireylere ait Biyokimyasal Bulgular

Tablo 4.10’da tiim bireylerin kan biyokimyasal bulgular1 Ankara Kegidren
Egitim ve Arastirma Hastanesi Biyokimya Laboratuari’nin referans degerleri ile
karsilastirilmistir.  Bireylerin  ¢ogunlugunun ALT, AST, LDL Kkolesterol, total
kolesterol ve trigliserit diizeyinin referans degerin iizerinde oldugu goriilmektedir.

Bireylerin %89,3’tinde HDL kolesterol diizeyi referans degerin altindadir.

Bireylerin BKI siniflamasia gére biyokimyasal parametrelerinin ortalama ve
standart sapma degerleri Tablo 4.11°de verilmistir. Calismaya katilan tiim bireylerin
BKI siniflamasina gére biyokimyasal bulgular1 arasinda istatistiksel agidan anlamli bir

fark bulunmamistir (p>0,05).

Bireylerin HOMA-IR degerlerinin gruplandirilmasina gore biyokimyasal
bulgularmin ortalama, standart sapma ve alt-iist degerleri Tablo 4.12’de verilmistir.
HOMA-IR<3,87 ve HOMA-IR>3,87 olan gruplar arasinda LDL kolesterol diizeyi
bakimindan anlamli farklilik saptanmistir (p<0,05).
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4.5. Bireylerin Giinliik Enerji ve Besin Ogesi Almlar

Bireylerin cinsiyetlerine gore giinliik enerji ve besin 6gesi alimlarinin ortalama,
standart sapma ve alt-iist degerleri Tablo 4.13’de verilmistir. Protein (g/kg), kolesterol,
E, Be, B1z, C vitamini ve folik asit alimlariin erkeklerde kadinlara gére daha yiiksek

oldugu goriilmektedir.

Bireylerin cinsiyetlerine gore giinlik Onerilen enerji ve besin 0Ogesi
gereksinimlerini karsilama dagilimlar1 Tablo 4.14°de verilmistir. Erkek ve kadin
bireylerin enerji ve besin dgelerini ¢ogunlukla gereksinimlerinin iizerinde aldiklar

goriilmektedir.

Tablo 4.15’de erkek ve kadm bireylerin besin gruplarina gore giinliik besin

titketim miktarlarinin ortalama ve standart sapma degerleri verilmistir.
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Tablo 4.15. Erkek ve Kadin Bireylerin Besin Gruplarina Gore Giinliik Besin Tiiketim

Miktarlarinin Ortalama ve Standart Sapma Degerleri

42

Besin Grubu (g)

Erkek (n=20)

Kadin (n=20)

(x+SD) (x£SD)

Siit ve Siit Uriinleri 395,4+284,12 250,0+165,09
Et/Yumurta/Kurubaklagil 262,7+173,18 131,3+£73,45

Kirmizi et 76,4+102,30 22,0+22,42

Tavuk/hindi 93,2+109,29 57,3+£57,96

Balik 24,5+32,94 11,0+12,50

Yumurta 48,5+34,57 30,0+15,12

Kurubaklagil 28,3+20,97 16,0+14,48
Ekmek ve Tahillar 619,5+388,73 351,7+173,85
Meyve 723,3+382,29 522,0+282,47
Sebze 468,2+319,06 434,24+169,41

Yaglar 49,3+28,61 22,6+14,28

Yagli Tohumlar 60,6+30,41 59,2+32,04
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4.6.Bireylerin Serum Protein Diizeyleri

Tablo 4.16°da bireylerin cinsiyetlerine gore serum protein diizeylerinin
ortalama ve standart sapma degerleri verilmistir. Buna gore erkek ve kadinlar arasinda
serum TNF-alfa, IL-6 ve CK18 proteinleri arasinda istatistiksel agidan anlamli fark

bulunmamastir (p>0,05).

Tablo 4.16. Bireylerin Cinsiyetlerine Gore Serum Protein Diizeylerinin Ortalama ve
Standart Sapma Degerleri

Serum Proteinleri Eikek (n=17) dem (n=17) p
(x£SD) (x+SD)

TNF-alfa (pg/mL) 4,2+3,03 3,6+2,89 0,513

IL-6 (pg/mL) 4,6+2,37 4,3+1,72 0,665

CK-18 (mU/mL) 214,7+30,96 225,6+12,01 0,185

* 1 testi

Bireylerin BKI siniflamasina gore serum proteinleri ortalama ve standart
sapma degerleri Tablo 4.17°de gosterilmistir. Buna gére BKI gruplarina gore serum
TNF-alfa, IL-6 ve CK-18 diizeyleri arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark
bulunmamistir (p>0,05).

Tablo 4.18’de bireylerin HOMA-IR degerlerine goére serum proteinleri
ortalama, standart sapma ve alt-iist degerleri verilmistir. Buna gore HOMA-IR
gruplandirmasina gore serum TNF-alfa, IL-6 ve CK-18 diizeyleri arasinda anlamli fark

saptanmamustir (p>0,05).
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Bireylerin diyetle aldiklar1 giinliik toplam kafein miktarlart ve serum
proteinleri arasindaki korelasyon incelenmis ancak istatistiksel a¢idan anlamli iliski
saptanmamustir (p>0,05). Bireylerin serum protein diizeyleri ile antropometrik
Olctimleri ve biyokimyasal bulgular1 arasindaki korelasyonlardan istatistiksel agidan

anlamli olanlar Sekil 4.1-Sekil 4.6 arasindaki korelasyon grafiklerinde gosterilmistir.

e Agclik insiilin ile serum TNF-alfa diizeyleri arasinda (r=0,513; p=0,004) (Sekil
4.1),

e HOMA-IR ile serum TNF-alfa diizeyleri arasinda (r=0,381; p=0,042) (Sekil
4.2),

e Total bilirubin ve serum CK18 diizeyleri arasinda (r=-0,451; p=0,010) (Sekil
4.3),

e Direkt bilirubin ve serum CK18 diizeyleri arasinda (r=-0,400; p=0,023) (Sekil
4.4),

e Boyun gevresi ve serum IL-6 diizeyi arasinda (r=0,371; p=0,031) (Sekil 4.5),

e Viicut yag yiizdesi ve serum CK18 diizeyi arasinda (r=0,510; p=0,002) (Sekil

4.6) kuvvetli korelasyon bulunmustur.

Cinsiyete gore korelasyon incelendiginde erkeklerde serum CK18 diizeyi ile
total bilirubin arasinda (r=-0,538; p=0,026) (Bkz. Ek Sekil 2.), direkt bilirubin arasinda
(r=-0,486; p=0,048) (Bkz. Ek Sekil 3.), viicut yag yiizdesi arasinda (r=0,538; p=0,026)
(Bkz. Ek Sekil 4.), serum TNF-alfa diizeyi ile aglik insiilin arasinda (r=0,727; p=0,001)
(Bkz. Ek Sekil 5.), HOMA-IR arasinda (r=0,657; p=0,006) (Bkz. Ek Sekil 6.) kuvvetli
korelasyon saptanmistir. Kadinlarda ise serum CK18 diizeyi ile viicut yag ylizdesi
arasinda (r=0,536; p=0,027) (Bkz. Ek Sekil 7.), serum IL-6 diizeyi ile aclik insiilin
arasinda (r=0,633; p=0,020) (Bkz. Ek Sekil 8.), HOMA-IR arasinda (r=0,855;
p=0,000) (Bkz. Ek Sekil 9.), boyun ¢evresi arasinda (r=0,561; p=0,019) (Bkz. Ek Sekil
10.) kuvvetli korelasyon bulunmustur (EK 6).
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Sekil 4.1. Aclik insiilin ile Serum TNF-alfa Diizeyleri Arasinda Korelasyon Grafigi
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Sekil 4.2. HOMA-IR ile Serum TNF-alfa Diizeyleri Arasinda Korelasyon Grafigi
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Sekil 4.3. Total Bilirubin ile Serum CK18 Diizeyleri Arasinda Korelasyon Grafigi
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Sekil 4.4. Direkt Bilirubin ile Serum CK18 Diizeyleri Arasinda Korelasyon Grafigi
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Sekil 4.5. Boyun Cevresi ile Serum IL-6 Diizeyi Arasinda Korelasyon Grafigi
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4.7. Bireylerin Giinliik Kafein Tiiketimleri ve Cesitli Faktorlerle iliskisi

Bireylerin cinsiyetlerine gore giinliik kafein alim kaynaklar ve toplam kafein
alim miktarlarinin ortalama ve standart sapma degerleri Tablo 4.19°da verilmistir.
Diyetle alinan giinliik toplam kafein miktar1 erkeklerde (260,8+215,66 mg) kadinlara
(211,2+126,33 mg) gore daha yiiksek bulunmustur (p>0,05). Hazir kahve ile alinan
giinliik kafein miktarmin kadinlarda (17,4+29,43 mg) erkeklere (5,8+11,92 mg)
kiyasla daha yiiksek oldugu goriilmektedir (p>0,05). Siyah demleme cay ile alinan
giinliik kafein miktar1 ise erkeklerde (179,1+£145,11 mg) kadinlara (139,4+59,29 mg)
gore daha yiiksektir (p>0,05).

Her iki grupta da kafein alim1 ¢ogunlukla igeceklerle saglanmistir. Erkek ve
kadinlarda ilk siradaki kafein kaynagi siyah demleme c¢aydir. Erkeklerde espresso
kahve cesitleri, kadinlarda ise hazir kahve 2. siradaki kafein kaynagidir. Erkeklerde
soguk kahve, kadinlarda Tiirk kahvesi ise kafein kaynaklar1 arasinda 3. sirada yer

almaktadir.
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Tablo 4.19. Bireylerin Cinsiyetlerine Gore Giinlik Kafein Alim Kaynaklar1 ve
Toplam Kafein Alim Miktarlariin Ortalama ve Standart Sapma
Degerleri

Erkek (n=17) Kadin (n=20)

*

Kafein Miktar1 (mg/giin)

(x+SD) (x+SD)

Toplam Kafein Alimi 260,8+215,66 211,2+126,33 0,391
Filtre kahve 4,4+18,00 11,5+51,64 0,589
Hazir kahve 5,8+11,92 17,4+29,43 0,120
Espresso kahve ¢esitleri 22,4492,16 11,8+52,89 0,667
Soguk kahve 11,8+48,51 0,0+0,00 0,332
Tiirk kahvesi 10,7+12,97 13,0+24,80 0,732
Dibek kahvesi 0,0+0,00 1,245,17 0,364
Siyah demleme cay 179,1+145,11 139,4+59,29 0,304
Hazir siyah cay 3,9+10,86 0,8+2,44 0,258
Yesil cay 1,24+2,67 12,9+26,85 0,068
Soguk cay 6,8+23,92 0,1+0,23 0,261
Kolali i¢ecekler 5,8+12,35 0,4+1,28 0,094
Bitter ¢ikolata 5,1+10,96 1,7+4,40 0,245
Stitlii ¢ikolata 1,8+3,30 0,2+0,43 0,075
Findikli-Fistikli ¢ikolata 0,1+0,25 0,0+0,00 0,332
Karamelli ¢ikolata 0,1+0,59 0,0+0,00 0,332
Cikolatal1 gofret 0,2+0,50 0,0+0,19 0,379
Sicak ¢ikolata 0,0+0,02 0,0+0,02 0,766
Cikolatal1 siit 0,0+0,04 0,0+0,19 0,565
Kakao 0,3+0,62 0,7+2,54 0,496
Enerji i¢ecekleri 1,443,65 0,0+0,00 0,131

* t testi

Bireylerin BKI simiflamasina gore toplam kafein alimlarmin ortalama ve
standart sapma degerleri Tablo 4.20°de verilmistir. Toplam kafein aliminin en yiiksek
1. dereceden obez (278,1+217,87 mg) olan grupta oldugu goriilmektedir. Toplam
kafein alimi agisindan BKI simiflamasina gére istatistiksel agidan anlamli bir fark

bulunmamustir (p>0,05).
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Tablo 4.20. Bireylerin BKi Siiflamasina Gére Toplam Kafein Alimlarinin Ortalama
ve Standart Sapma Degerleri

Toplam Kafein Alimi (mg/giin)

BKI Simiflamasi S (£ESD) o*
Normal 3 189,9+35,82 0,589
Hafif sisman 8 213,8492,53

Obez I. Sinif 16 278,1+217.87

Obez Il. Sinif 7 156,8+63,75

Morbid obez 3 277,0+302,89

Total 37 234,0+172,40

*ANOVA

Bireylerin kafein siniflamasina gére antropometrik 6l¢limlerinin ortalama ve
standart sapma degerleri Tablo 4.21°de verilmistir. Buna gore viicut yag yiizdesinin
kafein alim miktar1 <150 mg/giin olan grupta 150-250 mg/giin olan gruba gore anlaml

derecede yiiksek oldugu saptanmistir (p<0,05).

Tablo 4.21. Bireylerin Kafein Siniflamasina Gére Antropometrik Olgiimlerinin
Ortalama ve Standart Sapma Degerleri

Kafein Siniflamas1 (mg/giin)
Antropometrik Olgiimler <150 (n=13) 150-250 (n=13) >250 (n=11)

(x£SD) (x£SD) (x£SD) p*
Beden Kkiitle indeksi (kg/m2) 34,9+5,44 30,2+5,42 32,7+4,51 0,086
Bel ¢evresi (cm) 110,3+11,51 101,3+13,94 108,6+13,77 0,193
Kalga cevresi (cm) 120,0+10,64 111,7+9,65 113,0+8,96 0,085
Bel/kalg¢a cevresi (cm) 0,9+0,95 0,9+0,78 1,0+0,58 0,251
Boyun cevresi (cm) 42,9+4,34 40,2+3,55 41,5+4,62 0,252
Bazal Metabolik Hiz (kkal) 1701,2+244,90 1645,3+348,45 1794,9+400,09 0,551
Viicut yagi (%) 40,2+6,63 31,9+9,19 35,546,71 0,032

*ANOVA

Bireylerin kafein siniflamasia gore biyokimyasal bulgularinin ortalama ve
standart sapma degerleri Tablo 4.22°de verilmistir. ALT ve AST diizeylerinin kafein
alim miktar1 >250 mg/giin olan grupta diger gruplara gore anlamli derecede yliksek
oldugu saptanmistir (p<0,05). Bireylerin HDL kolesterol diizeyinin kafein alim miktari
150-250 mg/giin olan grupta >250 mg/giin olan gruba kiyasla anlamli derecede yiiksek
oldugu bulunmustur (p<0,05).
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Tablo 4.22. Bireylerin Kafein Siniflamasina Gore Biyokimyasal Bulgularinin
Ortalama ve Standart Sapma Degerleri

Kafein Siniflamasi

Biyokimyasal Bulgular <150 150-250 >250
(xxSD) (x£SD) (x£SD) p*
ALT (U/L) 81,2+42,24  80,1+30,62 124,1+60,44 0,048
AST (U/L) 49,4420,44  44,9+19,90 68,44+26,62 0,047
GGT (U/L) 55,7423,65  72,1+34,19 99,4+119,70 0,345
ALP (U/L) 74,6+£19,31  90,6+31,21 85,2429,66 0,352
Kreatinin (mg/dL) 0,8+0,18 0,8+0,14 0,7+0,18 0,453
HDL-Kolesterol (mg/dL) 46,3+10,56  55,0+10,14 38,9+10,37 0,022
LDL-Kolesterol (mg/dL) 139,9+53,43 131,4+21,89 106,1+49,47 0,315
Total Kolesterol (mg/dL) 217,8+64,82 215,9+22,74 220,1+£37,20 0,985
Trigliserit (mg/dL) 172,2+63,91 147,9+74,41 372,6+383,62 0,085
Total bilurubin (mg/dL) 0,7+0,34 0,9+0,46 0,9+0,38 0,334
Direkt bilurubin (mg/dL) 0,3+0,15 0,3+0,12 0,3+0,13 0,218
Achik plazma glukozu (mg/dL) 123,6+34,77 111,1+32,63 92,7+18,10 0,066
Aclik insiilin (uIU/ml) 22,2+13,23  22,9+29,59 23,0£11,61 0,995
HOMA-IR 7,0£5,20 6,6+7,91 5,2+2,48 0,836
*ANOVA

Bireylerin kafein alim miktarlarinin siniflandirilmasina gére serum proteinleri

ortalama ve standart sapma degerleri Tablo 4.23’de verilmistir. Buna gore kafein alim

miktarlar1 farkli olan gruplar arasinda TNF-alfa, IL-6 ve CK-18 diizeyi arasinda

anlamli bir farklilik saptanmamistir (p>0,05).

Tablo 4.23. Bireylerin Kafein Alim Miktarlarinin Siniflamasina Goére Serum
Proteinleri Ortalama ve Standart Sapma Degerleri

Kafein Siniflamasi (mg/giin)

Serum Proteinleri 150-250 >250

(x£SD) (x£SD) (x£SD) p*
TNF-alfa (pg/mL) 3,6+2,89 3,8+3,56 4,9+2,86 0,662
IL-6 (pg/mL) 5,4+2,64 3,4+1,06 4,4+1 65 0,084
CK-18 (mU/mL) 228,0+£9,70  205,5+37,95 223,7+13,40 0,080

*ANOVA
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Sekil 4.7°de bireylerin diyetle aldiklar1 giinliik toplam kafein miktari ile yaglar1
arasindaki iligski gosterilmektedir. Buna gore diyetle alinan giinlik toplam kafein
miktar1 ile yas arasinda (r=-0,403; p=0,013) negatif korelasyon saptanmistir. Cinsiyete
gore korelasyon incelendiginde kadinlarda diyetle alinan giinliik toplam kafein miktari
ile yas arasinda (r=-0,599; p=0,005) kuvvetli negatif korelasyon saptanmis (EK 6)
(Bkz. Ek Sekil 11.), erkeklerde istatistiksel agidan anlamli korelasyon bulunmamistir
(p>0,05).
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Sekil 4.7. Yas ile Diyetle Alinan Giinliik Toplam Kafein Miktar1 Arasinda
Korelasyon Grafigi

Bireylerin diyetle aldiklar1 giinliik toplam kafein miktar1 ile biyokimyasal
bulgular arasindaki korelasyonlardan istatistiksel agidan anlamli olanlar Sekil 4.8-

Sekil 4.10 arasindaki korelasyon grafiklerinde gosterilmistir.

e Diyetle alinan giinliik toplam kafein miktari ile ALT diizeyi arasinda (r=0,483,;
p=0,003) (Sekil 4.8),

e Diyetle alinan giinliik toplam kafein miktar1 ile AST diizeyi arasinda (r=0,351,
p=0,039) (Sekil 4.9),
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e Diyetle alinan giinliik toplam kafein miktari ile a¢lik plazma glikozu arasinda

(r=-0,387; p=0,022) (Sekil 4.10) korelasyon saptanmistir.

Cinsiyete gore korelasyon incelendiginde erkeklerde diyetle alinan giinliik
toplam kafein miktari ile LDL diizeyi arasinda (r=-0,605; p=0,037) (Bkz. Ek Sekil 12.)
negatif, trigliserit diizeyi arasinda (r=0,754; p=0,005) (Bkz. Ek Sekil 13.) pozitif
kuvvetli korelasyon saptanmistir. Kadinlarda ise diyetle alinan giinliik toplam kafein
miktari ile ALT diizeyi arasinda (r=0,507; p=0,027) (Bkz. Ek Sekil 14.), total bilirubin
diizeyi arasinda (r=0,694; p=0,001) (Bkz. Ek Sekil 15.), direkt bilirubin arasinda
(r=0,594; p=0,009) (Bkz. Ek Sekil 16.) pozitif, aglik plazma glikozu arasinda (r=-
0,480; p=0,038) (Bkz. Ek Sekil 17.) negatif kuvvetli korelasyon bulunmustur (EK 6).
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Sekil 4.8. Diyetle Alinan Giinliik Toplam Kafein Miktari ile ALT Diizeyi Arasinda
Korelasyon Grafigi
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Bireylerin kafein kaynaklarina gore giinliik aldiklar kafein miktari ile serum

proteinleri ve biyokimyasal bulgular arasindaki korelasyonlardan istatistiksel acidan

anlaml

olanlar ~ Sekil 4.11-Sekil 4.20 arasindaki korelasyon grafiklerinde

gosterilmistir.

Siyah demleme ¢ay ile alinan giinliik kafein miktar1 ve ALT diizeyi arasinda
(r=0,378; p=0,025) (Sekil 4.11), LDL kolesterol diizeyi arasinda (r=-0,423;
p=0,035) (Sekil 4.12), trigliserit diizeyi arasinda (r=0,583; p=0,002) (Sekil
4.13),

Hazir kahve ile alinan giinliik kafein miktar1 ve GGT diizeyi arasinda (r=0,508;
p=0,002) (Sekil 4.14), total bilirubin diizeyi arasinda (r=-0,352; p=0,041)
(Sekil 4.15),

Kolal1 igecekler ile alinan giinliik kafein miktar1 ve kreatinin diizeyi arasinda
(r=0,412; p=0,014) (Sekil 4.16),

Bitter ¢ikolata ile alinan giinliik kafein miktar1 ve HDL Kkolesterol diizeyi
arasinda (r=0,418; p=0,033) (Sekil 4.17), serum CKI18 diizeyi arasinda (r=-
0,420; p=0,019) (Sekil 4.18),

Sitlii ¢ikolata ile alinan giinliik kafein miktar1 ve total kolesterol diizeyi
arasinda (r=-0,406; p=0,044) (Sekil 4.19),

Cikolatali gofret ile alinan giinliik kafein miktar1 ve serum IL-6 diizey1 arasinda
(r=0,755; p=0,000) (Sekil 4.20) kuvvetli korelasyon saptanmistir.
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Sekil 4.12. Siyah Demleme Cay ile Alinan Giinliik Kafein Miktar1 ve LDL
Kolesterol Diizeyi Arasinda Korelasyon Grafigi
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Sekil 4.17. Bitter Cikolata ile Alinan Giinliik Kafein Miktar1 ve HDL-Kolesterol
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Cinsiyet ayrimina gore korelasyon incelendiginde istatistiksel agidan anlamli

olan korelasyonlar EK 6’te verilmistir. Buna gore,
Erkeklerde,

e Siyah demleme ¢ay ile alinan giinliik kafein miktar1 ve LDL kolesterol diizeyi
arasinda (r=-0,609; p=0,036) (Bkz. Ek Sekil 18.), trigliserit diizeyi arasinda
(r=0,758; p=0,004) (Bkz. Ek Sekil 19.),

e Bitter ¢ikolata ile alinan giinliik kafein miktar1 ve serum CK 18 diizeyi arasinda
(r=-0,877; p=0,000) (Bkz. Ek Sekil 20.),

e Tiirk kahvesi ile alinan gilinlik kafein miktar1 ve ALP diizeyi arasinda
(r=0,613; p=0,012) (Bkz. Ek Sekil 21.),

e Siitli cikolata ile alinan giinliik kafein miktar1 ve GGT diizeyi arasinda (r=-
0,597; p=0,015) (Bkz. Ek Sekil 22.), total kolesterol diizeyi arasinda (r=-0,722;
p=0,008) (Bkz. Ek Sekil 23.),

e Kakao tiikketimi ile alinan giinliik kafein miktar1 ve ALT diizeyi arasinda
(r=0,603; p=0,013) (Bkz. Ek Sekil 24.), AST diizeyi arasinda (r=0,527;
p=0,036) (Bkz. Ek Sekil 25.), total kolesterol diizeyi arasinda (r=-0,615;
p=0,033) (Bkz. Ek Sekil 26.) korelasyon saptanmustir.

Kadinlarda,

e Yesil cay ile alinan giinliik kafein miktar1 ve total bilirubin diizeyi arasinda
(r=0,596; p=0,009) (Bkz. Ek Sekil 27.), direkt bilirubin diizeyi arasinda
(r=0,649; p=0,004) (Bkz. Ek Sekil 28.),

e Siyah demleme cay ile alinan giinliik kafein miktar1 ve AST diizeyi arasinda
(r=0,469; p=0,043) (Bkz. Ek Sekil 29.), total bilirubin diizeyi arasinda
(r=0,528; p=0,024) (Bkz. Ek Sekil 30.),

o Tiirk kahvesi ile alinan giinliik kafein miktar ve total bilirubin diizeyi arasinda
(r=0,582; p=0,011) (Bkz. Ek Sekil 31.),

e Kakao tiikketimi ile aliman giinliik kafein miktar1 ve serum CKI18 diizeyi
arasinda (r=-0,482; p=0,050) (Bkz. Ek Sekil 32.),

e Hazir kahve ile alinan giinliik kafein miktar1 ve GGT diizeyi arasinda (r=0,581,
p=0,012) (Bkz. Ek Sekil 33.) korelasyon bulunmustur.
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5. TARTISMA

Non-alkolik yagli karaciger hastaligi, kronik karaciger hastaliklarinin en
yaygin nedenlerindendir. Basit steatozdan baglayarak karaciger kanserine kadar
ilerleyebilen genis spektrumlu karaciger hasaridir (1). Diinya Saghk Orgiitii’niin
2016°da yaymlamis oldugu rapora gore 2000 yilinda tiim 6liim nedenleri arasinda 20.
sirada olan karaciger kanseri Sliimlerin %1,3’{inii, 2015°de 16. sirada yer alarak
%1,4°1inii olusturmaktadir (115). Oliim nedenleri arasinda 12. sirada yer alarak 2030
yilinda 6liimlerin %1,7’sinden sorumlu olacag: diisiiniilmektedir (116). Ulkemizde
Saglik Bakanlhigi’nin Tiirkiye Kronik Hastaliklar ve Risk Faktorleri Sikligt
Calismasina gore 2011°de kanser tiirleri arasinda erkeklerin %3,3’linde karaciger

kanseri gortildiigi belirtilmektedir (117).

Bu arastirmada, Kecioren Egitim ve Arastirma Hastanesi Gastroenteroloji
Boliimiine bagvuran, gerekli muayeneler ve testler sonucunda yeni NAYKH tanisi
almig, 19-64 yas araligindaki 40 bireyin (20 kadin, 20 erkek) diyetle kafein tiiketimleri

ile serum CK18 diizeyi arasindaki iligki degerlendirilmistir.
5.1. Bireylerin Genel Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Erkeklerin yas ortalamasi 39,7+10,66 yil, kadinlarin ise 48,1+13,01 yildir
(p>0,05) (Bkz. Tablo 4.1.). Kadin ve erkek birey sayisi birbirine yakin olan benzer
caligmalarda yas ortalamasinin 45-55 arasinda degistigi goriilmektedir (18-20,118).
Ulusal Saglik ve Beslenme Inceleme Anketi verileri ile yapilan kapsamli bir calismaya
gore, NAYKH’l1 bireylerin yaklasik %53’1 45 yas altinda yaklasik %36°s1 45-65 yas
araligindadir (18). Bu durum, NAYKH’in yetiskin bireylerde her yas grubunda

goriilebildiginin gostergesidir.

Bireylerin evli olma durumunun erkeklerde (%80) ve kadinlarda (%85) benzer
oldugu goriilmektedir (Bkz. Tablo 4.1.). Bireylerin egitim durumlarinda erkeklerde
lise mezunu (%40), kadinlarda ise ilkokul mezunu (%60) olma oran1 daha yiiksektir
(Bkz. Tablo 4.1.). Bu durumun her iki cinsiyet i¢inde egitim diizeyi yiiksek olan geng
bireylerin sayisinin az olmasindan kaynaklandigi disiiniilmektedir. Bireylerin
ortalama egitim siiresi erkeklerde 11,1+4,44 yil, kadinlarda ise 6,6+4,07 yildir (Bkz.
Tablo 4.1.). Erkeklerin aldig1 egitim siiresinin kadinlara gore daha yiiksek olmasi
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Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2015 verileri ile benzerlik gostermektedir. Tiirkiye
Istatistik Kurumu 2015 verilerine gore Tiirk toplumunda 25 yas ve iizeri okuma yazma
bilmeyen toplam niifus oram1 %5,4 iken, bu oran erkeklerde %1,8 kadinlarda ise
%9’dur (119). Mesleki agidan erkeklerde serbest meslek (%50), kadinlarda ise ev
hanimi (%80) orani yiiksektir (p<0,05) (Bkz. Tablo 4.1.). Bu durum her iki cinsiyet

icin egitim diizeyinin diisiik olmasindan kaynaklanmis olabilir.

Calismaya katilan tiim bireyler NAYKH tanis1 almistir. Non-alkolik yagh
karaciger hastalig1 haricinde tani aldiklar1 baska hastalik bulunma orani kadinlarda
(%80) erkeklere (%40) kiyasla daha yiiksektir (p<0,05) (Bkz. Tablo 4.2.). Bireylerin
eslik eden hastaliklar1 incelendiginde diyabet goriilme oranmi kadinlarda (%45)
erkeklere (%10) gore daha yiiksektir (p<0,05) (Bkz. Tablo 4.2.). Tim bireylerin
%27,5’inde diyabet goriilmektedir. Diyabet (o6zellikle tip 2), MetS’un hepatik
yansimasi olarak diisiiniilen NAYKH i¢in en 6nemli risk faktorlerinden biridir (37).
Benzer ¢aligmalara bakildiginda cinsiyet ayrimi yapilmaksizin tiim bireylerin yaklasik
%25’inde diyabet oldugu goriilmektedir (22,118). Kadin birey sayisinin ¢ogunlukta
oldugu bir ¢galismada, NAYKH’11 bireylerin %18,5’inde tip 2 diyabet saptanmistir. Bu
calismada ise tip 1 ve tip 2 diyabet ayrimi1 yapilmadan sadece diyabet prevalansi
belirlenmistir. Hipertansiyon, NAYKH i¢in primer risk faktorleri arasinda yer
almaktadir (Bkz. Tablo 2.1). Bireylerde hipertansiyon goriilme orani kadinlarda (%40)
erkeklere (%20) gore daha yiiksektir (p>0,05) (Bkz. Tablo 4.2.). Tim bireylerin
%30’unda hipertansiyon goriilmektedir. Bu ¢alisma, NAYKH’l1 bireylerle yapilan
calismalarda hipertansiyon goriilme sikligi ile benzerlik gostermektedir (56,118,120).
Non-alkolik yagli karaciger hastaligi i¢cin en Onemli risk faktorlerinden biri de
hiperlipidemidir. Yapilan bir ¢calismada, hiperlipideminin NAYKH i¢in gii¢lii bir risk
faktoric (OR:4,79 %95 CI:3,19-7,20) oldugu ve hastalik grubunun %3,8’inde
goriildigi belirtilmistir. Bu calismada tiim bireylerde hiperlipidemi goriilme oram

biraz daha yiiksek (%10) bulunmustur (Bkz. Tablo 4.2.).

Kiiresel Yetiskin Tiitiin Aragtirmasi verilerine gore, lilkemizde 15 yas ve iizeri
yetiskinlerde aktif olarak tiitiin kullanma yiizdesi erkeklerde %41,5 kadinlarda ise
%13,1’dir (121). Non-alkolik yagli karaciger hastaligi olan bireylerle yapilan bir
caligmada, bireylerin %20,6’sinin sigara ictigi belirtilmektedir (120). Calismaya

katilan erkek bireylerin %55’1 kadinlarin ise %65°1 sigaray1 hi¢ icmemistir. Halen
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sigara igme orani erkeklerde %15, kadinlarda %20°dir (p>0,05) (Bkz. Tablo 4.3.).
Karacigere ciddi zarar verebilen sigaranin bu ¢alismaya katilan bazi bireyler tarafindan
halen kullanildig1 goriilmektedir. Giinde igilen sigara sayisi erkeklerde (26,7+11,55)
kadinlara (11,8+6,99) gore daha fazladir (p>0,05). Sigara igenler i¢in toplam sigara
icme siiresi ise kadinlarda (19,5+4,93 y1l) erkeklere (12,3+2,52 yi1l) gore daha fazladir
(p>0,05) (Bkz. Tablo 4.3). Yapilan bir calismada, NAYKH’l1 bireylerde giinliik i¢ilen
sigara sayis1 (12,94+17,22 adet) saglikli bireylere kiyasla anlamli derecede yiiksek

bulunmustur.

Tirkiye Beslenme ve Saglik Arastirmasi 2010 verilerine gore Tirkiye
genelinde alkol kullanma oran1 %15,1°dir. Non-alkolik yagli karaciger hastaligi olan
bireylerle yapilan bir c¢alismada ise bireylerin %32,4’liniin alkol kullandig1
belirtilmektedir (120). Calismaya katilan erkek bireylerin %10’u alkol kullanirken
kadinlarin hi¢biri kullanmamaktadir (p>0,05) (Bkz. Tablo 4.3.). Bu ¢alismada hastalik

tanisina ragmen halen alkol kullanan bireylerin oldugu goriilmektedir.

5.2. Bireylerin Genel Beslenme ve Fiziksel Aktivite Durumlarinin

Degerlendirilmesi

Bireylerin beslenme aligkanliklar1 incelendiginde tiiketilen ana 6giin sayisinin
erkek (2,6+0,50) ve kadinlarda (2,6+0,51) ayni oldugu goriilmektedir (p>0,05). Her
iki cinsiyet i¢in tiiketilen ara 6giin sayisi da birbirine benzerdir (p>0,05) (Bkz. Tablo
4.4.). Bireylerin 6glin atlama durumlari incelendiginde en yiiksek oranla erkeklerin ve
kadinlarin %40’ 6giin atlamadiklar1 goriilmektedir. Bu calismadaki erkek ve
kadinlarin yas ortalamasi dikkate alinarak TBSA 2010 verilerine gore, 31-50 yas
arasindaki erkeklerin %67,7’si, kadinlarin ise 31-50 yas aras1 %64,4’{i, 51-64 yas aras1
%71,4°1 3 ana 6giin tiketmektedir (77). Evet veya bazen diyerek 6giin atlama durumu
olan bireylerin oram1 erkek ve kadinlarda %60’dir. Atlanan 6giin incelendiginde
erkeklerin %751, kadinlarin %91,7’si 6gle 6giiniinii atlamaktadir (Bkz. Tablo 4.4.).
Tirkiye Beslenme ve Saglik Arastirmasi 2010 verilerine gore 06gle ogiiniini
atlayanlari orani erkeklerde 31-50 yas arasinda %20,3, kadinlarda 31-50 yas arasinda
%21,6, 51-64 yas arasinda %19,6’dir. Bireylerin besin destegi kullanimlar
incelendiginde kullanmama orani erkeklerde (%94,1) kadinlara (%80) gore daha

fazladir (p>0,05) (Bkz. Tablo 4.4.). Diyet uygulama durumlar1 incelendiginde sadece
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kadin bireylerin %5’inin (n=1) diyet uyguladigi goriilmektedir (p>0,05) (Bkz. Tablo
4.4.). Bu ¢alismada erkek ve kadin bireylerin ¢ogunlugu 1. derece obez siniflamasina
girmektedir (Bkz. Tablo 4.8.). Bireylere beslenmelerini degerlendirme durumlari
soruldugunda en yiiksek oranla erkeklerin %41°’i, kadinlarin %60°1 orta diizeyde
oldugunu belirtmiglerdir (p>0,05) (Bkz. Tablo 4.4.). Non-alkolik yagli karaciger
hastaliginda dogru beslenme aligkanlig1 ile agirlik kontroliiniin saglanabildigi ve
hastaligin ilerlemesinin geciktirilebildigi belirtilmektedir (61). Bu ¢alismadaki
bireylerin ¢ogunlugunun 1. derece obez siniflamasina girmesi ve diyet uygulayan
bireylerin oraninin ¢ok diisiik olmasi nedeniyle hastalarin diyetisyene yonlendirilmesi

ve agirlik kontrolii konusunda bilinglendirilmesi gerektigi diisiiniilmektedir.

Tiirkiye Beslenme ve Saglik Arastirmasi 2010 verilerine gore, giinliik ortalama
su tiikketim miktar1 31-50 yas arasindaki erkeklerde 1098,88 mL, kadinlarda 31-50 yas
arasinda 957,23 mL, 51-64 yas arasinda 984,06 mL’dir (77). Bireylerin su tiketimleri
incelendiginde erkeklerin (1297,1+838,80 mL) kadinlara (992,5+496,64 mL) gore
daha fazla oldugu goriilmektedir (p>0,05) (Bkz. Tablo 4.5.). Bu ¢alismada erkek ve
kadin bireylerin insan yasami i¢in en dnemli 6ge olan su tiiketimlerinin diisiik oldugu

goriilmektedir.

Bu ¢alismada erkek (%85) ve kadinlarin (%75) ¢gogunlugunun diizenli egzersiz
yapmadigi goriilmektedir (p>0,05) (Bkz. Tablo 4.6.). Haftanin en az 3 giinii diizenli
egzersiz yapan tiim bireyler (erkek, 3; kadin, 5) yiiriiylis yapmaktadir. Bir seferde
yapilan ortalama egzersiz siiresi erkeklerde (33,3+5,77 dk) ve kadinlarda (34,0+6,52
dk) birbirine benzerdir (p>0,05) (Bkz. Tablo 4.6.). Non-alkolik yagli karaciger
hastaliginin tedavisinde egzersizin yer aldigi yasam tarzi degisikligi onemli yer
tutmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii yetiskin bireylere haftada 150 dk orta siddette veya
75 dk agir siddette egzersiz yapmalarini 6nermektedir (122). Literatiirde diyet ve
egzersizin  NAYKH’l1 bireylerde hastalikla iligkili biyokimyasal parametreleri
tyilestirdigini gosteren ¢alismalar mevcuttur (62—64). Fiziksel aktivite ile NAYKH
arasindaki iliskiyi inceleyen bir calismada NAYKH’l1 bireylerin daha az fiziksel
aktivite yaptig1 ve fiziksel aktivite ile NAYKH olusumu arasinda ters iliski oldugu
gosterilmistir (123).
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Bireylerin son 6 ayda viicut agirligi degisimi incelendiginde kadinlarda
(6,25+1,77 kg) erkeklere (5,00+2,12 kg) gore daha fazla agirlik artisi olmustur
(p>0,05) (Bkz. Tablo 4.6.). Agirlikta azalma da kadinlarda (5,25+3,28 kg) erkeklere
(4,93+ 2,59 kg) gore daha fazladir (p>0,05) (Bkz. Tablo 4.6.). Agirlik kontroliiniin
NAYKH gelisimi ve ilerlemesinde biiyiik rolii vardir. Amerikan Gastroenteroloji
Dernegi hafif kilolu bireyler icin (BKI>25 kg/m?) 6 ayda viicut agirlhigimin %10’u
kadar agirlik kaybin1 6nermektedir. Agirlik kaybi, yavas, asamali ve diizenli olmalidir
(66). Aksi takdirde periferdeki yag dokusundan karacigere gelen serbest yag asitleri
karacigerde yaglanmayi artirarak hastaligin gidisatini kétiilestirebilmektedir (65).

Bireylere viicut agirliklarini degerlendirme durumlari soruldugunda en yiiksek

oranla erkeklerin %76,5’1, kadinlarin ise %50’si kendini sisman gérmektedir (p>0,05)

(Bkz. Tablo 4.6.).
5.3. Antropometrik Ol¢iimlerin Degerlendirilmesi

Obezite, NAYKH igin en Onemli risk faktorii olarak bilinmektedir. Obez
bireylerde NAYKH prevalansinin %30-100 arasinda oldugu bildirilmektedir (38). Bu
caligmaya katilan erkek (%40) ve kadin (%40) bireylerin ¢ogunlugu 1. derece obez
smiflamasina girmektedir (p>0,05) (Bkz. Tablo 4.8.).

Bu calismadaki erkeklerin BKi ortalamalar1 (32,4+4,69 kg/m?) kadinlara
(33,2+6,12 kg/m?) gore daha yiiksek bulunmustur (p>0,05) (Bkz. Tablo 4.9.). Bu

calisma NAYKH’l1 bireylerle yapilan ¢alismalardaki BKI ortalamalari ile benzerlik
gostermektedir (19,22,118).

Bu caligmadaki erkek ve kadin bireylerin bel ¢evresi WHO’ya gore biiyiik
6l¢iide metabolik komplikasyon riskini isaret etmektedir (Bkz. Tablo 3.1.). Bireylerin
bel/kalga oran1 erkeklerde kadinlara gére anlamli derecede daha yiiksektir (Bkz. Tablo
4.9.). Bu calismadaki bireylerin bel/kalca orani literatiirdeki NAYKH’l1 bireylerle
yapilan ¢aligmalar ile benzerlik gostermektedir (2,124). Calismadaki erkek ve kadin
bireyler WHO’ya gore sismanliga bagli kronik hastalik goriilme riski tasimaktadir
(Bkz. Tablo 3.1.).

Boyun ¢evresi Ol¢limiiniin, iist viicutta subkutan adipoz doku dagilimim

belirlemede kullanilabilecek bir gosterge oldugu ve ¢esitli metabolik risk faktorleri ile
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baglantili oldugu belirtilmektedir. Non-alkolik yagli karaciger hastaligi olan bireylerde
hastaligin 6nceden belirlenebilmesinde onemlidir (125). Bu g¢alismada erkeklerin

boyun gevresi kadinlara gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur (Bkz. Tablo 4.9.).

Viicuttaki yag miktarinin viicut agirligina orant %30’u astigi zaman hemen
hemen tiim hepatositlerin yiiksek miktarda yag icerdigi bildirilmektedir. Bu
calismadaki erkek ve kadin bireylerin viicut yag yiizdesi %30’un {iizerinde
bulunmustur (Bkz. Tablo 4.9.). Non-alkolik yagli karaciger hastaligi olan bireylerle
yapilan bir ¢alismada tiim bireylerdeki viicut yag yiizdesi ortalamas1 biraz daha yiiksek
bulunmustur (19).

5.4.  Bireylere Ait Biyokimyasal Bulgularin Degerlendirilmesi

Non-alkolik yagli karaciger hastaligi olan bireylerde en yaygin goriilen
laboratuar  bulgusu transaminazlardaki  yiiksekliktir.  Alanin ve aspartat
aminotransferaz diizeylerinde 3-4 kat artig goriilebilmektedir. Alkalen fosfataz ve
gamaglutamil transpeptidaz diizeyleri ise yiiksek ya da normalde olabilmektedir (46).
Bu calismaya katilan bireylerin ¢ogunlugunun ALT ve AST diizeylerinin referans
degerin iizerinde oldugu goriilmektedir. Bireylerin ALP diizeyleri genellikle referans
araligindadir. Erkek ve kadin bireylerin yaklasik yarisinin ise GGT diizeyinin referans

deger {izerinde oldugu saptanmistir (Bkz. Tablo 4.10.).

Alanin ve aspartat aminotransferaz diizeyi bu ¢alisma ile benzer olan bir
calismada, NAYKH’l1 bireylerin ALT ve AST diizeylerinin hem tip 2 diyabetli hem
de saglikli bireylere gore anlamli derecede yiiksek oldugu saptanmistir (124).
Cabelleria ve arkadaslari, NAYKH’l1 bireylerde ALT diizeyinin erkeklerde >45 U/L,
kadinlarda ise >34 U/L olmasinin NAYKH i¢in potansiyel gii¢lii bir risk faktorii (OR:
4,21, %95 ClI: 2,23-7,95) oldugunu gostermistir (120).

Insiilin direnci NAYKH igin en 6nemli risk faktorleri arasinda yer almaktadur.
Hastaligin patogenezinde ilk vurus kabul edilen, trigliseritlerin yikimu ile a¢iga ¢ikan
serbest yag asitlerinin karacigerde artigindan sorumludur (3). Yapilan bir ¢aligmada
HOMA-IR>2 olmasinin NAYKH riskini 2,8 kat (%95 Cl:1,9-4,3) artirdig1
gosterilmistir (36). Aclik plazma glikozu ve aglik insiilin parametreleri HOMA

yontemiyle insiilin direncinin saptanmasinda kullanilmaktadir. Bu ¢alismadaki
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bireylerin %47,4’linlin aglik plazma glikozu, %21,9’unun da aglik insiilin diizeyi
referans degerin iizerinde bulunmustur (Bkz. Tablo 4.10.). Calismadaki bireylerin
HOMA-IR diizeylerinin de yiiksek oldugu goriilmektedir (Bkz. Tablo 4.10.).
Bireylerin aclik glikoz ortalamasi benzer olan bir ¢alismada, NAYKH 1 bireylerdeki
bu diizeyin saglikli bireylere gore 6nemli 6l¢iide yiiksek oldugu saptanmistir (19).
Ayrica bu galismada HOMA-IR <3,87 olan grubun LDL kolesterol diizeyi >3,87 olan
gruba gore anlamli derecede diisiiktiir (p<0,05) (Bkz. Tablo 4.12.).

Calismadaki bireylerin ¢cogunlugunun total ve direkt bilirubin diizeylerinin
referans degeri araliginda oldugu belirlenmistir (Bkz. Tablo 4.10.). Literatiirdeki
caligmalara bakildiginda NAYKH’l1 bireylerdeki bilirubin degerleri ile benzerlik
gostermektedir (22,56,118).

Calismadaki bireylerin %89,3’linlin HDL kolesterol diizeyi referans degerin
altindadir (Bkz. Tablo 4.10.) Bireylerin HDL diizeyleri ile fiziksel aktivite durumlari
arasindaki iliski incelenmis ancak istatistiksel acidan anlamli farklilik saptanmamigtir
(p>0,05). Bireylerin yaklasik yarisinin trigliserit diizeyi referans degerin tizerinde
bulunmustur (Bkz. Tablo 4.10.). Non-alkolik yagl karaciger hastaligi olan bireylerde
lipit profilini inceleyen bir ¢alismada, bireylerin %17,7’sinde metabolik sendroma
bagli dislipidemi saptanmistir. Metabolik sendroma bagli dislipideminin, NAYKH
icin gliglii ve bagimsiz bir risk faktorii (OR:3,31 %95 Cl:2,74-3,99) oldugu
belirtilmektedir (126).

Bu calismada bireylerin biyokimyasal bulgulart BKI simiflamasina gére
degerlendirilmis ancak BKI gruplar arasinda istatistiksel acidan anlamli farklilik

bulunmamustir (p>0,05) (Bkz. Tablo 4.11.).

5.5. Bireylerin Giinliik Enerji ve Besin Ogesi Almlarinin

Degerlendirilmesi

Obezite ve insiilin direnci NAYKH i¢in 6nemli risk faktorleridir. Gliniimiizde
bu risk faktorleri hareketsiz yagsam tarzinin yani sira kotii beslenme ile iligkilidir. Non-
alkolik yagli karaciger hastalig1 olan bireyler i¢in dnerilen giinliik enerji gereksinimi
25-30 kkal/kg’dir. Giinlik BMH’larina (Harris-Benedict denklemi ile hesaplanan)
%20-40 ek yapilarak da hesaplanabilmektedir (68). Bu ¢alismadaki erkek bireylerin
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enerji alimi ortalamasi 46,2+22,97 kkal/kg, kadinlarin ise 31,3+8,93 kkal/kg olarak
bulunmustur (Bkz. Tablo 4.13.). Bu deger 6zellikle erkeklerde NAYKH 11 bireyler igin
onerilen degerin ¢ok tlizerindedir. Non-alkolik yagli karaciger hastalig1 olan bireylerin
enerji alimlari saglikli bireylere kiyasla daha yiiksek bulunmaktadir (57). Bu ¢alismada
da erkek bireylerin %60’min ve kadmnlarin %40’min enerjiyi gereksinimlerinin

tizerinde aldig1 saptanmistir (Bkz. Tablo 4.14.).

Non-alkolik yagli karaciger hastaliginda diyetteki karbonhidrat ve yag yiizdesi
onemli bir etkiye sahiptir. Karbonhidrattan zengin diyet, dolagimdaki insiilin
konsantrasyonunun artmasina neden olur. Az yagl, yiiksek karbonhidratli diyet, de
novo yag asidi sentezi yoluyla karacigerde yaglanmay1 artirabilir (68). Solga ve
arkadaglarinin  NAYKH’li bireylerle yaptig1 c¢alismada, enerjinin = %54 tinii
karbonhidrattan karsilayan bireylerde %35’ini karsilayanlara kiyasla hepatik
inflamasyon riskinin 6,5 kat arttigi saptanmistir (127). Ueno ve arkadaslarinin
NASH’li bireylerle yaptigi miidahaleli bir ¢alismada, giinliikk 25 kkal/kg enerjinin
%350’si karbonhidrattan, %30’u yagdan, %20’si de proteinden gelmektedir. Caligma
sonunda bireylerin BKI degeri, histolojik bulgulari, ALT ve insiilin direnci diizeyinde
iyilesme goriilmistir (128). Okita ve arkadaslarinin yaptigi calismada %54
karbonhidrat, %25 yag ve %21 protein igeren diyet miidahalesinde ise sadece

bireylerin BKI degerlerinde iyilesme gdzlenmistir (129).

Bu caligmadaki erkek bireylerin %85’inin kadinlarin ise %65’inin protein
alimlarinin (g/kg) 6nerilenin tizerinde oldugu goriilmektedir. Her iki cinsiyet i¢in de
bireylerin ¢ogunlugunda karbonhidrat alimi1 Onerilenin altindadir. Erkek bireylerin

%350’sinin kadinlarin ise %60’ 1n1n yag alimi 6nerilenin tizerindedir (Bkz. Tablo 4.14.).

Amerikan Karaciger Vakfi, yetiskinlerin giinliikk diyetle aldigi doymus yag
asitlerinin enerjinin <%10 olmasini 6nermektedir (122). Wang ve arkadaslari ratlarla
yaptigi deneysel bir g¢alismada yiiksek doymus yag asidi aliminin NAYKH’1
kotilestirdigini gostermistir (130). Giinliik diyetle alinan doymus yag asitlerinin
enerjinin %6-10 arasinda olmasmmin NAYKH’li bireylerde faydali olabilecegi
belirtilmektedir (61). Bu ¢alismada enerjinin erkek bireylerde %11°1 kadinlarda ise
%10,2’si doymus yag asitlerinden karsilanmaktadir (Bkz. Tablo 4.13.).
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Non-alkolik yagli karaciger hastaligi olan bireylerde CDY A’nin (6zellikle n-
3) dolagimda diisiik seviyede olmasi, de novo lipogenezin artmasi, dolasimdaki serbest
yag asitlerinin karacigere aliminin artmasi ve yag asidi oksidasyonu azalmasi ile
iligkilidir. Tiim bunlar karacigerde steatozun kotiilesmesine neden olmaktadir (61).
Tiirkiye’ye Ozgii Besin ve Beslenme Rehberi’ne gore giinlilk diyetle alinan
CDYA’nin enerjiye olan katkis1 <%10 olmalidir (109). Bu ¢alismada, hem erkek hem
de kadin bireylerde CDY A’nin enerjiye olan katkis1 <%10’dur (Bkz. Tablo 4.13.).

Musso ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada, NASH’li bireylerin kontrol
grubuna kiyasla doymus yag asidinden zengin, CDYA ve liften fakir beslendikleri
gosterilmistir (67). Birerdinc ve arkadaslar1 ise NAYKH’l1 bireylerin lif alimlarin
kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulmustur (18). Bu ¢alismada, erkek
bireylerin %90’ 1n1in kadinlarin ise %85’inin lif alimlarinin dnerilen miktarin iizerinde
oldugu saptanmistir (Bkz. Tablo 4.14.). Erkek bireylerin %65’inin kolesterol alimi

onerilenin lizerinde iken kadinlarin %65’inde 6nerilenin altindadir (Bkz. Tablo 4.14.).

Non-alkolik yagl karaciger hastaliginin patogenezinde oksidatif stresin de yer
aldig1 bircok faktoriin etkisiyle hepatositlerde inflamasyon ve fibroz olusumu
goriilmektedir (1). Bu nedenle antioksidan 6zellik gosteren E ve C vitaminlerinin
NAYKH’l1 bireylerde olumlu etki gosterdigi belirtilmektedir (57,61,131). Musso ve
arkadaslari, NASH’li bireylerin E ve C vitamini alimlarinin kontrol grubuna gore
anlamli derecede diisiik oldugunu géstermistir (67). Bu ¢aligmada erkek ve kadin
bireylerin ¢ogunlugunda E ve C vitamini alimlar1 6nerilenin tizerindedir (Bkz. Tablo

4.14.).

Demir sitrik asit dongiisii, DNA biyosentezi, mitokondriyal solunuma katilan
enzimlerin yapisinda ve oksijen taginmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Bununla
birlikte asir1 demir alimi, daha ¢ok ROS olusumuyla organda ciddi hasara neden
olabilmektedir. Non-alkolik yagli karaciger hastaligi olan bireylerde demir diizeninde
bozulmalarin daha sik goriildiigii belirtilmektedir. Bireylerde steatoza yol acan,
hepatositlerin serbest yag asitlerine maruz kalmasinin demir metabolizmasindaki
bozulma ile iliskili oldugu ileri siiriilmektedir (131). Birerdinc ve arkadaslarinin

yaptig1 ¢alismada, NAYKH’l1 bireylerin demir alimlarinin saglikli bireylere gore
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anlaml 6lgiide yiiksek oldugu saptanmistir (18). Bu ¢alismada erkek ve kadinlarin

%95’inin demir alimlar1 6nerilenin {izerindedir (Bkz. Tablo 4.14.).

Bu ¢aligsmadaki erkek ve kadin bireylerin ¢ogunlugunda A, B1, B2, Be, B12,
K vitamini, niasin, folik asit, sodyum, potasyum, kalsiyum, magnezyum ve ¢inko

alimlar1 6nerilenin lizerindedir (Bkz. Tablo 4.14.).

Bu calismada, bireylerin beslenme durumunu saptamak amaciyla 24 saatlik
besin tiiketim kaydi ile birlikte son alti ayr degerlendiren besin tliketim sikligi
kullanilmistir. Calismada BKI degerine gére zayif birey bulunmamaktadir. Bireylerin
¢ogu 1. derece obez grubuna girmektedir. Bu nedenle bireylerin genel olarak enerji ve

besin 6gesi alimlariin 6nerilen miktarlarin iizerinde olmasit beklenen bir durumdur.
5.6. Bireylerin Serum Protein Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Non-alkolik yagl karaciger hastaliginin gelisimi ve ilerlemesindeki
mekanizmalar halen net olarak bilinmemektedir. Ancak sadece karaciger ile iliskili
morbidite ve mortalite ile smirli olmamasit multisistem bir hastalik oldugunu
gostermektedir (26). Hastaligin patogenezini agiklamada giiniimiizde kabul goren
hipoteze gore, insiilin direncinin sorumlu oldugu ilk vurustan sonra bir¢ok faktoriin
(oksidatif stres, pro-inflamatuar sitokinler vb.) etkisiyle hepatositlerde inflamasyon ve

fibroz olusumu aktive edilmektedir (1).

Nonalkolik steatohepatit hiicre yikimi ve inflamasyon ile karakterize olan bir
durumdur. Deneysel ve klinik ¢alismalar NASH’li hastalarda hepatositlerde apoptoz
olusumunu géstermistir (8). Yakin zamanda yapilan aragtirmalarda karacigerdeki
bagslica ara filament bir protein olan CK18’in apoptoz gdstergesi olarak NASH i¢in 1yi
bir biyobelirte¢ oldugu gosterilmistir (100,102,103). Apoptoz derecesi, hastaligin
siddeti ve fibroz diizeyi ile korelasyon gostermektedir (132). Rosso ve arkadaslarinin
yaptig1 caligmada, CK18 diizeyinin NAYKH’da ilerlemis fibrozun tahminini
artirabilecegi rapor edilmistir (106). Mandelia ve arkadaslari da, NAYKH’I
cocuklarda CK18’in fibroz gostergesi olarak umut vadeden non-invazif biyobelirteg

oldugunu gostermistir (101).

Non-alkolik yagli karaciger hastaligi olan bireylerde CKI18 diizeyi ile
hastaligin siddeti arasindaki iligskiyi inceleyen bir ¢alismada, plazma CK18 diizeyi
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NASH’li bireylerde (765,7 U/L [479,6-991,1]) basit steatoz (202,4 U/L [160,4-258,2])
ve kontrol (2155 U/L [150,2-296,2]) grubuna gore anlamli derecede yiiksek
bulunmustur. Apoptoz gostergesi olarak CK18’in NASH i¢in bagimsiz tahmin edici
faktor (her 50 U/L artis i¢in OR:1,95; p=0,009) oldugu belirtilmistir (132). Arab ve
arkadaslarinin yakin zamanda yaptig1 calismada, CK18 diizeyi NASH’li bireylerde
(183,6 I1U/L) kontrol grubuna (117,2 IU/L) kiyasla anlamli Olglide yiiksek
bulunmustur. Ayrica CK18 kesim noktasi 130,5 IU/L (%92,9 duyarlilik, %63
spesifiklik) olarak belirlenmistir (133). Maher ve arkadaslariin yaptigi ¢alismada,
CK18 diizeyinin NASH’li grupta (460+£279 IU/L), NAYKH (167+56 IU/L) ve kontrol
(149+57 IU/L) grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur. Ayrica
CK18 diizeyinin, NASH teshisi i¢in kesim noktas1 >240 U/L (%76,7 duyarlilik, %95
spesifiklik) olarak tahmin edilmistir (102). Shen ve arkadaslarmin NAYKH’l
hastalarla yaptigi ¢alismada CKI18 diizeyi ile fibroz derecesi arasinda (r=0,37;
p<0,001) pozitif korelasyon bulunmustur (103). Benzer sekilde Tamimi ve arkadaslari
da CK18 diizeyi ile fibroz derecesi arasinda (r=0,51; p<0,001) pozitif korelasyon
bulmuslardir (105). Kronik Hepatit C tanisi alan hastalarla yapilan bir ¢alismada,
bireylerin CK18 diizeyleri ve fibroz dereceleri arasinda (r=0,881; p<0,001) kuvvetli
pozitif korelasyon bulunmustur (134). Bu ¢alismada erkek ve kadin bireylerde bulunan
serum CK 18 diizeyi, literatiirde CK18 diizeyi ile fibroz derecesinin pozitif korelasyon

gosterdigi ¢alismalarla yakin bulunmustur (Bkz. Tablo 4.16.).

Leung ve arkadaglarinin obez olmayan NAYKH’li bireylerle yaptigi
calismada, diisiik total bilirubin diizeyinin MetS’un diger bilesenleri ile birlikte daha
yiiksek NAYKH aktivite skoru ile iligkili ancak fibrozla iligkili olmadig1 gosterilmistir
(135). Bu caligmada ise total bilirubin ve serum CKI18 diizeyi arasinda negatif
korelasyon saptanmistir (Bkz. Sekil 4.3.). Viicut yag yiizdesinin artmasi viseral
yaglanmanin arttiginin bir gostergesidir. Karacigerde yaglanmanin artmasi ise
hastaligin seyri ve histolojik bulgularda kotiilesmeye neden olmaktadir. Bu ¢alismada
viicut yag yiizdesinin artisi ile karaciger fibrozu gostergesi olan serum CK18 diizeyi
arasinda pozitif korelasyon saptanmistir (Bkz. Sekil 4.6.). Ayrica bu calismada
bireylerin BKI siniflamasma gdre serum proteinleri diizeyleri arasindaki iliski
incelenmis ancak istatistiksel agidan anlamli iligki saptanmamistir (p>0,05) (Bkz.
Tablo 4.17.).
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Non-alkolik yagli karaciger hastaliginda kronik inflamasyon durumu,
hastaligin NASH’e ilerlemesine neden olabilmektedir. Pro-inflamatuar sitokinlerden
olan TNF-a ve IL-6’nin, NASH’li hastalarda basit steatoz goriilen hastalara kiyasla
daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Ancak yine de bu sitokinler NASH ve basit steatoz
ayriminda non-invaziv belirteg olarak kullanilmamaktadir (136). Jarrar ve
arkadaglariin yaptigi calismada NAYKH 11 bireylerin serum TNF-a diizeyi (6,0+16,6
pg/mL) ve serum IL-6 diizeyi (23,1+72,9 pg/mL), obez kontrol grubuna (TNF-a
1,9+0,3 pg/mL, IL-6 7,6+6,3 pg/mL) gére anlamli derecede yiiksek bulunmustur
(137). Wieckowska ve arkadaslari ise plazma IL-6 diizeyinin fibroz ve NASH varligi
ile pozitif korelasyon gosterdigini saptamistir. Plazma IL-6 diizeyi NASH’li grupta
(4,5 pg/mL) basit steatoz (1,9 pg/mL) ve kontrol (0,9 pg/mL) grubuna gére anlamli
derecede yiiksek bulunmustur (138). Abiru ve arkadaslarinin ¢alismasinda da benzer
sekilde serum TNF-a ve IL-6 diizeyleri NASH’li grupta basit steatoz ve saglikli
bireylere gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur (139). Bu ¢alismada, serum TNF-
a ve IL-6 diizeylerinin erkeklerde kadinlara gére daha yiiksek oldugu ancak bu farkin
istatistiksel agidan anlamli olmadigi saptanmistir (Bkz. Tablo 4.16.). Bu ¢alismadaki
serum TNF-a ve IL-6 diizeyleri ile daha onceki ¢aligmalar arasindaki farkliliklarin,
orneklem sayisinin, ayni hastalikta farkl alt gruplarla ¢alisilmasinin, cinsiyet ve yas
dagiliminin, kullanilan kit ve protokollerinin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi

diistiniilmektedir.

Insiilin direncinin hastaligin gelisimi ve ilerlemesinde énemli rol oynadig
bilinmektedir. Non-alkolik yagl karaciger hastaliginin patogenezinde insiilin
direncinin sorumlu oldugu ilk vurus sonrasi karacigerin oksidatif stres ve pro-
inflamatuar sitokinlerin neden oldugu ikinci vurusa duyarli hale geldigi
belirtilmektedir (1). Bu ¢alismada TNF-a diizeyi ile aglik insiilin (Bkz. Sekil 4.1.) ve
HOMA-IR (Bkz. Sekil 4.2.) diizeyleri arasinda pozitif korelasyon saptanmistir. Ayrica
HOMA-IR<3,87 ve >3,87 olan gruplar arasinda serum proteinleri diizeyleri incelenmis

ancak istatistiksel agidan anlamli farklilik bulunmamistir (p>0,05) (Bkz. Tablo 4.18.)

Li ve arkadaglarinin yaptig1 calismada, obez olmayan erkeklerde boyun
cevresindeki artisin  NAYKH riskini 2,18 kat (%95 CI:1,16-4,13) artirdigi
gosterilmistir (125). Bu calismada boyun gevresi ile inflamasyon gostergesi olan

serum IL-6 diizeyi arasinda pozitif korelasyon saptanmistir (Bkz. Sekil 4.5.).
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5.7. Bireylerin Giinliik Kafein Tiiketimlerinin ve Cesitli Faktorlerle

Mliskisinin Degerlendirilmesi

Kafein, tiim diinyada yaygin olarak basta kahve, ¢ay olmak iizere ¢ikolata, kola
ve enerji igecekleri gibi ¢ok sayida yiyecek-igecekle, takviye olarak veya ilaclarla
alinir (72—74). Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi, Yetiskinler i¢in giinliik ortalama 400
mg’a kadar kafein alimimin yan etkilere neden olmadigini belirtmistir (79). Ulusal
Saglik ve Beslenme inceleme Anketi 2001-10 verilerine gore, ABD’de 19 yas iistii
bireylerin %89’unun yiyecek ve igeceklerle kafein aldigi tahmin edilmektedir. Bu
niifusun giinliik ortalama kafein alim1 211 mg’dir. Kafein aliminin %981 i¢ceceklerle
(kahve ~%64, ¢ay ~%16, alkolsiiz i¢ecekler ~%18) saglanmistir (71). Yas ayrimi
yapilmaksizin ABD’de tiim niifusun %87’sinin diizenli olarak kafeinli igecekler
tilkettigi ve giinliik ortalama kafein aliminin 193 mg oldugu tahmin edilmektedir. En
yiikksek alim, giinliik ortalama 336 mg ile 35-54 yas arasi erkeklerdedir (72).
Tiirkiye’de 20-60 yas arasi bireylerin dahil edildigi bir ¢alismada, ortalama kafein
alim1 150,0+£122,06 mg olarak bulunmustur (78).

Bu ¢alismada, diyetle alinan giinliik toplam kafein miktarinin erkeklerde
kadinlara gore daha yiiksek oldugu ancak bu farkin istatistiksel agidan anlamli
olmadig1 belirlenmistir (Bkz. Tablo 4.19.). Her iki grupta da kafein alimi gogunlukla
iceceklerle saglanmis olup ilk siradaki kafein kaynaginin siyah demleme ¢ay oldugu
goriilmektedir (Bkz. Tablo 4.19.). Erkeklerde espresso gesitleri, kadinlarda ise hazir
kahve 2. siradaki kafein kaynagidir (Bkz. Tablo 4.19.). Benzer sekilde TBSA 2010
verilerine gore, iilkemizde 20 yas ve iizeri bireylerin %92,9’u ¢ay1, %21,3’1 kahve ve
neskafeyi her giin tiiketmektedir (77). Bireylerin higbirinde sporcu besin destegi ve
ilaglarla kafein alimi saptanmamustir. Bireylerin BKI siniflamasina gore toplam kafein
alimlar1 degerlendirilmis ancak istatistiksel acidan anlamli iliski bulunmamistir

(p>0,05) (Bkz. Tablo 4.20.).

Yapilan bir calismada hi¢ kahve tilketmeyen bireylerin yas ortalamasi (45+12
y1l) 2 fincandan fazla tiikketen bireylere (53+9 yil) gore daha diistiktiir. Kahve tiikketimi
ile yas ortalamasinin pozitif iligkili oldugu goriilmektedir (22). Bu calismada ise
cinsiyet ayrimi yapilmaksizin ¢alismaya katilan bireylerin yaslar ile diyetle aldiklar

giinlik toplam kafein miktar1 arasinda negatif korelasyon saptanmistir (r=-0,403;
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p=0,013) (Bkz. Sekil 4.7.). Ileri yasta ve karaciger hastalig1 olan bireylerde kahvenin

sagliksiz oldugunun diisiiniilmesi kahve tiiketimini azaltabilmektedir.

Onceki yapilan ¢alismalarda kahve/kafein tiiketiminin karaciger enzimleri
(85-87), NAYKH siddeti (19) ve fibrozu (13,16,94-99) iizerine etkileri
arastirilmaktadir. Anty ve arkadaslarinin bariatrik cerrahi gegirmis NAYKH’I
bireylerle yaptig1 calismada, fibroz derecesi yiiksek olan bireylerde (> F2) ALT, AST
ve HOMA-IR diizeylerinin yiiksek oldugu gosterilmistir (p<0,05). Ayrica fibroz
derecesi yiiksek olan bireylerde filtre kahve tiikketiminin ve filtre kahveden gelen
kafein miktarinin diisiik oldugu belirlenmistir (p<0,05). Cay ve c¢ikolata ile alinan
kafein miktarinin fibroz derecesi yliksek ve diisiik olan bireylerde anlamli derecede
farkli olmadigi goriilmektedir. Calismada siddetli obezlerde filtre kahve tiikketiminin
fibroza kars1 koruyucu olabilecegi belirtilmistir. Ayrica espresso tiiketimi diisiik HDL
kolesterol diizeyi, yiiksek trigliserit diizeyi ve yiiksek MetS prevalansi ile iliskili
bulunmustur (16).

Bambha ve arkadaslari, fibroz derecesi yiiksek olan bireylerde (> F2) ALT,
ALP, GGT, aclik insilin ve HOMA-IR diizeylerinin daha yiiksek oldugunu
bulmuslardir. Bu bireylerde kahve tiiketiminin anlamli derecede daha diisiik oldugu,
kahve tiiketiminin sadece HOMA-IR<4,3 olan bireylerde fibroza karsi koruyucu
olabilecegini belirtmislerdir (22).

Birerdinc ve arkadaslarinin NHANES verileri ile yaptigi ¢alismada, total
kafein aliminin NAYKH’li grupta kontrole gore anlamli derecede diisiik oldugu
gosterilmistir. Kafein aliminin diisiik NAYKH riski (OR: 0,99) ile iliskili oldugu ve
koruyucu olabilecegi ifade edilmistir (18).

Catalano ve arkadaslarinin yaptig1 calismada, giinliik tiiketilen kahve sayisinin
NAYKH ve kontrol grubu arasinda farkli olmadig1 goriilmiistiir. Non-alkolik yagl
karaciger hastaligi olan grupta kahve tiiketimi ile bazi degiskenler arasindaki
korelasyon incelendiginde, total kolesterol (r=0,174; p=0,03) ve LDL Kkolesterol
(r=0,186; p=0,02) diizeyi ile pozitif, ALP diizeyi (r=-0,158; p=0,04) ile negatif iliski
saptanmustir (19).

Molloy ve arkadaglari, giinliik total kafein aliminin basit steatozlu bireylerde

hem saglikli bireylere hem de NASH’li bireylere gore anlamli derecede diisiik
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oldugunu saptamistir. Kafein kaynagina gore degerlendirdiklerinde giinliik filtre kahve
ile alinan kafein miktarinin NASH derecesi ile ters orantili oldugunu gdstermislerdir.
Total kafein alimi ile baz1 degiskenler arasindaki korelasyon incelendiginde ALT
(r=0,173; p=0,02) ile pozitif korelasyon bulunurken, HOMA-IR ve fibroz derecesi
arasindaki korelasyon anlamli bulunmamistir (20). Ruhl ve Everhart’in ¢alismasinda
ise, kafein tiiketiminin artmast daha diisik ALT yiikselmesi riski ile iligkili
bulunmustur (87). Bu ¢alismada bireylerin giinliikk diyetle aldiklar1 toplam kafein
miktari ile ALT (Bkz. Sekil 4.8.), AST (Bkz. Sekil 4.9.) arasinda pozitif, a¢lik plazma
glikozu (Bkz. Sekil 4.10.) arasinda negatif korelasyon saptanmistir. Ayrica bireylerin
kafein alimlar1 siniflandirildiginda ALT ve AST diizeylerinin >250 mg/giin olan
grupta diger gruplara gore anlamli derecede yiiksek oldugu saptanmistir (p<0,05)
(Bkz. Tablo 4.22.). Bu ¢alisma popiilasyonu basit steatoz, NASH ve fibrozlu bireylerin
dahil oldugu NAYKH’l1 bireylerden olusmaktadir. Kahvenin/kafeinin enzimlerin
diistiriilmesindeki etkisinin karaciger hasar1 en yiliksek olan hastalarda daha belirgin

oldugu belirtilmektedir (140).

Zelber-Sagi ve arkadaglari, kahve tiiketimi ile NAYKH baglangic1 arasinda
iliski olmadigint ancak NAYKH’l1 bireylerde giinde 3 fincandan fazla kahve
tiiketiminin fibroz riskini (OR: 0,49, %95 CI: 0,25-0,97) azalttigim1 gostermislerdir
(21). Graeter ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada (n=1223), kafein tiiketimi ile
hepatik steatoz ve serum ALT diizeyi arasinda herhangi bir iliski bulunmamustir (2).
Shen ve arkadaglarmin yakin zamanda yaptig1 bir meta analiz ¢aligmasinda, total
kafein alimmin NAYKH prevalans1 ve fibrozu ile iliskili olmadigi ancak NAYKH’I1
bireylerde filtre kahve ile aliman kafein miktar1 ile fibrozun anlamli derecede

azaltilabilecegi ifade edilmistir (13).

Ratlarla yapilan bazi deneysel ¢aligmalarda karaciger fibroz/siroz modellerinde
kafein veya filtre kahvenin fibrozu azalttig1 gosterilmistir (94-98). Poyrazoglu ve
arkadaglarmin Tirk kahvesi (filtrelenmemis) ile yaptiklari ¢alismada ise karaciger

fibrozunu azaltmadig1 ve aminotransferaz seviyelerini artirdig1 belirtilmistir (99).

Bu ¢aligmada kafein alim miktar1 siniflandirilarak serum proteinleri diizeyi
arasindaki iligski incelenmis ancak istatistiksel a¢idan anlamli iliski bulunmamistir

(p>0,05) (Bkz. Tablo 4.23.). Antropometrik dlgiimler degerlendirildiginde ise viicut
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yag ylizdesinin kafein alim miktar1 <150 mg/giin olan grupta 150-250 mg/giin olan
gruba gore anlamli derecede yiiksek oldugu saptanmistir (p<0,05) (Bkz. Tablo 4.21.).
Kafein kaynaklarina gore bazi biyokimyasal ve serum proteinleri arasinda iliski
saptanmistir. Siyah demleme ¢ay ile alinan giinliik kafein miktar1 ALT (Bkz. Sekil
4.11.) ve trigliserit diizeyi (Bkz. Sekil 4.13.) ile pozitif, LDL kolesterol diizeyi (Bkz.
Sekil 4.12.) ile negatif korelasyon gostermistir. Hazir kahve ile alinan giinliikk kafein
miktar1 ile GGT diizeyi arasinda pozitif (Bkz. Sekil 4.14.), total bilirubin diizeyi
arasinda negatif korelasyon (Bkz. Sekil 4.15.) saptanmistir. Kolal1 i¢ceceklerle alinan
giinliik kafein miktari, kreatinin diizeyi ile pozitif korelasyon gostermistir (Bkz. Sekil
4.16.). Bitter cikolata ile alinan giinliik kafein miktar1 ile HDL kolesterol diizeyi
arasinda pozitif (Bkz. Sekil 4.17.), serum CK18 diizeyi arasinda negatif korelasyon
(Bkz. Sekil 4.18.) bulunmustur. Siitlii ¢ikolata ile alinan giinliik kafein miktart ile total
kolesterol diizeyi arasinda negatif korelasyon (Bkz. Sekil 4.19.) saptanmustir.
Cikolatal1 gofret ile alinan giinliik kafein miktar1 ile serum IL-6 diizeyi arasinda pozitif

korelasyon (Bkz. Sekil 4.20.) bulunmustur.

Bu c¢alismada kafein miktarlar1 ve bazi1 biyokimyasal parametreler, serum
proteinleri ve antropometrik Olglimler arasinda Onceki calismalardan farkliliklar
bulunabilmektedir. Bu durumun o&rneklem sayisi, yas ve cinsiyet dagilimlari,
kullanilan kit ve protokollerinin farkli olabilmesi, hastaligin farkli alt gruplar ile

calisilmasi gibi nedenlerden kaynaklandig: diistintilmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

6.1. Sonuclar

Bu ¢alisma, non-alkolik yagli karaciger hastaliginda kafein tiiketiminin serum

CK18 proteini {izerine etkisini incelemek amaciyla planlanmis olup asagidaki sonuglar

elde edilmistir;

1.

Calismaya, uygun kriterleri karsilayan NAYKH tanis1 almis, yaslar1 19-64
yas araliginda 20 kadin ve 20 erkek olmak {izere toplam 40 goniilli birey
dahil edilmistir. Calismaya katilan erkek bireylerin yas ortalamasi 39,7+10,66
yil, kadinlarin 48,1£13,01 yildir. Erkeklerin %80’1 kadinlarin ise %85’
evlidir. Erkeklerin %40°’1 lise mezunu, kadinlarin %601 ilkokul mezunudur.
Erkek bireylerin egitim siiresi 11,1+4,44 yil, kadinlarin ise 6,6+4,07 yildir.

Erkeklerin %50’s1 serbest meslekle ugrasirken kadinlarin %80°1 ev hanimudir.

Bireylerin NAYKH tanisina ek olarak en az bir hastalik bulunma durumu
erkeklerde %40 iken kadinlarda %80’dir (p<0,05). Erkeklerin %10’unda
kadinlarin ise %45’inde diyabet bulunmaktadir. Kadinlarda artrit, gut,
romatizmal hastaliklar %15 oraninda goriilmekteyken erkeklerde hig

goriilmemektedir (p<0,05).

Erkeklerin %55°1 kadinlarin %65°1 hi¢ sigara igmemistir. Giinde igilen sigara
sayist erkeklerde 26,7+11,55, kadinlarda 11,8+6,99’dur (p>0,05). Sigara
icme siiresi birakan erkeklerde 20,7+14,53 yil, kadinlarda 9,7+9,23 yil, halen
icen erkeklerde 12,342,52 yil, kadinlarda 19,5+4,93 yildir (p>0,05).

Kadinlarin higbiri alkol tiiketmemekte, erkeklerin ise %10’u ayda bir kez
tiiketmektedir (p>0,05).

Bireylerin giinliik diyetle aldiklar1 toplam kafein miktari ile yaslari arasinda

negatif korelasyon saptanmistir (r=-0,403; p=0,013).

Ana 0giin sayisi1 erkek bireylerde 2,64+0,50, kadinlarda 2,6+0,51 dir. Ara 6giin
sayist ise erkeklerde 1,8+0,80, kadinlarda 1,9+0,68°dir. Erkek ve kadinlarin
%60’1 0glin atlamaktadir. Bireylerin en yiiksek oranla 6gle 6giiniini

atladiklar1 (erkeklerde %75, kadinlarda %91,7) goriilmistiir. Erkeklerin
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%58,8’inin hafta i¢i ve hafta sonu 6glin saatlerinin diizenli olmadigi,
kadinlarin ise %60’ min hafta sonu diizenli olmadig1 goriilmektedir. Her iki
grupta da genel beslenmelerini orta olarak degerlendiren bireylerin sayisi
daha fazladir. Bireylerin cinsiyetlerine gére genel beslenme aliskanliklar

arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05).

Erkeklerin giinlikk su tiiketimi (1297,1+838,80 mL) ve diger siv1 tiiketimi
(819,7+£567,24 mL) kadinlarin su tiiketimi (992,5+496,64 mL) ve diger sivi
tilketimine (734,5+188,63 mL) kiyasla daha fazladir (p>0,05).

Erkek bireylerin %85°’1 kadinlarin %75’1 diizenli egzersiz yapmamaktadir
(p>0,05). Ortalama egzersiz siiresi erkeklerde 33,3+5,77 dk, kadinlarda
34,0+6,52 dk’dir (p>0,05). Erkeklerin %76,5’i ve kadilarin %50’si kendisini
sisman gormektedir (p>0,05).

Erkek ve kadinlar arasinda zayif birey bulunmamaktadir. 1. dereceden obez

olan bireyler erkek ve kadinlarda %40 (n=8) ile en yiiksek orandadir (p>0,05).

Erkeklerin viicut agirligt 93,9+17,13 kg, kadinlarin ise 80,8+17,07 kg’dir
(p<0,05). Erkeklerin BKI degeri 32,4+4,69 kg/mz, kadinlarin 33,2+6,12
kg/m?dir (p>0,05). Erkeklerin bel/kalga orani 1,0+0,06, kadinlarm ise
0,9£0,07°dir (p<0,001). Erkeklerin boyun ¢evresi 44,2+3,53 cm, kadinlarin
39,5£3,78 cm’dir (p<0,001). Erkeklerin BMH’1 1944,6+268,87 kkal,
kadinlarin 1493,7+184,35 kkal’dir (p<0,001). Erkeklerin viicut yag yiizdesi
31,2+6,78, kadinlarin 40,4+6,42°dir (p<<0,001).

Bireylerin antropometrik 6l¢iimleri ve giinliik diyetle aldiklar1 toplam kafein

miktar1 arasinda istatistiksel agidan 6nemli farklilik saptanmamuistir (p>0,05).

Bireylerin ALT, AST, GGT, LDL kolesterol, total kolesterol, trigliserit, aglik
plazma glikozu diizeyi ortalamalarinin referans degerin {lizerindedir. Tiim
bireylerin HDL kolesterol diizeyi ortalamalari ise referans degerin altindadir.
Bireylerin ALP, kreatinin, total bilirubin, direkt bilirubin ve aglik insiilin

degerleri ortalamalar: referans deger araliginda bulunmustur.
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Calismaya katilan tiim bireylerin BKI smiflamasma gore biyokimyasal
bulgular1 arasinda istatistiksel acidan anlamli bir fark bulunmamigtir

(p>0,05).

HOMA-IR<3,87 ve HOMA-IR>3,87 olan gruplar arasinda LDL kolesterol
diizeyi bakimindan anlamli farklilik saptanmistir (p<0,05).

Bireylerin cinsiyetlerine gore karsilama yiizdeleri bakimindan enerji,
karbonhidrat, protein, yag, kolesterol, E, B1, Bs, B12 vitamini, niasin, folik
asit, sodyum, potasyum, kalsiyum, demir ve ¢inko arasinda istatistiksel

acidan anlamli fark bulunmustur (p<0,05).

Erkek ve kadin bireylerde enerjiye olan katkisi en fazla olan besin grubu
ekmektir. Her iki grupta da 2. sirada siit ve siit tiriinleri gelmektedir. Enerjiye
3. sirada katki saglayan besin grubu erkeklerde kati ve sivi yaglar, kadinlarda

ise meyvelerdir.

Erkek ve kadinlar arasinda serum TNF-alfa, IL-6 ve CK18 proteinleri

arasinda istatistiksel a¢idan anlamli fark bulunmamistir (p>0,05).

Bireylerin BKI siniflamasina gére serum TNF-alfa, IL-6 ve CK-18 diizeyleri

arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmamaistir (p>0,05).

Bireylerin HOMA-IR gruplandirmasina gore serum TNF-alfa, IL-6 ve CK-

18 diizeyleri arasinda anlamli fark saptanmamaistir (p>0,05).

Bireylerin giinliik diyetle aldiklar1 toplam kafein miktarlar1 ve serum
proteinleri arasinda istatistiksel agidan anlamli iligki saptanmamigtir

(p>0,05).

Bireylerin aglik insiilin ile serum TNF-alfa diizeyleri arasinda (r=0,513;
p=0,004), HOMA-IR ile serum TNF-alfa diizeyleri arasinda (r=0,381;
p=0,042), Total bilirubin ve serum CKI18 diizeyleri arasinda (r=-0,451;
p=0,010), Direkt bilirubin ve serum CKI18 diizeyleri arasinda (r=-0,400;
p=0,023), Boyun cevresi ve serum IL-6 diizeyi arasinda (=0,371; p=0,031),
Viicut yag yiizdesi ve serum CKI18 diizeyi arasinda (r=0,510; p=0,002)

kuvvetli korelasyon bulunmustur.
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Hazir kahve ile alinan giinliik kafein miktar1 kadinlarda (17,4+29,43 mQ)
erkeklere (5,8+11,92 mg) kiyasla daha yiiksektir (p>0,05). Siyah demleme
cay ile alinan giinlik kafein miktar1 ise erkeklerde (179,1+145,11 mgq)
kadinlara (139,4+59,29 mg) gore daha yiiksektir (p>0,05).

Hazir kahve ile alinan giinliik kafein miktarinin kadinlarda (17,4+29,43 mg)
erkeklere (5,8+11,92 mg) kiyasla daha yiiksek oldugu goriilmektedir
(p>0,05). Siyah demleme ¢ay ile alinan giinliik kafein miktar1 ise erkeklerde
(179,1£145,11 mg) kadinlara (139,4+£59,29 mg) gore daha ylksektir
(p>0,05). Diyetle alinan giinlik toplam kafein miktar1 erkeklerde
(260,8+215,66 mg) kadinlara (211,2+£126,33 mg) gore daha yiiksektir
(p>0,05).

Erkek ve kadin bireylerde kafein alim1 ¢ogunlukla igeceklerle saglanmistir.
Erkek ve kadinlarda ilk siradaki kafein kaynagi siyah demleme gaydir.
Erkeklerde espresso kahve cesitleri, kadinlarda ise hazir kahve 2. siradaki
kafein kaynagidir. Erkeklerde soguk kahve, kadinlarda Tiirk kahvesi ise

kafein kaynaklar1 arasinda 3. sirada yer almaktadir.

Bireylerin BKI degerlerine goére incelendiginde toplam kafein alimi, en

yiiksek 1. dereceden obez (278,1+217,87 mg) olan gruptadir (p>0,05).

Viicut yag yiizdesinin kafein alim miktar1 <150 mg/giin olan grupta 150-250
mg/glin olan gruba goére anlamli derecede yiliksek oldugu saptanmistir
(p<0,05).

ALT ve AST diizeylerinin kafein alim miktar1 >250 mg/giin olan grupta diger
gruplara goére anlamli derecede yiiksek oldugu saptanmistir (p<0,05).
Bireylerin HDL kolesterol diizeyinin kafein alim miktar1 150-250 mg/giin
olan grupta, >250 mg/giin olan gruba kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu
bulunmustur (p<0,05).

Kafein alim miktarlari farkli olan gruplar arasinda TNF-alfa, IL-6 ve CK-18

diizeyi arasinda anlamli bir farklilik saptanmamuistir (p>0,05).

Bireylerin diyetle aldiklar1 giinliik toplam kafein miktar1 ile yaslar1 arasinda

(r=-0,403; p=0,013) negatif korelasyon saptanmustir.
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30. Bireylerin diyetle aldiklar1 giinliik toplam kafein miktar1 ile ALT diizeyi
arasinda (r=0,483; p=0,003), AST diizeyi arasinda (r=0,351; p=0,039), a¢lik
plazma glikozu arasinda (r=-0,387; p=0,022) korelasyon saptanmistir.

31. Bireylerin giinliik siyah demleme cay ile alinan kafein miktar1 ile ALT diizeyi
arasinda (r=0,378; p=0,025), LDL diizeyi arasinda (r=-0,423; p=0,035),
trigliserit diizeyi arasinda (r=0,583; p=0,002), giinliik hazir kahve ile alinan
kafein miktar1 ile GGT diizeyi arasinda (r=0,508; p=0,002), total bilirubin
diizeyi arasinda (r=-0,352; p=0,041), giinliik kolal1 i¢ecekler ile alinan kafein
miktart ile kreatinin diizeyi arasinda (r=0,412; p=0,014), giinliik bitter
cikolata ile alinan kafein miktar1 ile HDL diizeyi arasinda (r=0,418; p=0,033),
serum CK18 diizeyi arasinda (r=-0,420; p=0,019), giinliik siitlii ¢ikolata ile
alinan kafein miktari ile total kolesterol diizeyi arasinda (r=-0,406; p=0,044),
giinliik ¢ikolatali gofret ile alinan kafein miktar1 ile serum IL-6 diizeyi

arasinda (r=0,755; p=0,000) kuvvetli korelasyon saptanmistir.
6.2. Oneriler

Non-alkolik yagl karaciger hastaligi, basit steatozdan baslayarak siroz ve
kansere kadar ilerleyebilen ciddi bir hastaliktir. Obezite ve metabolik sendromun diger
bilesenlerinin goriilme sikligina paralel olarak yaygilagmaktadir. Hastaligin en iyi
tedavisi, diyet ve egzersizle yapilan yasam tarzi degisikligidir. Bu nedenle bireyler
ideal viicut agirhgma ulastirilmali, agirlik kontroliiniin saglanmasi icin yeterli ve
dengeli  beslenmenin Onemi anlatilarak  saglikli  beslenme konusunda
bilin¢lendirilmelidir. Ayrica bireyler, uzmanlar tarafindan imkanlar1 dogrultusunda

diizenli egzersiz yapmalari i¢in yonlendirilmelidir.

Sigara, tiim viicudumuza oldugu gibi karacigere de ciddi zarar vermektedir.
Bireylere sigara kullanimini birakmalar1 konusunda destek verilmelidir. Ayn1 zamanda
bireylere alkoliin karacigere verdigi hasar anlatilarak alkol kullanimini birakmalari

saglanmalidir.

Non-alkolik yagh karaciger hastaliginda kafein tiiketimi bireysel 6zellikler
dikkate alinarak degerlendirilmelidir. Yiiksek diizey kafein tiiketen bireylerde

kisitlama yapilmalidir. Kafein alim miktar1 kadar kaynaklari da 6nemlidir. Bireylere
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enerji icerigi yiiksek kafein igeren yiyecek ve igecekleri sinirlandirmalart gerektigi
vurgulanmalidir. Kafein tiiketiminin NAYKH ile iligkili parametrelere etkisinin

netlesmesi agisindan daha ¢ok ¢alismaya gereksinim duyulmaktadir.
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8. EKLER
EK 1: Aydinlatilmis Onam Formu

ARASTIRMA AMACLI CALISMA iCiN AYDINLATILMIS ONAM FORMU
(Hekimin Aciklamasi)

Nonalkolik yagl karaciger hastaligiyla ilgili yeni bir arastirma yapmaktayiz.
Arastirmanin ismi “Nonalkolik Yaghh Karaciger Hastalifinda Kafein Tiiketiminin

Serum CK 18 Proteini Uzerine Etkisi’dir.

Sizin de bu arastirmaya katilmanizi 6neriyoruz. Ancak hemen sdyleyelim ki bu
arastirmaya katilip katilmamakta serbestsiniz. Calismaya katilim goniilliiliik esasina
dayalidir. Kararinizdan once aragtirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu

bilgileri okuyup anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz formu imzalayiniz.

Bu aragtirmayr yapmak istememizin nedeni, nonalkolik yagli karaciger
hastaliginin kronik karaciger hastaliklarinin en yaygin nedenlerinden biri olmasidir.
Bu arastirmayla kafein tiikketiminin NAYKH tanis1 almis bireylerde serum CK18
diizeyine ve hastalikla iliskili baz1 biyokimyasal parametrelere etkisini saptamay1
amaglamaktayiz. Kecioren Egitim ve Arastirma Hastanesi Gastroenteroloji Boliimii ve
Hacettepe Universitesi Beslenme ve Diyetetik Boliimii’niin ortak katilimi ile

gerceklestirilecek bu calismaya katiliminiz arastirmanin basarisi i¢in 6nemlidir.

Eger arastirmaya katilmay1 kabul ederseniz Uzm. Dr. Evrim Kahramanoglu
Aksoy veya onun gorevlendirecegi bir hekim tarafindan muayene edileceksiniz ve
bulgular kaydedilecektir. Muayene sonucunda doktorunuz uygun goriirse bu
caligmaya alinacaksiniz. Yine izniniz dogrultusunda bu calismay1 yapabilmek i¢in
kolunuzdan 10-20 ml (1-2 tiip) kadar kan almamiz gerekmektedir. Alinan kanda alanin
aminotransferaz (ALT), asetil aminotransferaz (AST), alkalen fosfataz (ALP),
gamaglutamiltransferaz (GGT), total bilirubin, direkt bilirubin, aglik plazma glikozu,
TNF-alfa, IL-6 ve CK18 gibi maddelerin miktari 6l¢iilecektir. Gorlisme sirasinda Dyt.
Kiibra Ugar tarafindan boy uzunlugu, viicut agirligi, bel, kalca ve boyun ¢evresi ile
viicut yag ve kas orani 6l¢limii yapilacaktir. Genel bilgiler, beslenme aligkanliklar1 ve

fiziksel aktivite durumunu degerlendirmeye yonelik bir anket Dyt. Kiibra Ucar



tarafindan ylizylize uygulanacaktir. Goriisme sirasinda 24 saatlik geriye doniik besin
tilketim kaydi alinacak, hem kafeine hem de tiim besinlere yonelik besin tiiketim

siklig1 anketi uygulanacaktir.

Kan alinmasi sirasinda olusabilecek riskler: 1-) Igne batmasina bagli olarak az
bir ac1 duyabilirsiniz. 2-) Az bir ihtimal de olsa igne batmasi1 sonrasinda kanamanin

uzamasi veya enfeksiyon riski vardir.

Bu caligmaya katilmaniz i¢in sizden herhangi bir iicret istenmeyecektir.

Calismaya katildigimiz i¢in size ek bir 6deme de yapilmayacaktir.

Sizinle ilgili tibbi bilgiler gizli tutulacak, ancak c¢alismanin kalitesini
denetleyen gorevliler, etik kurullar ya da resmi makamlarca geregi halinde

incelenebilecektir.

Bu calismaya katilmay1 reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen
istege baglidir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir
degisiklik olmayacaktir. Yine ¢alismanin herhangi bir asamasinda onayinizi ¢ekmek

hakkina da sahipsiniz.
(Katihmcinin/Hastanin Beyani)

Saym Uzm. Dr. Evrim Kahramanoglu Aksoy tarafindan Kecioren Egitim ve
Arastirma Hastanesi Gastroenteroloji Béliimii ve Hacettepe Universitesi Beslenme ve
Diyetetik Boliimii’nde tibbi bir arastirma yapilacag: belirtilerek bu arastirma ile ilgili
yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya

“katilimc1” olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmas1 gereken bana ait
bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da biiyiik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina
inantyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaclarla kullanimi sirasinda

kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin ytiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim. (Ancak arastirmacilart zor durumda birakmamak i¢in arastirmadan
cekilecegimi Onceden bildirmemim uygun olacagmin bilincindeyim) Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma

dis1 tutulabilirim.



Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk

altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan
nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya g¢ikmasi
halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi.

(Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte,
Uzm. Dr. Evrim Kahramanoglu Aksoy’u (0312) 356 90 00 (is) veya 0533 212 1579
(cep) no’lu telefonlardan ve Kegidren Egitim ve Arastirma Hastanesi Gastroenteroloji
Boliimii adresinden veya Yrd. Dog. Dr. Zeynep Goktas’1 0312 305 1094 (is) veya 0543
253 7108 (cep) no’lu telefonlardan ve HUSBF Beslenme ve Diyetetik Boliimii

adresinden arayabilecegimi biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya
katilmam konusunda zorlayict bir davranisla karsilagsmig degilim. Eger katilmayi
reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar

getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilartyla anlamig bulunmaktayim. Kendi
basima belli bir diisiinme stiresi sonunda adi gegen bu aragtirma projesinde “katilimc1”
olarak yer alma kararii aldim. Bu konuda yapilan daveti biiylik bir memnuniyet ve

goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum.

Imzali bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

Katilime1 Gortisme tanigy Katilimer ile goriisen hekim
Adi, soyadz: Adi, soyadz: Adi soyadz, linvani:

Adres: Adres: Adres:

Tel: Tel: Tel:

Imza: Imza: Imza:



EK 2: Etik Kurul Onay1

T.C.

HACETTEPE UNIVERSITESI
Girisimsel Olmayan Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu

Sayt : 16969557 -—({s{ 2

Konu :

: 04 NISAN 2017 SALI
: 2017/09

Toplant Tarihi
Toplant: No
Proje No

Karar No : GO 17/309- 09

ARASTIRMA PROJESI DEGERLENDIRME RAPORU

: GO 17/309 (Degerlendirme Tarihi: 04.04.2017)

Universitemiz Saglik Bilimleri Fakiiltesi Beslenme ve Diyctetik Bolimii 6gretim tiyelerinden
Yrd. Dog. Dr. Zeynep GOKTAS' 1 sorumlu aragtirmaci oldugu, Uzm. Dr. Evrim
Kahramanoglu AKSOY ile birlikte calisacaklar ve Dyt. Kiibra UCAR’ 1n yiiksek lisans tezi

olan, GO 17/309 kayit numaral, “Nonalkolik Yagl Karaciger Hastali

Ginda  Kafein

Tiiketiminin Serum CKI8 Proteini Uzerine Etkisi” bashkli proje onerisi arastirmanin
gerekge, amag. vaklagim ve yontemleri dikkate alinarak incelenmis olup, etik agidan uygun

bulunmustur.

1.Prof. Dr. Nurten AKARSU L/Vlol)/'/‘/(Bagkan)
—
. Prof. Dr. Sevda F. MUFTUOG (Uye)

(Uye)

t2

6. Prof. Dr. R. Kéksal OZGUL

7. Prof, Dr. Ayse Lule DOGAN (Uye)
iZINLI

8. Prof. Dr. I:lmas Ebru YALCIN (Uye)

9. Prof. Dr. Mintaze Kerem GUN% (Uye)
75

{ o

U

e N

10 Prof. Dr. Oya Nuran EMIROGLU f‘\}/ (Uye)
\

11 Yrd. Dog. Dr. Ozay GOKOZ D (Uye)

P
12. Dog. Dr. Gozde GIRGIN @/’

13. Dog. Dr. Fatma Visal OKUR

14.Yrd. Dog. Dr. Can Ebru KUR

[ZINLI A
15. Yrd. Dog. Dr. H. Hiisrev TURNAGOL (Uye)

16. Ogr. Gér. Dr. Miige DEMTR&‘E&?@)

17. Ogr. Gor. Meltem SENGELEN L

/"I -

18. Av. Meltem ONURLU (Uye)

Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu

06100 Sihhiye-Ankara

Telefon: 0 (312) 305 1082 + Faks: 0 (312) 310 0580 = E-posta: goetik@hacettepe.cdu.tr

Ayrintils Bilgi igin:



EK 3: Arastirmada Kullanilan Anket Formu

ANKETOR KODU: ANKET NO:
Tarih: :...../...... /2017

NON-ALKOLIK YAGLI KARACIGER HASTALIGINDA KAFEIN
TUKETIMININ INCELENMESI
I. GENEL BILGILER

1. Yas(yil): ......

2. Cinsiyet: 1. Erkek 2. Kadin

3. Boy: ool cm Agirhik: ............... kg

4. Medeni durumu: 1. Evli 2. Bekar 3. Bogsanmuig/ Dul

5. Egitim durumu: 1. Okuryazar 2. Ilkokul mezunu 3. Ortaokul mezunu

4. Lise mezunu 5. Universite mezunu 6. Yiksek lisans

ve doktora

6. Egitim sliresi: .................. (y1)

7. Meslek: 1. Ev hanim1 2. Serbest meslek 3. Memur 4. Isci 5.
Emekli

6. Ogrenci 7.Diger.......cooeinl

8. Hekim tarafindan tanis1 konulmus beslenme ilintili kronik saglik
sorununuz/hastaliginiz var mi? 1. Yok 2. Var
(belirtiniz..........cooovviiiiiiiiieann .. )

9. Sigara kullaniyor musunuz? 1. Hayir hi¢ igmedim 2. I¢tim biraktim
3. Halen i¢iyorum Adet........ adet/giin  Toplam sigara i¢cme siiresi:....... yil
(icip birakan ve halen igenler igin)

10. Alkol kullantyor musunuz? 1. Hayir 2.Evet............ kez (giin/
hafta/ ay/yil ) Bir seferde tiiketilen miktar ........... (mL ) Genellikle

II. BESLENME ALISKANLIKLARI

11. Giinde kag 6giin yemek yersiniz? 1. Ana 06giln:.......... 2. Ara
ogun:.............

12. Ana ogiinleri (sabah, 6gle, aksam) atlar misiniz? 1. Hayir 2. Evet

3. Bazen

13. Yanit Evet ve Bazen ise; Genellikle hangi 6giinii atlarsiniz? 1. Sabah 2.0gle
3. Aksam

14. Ogiin saatleriniz diizenli midir? Hafta igi: 1.Hayir 2. Evet Hafta
Sonu: 1. Hayir 2. Evet

15. Ogiin saatlerinizi belirtiniz: Sabah................ Ogle................



16. Besin destegi (vitamin, mineral, bitkisel, omega 3 vb.) kullaniyor musunuz?
(Son 1 ay diisiiniilecek) 1. Hayir 2. Evet ( Adi

1110 || o R ) 3. Bilmiyorum
17. Uyguladiginiz 6zel bir diyet var m1? 1. Evet (Diyetin
adti. o
Diyeti kim 6nerdi?...............................) 2. Hayrr
18. Genel olarak beslenmenizi nasil degerlendirirsiniz?
1. Cok iyi 2. Iyi 3. Orta 4. Koti 5. Cok kotii

1L FIZIKSEL AKTIVITE DURUMU
19. Diizenli spor/egzersiz yapiyor musunuz? (Son bir hafta iginde en az 3 kez
giinde 30 dakika ve iizeri siire aktivite yaptiniz mi?)
1. Hayir 2. Evet Egzersiz/spor tlrli: .......ccceeueee. Siiresi (dakika/giin):

20. Son 6 ayda viicut agirliginizda bir degisiklik oldu mu?

1. Hayir, degisme olmadi 2.Evet  Artt1 (kg):........ Azaldi (kg)......... 3.
Bilmiyorum
21. Simdiki kilonuzu/viicut agirliginizi nasil degerlendiriyorsunuz?

1.Cok zay1f 2. Zayif 3. Normal 4. Sisman 5. Cok

sisman



IV. 24 SAATLIK GERIYE DONUK BESIN TUKETIM KAYDI

OGUN Besin Adi- I¢indekiler Miktar1 | Artik | Net Miktar
9 (%) 9

SABAH
Saat:

KUSLUK
Saat:

OGLE
Saat:

IKINDI
Saat:

AKSAM
Saat:

GECE
Saat:

Su titketimi: .....ocevvennennenn. mL
Diger sivi tiiketimi: .................... mL
Toplam: .....ccevvvevinnnn. mL



BESIN TUKETIM SIKLIGI

. S . Tiiketilen . Aydal |15 giinde | Haftada | Haftada | Haftada
Et-Yumurta-Kurubaklagil Grubu Besin Listesi Miktar Hic kere 1kere | 1-2 kere | 3-4 kere | 5-6 kere

Besin Ad1 Her giin | Her 6giin

Kirmuz Etler

Koyun eti

Sigir eti

Dana eti

Kuzu eti

Diger (agiklayiniz)

Kirmizi Et Uriinleri

Salam

Sosis

Sucuk

Kavurma

Pastirma

Diger (aciklayiniz)

Beyaz Etler

Tavuk eti, derili

Tavut eti, derisiz




Miktar

Tiiketilen
Besin Ad1

Hig

Ayda 1
kere

15 giinde
1 kere

Haftada
1-2 kere

Haftada
3-4 kere

Haftada
5-6 kere

Her giin

Her 6giin

Tavuk but

Hindi eti

Diger (agiklayiniz)

Beyaz Et Uriinleri

Salam

Sosis

Sucuk

Diger (agiklayiniz)

Baliklar

Yagh baliklar (somon, kalkan, ringa, alabalik,
uskumru, liifer, ton)

Orta yagh baliklar (palamut, sardalya, hamsi, kilig,
sazan, kefali ¢inekop, barbun)

Az yagh baliklar (mezgit, levrek, mercan,

dil, yaym, morina, mersin, kirlangi¢)

Diger (aciklayiniz)

Deniz Uriinleri

Kalamar




Tiiketilen Aydal |15 giinde | Haftada |Haftada | Haftada

Miktar Hig kere 1 kere 1-2 kere |3-4 kere |5-6 kere

Besin Ad1 Her giin | Her 6giin

Karides

Midye

Diger (agiklayiniz)

Fiime Etler

Hindi fiime

Somon fiime

Tavuk fiime

Diger (agiklayiniz)

Av Hayvanlan

Bildircin

Siiliin

Tavsan

Diger (agiklayimniz)

Sakatatlar

Iskembe

Kelle/paca

Ciger

Diger (agiklayiniz)




Miktar

Tiiketilen
Besin Ad1

Hig

Ayda 1
kere

15 giinde
1 kere

Haftada
1-2 kere

Haftada
3-4 kere

Haftada
5-6 kere

Her giin

Her 6giin

Kurubaklagiller

Kurufasulye, barbunya

Nohut

Mercimek

Soya fasiilyesi

Diger (agiklayiniz)

Yumurta

Tavuk

Bildircin

Diger (agiklayimiz)

Yagh Tohumlar

Aygicek ¢ekirdegi

Kabak cekirdegi

Susam

Keten tohumu

Diger (aciklayiniz)

Sert Kabuklu Yemisler

Findik




Tiiketilen . Aydal |15 giinde | Haftada | Haftada | Haftada

Miktar Besin Adi Hig kere 1 kere 1-2 kere | 3-4 kere | 5-6 kere

Her giin | Her 6giin

Ceviz

Badem

Antep fistig1

Yer fistif1

Diger (agiklayimniz)

Sebze ve Meyve Grubu Besin Listesi

Taze Meyveler

Kis meyveleri

Portakal, turung

Mandalina

Greyfurt

Limon

Elma

Armut

Ayva

Muz

Kivi

Nar




Miktar

Tiiketilen
Besin Ad1

Hig

Ayda 1
kere

15 giinde
1 kere

Haftada
1-2 kere

Haftada
3-4 kere

Haftada
5-6 kere

Her giin

Her 6giin

Diger (agiklayimiz)

Yaz meyveleri

Kavun

Karpuz

Uziim

Kuru tizim

Incir

Kuru incir

Erik (papaz, miirdiim,can)

Kuru erik

Seftali, nektarin

Kayisi

Kuru kay1si

Cilek

Kiraz, visne

Ahududu, bogiirtlen, kizilcik, yaban mersini

Ananas, yeni diinya, avokado, mango

Diger (agiklayiniz)




Miktar

Tiiketilen
Besin Ad1

Hig

Ayda 1
kere

15 giinde
1 kere

Haftada
1-2 kere

Haftada
3-4 kere

Haftada
5-6 kere

Her giin

Her 6giin

Meyve Sular

Taze sikilmis (hangi meyve oldugunu agiklayiniz)

Konsantre (hangi meyve oldugunu agiklayiniz)

Nektar (hangi meyve oldugunu agiklayimniz)

Diger (agiklayiniz)

Sebzeler

Yesil yaprakh sebzeler

Maydanoz

Roka, tere

Nane

Dereotu

Ispanak

Semizotu

Pazi, pancar (yaprak)

Asma yapragi

Marul, kivircik, iceberg

Alyum sebzeleri

Kuru sogan(sogiis)




Miktar

Tiiketilen
Besin Ad1

Hig

Ayda 1
kere

15 giinde
1 kere

Haftada
1-2 kere

Haftada
3-4 kere

Haftada
5-6 kere

Her giin

Her 6giin

Kuru sogan(pismis)

Yesil sogan

Sarimsak

Pirasa

Nisastah sebzeler

Patates

Havug

Bezelye

Yer elmasi

Turpgiller

Brokoli, karnabahar

Turp

Lahana ¢esitleri (briiksel, beyaz, kirmizi,kara)

Diger sebzeler

Domates(sogiis)

Domates(pismis)

Kuru domates

Salatalik




Miktar

Tiiketilen
Besin Ad1

Hig

Ayda 1
kere

15 giinde
1 kere

Haftada
1-2 kere

Haftada
3-4 kere

Haftada
5-6 kere

Her giin

Her 6giin

Patlican

Kuru patlican

Kabak

Kuru kabak

Biber (yesil, kirmizi)

Kuru biber

Taze fasulye

Mantar

Enginar

Kereviz

Bamya

Kuru bamya

Balkabag:

Diger (agiklayiniz)

Sebze Sular

Domates suyu

Havug suyu

Diger (agiklayiniz)




Tiiketilen Aydal |15 giinde | Haftada |Haftada | Haftada

Ekmek ve Tahil Grubu Besin Listesi Miktar Hig Kere 1 kere 1-2 kere |3-4 kere |5-6 kere

Besin Ad1 Her giin | Her 6giin

Ekmekler

Beyaz ekmek

Kepekli ekmek

Tam tahilli ekmek

Beyaz tost ekmegi

Kepekli/tam tahill1 tost ekmegi

Beyaz hamburger/ sandvi¢ ekmegi

Kepekli/tam tahilli hamburger/sandvi¢ ekmegi

Misir ekmegi

Findikl, tGiziimlii, ¢ekirdekli vb. ekmek

Pide, lavas, bazlama

Grissini, galeta, etimek

Pogaca

Agma

Simit

Diger (aciklayiniz)

Diger (agiklayiniz)

Kahvaltihik Gevrekler




Miktar

Tiiketilen
Besin Ad1

Hig

Ayda 1
kere

15 giinde
1 kere

Haftada
1-2 kere

Haftada
3-4 kere

Haftada
5-6 kere

Her giin

Her 6giin

Yulaf ezmesi

Maisir gevregi

Piring gevregi

Tam tahilli gevrekler

Cikolatali, balli, meyveli vb. gevrekler

Diger (agiklayiniz)

Pilavlar

Piring pilavi

Bulgur pilavi

Sebzeli, nohutlu, mercimekli vb. pilav

Diger (agiklayiniz)

Makarnalar

Makarna

Kepekli makarna

Eriste, kuskus, sehriye

Noodle

Diger (agiklayiniz)

Corbalar




Miktar

Tiiketilen
Besin Ad1

Hig

Ayda 1
kere

15 giinde
1 kere

Haftada
1-2 kere

Haftada
3-4 kere

Haftada
5-6 kere

Her giin

Her 6giin

Mercimek/ezogelin gorbasi

Yayla/yogurtlu corbalar

Domates/sebzeli ¢orbalar

Iskembe/kelle-paca gorbasi

Tavuklu/etli corbalar

Diger (agiklayiniz)

Biskiivi, Kraker, Kurabiye, Kek vb.

Tath biskiivi

Marsmelovlu biskiiviler (Halley vb.)

Tuzlu biskiivi/kraker

Kurabiye

Kek

Diger (agiklayiniz)

Siit ve Siit Uriinleri Grubu Besin Listesi

Siit

Inek siitii(ty)

Inek siitii(yy)




Miktar

Tiiketilen
Besin Ad1

Hig

Ayda 1
kere

15 giinde
1 kere

Haftada
1-2 kere

Haftada
3-4 kere

Haftada
5-6 kere

Her giin

Her 6giin

Inek siitii(yagsiz)

Kegi siitii, manda siitii

Koyun siitii

Soya siitii

Laktozsuz siit

Meyve aromals siit, ¢ikolatali/kakaolu siit

Diger siitler (agiklayimniz)

Yogurt

Yogurt(ty)

Yogurt(yy)

Yogurt(yagsiz)

Meyveli yogurt

Probiyotik yogurt(sade)

Probiyotik yogurt(meyve aromali)

Ayran

Kefir

Diger (agiklayiniz)

Peynirler




Miktar

Tiiketilen
Besin Ad1

Hig

Ayda 1
kere

15 giinde
1 kere

Haftada
1-2 kere

Haftada
3-4 kere

Haftada
5-6 kere

Her giin

Her 6giin

Taze/eski kasar peyniri (ty)

Taze/eski kasar peyniri (yy)

Tulum peyniri

Taze krem peynir(sade), karper peyniri (ty)

Taze krem peynir (sade), karper peyniri (yy)

Labne peyniri

Beyaz peynir (kegi)(ty)

Beyaz peynir (kegi)(yy)

Beyaz peynir (koyun)(ty)

Beyaz peynir (koyun)(yy)

Beyaz peynir (inek) (ty)

Beyaz peynir (inek) (yy)

Ezine peyniri, Urfa peyniri, Edirne peyniri

Dil peyniri

Taze/kuru ¢okelek peyniri

Lor peyniri

Diger (Cheddar peyniri, mozeralla peyniri,

kiiflii peynir,gravyer peyniri, rokfor peyniri,




Tiiketilen Aydal |15 giinde | Haftada | Haftada | Haftada

Miktar Hig kere 1 kere 1-2 kere | 3-4 kere | 5-6 kere

Besin Ad1 Her giin | Her 6giin

kdy peyniri, otlu peynir, 6rgii peyniri, burgu

peynir,hellim peyniri,gegil/ tel peyniri vb.)

Diger Siit Uriinleri

Krema

Siit tozu(yagli)

Siit tozu(yagsiz)

Diger (agiklayimniz)

Sekerli Yiyecek ve icecekler

Seker ve Sekerli Uriinler

Seker (igeceklere konulan seker dahil)

Bal

Regel/marmelat (...................... )

Pekmez

Tahin

Tahin helvasi

Siiriilebilir ¢ikolata (Nutella, sokella vb.)

Sekerli findik-fistik ezmesi vb.

Lokum




Miktar

Tiiketilen
Besin Ad1

Hig

Ayda 1
kere

15 giinde
1 kere

Haftada
1-2 kere

Haftada
3-4 kere

Haftada
5-6 kere

Her giin

Her 6giin

Sekerleme (bonbon vb. seker)

Diger (aciklayiniz)

Serbetli Tathlar

Baklava, sobiyet, havug dilimi vb.

Kadayif, kiinefe vb.

Lokma

Irmik helvasi, un helvasi vb.

Sekerpare, hanim gobegi, vb.

Diger (agiklayiniz)

Siitlii Tathlar

Dondurmalar (sade, ¢ikolatali, meyveli, light vb.)

Siitlag

Kazandibi, tavukgogsii

Mubhallebi, puding

Supangle

Siitlii irmik tatlisi

Diger (agiklayiniz)




Miktar Tiilfetilen Hic Aydal |15 giinde | Haftada | Haftada | Haftada Her giin | Her bgiin
Besin Ad1 kere 1lkere | 1-2kere | 3-4kere | 5-6 kere
Cikolata
Siitlii ¢ikolata
Bitter ¢ikolata

Beyaz cikolata

Findikli-fistikli ¢ikolata vb.

Diger (agiklayiniz)

Meyveli Tathlar

Kabak tatlisi

Ayva/elma/armut tatlist

Karigik meyveli kup

Diger (agiklayiniz)

Pasta Cesitleri

Cikolata kremal1 pasta

Meyveli kremali pasta

Biskdivili pasta

Ekler/meyveli tart

Diger (aciklayiniz)

icecekler




Miktar

Tiiketilen
Besin Ad1

Hig

Ayda 1
kere

15 giinde
1 kere

Haftada
1-2 kere

Haftada
3-4 kere

Haftada
5-6 kere

Her giin

Her 6giin

Cay (sekerli/sekersiz)

Tiirk kahvesi (sekerli/sekersiz)

Instant kahve (sekerli/sekersiz/kremaly/siitlii)

Filtre kahve (sekerli/sekersiz/kremali/siitlit)

Gazli igecekler

Maden suyu

Meyveli sodalar

Bira

Sarap (beyaz/kirmizi)

Raki

Cin/votka

Diger (agiklayiniz)

Soslar ve Diger Besinler Listesi

Zeytin

Salca

Ketcap

Hardal

Sirke




Tiiketilen Aydal |15 giinde | Haftada | Haftada | Haftada

Miktar Hig kere 1 kere 1-2 kere | 3-4 kere | 5-6 kere

Besin Ad1 Her giin | Her 6giin

Soya sosu

Nar eksisi

Barbekii sosu

Yaglar Besin Listesi

1) Asagida belirtilen yag tiirlerinden en sik kullandiginiz 4 tanesini yuvarlak i¢ine aliniz ve kullanim sikligina gore sik kullanilandan az kullanilana siralaymiz.

1) Tereyagi 2) Sert Margarin 3) Yumusak Margarin 4) Zeytinyag1 5) Aycigek yag1 6) Misir6zii yagt 7) Findik yagi 8) Kanola yagi 9) Pamuk yag1 10) Karisim siv1 yag

2) Yemek tiirlerine gore (sebze yemekleri, kurubaklagil yemekleri, et yemekleri, pilav, makarna, firinda yapilan yemekler gibi her tiirlii yemek) asagidaki tiir yaglar1 ne siklikta ve
miktarda kullanirsiniz?

Tiiketilen Aydal |15 giinde | Haftada |Haftada |Haftada

Corbalar Miktar Hig kere 1 kere 1-2 kere | 3-4 kere |5-6 kere

Besin Ad1 Her giin | Her 6giin

Tereyagi

Margarin (kati/yumusak)

Zeytinyagi



Miktar

Tiiketilen
Besin Ad1

Hig

Ayda 1
kere

15 giinde
1 kere

Haftada
1-2 kere

Haftada
3-4 kere

Haftada
5-6 kere

Her giin

Her 6giin

Misirozii yagt

Aycicek yagi

Findik yag:

Kanola yag1

Diger (agiklayiniz)

Pilav, makarna, vb.

Tereyag1

Margarin (kati/yumusak)

Zeytinyagi

Misirdzii yagt

Aygicek yagi

Findik yag1

Kanola yag1

Diger (agiklayiniz)

Etli yemekler

Tereyagi

Margarin (kati/yumusak)




Miktar

Tiiketilen
Besin Ad1

Hig

Ayda 1
kere

15 giinde
1 kere

Haftada
1-2 kere

Haftada
3-4 kere

Haftada
5-6 kere

Her giin

Her 6giin

Zeytinyag1

Misirdzii yagt

Aycigek yagi

Findik yag1

Kanola yag1

Diger (agiklayiniz)

Sebze yemekleri

Tereyag1

Margarin (kati/yumusak)

Zeytinyagi

Misirdzii yagt

Aygcigek yagi

Findik yag1

Kanola yag1

Diger (aciklayiniz)

Kurubaklagil yemekleri

Tereyagi




Tiiketilen Aydal |15 giinde | Haftada | Haftada | Haftada

Miktar Hig kere 1 kere 1-2 kere | 3-4 kere | 5-6 kere

Besin Ad1 Her giin | Her 6giin

Margarin (kat/yumusak)

Zeytinyagi

Misirdzii yagt

Aycigek yagi

Findik yag1

Kanola yag1

Diger (agiklayiniz)

Salatalar

Tereyag1

Margarin (kat/yumusak)

Zeytinyagi

Misirdzii yagt

Aygcigek yagi

Findik yag:

Kanola yag1

Diger (aciklayiniz)




3) Yemeklere ve salatalara eklenen yaglar disinda asagidaki yag ve benzeri iiriinleri ekmek, simit, patates, makarna vb. yiyeceklerin {izerine siirer veya ekler misiniz?

Miktar Tiiketilen Hi Aydal |15 giinde | Haftada |Haftada |Haftada Her giin | Her &iin
Besin Ad1 ¢ kere 1 kere 1-2 kere |3-4 kere |5-6 kere gu gu

Tereyag1

Margarin (kati/yumusak)

Zeytinyagi

Mayonez

Light mayonez

Krema

Kaymak

Diger (agiklayiniz)

4) Kizartma yaparken genellikle hangi tiir yag kullanirsiniz?

Aciklayimz:

5) Asagidaki kizartma tiirlerini ne siklikta ve miktarda tiiketirsiniz?

. Tiiketilen | .. Aydal |15 giinde | Haftada |Haftada |Haftada . .
Kizartmalar Miktar Besin Ad1 Hie kere 1 kere 1-2 kere | 3-4 kere |5-6 kere Her giin | Her giin

Patates kizartmasi

Sebze kizartmasi




Hamur kizartmasi

Et (kofte vb.)/balik kizartmasi

Diger (agiklayimiz)




KAFEIN TUKETIM SIKLIGI

. : N . . Aydal | 15 giinde | Haftada | Haftada Haftada .. -
Kafein Kaynaklari Miktar Tiiketilen Besin Ad1 Hic Kere 1 kere 1-2 kere | 3-4 kere 5-6 kere Her giin Her 6giin
Kahve Cesitleri
Filtre kahve

Hazir kahve

Esspresso

Kafeinsiz kahve

Soguk kahve

Tirk Kahvesi

Diger (agiklayiniz)

Cay Cesitleri

Siyah demleme ¢ay

Kafeinsiz siyah demleme ¢ay

Hazir siyah cay

Yesil cay

Soguk cay

Diger (agiklaymniz)

Kola Cesitleri

Coca-Cola

Coca-Cola Light

Coca-Cola Zero

Pepsi

Pepsi Light

Diger (agiklayiniz)




Kafein Kaynaklar:

Miktar

Tiiketilen Besin Ad1

Hig

Ayda 1
kere

15 giinde
1 kere

Haftada
1-2 kere

Haftada
3-4 kere

Haftada
5-6 kere

Her giin

Her 6giin

Cikolata Uriinleri

Bitter ¢ikolata

Siitlii ¢ikolata

Sicak ¢ikolata

Cikolatali siit

Diger (agiklayiniz)

Kakao

Enerji icecekleri

Red Bull

Monster

Burn

Rockstar

Diger (agiklayiniz)

Spor Takviyeleri

(Kullaniyorsaniz adini yaziniz)

Recetesiz Satilan ilaclar

TYLOL Plus (Tablet)

Vermidon (Tablet)

Diger (agiklayimniz)




EK 4: Biyokimya Referans Degerleri

Biyokimyasal Bulgular Referans Degerler
ALT (U/L) 0-49
AST (U/L) 0-37
Erkek 0-73
GGT (UL) Kadin 0-38
ALP (U/L) 45-129

Erkek 0.72-1.25

Kreatinin (mg/dL) Kadm 057-1.11

>60-Optimal Diizey
HDL-Kolesterol (mg/dL) 50-60-Ortalama
<50-Diisiik

<100-Optimal Diizey
100-129-Diistik Risk
LDL-Kaolesterol (mg/dL) 130-159-Sinir Yiiksek
160-189-Yiiksek Risk
>190-Cok Yiiksek Risk

<200-Optimal Diizey
Total Kolesterol (mg/dL) 200-239-Sinir Yiiksek
>240-Yksek Risk

<150-Normal
150-199-Sinir Yiiksek
200-499-Yiiksek
>500-Cok Yiiksek

Trigliserit (mg/dL)

Total bilurubin (mg/dL) 0.3-1.3
Direkt bilurubin (mg/dL) <0.5
Aclik plazma glukozu (mg/dL) 70-99

Achik insiilin (uIU/ml) 0-29.1




EK 5: ELiSA Kit Protokolleri

BOSTER .

Immunoleader 40450 Encyclopedia Circle, Fremont, CA 04533
Tel: (510M45-1120, (510M45-11 Fa: (510M45-1183  Email: Boster@bosterbio.com  Web: wewbosterbio.com

Human TNFa ELISA Kit

Catalog No. EK0525
Size 096T{8=12 divisible strips)

For quantitative detection of human THFo in cell culture supernates, serum and
plasmaiheparin, EDTA, citrate).

Typical Data Obtained from Human TNFa
(TMB reaction incubate at 37°C for 25 min)

Concentrafion(pgimi) 0 15.6 12 g25 125 250 500 1000
oD 0083 | 0144 | 0203 | 0287 | 0538 | 0073 | 1708 | 2313

Typical Human TNFa ELISA Kit Standard Curve
This standard curee was generated at Boster for demonstration purpose only. A standard curve murst be nun with

each assay.
Human TNFa ELISA Kit
il
1
a
(o]
1
e o
1 10 1000
Concentration(pgiml)
Range 15.Gpgml-1000pgmi {cell culture supemates),
7.8pgiml-500pgiml {serum, plasma)
Sensitivity < ipgimi
Specificity Natural and recombinant human THFa
Cross-reactivity Mo detectable cross-reactivity with other relevant proteins
Storage

Store at 4*C for 8 menths, at -20°C for 12 months. Awoid multiple freeze-thaw cycles (Shipped with wet ice.)

www.bosterbio.com
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Principle

ﬁ haman TMFa ELISA Kit was based on standard sandwich enzyme-linked immune-sorbent assay technology.
A monocional antibody from mowse specfic for TNFa has been precoated onto B0-well plates. Standards and test
samples are added to the wells, a biotinylated detection polyclonal antibody from goat specific for TMNFa is added
subsequently and then followed by washing with PBS or TBS buffer. Avidin-Biotin-Peroxidase Complex was added
and unbound conjugates were washed away with PBS or TBS buffer. HRP subsirate TMB was wsed to visualize HRP
enzymatic reaction. TMB was catalyzed by HRP o produce a blue color product that changed into yellow after adding
acidic siop solution. The density of yellow is proportional to the human TNFa amount of sample caphured in plate.

Kit Components
Catalog number | Description Cuantity
- B6-well plate precoated with anti- human THFa antbody 1
STO000-10 Lyophilized recombinant human THFa standard 10ngftubex2
ART07 Biotinylated anti- human TNFa antibody 130pl{dilution 1:100)
ART103 Awidin-Biotn-Percuidase Complex (ABC) 130pl{dilution 1:100)
AR1108-1 Sample diluent buffer 30 mi
AR1108-2 Antibody diluent buffer 12mi
AR1108-3 ABC diluent buffer 12mi
ART104 TMB color developing agent 10mi
ART105 TMB stop solution 10mi
Material Required But Not Provided
1. Microplate reader in standard size.
2. Automated plate washer.
3. Adpustable pipeties and pipette tips. Multichannel pipeties are recommended in the condiion of large amount
of samples in the detection.
4. Clean tubes and Eppendorf tubes.
5. Washing buffer (neutral PBS or TBS).
#Preparation of 0.01M TBS: Add 1.2g Tris, B.5g MNacl; 450yl of purified acetic acd or 700y of concentrated
hydrochlonc acid fo 1000ml HzD and adpest pH to 7.2-7.6. Finally, adjust the total wolume to 1L.
#Preparation of 0.01 M PBS: Add B.5g sedium chlonde, 1.4g Ma;HPO, and 0.2y MaH;POy to 1000ml distilled
water and adjust pH to 7 2-7.8. Finally, adjust the total volume to 1L
Notice for Application of Kit
1. To nspect the validity of experiment operaion and the appropriateness of sample dilution proportion, pilot
experiment using standands and a small number of samples is recommended.
2. The TMB Color Developing agent is colorless and transparent before using, contact us freely if it is not the case.
3. Before using the Kit, spin tubes and bring down all components to the botbom of tubes.
4. Duplicate well assay is recommended for both standard and sample testing.
5. Don't let 96-well plate dry, for dry plate will inactivate active components on plate.
6. Don't reuse fips and tubes to avoid cross contamination.
7. Toavoid fo use the reagents from diffierent batches ingether.
B. In order to awoid marginal effect of plate incubation due to temperature difference (reaction may be stronger

the marginal wells), it is suggested that the dilvted ABC and TMB solufion will be pre-wamed in 37°C for 30 min
before using.

[35)
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Preparation
1. Sample Preparation and Storage
Store samples to be assayed within 24 hours at 2-8°C. For long-term storage, aliquot and freeze samples at -20°C.
Awoid repeated freeze-thaw cycles.
¥ Cell culture supernates: Remove particulates by centrifugation, assay immediately or abquot and store
samples at -20°C.
¥  Serum: Allow the serum to dot in a serum separator tube (about 4 hours) at room temperabure or coat at
4°C ovemight. Centrifuge at approcimately 1000 X g for 10min. Analyze the senmm immediately or aliquot
and store frozen at -20°C.
¥ Plasma: Collect plasma using heparin, EDTA or citrate as an anticoagulant. Centrifuge for 10 min at
1000 x g within 30 min of collection. Analyze immediately or aliquot and store frozen at -20°C.

2. Sample Dilufion Guideline
The user needs io estimate the conceniration of the tanget protein in the sample and select a3 proper dikrtion factor
so that the diluted target protein concentration falls near the middle of the linear regime in the standard curve.
Dillute the sample using the provided diluent buffer. The following is a guideline for sample dilufion. Several frials
may be necessary in practice. The sample must be well mixed with the diluents buffer.
¥ High farget protein concentration (10-100ngiml). The working dilution & 1:100. ie Add 1yl sample
into 88 pl sample diluent buffer.
¥* Medium target protein concentration (1-10ngiml). The working dilution is 1:10. iLe. Add 10ul sample
into 80 pl sample diluent buffer.
¥* Low target protein concentration (15.6-1000pgiml). The working dilution is 1:2. ie. Add 50yl sample
to 50 pl sample diluent buffer.
¥*  Very Low target protein concentration (<13.6pg/ml). Mo dilution necessary, or the working dilution is
1:2.

3. Reagent Preparation and Storage

A, Reconstifution of the human TNFao standard: TMFa standard solution should be prepared no more than 2 howrs.
prior to the expariment. Two fubes of TNFa standard (10ng per tube) are inchuded in each kit. Use one tube for
each experment.

a.  10.000pgml of human TNFo  standard solution: Add 1ml sample diluent buffer into one tube,
keep the tube at room temperature for 10 min and mix thoroughly.

b. 1000pgml of human TNFa standard solufion: Add 0.iml of the above 10ngiml TMFa
standard solution into 0.8ml sample diluent buffer and mix thoroughly.

c.  G00pgiml--15.6pgiml of human TMFa standard solufions: Label 8 Eppendorf tubes with
500pgiml, 250pgiml. 125pgml, 62 5pgiml, 312pgimi, 15.8pg/ml respectively. Aliquot 0.3ml of
the sample diuent buffer into each tube. Add 0.3ml of the above 1000pgiml TNFo standard
solution inte 15t tube and mix. Transfer 0.3ml from 1st tube to 2nd fube and mix. Transfer 0.3ml
from 2nd fube to 3rd tube and mix, and so on.

Mote:  The standard solutions are best used within 2 hours. The 10ng'ml standard solution should be stored
at 4°C for up fo 12 hours, or at -20°C for up to 48 howrs. Avoid repeated freeze-thaw cycles.
B. Preparation of biofinylated anti-human THFa anibody working solution: The solution should be prepared no
more: than 2 hours prior to the experiment.
a. The total volume should be: 0.imliwell x (the number of wells). (Alowing 0.1-0.2 ml more than
total volume)
b. Biotnylated anf-human TMFa antibody should be diluted in 1:100 with the antbody diluent buffer and
mixed thoroughly. (i.e. &dd 1jd Biotnylated anti-human TNFa antibody to 89yl antbody dileent buffer.)

www bosterbio.com
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C. Preparation of Avidin-Biotin-Perntidase Complex (ABC) working soluion: The solution should be prepared no
more fhan 1 howr prior o the experiment.

a. The total wolume should be: 0.imlwell x (the number of wells). (Alowing 0.1-0.2 ml more than

total volume)

b. Avidin- Biotin-Peroxidase Complex [ABC) should be diluted in 1:100 with the ABC dilution buffer and

mixed thoroughly. (i.e. Add 1 ABG to 88yl ABC diluent buffer.)

Assay Procedure
The ABC working solufion and TMB color developing agent must be kept warm at 37°C for 30 min before use.
When dilufing samples and reagents, they must be mixed completely and evenly. Standard THFa detection curve
should be prepared for each experiment. The user will decide sample dilufion fold by crude estimation of TNFa
amount in samples.

1.

Aliquat 0.1ml per well of the 1000pg/mi, 500pgiml, 250pgimi, 125pg/ml, 2 .5pgiml, 31.2pgiml, 15.8pgiml
hurman THFa standard solutions into the precoated B6-well plate. Add 0.1ml of the sample diluent buffer
inte the control well (Zero well). Add 0.1ml of each propedy diluted sample of human cell cufture
supemates, serum or plasmalheparin, EDTA, citrate) to each empty well. See "Sample Dilution
Guideline™ abowve for details. It is recommended that each human TMFa standard solution and each
sample be measured in duplicate.

Seal the plate with the cover and incubate at 37°C fior 80 min.

Remowe the cower, discard plate content, and blot the plate onto paper fowels or other absorbent
material. Do MOT let the wells completely dry at any time.

Add 0.1ml of biotinylated ant-human TMFa anfbody working solufion into each well and incubate the
plate at 37°C for 80 min.

Wash plate 3 times with 0.01M TBS or 0.01M PBS, and each fime let washing buffer stay in the wells for
1 min. Discard the washing buffer and blot the plate onto paper towels or other absorbent material.
{Plate Washing Method: Discard the solution in the plate without touching the side walls. Blot the plate
onto paper towels or other absorbent material. Scak each well with at least 0.3 ml PBS or TBS buffer for
1~2 minutes. Repeat this process two addifional times for a totsl of THREE washes. Note: For
automated washing, aspirate all wells and wash THREE times with PBS or TBS buffer, overfiling wells
with PBS or TBS buffer. Blot the plate onto paper towels or other absorbent material )

Add 0.1l of prepared ABC working solution into each well and incubate the plate at 37°C for 30 min.
Wash plate 5 times with 0.01M TBS or 0.01M PBS, and each time let washing buffer stay in the wells for
1-2 min. Discard the washing buffer and blt the plate onbe paper towels or other absorbent matesial.
{See Step 5 for plate washing methad).

Add 90yl of prepared TME color developing agent into each well and incubate plate at 37°C in dark for
25-30 min (Mote: For reference only, the optimal incubation time should be determined by end user. And
the shades of blue can be seen in the wells with the four most concentrated human TNFa standand
solutions; the other wells show no obsious color).

Add 0.1mi of prepared TMB stop solution into each well. The color changes into yellow immediately.

. Read the 0.0. absorbance at 450nm in a microplate reader within 30 min after adding the stop solution.

(B
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For calculation, (the relatve 0.0.u:) = (the 0.0.45 of each well) — (the 0.0 of Zero well). The standard curve
can be plotted as the relative 0.0.4s5 of each standard solution () vs. the respective concentration of the standard
solution (¥). The human TNFo concentration of the samples can be interpolated from the standard curve.
Maote: if the samples measured were diuted, muliply the dilution factor to the concentrations from intespolation o
obtain the concentration before dilufion.

Summary

1. Add samples and standards and incubate the plate at 37°C for 80 min. Do not wash.

2. Add biotinylated antibodies and incubate the plate at 37°C for 80 min. Wash plate 3 Bmes with 0.01M
THS.

3. Add ABC working solution and incubate the plate at 37°C for 30 min. Wash plate 5 times with 0.01M
THS.

. Add TMB color developing agent and incubate the plate at 37°C in dark for 25-30min.

5. Add TMB stop solution and read.

Background

Twmor necrosis factor-alpha (TMF-alpha, or TNF) is secreted by macrophages i response to nflammation,
infection and cancer.! Human Tumor Mecrosis Factor (TMF) and Lymphotoxin (TNF-beta) are cytoboxic proteins
midihmsiﬂlabmauﬁviﬁﬁaﬂsmaﬂ%animacidhnmdugy.’ThF—dphaisprﬂnedbyﬂﬂmﬁes.
which can stimulate endothelial cells to produce the multineage growth factor granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor and extend the role of this immunoregulatory protein to the regulation of hematopoiesis in
vitlu.sTI"I-"rsasduhbnwbehﬂucasesdanq;emtmneﬂshlhasmeﬁadmmlnd&ﬁanNF
has been purified to apparent homogeneity a5 a 17.3-kilodalon protein from HL-60 leukemia cells and has showed
cyiotoxic and cytostatic activities against vanous human tumor cell lines. The human THF cDNA is 1585 base pairs
in length and encodes a profein of 233 amine acids. The mature protein begins at residue 77, leaving a long leader
sequence of 76 amino acids.” TMF-alpha has been mapped to human chromosome 6l

1. Brenner, D. A; O'Hara, M. Angel, P.. Chojkier, M.; Karin, M. Prolonged activation of JUN and
collagenase genes by tumour necrosis factor-alpha. Nabwre 337 881-883, 1939,

2. Medwin, G E_; Maylor, 5. L; Sakaguchi, & Y Smith, D.; Jamett-Medwin. J_; Pennica, D.; Goeddel, D. V;
Gray, P. W. Human lymphotoxin and tumeor necrosis factor genes: stucture. homology and chromosomal
localization. Mucleic Acids Res. 13: 83815373, 1885

3. Broudy, V. C.; Kaushansky, K_; Segal, G M_; Harlan, J. M; Adamson, J. W. Tumor necrosis factor type
alpha stimulates human endothelial cells to produce granulocyte/macrophage colony-stimulating factor.
Proc. Nat. Acad. Sci. B3: T467-7471, 1086.

4. Wang. A. M_; Creasey, A A Ladner, M. B.; Lin, L. 5.; Sirickler, J; Van Arsdell, J. M. Yamamoto, R Mark,
D. F. Molecular cloning of the complementary DMA for human tumeor necrosis factor. Science 228:
148-154, 1985.
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Phone: B88-466-3604 Fax: 925-215-2184 Email: bostenibbosterbio com  Web: wena bosterbio.com

Human IL-6 ELISA Kit

Catalog No. EKD410
Size 96T(8x12 divisible sirips)

For quantitative detection of human IL6 in cell culture supernates, serum and
plasmal heparin, EDTA, citrate).

Typical Data Obtained from Humar IL-6
(TMB reaction incubate at 37°C for 20 min)

Concentration(pg/mil) 0.0 468 2.33 1875 | 375 75 150 300

oD 0.042 | 0900 | 0155 | 0.274 | D472 | 0674 | 1542 | 2576

Typical Human IL-6 ELISA Kit Standard Curve
This standard curve was generated at Boster for demonsiration purpose only. A sendard curve must be nn with

each assay.

Human IL-6 ELISA Kit

1 -

g
o
o |
LKL
1 (] 1o 1000
Concentrationpgml)
Range 4. 6@pg/mi-300pgiml
Sensitivity < 0.3pgiml
Specificity Matural and recombinant hurman IL-6

Cross-reactivity Mo detectable crossreactivity with other relevant proteins

Storage
Store at 4°C for 8 months, at -20°C for 12 months. Avoid multiple freeze-thaw cycles (Shipped with wet ice.)

www bosterbio.com
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Precision
Intra-Assay Precision (Precision within an assay) Three samples of known concentration were tested on one plate
to assess inra-assay precision.
Inter-Assay Precision (Precision between assays) Three samples of known concentration were tested in separate

assays to assess nfer-assay precision.

Intra-Assay Precsion Inter-Assay Precision
Sample 1 2 3 1 2 3
n 16 16 16 24 L 24
Mean(pg/mi) 16.2 =] 178 182 ] 185
Standard deviation 0.3 23 42 1.0 3.8 57
V%) 43 23 23 5.5 38 LR

Principle

Boster's human IL-8 ELISA Kit was based on standand sandwich enzyme-linked immune-sorbent assay technology. A
monocional antibody from mouse specific for IS has been precoated onto 08-well plates. Standards(E.col,
F28-M212) and test samples are added to the wells, a biotinylated detection polydonal antibody from goat specific for
IL-f is added subsequently and then followed by washing with PBS or TBS buffer. Avidin-Biotin-Peroidase Complex
was added and unbownd conjugates were washed away with PBS or TBS buffier. HRP subsirate TMB was used to
visualize HRP enzymatic reaction. TMB was catalyzed by HRP fo produce a blue color product that changed into
yellow afier adding acdic stop solution. The density of yellow is proportional to the human IL-6 amount of sample
captured in plate.

Kit Components
Catalognumber | Description Quantity
- B6-well plate precoated with anti- human IL-5 antbody 1
5TOD00-10 Lyophilized recombinant human IL-6 standard 10ngftubex2
AR1107 Biotinylated anti- human IL-§ antibody 130pl{dilution 1:100)
AR1103 Awidin-Biotin-Peroxidase Complex (ABC) 130pl{dilution 1:100)
AR1108-1 Sample diluent buffer 30 mi
AR1108-2 Antibody diluent buffer 12mi
AR11068-32 ABC diluent buffer 12ml
ART104 TME color developing agent 10mi
AR1105 TMB stop solution 10mi
Mamﬂal Required But Not Provided

Microplate reader in standard size.
2 Automated plate washer.
3 Adpustable pipefies and pipette fips. Multichannel pipeftes are recommended in the condition of large amount
of samples in the detection.
4. Clean tubes and Eppendorf tubes.
5. Washing buffer (neutral PBS or TBS).
»Preparation of 0.01M TBS: Add 1.2g Tris, B.5g Madl; 450yl of purified acetic acid or 700yl of concentrated
hydrochionic acid to 1000ml H20 and adpest pH fo 7.2-7.6. Finally, adpest the fofal volume to 1L
#Preparation of 0.01 M PBS: Add 8.5g sodium chloride, 1.4g NazHPO, and 02g MaH:PO, to 1000mi distilled
water and adpust pH to 7.2-7.8. Finally, adpust the total volume to 1L
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Naotice for Application of Kit

1. To inspect the validity of experiment operation and the appropriateness of sample dilution proportion, piot
experiment using standands and a small number of samples is recommended.

The TMB Color Developing agent is coloress and transparent before using, contact us freely if it is not the case.
Before using the Kit, spin tubes and bring down all components to the bottom of tubes.

Duplicate well assay is recommended for both standard and sample testing.

Don't et 88-well plate dry, for dry plate will inactivate active components on plate.

Don't reuse fips and tubes to avoid cross contamination.

Avoid using the reagents from different batches together.

In order to avoid marginal effect of plate incubation due to temperature difference (reaction may be stronger in
the marginal wells), it is suggested that the diluted ABC and TMB solution will be pre-wamed in 37°C for 30 min
before using.

@m s @ R

Preparation
1. Sample Preparation and Storage
Store samples to be assayed within 24 hours at 2-8°C. For long-term storage, aliquot and freeze samples at -20°C.
Awoid repeated freeze-thaw cycles.
*  Cell culture supernates: Remove particulates by centrifugation, assay immediately or abiguot and store
samples at -20°C.
*  Serum: Allow the serum o clot in 3 serum separator tube (about 4 hours) at room temperatre. Centrifuge
at approximately 1000 X g for 15 min. Analyze the serum immediately or aliquot and store samples at
-20°C.
*  Plasma: Collect plasma using heparin, EDTA or citrate as an anticoagulant. Centrifuge for 15 min at
1500 x g within 30 min of collection. Assay mmedately or aliquot and siore samples at -20°C.

2. Sample Dilufion Guideline
The user needs fo estimate the concentration of the target protein in the sample and select a proper dilution factor
so that the diluted target protein concentration falls near the middle of the linear regime in the standand curve.
Dilute the sample using the provided diluent buffer. The following is a guideline for sample dilubion. Several trials
may be necessary in practice. The sample must be well mixed with the diluents buffer.
# High target protein concentration (3-30ng/ml). The working dilution is 1:100. i.e. Add 1 yl sample inte
98 pl sample diluent buffer.
* Medium target protein concentration (0_3-3ng/mi). The working dilution is 1:10. ie. Add 10 pl sample
into 80 pl sample diluent buffer.
* Low target protein concentration (4.63-300pgiml). The working dilution is 1:2.  ie. Add 50 pl sample to
50 pl sample diluent buffer.
* \Very Low target protein concentrations 4.69pg/ml). No dilution necessary, or the working dilution is
1:2.

3. Reagent Preparation and Storage
A.  Reconstitution of the human IL-& standard: L6 standand solution should be prepared no more than 2 hours
prior to the experiment. Tiwo tubes of IL-6 standard (10ng per tube) are included in sach kit. Use one tube for
each expenment.
a. 10,000pgiml of human LG standand solution: Add 1 ml sample diluent buffer into one tube, keep
the tube at room temperature for 10 min and mix thoroughly.
b 300pgiml of human IL-6 standard solution: Add 0.03 mi of the above 10ngiml IL-6 standard solution
into 0.87 mil sample diluent buffer and mix thoroughly.
www bosterbio.com
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. 150pg/mi—=4.88pgiml of human IL-§ standard solutions: Label & Eppendorf fubes with 150pg/mi,
Topgiml. 37 Spgiml, 18.75pg/ml. B_38pgml, 4.68pgiml, respectvely. Aliquot 0.3 ml of the sample
diluent buffer into each fube. Add 0.3 ml of the above 300pg/ml IL-8 standard solution into 1st tube
and mix Transfer 0.3 ml from 1st tube to 2nd tube and mix. Transfer 0.3 ml from 2nd fube to 3rd
fube and mix, and s0 on.

Hote:  The standand solufions are best used within 2 howrs. The 10ng/ml standard seluion should be stored

at 4°C for up to 12 hours, or at -20°C for up to 48 hours. Avoid repeated freeze-thaw cycles.

B. Preparation of bictinylated anti-human L6 antibody working solution: The solution should be prepared no
more han 2 howrs pnor o the experiment.

a The total volume should be: 0. imliwell x (the number of wells). (Allowing 0.1-0.2 ml more than
total volume)

b. Biotimylated anti-human IL-& antbody should be diuted in 1:100 with the antibody divent bufier and
mixed thoroughly. (ie. Add 1pl Bioinylated anti-human IL-6 antibody to BByl antibody diuent
buifer.)

C. Preparation of Avidin-Biotin-Peroidase Complex (ABC) working solution: The solution should be prepared no
more han 1 howr prior to the experiment.

a The total volume should be: 0. imliwell x (the number of wells). (Allowing 0.1-0.2 ml more than
total volume)

b. Awidin- Biotin-Permddase Complex (ABC) should be diluted in 1:100 with the ABC diluion buffer
and mixed thoroughly. (i.e. Add 1pl ABC tp B8y ABC diuent buffer. )

Assay Procedure
The ABC working solufion and TMB color devedoping agent must be kept warm at 37°C for 30 min before use.
When diuting samples and reagents, they must be mixed completely and evenly. Standard IL-8 detection curve
should be prepared for each experiment. The user will decide sample diluion fold by crude estmation of IL-6
amount in samples.

1.

Aliquot 0.1ml per well of the 300pgiml, 150pgml, 75pgiml, 37.5pg/ml, 18.75pgiml, 2.33pgiml, 4.89pg/ml
hurman IL-6 standard schtions inte the precoated 96-well plate. Add 0.1mi of the sample diluent buffer
inte the control well (Zero well). Add 0.iml of each propery diluted sample of human cell culture
supemates, senam or plasmal heparin, EDTA, ciate) fo each emply wel. See "Sample Dilution
Guideline™ above for details. We recommend that each human IL-6 standard solution and each sample
is measured in duplicate.

Seal the plate with the cover and incubate at 37°C for 20 min

Remowe the cover, discand plate content, and blot the plate onto paper towels or other absorbent
material. Do MOT ket the wells completely dry at any time.

. Add 0.1ml of biotinyated anti-hurnan IL-f antibody working solution into each well and incubate the plate

at 37°C for 60 min.
Wash plate 3 times with 0.01M TBS or 0.01M PBS, and each time let washing buffer stay in the wells for
1 min. Discard the washing buffer and blot the plate onto paper towels or other absorbent material.
{Plate Washing Method: Discard the solution in the plate without touching the side walls. Blot the plate
onto paper towels or other absorbent material. Soak each well with at least 0.3 ml PBS or TBS buffer for
1-2 minutes. Repeat this process two addiional tmes for a tofal of THREE washes. Note: For
automated washing, aspirate all wells and wash THREE times with PBS or TBS buffer, overfiling wells
with PBS or TBS baffer. Blot the plate onto paper towels or other absorbent material )
Add 0.1 of prepared ABC working solution inbe each well and incubate the plate at 37°C for 30 min.
Wash plate 5 times with 0.01M TBS or 0.01M PBS, and each time let washing buffer stay in the wells for
1-2 min. Discard the washing buffer and blot the plate onbo paper towels or other absorbent material.
i
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[See Step 5 for plate washing method).

B. Add 80yl of prepared TMB color developing agent into each well and incubate plate at 37°C in dark for
20-25 min (Mote: For reference only, the opimal incubation time should be determined by end user. And
the shades of blue can be seen in the wells with the four most concenfrated human IL-6 standard
solutions; the other wells show no obvious coler).

8. Add 0. 1ml of prepared TMB stop solution intoe each well. The color changes into yellow immediately.

10. Read the 0.0. absorbance at 450nm in a microplate reader within 30 min after adding the stop solution.

For calculation, (the relative 0.0, u0) = (the 0.0.4s of each well) — (the 0.0.4s of Zero well). The standard curve
can be plotied a5 the relative 004 of each standard solution [Y) vs. the respective concentration of the standard
solution (X). The human IL-6 conceniration of the samples can be interpolated from the standard curve.

Mote: if the samples measured were diluted, multiply the dilufion factor o the concentrations from interpolation to
obtain the concentration before dilution.

Summary

1. Add samples and standards and incubate the plate at 37°C for B0 min. Do not wash.

2. Add biotinylated antibodies and incubate the plate at 37°C for 60 min. Wash plate 3 times with 0.01M
THS.

3. Add ABC working solution and incubate the plate at 37°C for 30 min. Wash plate 5 times with 0.01M
THS.

. Add TMB color deweloping agent and incubate the plate at 37°C in dark for 20-25 min.

5. Add TMB siop solufion and read.

Background

The human interferon-beta 2 gene (IFMB2) product is identical to that for the B-cell stmulation factor-2 (BSF-2), the
hybridoma growth factor (HGF) ("intedeukin-57), and the hepatocyte simulating factor (HSF). Probeins derived from
this gene mediate the plasma protein response to tissue injury (acute-phase response) and regulate the growth and
differentiation of both B and T cells." Imtereukin-6 (ILS) has come to be regarded as a potential osteoporotic factor
because it has stimulatory effects on cells of the osteodast lineage, and, thus, may play a role in the pathogenesis
of bone Inss associated with estrogen deficiency® IL-8 has many roles essential to the regulation of the immune
rﬁpmsehartzlq}nmaﬂbummsumhm’ It is mvolwed not only in the hepatic acute phase response but also
in adipose fsswe metabolism, lipoprotein lipase activity, and hepatic triglyceride secretion * Overproduction of IL-6,
a pronflammatory cytokine, is associated with a spectrum of agerelated conditions ncluding cardiovascular
disease, osteoponosis, arthrifis, type 2 diabetes, nerla'nmpﬁinduﬂdbaase.ﬁailtxmdﬁnﬁuﬂm.!
BSF-2 is a novel interleukin consisting of 184 amino acids.® The standard product used in this kit is recombinant
hwsman IL-6, consisting of 184 amino acids with the molecular mass of 20.3k0a.

www.bosterbio.com
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Intended use
This ELISA kit can be applied to the in vitro quantitative determination of Human CE- I&/KRT18 concentrations in
serurmn, plasma and other biological fluids.

Specification

n Sensitivity: Homan CE- 18/FKRT18 is 3.75 mUfmL

# Detection Range: 6.25-400 mU/mL

n Specificity: This kit recognizes natoral and some recombinant Human CE-18/KRTI8. Mo significant cross-
reactivity or interference beoween Human CK- 1BMRT I8 and analogues was observed.

n Repeatability: Coefficient of variation is < 10%.

Test principle
This ELISA kit uses Sandwich-ELISA as the method. The micro ELISA plate provided in this kit has been pre-coated
with an antibody specific to Human CE- IB/KRT18. Sandards or samples are added to appropriate micro ELISA plate
welks and combined with the specific antibody. Then a biotinylated detection antibodies specific for Human
CE-1%KRTI8 and Avidin-Horseradish Peroxidase (HRF) conjugate are added to each micro plate well successively and
incubated. After incubation, free components ane washed away. Then the Substrate Reagent is added to each well, only
those wells that contain Human CE-18/KRTI8, biotinylated detection antibody and Avidin-HRF con jugate will appear
blue in color. The enzyme-substrate reaction will be terminsted by adding Stop Solution and appears yellow in color. The
optical density (OD) can be messured with spectrophatometry at 2 wavelength of 450 nm £ 2 nm. The OD value is
proportionsl to the concentration of Human CE-18/KRT18. The concentration of Human CEK-18/KRT18 in samples can
e calculsted by comparing the QD of the samples with the standard curve.



Kit components & Storage

The unopened kit can be stosed st 4°C for | month. If the kit iz not used within | month, store the itzms separately
according to the following conditions since the kit is received.

Ttem Specifications Storage
Micro ELISA Plate (Dismountsble) 8 wells %12 sirips
Reference Standard 2 vials FC. 6 months
Concentraied Biotinylated Detection Ab (100x) 1 vial, 120 L
Concentrated HRP Conjugste {100 1 vial, 120yl -20°C{shading light), 6 moaths
Reference Standard & Sample Diluznt 1 vial, 20 mL
Biotinylated Detection Ab Diluent 1 vial, 10 mL
HRP Conjugate Diluent 1 vial, 10 mL 4°C. 6 mons
Concentraed Wash Buffer (25x) 1 vial, 30 mL
Substrate Reagent 1 vial, 10mL 4°C{shading light)
Stop Solution 1 vial, 10mL 4C
Plate Sealer 5 pieces
Product Description 1 copy
Certificate of Analysis 1 copy

Note:  All reagent bottle caps must be tightened to prevent evaporation and microbial pollution.
Thee volume of reagents in pantial shipments is a lirde more than te volume marked oo the label, please use in

measuring instead of directy poaring.

(Other supplies required
Microplate reader with 430 nm wavelength filter

High-peecision transferpetor, EF tubes and disposable pipette tips

ITC Incubator

Dieionized or distilled water
Absorbent paper

Loading shot for Wash Buffer




Maote

1. Please wear lab coats and latex gloves for protection. Please perform the experiment following the national
security columns of biclogical laboratories, especially detecting samples of blood or other body fluid.

2. The just opencd ELISA Plate may appear water-like substance, which is normal and will not have any impact on
the experimenta] results.

3. Do not reuse the diluted standard, biotinylated detection Ab working solution, concentrated HRP conjugate
working solution. The unspent undiluted concentrated biotinylated detection Ab (100:) and other stock solution
should be stored back according to the storage condition in the above table.

4. The microplate reader should be able to be installed with a filter that can detect the wavelength at 450410 nm.
The optical density should be within (-3.5.

5. Do not mix or use components from other bots (except for washing buffer and stop solution]).

6. Change pipetic tips between adding of each standard level, between sample adding, and between reagent adding.
Alzo, wse separate reservoirs for cach reagent

Sample collection

Sernm: Allow samples to clot for 2 hours at room temperature or overnight at 4°C before centrifugation for 15 min at
1000k=g at 2-8°C. Collect the supematant to carry out the assay. Blood collection mbes should be disposable, and non-
endotoxin.

Plasma: Collect plasma using EDT A or heparin as an anticoagulant. Centrifuge samples for 15 min at 1000=g at 2-8°C
within 30 min of collection. Collsct the supematant to carry out the assay. Hemolysis samples ane not suitable for ELISA
asaay!

Cell Iysates: For adherent cells, gently wash the cells with moderate amount of pre-cooled PBS and dissociate the cells by
trypsin. Collect the cell suspension into the centrifugal tobe and centrifuge for 5 min at 1000xg_ Discard the mediom and
wash the cells for 3 times with pre-cooled PBS. For each 1:106 cells, add 150-250 pL. of pre-cooled PBS to keep the
cells resuspended. Repeat the frecze-thaw process for several times untl the cells are lysed fully. Centrifuge for 10min at
1500eg at 4°C. Remove the cell fragments, collect the sopematant to carry out the assay. Avoid repeated freeze-thaw
cycles.

Tissne homogenates: Tt is recommended o get detailed references from other literatures before detecting different
tissne types. For general information, hiemolysis blood may affect the result, so the tissues should be minced to small
pieces and rinsad in ice-cold PBS (0.01M, pH=7.4) to remove excess blood thoroughly. Tissue pieces should be weighed
and then homogenized in PBS (tizsue weight(g): PBS volome{mL) = 1:9) with a glacs homogenizer on ice. To further
hreak the cells, you can sonicate the suspension with an ultrasonic cell dismapeer or subject it to freese-thew cycles. The
homogenates ane then centrifuged for 5 min at 5000=g to get the supematant.

Cell culiure snpernatant or other biological fuids:
Centrifuge samples for 20 min at 1000:=g at 2~ 8°C. Collect the supematant to carry out the asssy.



Note for sample:

1. Samples should be sssayed within 7 days when stored at 4°C, otherwise samples must be divided and stored at
-MAC (<] month) or -B0FC (<3 months). Avoid repeated freeze-thaw cycles.

2. Please predict the concentration before assaying, I the sample concentration is not within the range of the
standard curve, users must determine the optimal sample dilotions for their particular experiments.

3.1 the sample type is not incloded in the manual, 8 preliminary experiment is suggested to verify the validicy.

4. If lysis buffer is used to prepare tissue homogenate or cell culfure supermatant, there is a possibility of causing 2
deviation due to the introduced chemical substance.

5. Some recombinant protein may cannot be detected due to the mismatching with coated antibody or detection
antibody.



Reagent preparation

1. Bring all reagents to room temperature (18-25°C) before use. Preheat the Microplate reader for 15 min before
OD measurement.

2. Wash Buffer: Dilute 30 mL of Concentrated Wash Buffer with deionized or distilled water to prepare 750 mL
‘Wash Buffer. Note: if crystals have formed in the concentrate, warm it in 40°C water bath and mix it geatly until
the crystals have completely dissolved.

3. Standard working solution: Centrifuge the standard at 10,000xg for | min. Add 1.0 mL of Reference Standard
&Sample Diluent, let it stand for 10 min and turn it upside down for several times. After it dissolves fully, mix it
thoroughly with a pipette. This reconstitution produces a stock solution of 400 mU/mL. Then make serial
dilutions as needed. The recommended dilution gradient is as follows: 400, 200, 100, 50, 25, 12.5,6.25,0
mU/mL.

Dilution method: Take 7 EP tubes, add 500 uL of Reference Standard & Sample Diluent to each tube. Pipettie 500
ul. of the 400 mU/mL stock solution to the first tube and mix up to produce a 200 mU/mL stock solution. Pipette
500 uL of the solution from former tube to the latter one in order according to this step. The illustration below is
for reference. Note: the last tube is regarded as blank. Doa't pipette solution (0 it from the former tube.

500.L 0.1 S00uL S00.L S00uL 300ul.

774 77X A A A

Reference
Standard

= =" e - == " -

200 30 25

100

125 6.25 0

4. Biotinylated Detection Ab working solution: Calculate the required amount before experiment (100 uL/well).
In actusl preparation, more account of 100~200 uL should be prepared. Centrifuge the stock tube before use,
dilute the 100x Concentrated Biotinylated Detection Ab to 1xworking solution with Biotinylated Detection Ab
Dilueat.

5. Concentrated HRP Conjugate working solution: Calculate the required amount before experiment (100
pLSwell). In actual preparation, more account of 100~200 uL. should be prepared. Dilute the 100x Concentrated
HRP Conjugate to 1x working solution with Concentrated HRP Conjugate Diluent.



Assay procedure (A brief assay procedure is on the e page)

1. Add Standard working solution of different concentrations to the first oo columns: Each concentration of the
solution is added into two wells side by side (100 ul. for cach well). Add samples to other wells (100 ul. for cach
well). Cowver the plate with sealer provided in the kit. Incubate for 90 min at 37°C. Note: solutions should be added 1o
the bottam of micro ELISA plate well, avoid toucking the inside wall and foaming = possible.

2. Bemove the liquid of each well, do not wash. Immediately add 100 pl. of Biotinylated Detection Ab working
solution to each well. Cover with the Plate scaler. Gently mix up. Incubate for 1 hour at 37°C.

3. Aspirate or decant the solution from cach well, add 350 ul. of wash buoffer to each well. Soak for 1-2 min and
agpirate or decant the solution from each well and pat it dry against clean absorhent paper. Repeat this wash step 3
times. Note: 8 microplate washer can be wsed in this step and other wash sleps.

4. Add 100 pL of HRP Con jugate working solution to cach well. Cover with the Plate sealer. Incubate for 30 min
at 37°C.

5. Aspirate or decant the solution from each well, repesat the wash process for five times s conducted in step 3.

6. Add 90 uL. of Substrate Reagent to cach well. Cover with a new plate sealer. Incubate for about 15 min at 37°C.
Protect the plate from light Note: the reaction time can be shonened or extended scoonding 1o the actual color change, but
il mre than Sman.

7. Add 50 uL of Stop Solution o cach well. Note: the onder o add stop solution should be the same as the aibstrie
solulion.

8. Determine the optical density (0D valuz) of cach well at once with 2 micro-plate reader set to 450 nm.



Calculation of results

Average the duplicate readings for each standard and samples, then subtract the average zero standard optical density.
Plot a four-parameter logistic carve on log-kog graph paper, with standard concentration on the x-axis and OD values on
the y-axis.

I samples have been diluted, the concentration calculated from the standard curve must be moktiplied by the dilotion
factor. If the OD of the sample surpasses the upper limit of the standard curve, you should re-test it after appropriate
dilution. The actual concentration is the caleulated concentration multiplied dilution factor.

Typical data

Ag the OD valoes of the standard curve may vary according to the conditions of actusl assay performance (e.g. operator,
pipetting technigue, washing technigue or temperatuns effects), the operator should establish standard curve for each war.
Typical standard curve and data below is provided for reference only.

Concentration
{mUTimL) 400 200 100 50 23 12.5 6.25 0
oD 2443 1601 0969 0457 0.26 0167 0117 (4
Corrected OD 2319 1537 0905 0393 0.196 0103 0053 -
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Precision

Intra-assay Precision (Precision within an assay): 3 samples with low, middle and high level Human CE-18/ERTI8 were
tested 20 times on one plate, respectively.

Inter-assay Precision (Precision between assays): 3 samples with low, middle and high level Human CE-18/KRT18 were

teated on 3 different plates, 20 replicates in each plate.

Intra-aszay Precision Inter-assay Precision
Sample 1 2 3 1 2 3
n i 0 o 0 X 0
Mean(mUmL]
mufmL) 18.51 61.86 159.46 19.61 63.54 150,53
Standard
deviation 1.12 250 T35 1.13 318 5.81
CV (%) 605 44 4.61 5.76 500 3.86
Recovery
The recovery of Human CK-13/KRTIS spiked to three different levels in samples throughour the range of the assay in
Various matrices was evalnated.
Sample Type Range (%) Average Recovery (%)
Serum (n=5) 02-104 99
EDTA plasma (n=5) 95-107 100
Cell culture media (n=5) £5-100 92

Linearity

Samples were spiked with high concentrations of Human CE- 18/KRTIE and diluted with Reference Standard & Sample
Diiluent to produce samples with values within the range of the assay.

Serum (n=5) EDTA plasmaln=5) Cell culrure media
(=5)
12 Range (%) 93-106 93-107 94-110
Average (%) R ] 102
1:4 Range (%) 02108 £1-02 26-100
Average (%) i 87 3
18 Range (%) 88-102 8395 8404
Average (%) o4 89 8
1:16 Range (%) 92107 §1-96 £3-05
Average (%) i & 88




Problem Canses Solutions
Poor standard Inaccurate pipetting Check pipettes.
e Improper standard dilution Ensure briefly spin the vial of standard and dissolve
the powder thoroughly by gentle mixing.
Wells not completely aspirated Completely aspirate wells between steps.
Low signal Insufficient incubation time Ensure sufficient incubation time.
Incoerect assay temperatune Use recommended incubation tempersture. Bring
substrate to room temperature before wse.
Inadequate reagent volumes Chieck pipettes and ensure correct preparation.
Improper dilution
HRP conjugare inactive or TMB Mix HRF conjugate and TME, rapid coloring.
failure
Diecp color but low | Plate reader seftings not optimal Werify the wavelength and filter setting in the
value Microplate reader.
Open the Microplate Reader ahead to pre-heat.
Large CV Inaccurate pipetting Check pipettes.
High background | Concentration of target protein is o | Use recommended dilution factor.
high
Plate is insufficiendy washed Review the manual for proper wash. If using a plate
washer, check that all ports are unobstructed.
Contaminated wash buffer Prepare fresh wash buffer.
Low sensitivity Improper storage of the ELISA kit All the reagents should be stored according to the
) .
Stop solution is not added Stop solution should be added to each well before

MEEsurement.




SUMMARY

I. Add 100 pL standard or sample to each well. Incubate for 90 min at 37°C.

2. Remove the liquid. Add 100 pL. Biotinylated Detection Ab. Incubste for | hour at 37°C.

3. Aspirate and wash 3 times.

4. Add 100 puL. HRP Conjugate. Incubate for 30 min at 37°C.

5. Aspirate and wash 5 times.

6. Add 90 pL Substrate Reagent. Incubate for 15 min at 37°C.

7. Add 50 uL Stop Solution. Read at 450 am immediately.

£, Caleulation of results.



Declaration

|. Limited by current conditions and scientific technology, we can't completely conduct the comprehensive
identification and analysis on all the raw material provided. So there might be some qualitative and technical risks
for users using the kit.

2. The final experimental results will be chosely related to the validity of products, operation skills of the operators
and the experimental environments. Flzase make sure that sufficient samples are available.

3. To get the best results, please only uwse the reagents supplied by the manufacturer and strictly comply with the
instructions in the description!

4. Incorrect results may occar becanse of wrong operations during the reagents preparation and loading, as well as
incorrect parameter setting of Micro-plate reader. Please read the instruction carefully and ad just the instrument
frior to the experiment.

5. Even the same operator might get different results in two separate experiments. In crder to get better reproducible
results, thie operation of every step in the assay should be controlled.

6. Eviery kit has strictly passed QC test. Howewer, results from end wsers might be inconsistent with our data doe to
some unexpected reasons such as transportation conditions, different lab equipments, and so on. Intra-assay
variance among kits from different batches might arise from above reasons, oo,

7. Valid period: & months,

Copyright @2017-2018 Elabscience Biotechnology Inc. All Rights Reserved
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