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1. GIiRiS VE AMAG

Alkol Digi Yagli Karaciger Hastaligi (NAYKH), herhangi bir yangi olma-
yan basit steatozdan (yaglh karaciger), belirgin fibrozis ve hatta siroz ile
birlikte olan siddetli yangisal bulgulara kadar degisen histopatolojik durumlari
kapsayan bir kronik karaciger hastaligidir [52,59] (Sekil 1) NAYKH’ nin
tanisinda asiri alkol kullanimi (kadinlarda 20 mg/gun, erkeklerde 40 mg/gln

ve uzeri) mutlaka diglanmalidir [1,250].

Yagl Karaciger (Hepatosteatoz)

4

Steatohepatit

4

Steatohepatit (Fibrozisle)

Siroz (Yaglanmada azalma)

Sekil 1:NAYKH bir hastaliklar spektrumudur

Yagl karacigerin patolojik tanimi, karaciger kuru agirhginin %5’ ini
asacak sekilde karacigerde lipid birikimi veya histopatolojik incelemede hepa-
tositlerin %5’ inden fazlasinda makrovezikller yaglanma gértulmesi olarak
tanimlanabilir [2]. Bir sonraki agama Alkol-digI Steatohepatit (Nonalkolik Stea-

tohepatit=NASH)’ tir. Karacigerde yaglanmaya (steatoz) ilaveten karacigerde



zon Il (sentrizonal) hepatositlerde asagidaki 3 6zellikten ikisi varsa NASH

tanisi konur [3,4,29].

1. lobuler yangi (mononukleer hlcreler ve/veya notrofiller ile birlikte ne-

kroinflamatuvar odak olmasi)

2. mallory cismi ile beraber veya mallory cismi olmaksizin hepatositlerde

balonlasma dejenerasyonu
3. periselluler fibrozis.

Yagl karaciger ve siroz gibi fibrotik karaciger hastaliklarinin altinda ya-
tan belli basl nedenler obezite ve insulin direncidir [9,20,66]. GUnumuzde
erigskinlerde obezite ve insllin direncinin prevelansi giderek artmaktadir. Bu
durum da, NAYKH’ ni erigkinlerde potansiyel olarak en yaygin gorulecek
karaciger hastaligi yapmaktadir [62]. Bu nedenle progresif seyreden ve ciddi
etkileri olan NAYKH ’'nin altinda yatan patofizyolojik mekanizmalari anlamak

ve etkin tedavi stratejileri gelistirmek dnemlidir.

Yagh karacigerin en sik nedenleri asiri kilo, alkol, hiperlipidemi ve Tip 2
Diyabetes mellitus(DM)’tur [8]. Butin dinyada yaklasik 120 milyon insanin
klinik olarak asiri kilolu oldugu (BMI=30 kg/m?) ve ayrica 210 milyon insanin
da fazla kilolu (BMI 25-29,9 kg/m?) oldugu bulunmustur. Asiri kilolu kisilerin
(BMI=30 kg/m2) % 60-90’ inda yagh karaciger vardir [11]. Ayrica BMI (Vicut
Kitle indeksi) normal olan ama bel-kalga gevresi artmis kisilerde yagli kara-
ciger gelisebilmektedir [13,201]. Asiri kalorili beslenme, ilag alimi, metabo-

lizma bozukluklari, kronik hastaliklar, infeksiyonlar, endokrinopatiler karaciger
2



yaglanmasina sebep olabilmektedir [8]. Son yillarda yapilan TURDEP
calismasinin sonuglarina dayanarak erigkin TUrk toplumunun %7.2’sinin tip 2
diyabetli ve %33.9’ unun obez ( genelde %33.9, kadinlarda 39.6, erkeklerde
%28) oldugu gercegdi géz o6nune alindiginda ,llkemizde NAYKH sikliginin

kigumsenmeyecek oranlarda olmasi gerektigi gorulmektedir [18,19].

Normal karaciger dokusunda goérilmemesi ve NAYKH patogenezinde
de oynayan TNFa, IL-6, IL-1 gibi yangisal sitokinlerle ve oksidatif stese yol
acan NOS gibi enzimlerle uyarilabilmesi nedeniyle NAYKH progresyonunda
molekuler bir belirleyici oldugunu disundigimiz COX-2’ nin NAYKH' da
karacigerde ekspresyonuna odaklanmig sadece birkag ¢alisma vardir. Ming-
bo ve arkadaslar tarafindan yapilan galismada sigan karacigerinde deneysel
NAYKH modelinde karacigerde COX-2 ekspresyonunun karacigerde in-
flamasyon ve hasarin derecesine paralel olarak arttigi bulunmustur [27].
Bizim calismamiza isik tutan bu galisma disinda insan NAYKH nda COX-2
ekspresyonu ve patogenik etkilerine odaklanan galisma bildigimiz kadar ile
yoktur. Hayvan modelleri ile yapilan galismalarin NAYKH patogenezini an-
lamadaki rolu buyuktar, ¢unkd insanda bu amacla karaciger biyopsisi gibi
girisimsel yontemler genelde uygulanmamaktadir.Bu c¢alismanin amaci,
karaciger igne biyopsilerinde, NASH fibrogenezinde énemli rol oynama ihti-
mali olan COX-2’ nin immunhistokimyasal olarak yogunlugunu ve dagilimini
arastirmak, normal karaciger dokusu ve NASH’ teki histopatolojik degisken-
lerle karsilastirmaktir. Bu amagla kurumumuzda daha once yapiimis 50

NAYKH ve 4 normal olgunun karaciger biyopsilerini histopatolojik olarak



inceledik, Brunt NAYKH Evreleme sistemine goére evrelendirdik, NAYKH Ak-
tivite Skoru’ na (NAS) goére skorladik ve gruplari immunhistokimyasal olarak
COX-2 ile boyadik. Elde ettigimiz veriler arasindaki farklari ve baglantilari

istatistiksel olarak inceledik.



2.GENEL BILGILER
2.1.Alkol Digi Yagh Karaciger Hastaligi
2.1.1.Tarihge ve Tanim

Gegctigimiz yuzyilda otopsi serilerine dayanarak, obez hastalarda nedeni
bilinmeyen bir siroz olabilecegi zaman zaman dikkat ¢gekmisti. Ama bunun bir
neden sonug iligkisinde oldugu ve olus mekanizmasi aydinlatiimamisti. ik
kez 1962 yilinda H. Thaler tarafindan anlamli miktarda alkol kullanmayan,
fakat alkolik steotohepatit ile uyumlu histolojik 6zelliklere sahip bir vaka bild-
irilmigtir [30]. Psddoalkolik karaciger hastaligi, alkol-benzeri hepatit, diyabetik
hepatit, nonalkolik Laennec’s hastaliyi ve steatonekroz gibi farklh terimler
kullanilmigtir [31]. 1980 yilinda Mayo Klinik'ten Ludwig ve arkadaglari anor-
mal karaciger testleri olan ve alkol hikayesi olmadigi halde alkolik hepatite
benzer histolojik bulgulari olan 20 adet orta yasli hastada goérulen karaciger
hastaligini tanimlamak i¢in nonalkolik steatohepatit (NASH) tanimlamasini
kullanmiglardir [204]. 1986 yilinda bu hastaligin "Alkol Disi Yagh Karaciger
Hastaligl” olarak adlandiriimasi onerilmistir; ¢unki NAYKH , bu tablo bir
ucunda basit karaciger yaglanmasinin oldugu diger ucunda ise sirozun
yeraldidi genis bir spektrumdur ve NASH bu spektrumun sadece bir

bolumunu olusturmaktadir.

1998 yilinda Day ve James ileri surulen “iki darbe” hipotezine gore [33],

birinci darbeden sorumlu etken ile kargilagsan karacigerde yaglanma sureci
5



baslamakta ve hasta baska bir ek faktdrle karsilasmadikgca bu sureg
yaglanma olarak sebat etmektedir. Yaglanma ile duyarli hale gelmis olan
karaciger ikinci darbe ile karsilastiginda iltihabi infiltrasyon ve fibrozis streci
baglamaktadir [33]. Bu modelde birinci darbeden sorumlu tutulan faktér
insulin direncidir [34]. Karaciger yaglanmasi; hangi nedene bagli olursa olsun
lipidlerin karaciger agirhdinin %5’inden fazlasini olusturmasi veya his-
topatolojik incelemede hepatositlerin %5’ten fazla yad vakuoll igcermesi
olarak tanimlanmaktadir [35]. NAYKH alkole bagli olmayan tim karaciger
yaglanmalarini kapsar. Bu tanim igerisinde yer alan basit yaglanma selim
seyirlidir, yangi gelismemistir. NASH hig¢ alkol kullanmayan veya az miktarda
(giinde 20-30 gr’in altinda) alkol kullanan, histolopatolojik olarak alkolik kara-
ciger hastaligindan ayirt edilemeyen, yaglanma ve birlikte nekroinflamasyon
velveya fibrozisin eslik ettigi kronik seyirli klinikopatolojik tabloyu ifade eder
[36]. Histopatolojisinde karisik tipte iltihabi infiltrasyonun disinda, hepatos-
itlerde balonlagsma ve/veya Mallory cisimleri (zon-3’ te balonlasmis hepatos-
itler icinde yer alan asidofilik yapilar) ve/veya fibrozis gibi bulgular vardir.
Basit yaglanma ve NASH birbirinden farkli gibi goriinse de, basit yaglanma
Klinik spektrumun ilk basamagini olusturmaktadir [5-8]. NASH; dlnya
genelinde sikligi giderek artan, patogenezinde hayat tarzi ve genetik faktor-
lerin dnemli rol oynadidi karmasik bir metabolik durum olan NAYKH’ nin en
ciddi formudur. Kronik karaciger hastaligi ve siroza ilerleyebilmesi hastaligin
onemini giderek artirmaktadir [7,14,10,34,37,54].Deneyimli bir patolog
tarafindan incelenen karaciger biyopsisi NAYKH ve NASH ayriminda, ne-

kroinflamasyon siddeti ve fibrozisin varligi ve yayginhgini belirlemede mut-
6



laka gerekli bir tani yontemidir. Fakat NAYKH igin henuz etkili bir tedavi yont-
eminin hentz bulunmamig olmasi, sadece taninin dogrulanmasi amaciyla

karaciger biyopsisi yapilmasi anlasilabilir rahatsizlik yaratmaktadir.

2.1.2.Epidemiyoloji

NAYKH su anda dunyanin birgok bolgesinde kronik karaciger has-
taliginin en sik goértlen formudur. NAYKH epidemiyolojisi halen yogun
arastima alanidir. NASH tanisinda girisimsel olmayan testlerin tani igin kisitli
olmasi nedeniyle NASH insidansi ve prevelansi tam olarak bilinmemektedir.
NAYKH’ nda Kkaraciger enzimleri yiksek veya normal olabilir. NAYKH ve
normal karaciger enzimleri olan bazi olgularin biyopsilerinde bazi ¢alismalar-

da NASH ve hatta siroz saptanmistir.[38,39].

2.1.2.1.insidans

NAYKH insidansi tam bilinmemektedir ve bu konuda yapilmis ¢alisma
sayisi gorece olarak azdir. Japonya’ da Suzuki ve arkadaslari [40] hukumet
¢alisanlarinin rutin saglik verilerinden yararlanarak bir saha galismasi yap-
mistir. Nedeni bilinmeyen serum aminotransferaz yuksekligi baz alinarak,
yillik NAYKH insidansi 31/1000 kisi olarak hesaplanmistir. Yine Japonya’ da,
rutin saglik kontrolinde 3147 saglikli olguda 414 gunlik takip stresinde, 308
yeni NAYKH olgusu rapor edilmistir [41]. Bu tahmini yillik insidans hizinin
%10 olarak saptandigi calisma ¢gesitli sinirhliklarla birlikte, NAYKH in-

sidansinin degerlendirildigi ilk prospektif calismadir.

2.1.2.2.Prevelans



NAYKH’ nin prevelansi, Uzerinde c¢alisilan nifusa ve kullanilan tarama
testine bagh degisir. Secilmis vaka gruplarinda (DM, morbid obez) yapilan
calismalarda NAYKH prevelansi yuksek bulunurken, secilmemis populasyon-
larda dusik saptanmistir. Genel populasyonda NAYKH prevelansi degisik

calismalarda %3-37 saptanmistir.

Uglincli Ulusal Saglik ve Beslenme Taramasi’ nda (NHANES IlI),
Amerikalilarin % 23’ nde NAYKH oldugunu gostermistir. [42-44]. Bu c¢alisma
sonucunda NAYKH’ nin eriskinde en sik transaminaz yuksekligi nedeni
oldugu sonucuna varilmigtir [11-17,41,45-51]. NAYKH prevelansi risk faktor-
lerinin (6rn. obezite,DM) prevelansindaki artisina paralel seyretmektedir
[10,53]. NAYKH prevelansi diyabetik olgular arasinda %63, obezite cerrahisi
gegirenlerde %96’dir [39,54,55]. Obezite cerrahisi gegiren hastalarda NAYKH
prevelansi %96, NASH prevelansi %12 ile %25 arasindadir [39,55,56].
Falck-Ytter ve arkadaslari, genel populasyonda USG ile yapilan ¢aligsmalarda
NAYKH prevelansi % 16-23, otopsi serilerinde NAYKH prevelansi % 16-24,
NASH prevelansi % 2.1-2.4, karaciger biyopsi serilerinde NAYKH prevelansi

% 15-39, NASH prevelansi % 1.2- 4.8 arasinda bulunmustur [57].
2.1.3.Dogal Seyir

Son on yil icinde NAYKH’ nin dogal seyrini anlamada bir artis olmustur
[62]. Sekil 2 de NAYKH’ nin dogal seyri 6zetlenmektedir. NAYKH dogal sey-
rinin tani anindaki histolojik alt tipe bagl oldugu gozlemlenmistir. Tani aninda
yagll karaciger yada nonspesifik inflamasyonla birlikte yagl karaciger

genelde selim seyrederken, tani aninda NASH ilerleyici fibrozis gdsterebilir.
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ilerleyici hastaligin kesin orani ve ilerleyici hastalik belirtecleri hala arastirma
konusudur. NASH-iligkili siroz karaciger yetmezligi ve HCC' vye iler-

leyebilmektedir. (Sekil 2)

OBEZITE Basit NASH/
\ Yaglanma Fibrozis =ltoz

iNSULIN => i = .
DIRENCI \.' 30% “ 20-25% p
P

GENETIK

FAKTORLER Y

s>

HCC

Sekil 2: NAYKH Dogal Seyri

Siroz 6ncesi asamada, fibrosizin durmasi ve hatta iyilesmesi mimkun-
dir. Yapilan bir calismada, az sayida NASH olgusunun takipte basit

yaglanmaya intikal ettigi gdozlenmistir [36].

NAYKH’ nin dogal seyrini incelemek igin eglestiriimig biyopsi ¢caligmalari
kullaniimaktadir. Bu ¢calismalarin bir takim sinirliliklari vardir. Bunlar;

1. biyopsi icin segilen hastalar, 6zellikle seri biyopsiler icin segilenler
secilmeyenlere gore farkli olabilir;

2. biyopsiler arasindaki takip suresi degisken uzunlukta olabilir;

3. karaciger biyopsisi 6rnekleme degdiskenlik gdsterebilir;

4. bazal biyopsilere sirozlu hastalar da dahil edilmis olabilir;

5. NAYKH nin metabolik risk faktorlerinin zaman igindeki degisimini

bilinemeyebilir. Bu sinirliliklara ragmen, bu galismalar NAYKH’ nin dogal sey-



rinin anlasiimasina katkida bulunmustur. Calismalarda, 3.5-5 yillik takipte
NASH olgularinin % 50’ sinde fibrozisin ilerledigi, % 20’ sinde siroz gelistigi
gorulmastir [62]. NASH olgularinin % 50’ sinde fibrozis degismez ya da
duzelir [62]. Daha genis ve daha iyi tanimlanmis kohortlarda 3.2-5.6 arasinda
medyan takipte NASH olgularinin % 26-37 sinde fibrozisin ilerledigi
saptanmistir [36,63,64]. Ayni takip slresinde iki calismada NASH olgularinin
% 9 unda siroz geligmigtir [60,61]. Siroz i¢in bagimsiz risk faktorleri diyabet
ve tani anindaki fibrozistir [58,65]. NASH ilerleme ya da gerilemesini belir-
lemek icin karaciger biyopsisi gereklidir ve biyopsi tercihen en az dért yil ara-

dan sonra yapiimalidir [36].

NAYKH’ nin kriptojenik sirozun ¢ogunun altinda yatan neden oldugu
dusundlmektedir [20]. Kriptojenik sirozlarin %70’ ten fazlasi son donem

NASH ile aciklanabilir [20,21]. Sekil 3’ te NAYKH dogal seyri 6zetlenmistir.

2.1.4.Etyoloji

NAYKH birgok klinik durum ve/veya hastalikla iligkili olabilir. Bu nedenle

hastalig1 primer ve sekonder olarak ikiye ayirmak mumkundur.
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Instilin Direnci Sendromu
Olanlar
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Sekonder NAYKH

llaclar
Glukokortikoidler
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Fosfor
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Tetrasiklin

Tamoksifen

Metotreksat

Antiviral ilaglar

Valproik asit

Kokain aliskanhg
NUkleozid analoglar
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Jejunoileal Bypass

ince barsak rezeksiyanu
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Bakteriyel asir cogalma

Metabolik hastaliklar

Galaktozemi

Tirozinemi

Fruktoz Intolerans
Sistindri

Sandhoff Hastalig
Sistemik karnitin eksikligi
Wilson Hastalig

Sistemik Hastaliklar

Kaseksi

Isi carpmas

nflamatuvar barsak hast.
Weber-Christian Hastalig
Kistik Fibrozis

HBY, HCV

Genetik Hastaliklar

Abetalipoproteinemi

Ailesel Hipolbetalipoproteinemi
Tip 1 Glikojen Depo Hastalig
Hizl Kilo kayiplar

Tablo 1: NAYKH Etyolojisi

2.1.5.NAYKH Patogenezi , Histopatoloji ve Siniflamasi

2.1.5.1.NAKYK Patogenezi

2.1.5.1.1.NAYKH Gelisiminde ilk Darbe: Steatoz

NAYKH patogenezi kesin olarak bilinmemektedir [67]. insilin Direncin-
in(IR) temel neden oldugu buylk dl¢glide kabul gormustir [67,68]. NAYKH’ de
olgularinda sistemik insulin direnci vardir, ama 6zellikle beyaz yag doku
(WAT) ve kas doku insulin direncinin patogenezde belirleyici oldugu
dusundlmektedir [67]. Karaciger nakli sonrasi NAYKH' nin yinelemesi [69],

bu dusunceyi dogrulamaktadir. Periferik IR, WAT lipolizinde artma, karacigere
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serbest yag asitlerinin(SYA) akisinda artmayla sonugclanir [205]. izotop
isaretleme yontemiyle WAT lipolizi sonucu elde olunan serum SYA' lerinin
karaciger trigliserit deposunun % 60’ Indan sorumlu oldugu gérulmustar [72].
Azalmis periferik insllin etkisi, hiperinstlinemi olusmasina yol agar. Olusan
hiperinsilineminin  karaciger Uzerine etkisi denovo lipogenezi arttirma
yonundedir [70,71,206]. Denovo lipogenez,karaciger trigliserit deposunun %
25 inden sorumludur ve sterol duzenleyici element-baglayici protein-1c
(SREBP-1c) ve karbonhidrata yanit veren element-baglayici protein
(ChREBP) ve peroksizom proliferator-aktive edilmis reseptér gama (PPAR)-y
gibi transkripsiyon faktorlerinin karacigerde artmis aktivitesinin sonucudur
[73]. Bozulmus karaciger yag asidi oksidasyonu ve/ve ya ¢ok dusik dansiteli
lipoproteinin (VLDL) bozulmus sentez ya da sekresyonu daha az énemli
yollardir. Esas olarak visseral WAT karacigere SYA akisinin ana kaynagidir
[73,74,]. NAYKH patogenezinde yag dokusundan kaynaklanan hormonlarin
etkisi yakin ge¢miste buyuk onem kazanmistir [74]. Vicudun en buyuk en-
dokrin organi olan WAT en az bir diizine protein salgilar. Bu proteinler topluca
adipokinler veya adipositokinler olarak isimlendirilirler ve insulin duyarlihg:
uzerinde etkileri vardir. NAYKH’ nda adiponektin, leptin ve timor nekroz fak-
tord-a (TNF-a)’ nin rold ile ilgili Gnemli dizeyde kanit elde edilmistir [75-76].
Adipokin dengesinde bozulma (adiponektin dlzeyi azalirken, TNF-a dizeyi-
nin ve karaciger leptin direncinin artmasi) karacigerde TG birikimine katkida
bulunmaktadir. Leptin ve Adiponektin disinda diger adipokinler 6rn;Resistin,
Visfatin ve Apelin de NAYKH patogenezinden sorumludur [76]. Diyetsel fak-

torler de steatoza katkida bulunabilir [77]. Kilolu diyabetik olmayan olgularda,
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yuksek yagh diyetin sadece 10 gun iginde karaciger yag iceriginde % 35
artis yaptigi goértlmuastuar [78]. Hayvan modellerinde 6zellikle fruktoz gibi basit
karbonhidratlar ve yag, karacigerde denovo lipogenezi arttirarak yaglanmaya
yol agmistir [79]. Bu durum diyetsel fruktozun denovo lipogenezi ChREBP
aktivasyonu yoluyla arttirmasi ile acgiklanmigtir [80,81,207]. Asir diyetsel
fruktoz tlketimi NAYKH igin bir risk faktértdur [80,81]. TG sentezinin son
basamagini katalizleyen enzim agcil-koenzimA:diagilgliserol aciltransferaz’in
(DGAT) antisens oligonukleotidlerle spesifik inhibisyonu obez, diyabetik
farelerde vyaglanmayl azaltmis, fakat ilerleyici NAYKH sonuclandidi
saptanmistir [24,93]. TG depolanmasinin NAYKH' da karaciger hasarini
(NASH) ve fibrozis gelisimini  sinilandirdigr  ileri  sutrtlmagstir
[25,26,86,88,202,203,]. TG sentezinin dlizenlenmesindeki bireysel farkliliklar,
neden sadece bazi NAYKH olgularinda ilerleyici karaciger hastahgi gelistigini

aciklayabilir [8]..
2.1.5.1.2.NAYKH Gelisiminde ikinci Darbe: Steatohepatit

Genetik ve cevresel faktorler dahil olmak Uzere farkli belirleyicilerin
etkilesimi sonucu NAYKH gelismektedir [209,210]. 1998 yilinda Day ve
James tarafindan ortaya atilan ‘cift hasar hipotezi, ne goére ilk hasar insilin
Direnci tarafindan gercgeklestiriimektedir [33]. Yagdlanan hepatositler ikinci
hasara daha hassas hale gelir ve ikinci hasarla (oksidatif stres, ER stres,
mitekondriyal fonksiyon bozuklugu, endotoksin aracih hasar,v.b) NASH
gelismektedir. Yag asidi metabolizmasindan beta oksidasyon yolu ile Uretilen

reaktif oksijen turleri (ROS), hepatosit hasarinin temel nedenidir. Nekroz ve
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apopitoz, karaciger inflamasyonunun ve karaciger yildizsi hicrelerinin (HSC)
aktivasyonu sonucu olugan fibrogenezin tetigini ¢ceker. ‘Cift Hasar Teorisi,
birkac kez gozden gecirilmistir. Steatohepatite yol actigi deneysel olarak
kanitlanmis etkenlerin yaglanma da yaptigi verisinden yola ¢ikarak, steatoz
ve steatohepatite neden olan tek bir mekanizma olasiligi Gzerinde durulmus
[82], lipotoksisite kavrami ortaya atiimistir [84]. Bu kavrami acgiklamak igin
visseral yag dokudan karacigere SYA akisi, SYA karacigerde trigliserit olarak
depolayan "iyi yag depolayanlar" ve karacigerde TG disi lipid depolayan
"ko6tl yag depolayanlar" olarak iki gruptan bahsedilebilir [91]. Lipotoksisite
kavramini destekleyen karaciger yag icerigiyle ilgili genetik olarak belirlenmis
bireysel farklliklarin varligi Romeo ve arkadaslari tarafindan da bildirilmistir
[83]. lyi yag depolayanlar da ancak eslik eden ikinci bir hasar varliginda
NASH geligebilir, eger ikinci hasar gergceklesmezse sadece yaglanma sebat
eder [84]. Kotu yad depolayanlar da kacginilmaz olarak NASH gelisir, bu
neden yaglanmanin genellikle azaldigini ve kayboldugunu agiklamaya
yardimci olabilir [85].invitro hepatosit/hiicre kiiltiirii modelleri, benzer mik-
tarda yaglanmaya neden olmalarina ragmen doymus SYA' nin (palmitik veya
stearik asit) tekli-doymamis SYA' nden (palmitoleik veya oleik asit) daha
hepatotoksik oldugunu gostermistir [87].Oleik asitten zengin diyet kara-
cigerde TG birikimi ile sonuglanir, oysa fazla palmitik asit TG olusumu ile za-
yif iliskisi nedeniyle karacigerde lipoapopitoza neden olur [86]. Doymus SYA,

doymamiglara gore daha fazla ER strese yol agmaktadir [211].
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2.1.5.1.2.1 Lipotoksisite Kavrami ve NASH

Karaciger lipotoksisitesi karacigerin SYA depolama kapasitesinin asil-
masi ile ortaya c¢ikar [90]. NASH gelisimi ve ilerleyici karaciger hastaligi,
karaciger lipotoksisitesinin dogal bir sonucu olarak gorultyor olabilir [73,89].
Yag dokusu digindaki hucre ve dokularin ylksek konsantrasyonlarda SYA,
TG ve kolesterole kronik maruziyeti IR, tip Il DM ve metabolik sendrom pato-
genezine katkida bulunan lipotoksisiteyi tetikler [90,91]. Karacigerin artmis
SYA icerigi, farkh mekanizmalar ile lipidlerin karacigerden uzaklastiriimasi
yoluyla dengelenmeye c¢aligilir. Bu mekanizmalardan biri artirlan SYA
oksidasyonudur. SYA oksidasyonu mitokondride, peroksizomlarda ve mikro-
zomlarda olur. Kisa ve orta zincirli SYA sadece mitokondride okside olur [95].
Uzun ve ¢ok uzun zincirli SYA, ilk dnce mikrozom ve peroksizomlarda kisalir-
lar ve daha sonra mitokondride okside olurlar. Karacigerin yaglanmaya karsi
adaptasyon mekanizmalarindan biri de artmigs SYA’ nin mitokondriye girigleri-
ni arttirmaktir. Bu durum mitokondri dis membraninda bulunan ve uzun zincir-
li yag asitlerinin mitokondri igine alinmasini saglayan karnitin palmitoil trans-
feraz | ( CPT-1) enziminin ekspresyonunun artmasi ve bu enzimin inhibitoru

olan malonil Co-A’'nin azalmasi yoluyla olur [212].

Genetik olarak obez olan ob/ob farelerde ve NASH olgularinda SYA mi-
tokondriyel yollar ve/veya mitokondri-digi yollarla (mikrozom, peroksizom)
oksidasyonunun arttigi gosterilmigtir [213]. Mitokondri sadece SYA oksidasy-
onunda ve enerji Uretiminde rol oynamaz, ayni zamanda ROS’ larin ana

kaynagidir. Mitokondriyel beta oksidasyon kapasitesinin agiimasiyla lipid per-
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oksidasyon drunleri solunum zincirini bozar fakat NAYKH’ nda mitokondriyel
solunum zinciri aktivitesi, artan sekilde devam eder [87,97] ve ROS olusumu
daha da artar [95]. Mitokondriyel fonksiyon bozuklugu (asiri mitokondriyal
ROS olusumu yoluyla) steatozun steatohepatite progresyonuyla yakindan
iligkilidir [85,94-96]. Li ve arkadaslari, invitro ve invivo yaklagsimlar kullanarak
deneysel NASH’ de mitekondriyel SYA oksidasyonunun tasmasi, lizozomal
bozulma, katepsin B ve mitokondriyal disfonksiyon arasinda potansiyel bir
baglantiy1 gostermistir [98]. SYA karacigerden uzaklastiriimasinda ikinci yol,
karacigerden VLDL atilimi yoluyladir [214 ERve golgi aparatinin limeninde
bulunan mikrozomal trigliserid transfer protein (MTP), apolipoprotein B’ nin

VLDL partikdlt igine katihmini saglar.

Hepatoselluler TG depolamasi tek basina dogrudan hepatotoksik gibi
goérunmemekle birlikte hepatositin potansiyel toksik SYA maruz kaldiginin bir
gOstergesi olabilir [91,92,215].Bunun yanisira, deneysel NAYKH/NASH mod-
elleri ve insan NASH’ inde, mitokondriyel yapisal degisiklikler tanimlanmigtir
[99]. Bu yapisal degisiklikler boyuna ya da kuresel balonlagmalar ve elektron
mikroskopik incelemede mitekondri i¢cinde yer alan kristal inklizyonlarindan
olugsmaktadir. Bu kristal inkltzyonlarinin fosfolipid tlrevi oldugu ve muhteme-
len oksidatif stres goOstergesi oldugu dusunulmektedir [216,270]. Ancak
yapisal degisiklikler ve mitekondriyel fonksiyon bozuklugu arasindaki hassas
iliskiler iyi anlasilamamistir. Ozetle, mevcut veriler mitekondriyel dis-
fonksiyonun yagli karacigerde hasarin baglamasindan ve NASH' e pro-

gresyonundan sorumlu olay olabilecegini dusundurmektedir [212].
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NAYKH patogenezinde ER stres igin deneysel kanitlar son zamanlarda
olusmaya baslamistir. Uzun zincirli doymus SYA' ne kronik maruziyet ER
stresine ve hepatosit 6limine yol agmaktadir [100]. Ote yandan,ER stresi,
Apo B100 sentezini inhibe ederek, VLDL yoluyla hepatik TG atiimini azaltir
ve steatozu kotulestirir [101]. Son veriler ER stresin ve denovo lipogenezin

transkripsiyonel kontrolinli goOsteren baglanti ortaya cikarmistir [102].
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Sekil 3: Denovo Lipogenez, Karaciger Insulin Direnci Ve Yag Asidi Oksidasyonu

2.1.5.1.2.2.Apopitoz

Hepatosit apopitozu NASH' in énemli bir histopatolojik 6zelligidir ve iler-
leyici inflamasyon ve fibrozis ile iligkilidir [90]. Apopitoza duyarlilik basit
yaglanmadan NASH'i ayirmaktadir [90]. Artmis serum sitokeratin-18 parcalari
(hepatosit apoptozis belirtegleri olarak) NASH' te artmistir ve basit karaciger
yaglanmasi ve NASH' i ayirmak i¢in kullaniimaktadir [103,104,105]. Son za-
manlarda SYA, TLR-4 ligandi olarak cesitli karaciger digi hicrelerde bu
membran reseptor birlesmesinde gorev almaktadir [90,91,106]. Doymus SYA

Fas ve TRAIL gibi hucre ici 6lum reseptorlerini aktive ederek apopitoza yol
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agmaktadir [107,108]. Doymus SYA, NFkB ve TNF-a aktivasyonu ile katepsin
B nin serbestlesmesine, lizozom stabilizasyonunun bozulmasina ve c-jun N-
terminal kinaz bagiml proapoptotik bir protein olan Bax' in aktivasyonuna
neden olur [87,98,109-111].Doymus uzun zincirli SYA lipoapopitozu
indUkleme kapasitesi doymamis SYA' ne gore daha fazladir [91] Apopitoz,
karaciger hasarina katkida bulunsa da, inflamasyon ve fibrozisin apopitozla
beklenen ya da ongoérilenden daha hafif olmasi beklenebilir. NAYKH ve
lipotoksisite kavrami iginde apopitosizin hastalik ilerleyisindeki tam roll

kesfedilmeyi beklemektedir.
2.1.5.1.2.3.inflamasyon

inflamasyon ve insilin Direnci, NAYKH ve NASH patogenezinde rol
oynar.inflamasyon, NASH ve basit steatozu birbirinden ayiran anahtar faktér-
lerden biridir [114]. INK-AP-1(C-Jun N-terminal kinaz —Aktive edici Protein-1)
ve IKK-NFkB ( inhibitér Kinaz Kappa B—Niikleer Faktér-Kappa B)’ den olusan
iki ana inflamatuvar yolun steatohepatit gelisimimde sorumlu oldugu
disundimustir [114]. JNK mitojenle aktive olan protein kinazlar (MAPK) ai-
lesinin bir Gyesidir ve serum SYA veya endotoksinle etkinlestiriimektedir. INK
cesitli obezite hayvan modellerinde aktivitesi artan bir transkripsiyon fak-
toradur ve NASH’ te de aktivitesinin arttigi saptanmistir [87,135,115-119].
Farkli JNK izoformlarinin, JNK1 veya JNK2, karacigere 6zel olarak yok
edilmesiyle sistemik ve karaciger insulin duyarlihginin arttirilabilecegine
yonelik kanitlar elde edilmistir[118-120]. Tek basina JNK1 inhibisyonu

yaglanmayi azaltmig, JNK2 inhibisyonunun yaglanma Uzerinde etkisi
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gOrulmemistir [118,119]. JNK1 inhibisyonuyla serum TG duzeylerinde belirgin
bir artig saptanmistir, bu sonu¢ JNK1'in IR' den bagimsiz olarak karaciger
lipid metabolizmasina etki ettigini distindirmektedir [120-122]. JNK yanisira,
NFkB yolu NAYKH hayvan modellerinde en énemli patogenetik mekanizma-
lardan biridir [123]. NFKB inflamasyonun dizenleyicisi olan transkripsiyon
faktoradar. IKK2 akut inflamasyon sirasinda gerekli olan NFkB aktivasyonu
icin en 6nemli dizenleyici proteindir [124]. IKK2' nin asiri ekspresyonunun
NFkB nin slregelen aktivitesine yol agarak, karacigerde belirgin, periferde
iimh bir insilin Direnci’ ne yol agar [125]. Tersine hepatosite 6zgii IKK2
yokedilmis fareler yiuksek yagl diyete maruz birakildiklarinda karacigerde
insulin duyarlih@i korunur, kas ve yag dokusunda IR gelisir. IKK2' nin sistemik
inhibisyonu, diyetle uyarilan NASH modelinde yaglanmanin NASH' e ilerle-
mesini engellemistir [127]. NFkB inhibisyonun derecesi karaciger hasarini
belirleyebilir[130].Buna o6rnek olarak NFkB aktivitesi tamamen bitirilmis,
NEMO (NFkB essential modulator/IKKy) yokedilmis hayvanlarda, IKK2 inhi-
bisyonu aksine klasik ve alternatif yollarin tamamen durdurulmasina bagli
olarak artmis apopitoz, inflamasyon ve iskemi/reperflizyon iligkili karaciger
hasari, NASH ve HCC gelisimi artmistir[128,129]. NAYKH patogenezindeki
inflamatuvar yollari aktive etmekle sorumlu mekanizmalar gun gegtikge daha
iyi anlagilabilmektedir. Once de bahsedildigi gibi, karacigere SYA akiminin
karacigerde inflamasyonu tetikleyebilecek sayisiz etkileri vardir. Ornegin, ER
stres-UPR (Unfolded Protein Responce) aktivasyonu ve inflamatuvar bir

yolak baglatan transkripsiyon proteini JNK birbiri ile iligkilendirilmigtir [121].
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Obezitedeki barsak mikrobiyal flora degisiklikleri [131,132], énemli bir
endotoksin kaynagidir [122,274].Cok yagl diyet (HFD), plazma lipopolisak-
karid(LPS) duzeylerini arttinr.HFD ve LPS artisi yaglanma ve karaciger IR
Uzerine benzer etkilere sahiptir [121].Barsak kaynakli bakteriyel Grtnler veya
dogrudan ylksek SYA dizeyleri sonucunda aktive olan TLR-4 bu mekaniz-
madan sorumludur. Bu sonuca CD14 (TLR-4 es reseptdri) mutant farelerin
LPS ve HFD ile uyarilmis NAYKH’ na direngli oldugu gozleminden yola
cikilarak varnimistir [133]. Ek olarak, yaglanma ve karaciger hasari TLR-4
mutant, metiyonin ve kolinden fakir diyetle (MCD) beslenen farelerde,ayni
diyetle beslenen normal farelere gére anlamli olarak distk bulunmustur
[133,269]. Kupffer hicreleri karacigerdeki en 6nemli TLR-4 barindiran hiicre
grubudur [133].Ayrica, TLR-4 yokken, adiposit ve makrofajlarda lipotoksisten-

in azaldigi gosterilmistir [134].

2.1.5.1.3.insiilin Direnci

NAYKH ve IR arasindaki iligki iyi bilinmektedir, fakat hangisinin sebep-
sonug oldugu konusu tartismalidir [70,139,172].NAYKH/NASH kronik inflam-
atuvar durum disinda, insilin sinyal sistemi ile iligkilidir. GPAT (gliserol-3-
fosfat aciltransferaz) yok edilmis farelerde azalmis diagilgliserol(DAG) diizey-
inin karaciger IR' ni azalttigi gosterilmistir [140]. Karaciger yaglanmasi,
insulin reseptor substrat 1 (IRS)-1ve IRS-2' nin tirozin fosforilasyonunu azal-
tarak, sirayla (PI3kinaz,Akt,GSK-3) aktivitesini azaltmaktadir [141]. Yaglanma
insulin sinyal yolagi uzerindeki etkilerini PKC, JNK ve IKK2 aktivasyonu ile

saglar. Bu 3 mediator IR’ ini PI3 kinazi etkinlestirerek saglamaktadir
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[141,141]. SYA iligkili ER stres IR gelisimi ile baglantilidir [138], kimyasal
saperonlar, krom, genetik degisiklikler (BiP/GRP78,adenovirus) kullanilarak
ER stres iliskili NAYKH modelleri gelistirilmektedir [138,143,144]. insiilin Di-

renci, inflamasyon ve oksidatif stres iliskisi Sekil 4’ te gosterilmektedir.
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Sekil 4: Insulin Direnci, Inflamasyon Ve Oksidatif Stress

2.1.5.1.4.NASH’te Hepatosit Fibrozisinin Molekiiler Mekanizmasi

Kronik karaciger hastaliginin ¢ogunda oldugu gibi, NASH' teki tekrar-
layan hasarlar karaciger fibrozisi ve sirozla sonuglanir. Karaciger fibrozisi,

karacigerin yara iyilesme yanitidir ve esas olarak aktive HSC(hepatik yildizsi
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hicreleri) tarafindan Uretilen yuksek yogunluklu hicre disi matriks pro-
teinlerinden(kollajen,proteoglikan,glikoprotein,glikozaminoglikan) olusur

[145,146].

EMT ile portal miyofibroblastlar gibi diger mezenkimal hucre tipleri, kemik iligi
kaynakli hacreler ve fibroblastlar da ekstraselller matriks kaynagi olarak
karaciger fibrozisine katkida bulunabilir, ama genel uzlagi HSC’ lerin ana
kaynak oldugu yonundedir [147]. HSC disse araliginda yerlesmis, sitokin ve
biyume faktdrl sentez ve sekresyon kabiliyetine sahip 6zellesmis hucrel-
erdir. (Sekil 5) Kupffer hicreleri, hepatositler, safra kanali epitelyum htcreleri,
trombositler ve sinuzoidal endotel hucreler karaciger fibrozisinden sorumlu
ekstrasellller matriks protein ve kollajen sentezler. Oksidatif stres, TGF-
B1(transforme edici buyume faktéru-g1), CTGF(bag doku buyume faktori)
gibi molekuller yildizsi hlcreleri aktive eder. Yildizsi hucreler zon Il te
perivenuler bolgede daha fazla bulunurlar. TGF-B1, Kupffer hicrelerinden ve
de yildizsi hucrelerden salinabilmektedir ve NASH fibrozisinden sorumlu
dnemli sitokinlerden biri olarak kabul edilmektedir [145,146,148,149].insdlin,
SYA , adipokinler (bagta leptin ve adiponektin) ve ileri glikolizasyon Urunleri
NASH fibrogenez surecini duzenleyen mediatorlerdir [149]. IR, temel tetikley-
ici olmanin yaninda ayni zamanda pro-inflamatuvar bir ortam olusturmak-
tadir. Hiperinsulineminin, TGF-B’ yi ve CTGF’ nu uyarak fibrogenezi baslata-
bildigi gosterilmistir [150,151]. IR’ nin neden daha siddetli hastalikla seyret-
tigini ve Tip 2 DM ve NASH birlikteliginin hizh ilerleyis ve kotu prognozla

iligkili oldugu bu sekilde agiklanabilir [152]. SYA, TGF-B1 ve TIMP-1 (Metallo-
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proteinazlarin Doku inhibitdrii-1) gibi profi brotik proteinleri arttirarak fibro-
geneze katkida bulunabilir [149,153]. Son calismalarda, @ WAT miktarinin

NASH siddeti ile korelasyon gostermesi bunu dogrulamaktadir [147].

BC

Hepatositler

Disse araligi
Hepatik Stellat
Hicre (HSC)
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Hepatik b
Stellat
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v
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Sekil 5:Karaciger Histolojisi Ve Karaciger YildizsiHucre

Hiperglisemi, lipid oksidasyonu enzimsel olmayan glikolizasyon proteinlerinin
ve AGE olugsmasiyla sonuglanir. Veriler invitro olarak gliseraldehit kaynakl
AGE’ ne maruz kalan HSC’lerin AGE reseptorleri eksprese ettiklerini
gOstermistir [154]. Cozunebilir AGE reseptdru plazma dizeyi NASH’ te belir-
gin olarak azalmaktadir, bu da karaciger ve diger dokularda AGE duzeyi ve
aktivitesinin artisi yoninde yorumlanmistir [155,268]. Diger NASH' e 6zgu

fibrotik mekanizma adipokin dengesizligidir [300]. NAYKH hastalarinda genel-
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likle artmis leptin duzeyleri ve azalmis adiponektin  duzeyleri
gOsterilmistir[76]. Leptin ¢esitli mekanizmalar araciligiyla; HSC aktiflestirerek
(bu hacreler leptin reseptért de eksprese eder) fibrogenez sirecine katkida
bulunur. [151]. Leptin eksikligi veya leptinin bozulmus sinyal yoladi ile obezite
olusturulan kemirgenlerde, karacigerde fibrotik uyaranlar olmadan belirgin
fibrozis gelismedigi gézlenmistir [157,158]. Bu sonug fibrogenezin ¢ok faktor-
G karmasik bir mekanizma ile olustugunu géstermektedir.Deneysel veriler,
adiponektinin insilin duyarlihdini arttirici, antiinflamatuar 6zellikleri yani sira,
antifibrotik 6zellik de gdsterdigini ileri sirmektedir [76]. Adiponektin eksikligi
olan farelerde karacigerde artmis fibrozis gozlenirken, karbon tetraklorir ile
uyarilan fibrozisin adiponektin eklenmesi ile geriledigi gézlenmistir[159,160].
Leptin ve adiponektinin fibrozis gelisiminde énemli rol oynadigi sonucuna
variimaktadir [161,271]. Ek olarak, renin-anjiyotensinojen sisteminin(RAS)
fibrogenezdeki rolline dair kanitlar dikkat cekmektedir [162]. Anjiyotensinojen
II' nin (ATII), Anjiyotensinl (AT1) reseptoriine baglandiktan sonra HSC akti-
vasyonunu sagladi§i  gosterilmistir [162-168]. Mevcut veriler sinirlidir ve
desteklenmesi gerekmektedir [169]. Yapilan bir ¢alismada, HSC ve portal
miyofibroblast hucrelerinde CB2(Kannabinoid reseptér 2) ekspresyonunun
normal karacigerde ve fibrozis olmayan NASH’ de yokken fibrozisle seyreden
NASH’ te oldugu gozlenmistir [173,174,224] Son kanitlar, Hedgehog(Hh)
sinyal iletim yolunun NASH' te fibrozis surecine katkisini gdstermektedir
[170,171,186,187]. Hh, gelisimde anahtar duzenleyicilerden biridir ve safra
duktus  hdcrelerinde  Epitelden-mezenkime  donusuma  duzenledigi

gosterilmigtir [170]. Syn ark. deneysel NASH modelinde [171], Hh yolaginin
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duktus htcrelerde EMT dénusimuna goéstermistir [171,186,187].

in-vitro

deneylerde siklopamin ile Hh inhibisyonu TGF-f3 seviyesinde azalma ve yagli

karaciger hasarinda azalma ile sonuglanmistir [175]. Bu bulgulari dogrula-

mak icin daha fazla arastirma gereklidir. Tablo 2’de NASH fibrozisinin tim

yonleri ve mevcut tedavi hdefleri agiklanmaya calisiimaktadir.

Adiponektin

Adiponektin karaciger
hasarinda diizelme saglar. Toksik
karaciger hasarindan sonra fibrogenezisi
durdurur.

Adiponektin
NASH’te
gelecek calismalar
hedef

konulardan bir digeridir.

reseptorleri

icin

Endojen Kan-
nabinoid
sistem

(Kannabinoidler) CB1 ve CB2 reseptor-
leri ile etkisini g6sterir. CB2 antifibrotik
etkilidir. CB1 fibrozisin inaktivasy-
onu,karacigerde

fibrogenetik hiicrelerin birikimini ve
hepatik TGF-B’y1 azaltarak fibrogenezisi
onler.

CB1 reseptor antago-
nistleri, NASH'te gelecek
caligsmalar igin hedef
konulardan biridir.

insiilin Direnci

Yuksek glukoz ve insulin seviyesi TGF-$
ve bag dokusu biiyiime faktoriiniin
dengesini ve yildizsi hiicre biyolojisini
benzer yildizsi hiicreleri uyarilir.

NASH ‘in devam eden
fibrozisinde
tiazolidinedionlarin etkisi
faydahdir.

reseptorler

belirgindir, aktivasyon siireci ile azalir.
PPAR a, ligandi aktif yildizsi hiicrelerinin
cogu ozelligini geri dondiirup fibrozisi
durdurur.

Leptin Leptin etkili bir profibrogenik faktordiir,
yildizsi hiicreleri direkt etkiler.
Niukleer PPAR a, durgun yildizsi hiicresinde |CB1 reseptor antago-

nistleri, NASH'te gelecek
c¢aligsmalar igin hedef
konulardan biridir.

RAS

Anjiyotensin Il yildizsi hiicrelerde profi-
brojenik etki yapar.

ARB lerle yapilan tedavi-
lerde fibrozisin geriledigi
gorulmiustiir.

Tablo 2: NAYKH’ da Fibrozis Mekanizmalari ve Tedavi Hedefleri

Kronik karaciger hastaligin komplikasyonlari agisindan kimlerin en riskli

oldugunun saptanmasi NAYKH ve NASH icin dnemlidir. Karaciger biyopsisi
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NASH tani icin altin standarttir, fakat daha az girisimsel, ve uygulanabilir
tarama araclari gerekmektedir. NASH igin henlz etkinligi kanitlanmig bir te-
davi mevcut degildir, mevcut tedavilerde NASH patogenezinde esas basglatici
olduguna inanilan gesitli yolaklar Gzerine odaklaniimistir. Sekil 6 da NASH
tedavisinde arastirma asamasindaki tedavilerin potansiyel patofizyolojik

etkileri 6zetlenmistir.
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Sekil 6 :NASH Tedavisinde Arastirma Asamasindaki Tedavilerin Potansiyel Patofizyolojik Etkileri

2.1.5.1.5. NAYKH ve Karsinogenez

inflamasyon ve kanser arasindaki baglanti uzun zamandan beri
bilinmektedir. Epidemiyolojik ¢aligmalarda bir¢ok kanserin kronik enfeksiyon

hastaliklari zemininde meydana geldigi saptanmigtir. Ayrica bilinmektedir ki
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enfeksiyon olmadan sebat eden inflamasyon kanser gelisimi riskini arttirmak-
tadir. inflamasyon iligkili kanserlerden en iyi bilinenlerinden birisi hepato-
selller kanserdir [241,242]. HCC baslica hepatotropik virlislerden olusan
yangl ya da ethanol gibi toksik etkenlerin zemininde gelisen kronik in-
flamasyon sonucu yavasca gelisen bir timordur. NFkB bir transkripsiyonel
dizenleyici protein olup karacigerde inflamasyon, hasar, apopitoz ve kanser
gibi durumlarda rol oynar [124,176,177,184,185]. Normalde NFkB’ nin akti-
vasyonu siki kontrol altindadir. Bununla birlikte oksidatif stres, inflamatuvar
sitokinler NFkB aktivasyonuna neden olmaktadir. NFkB’ nin en glcli uyarisi
TNF-a’ dir. Karacigerde de TNF-a iligkili olaylarin hemen hepsinde NFkB rol
almaktadir. NFkB aktivasyonunun oksidatif stresle olan iligskisinden dolayi
redoks duyarli transkripsiyon faktori olarak da isimlendiriimektedir.
Sitoplazmik NFkB’ nin aktivasyonu ve hicre nikleusuna translokasyonu igin
IKKB’ nin aktive olmasi gerekmektedir. NFkB aktivitesinde artis,pek ¢ok kan-
ser tlrandn gelisiminde rol oynar. Son yillarda NFkB’ nin insulin direnci, obe-
zite iligkili inflamasyon ve NASH patogenezinde de rol oynadigi
dusundlmektedir [183,226]. NFkB inhibisyonu yapan ilaglardan biri de sel-
ektif olmayan bir COX inhibitéri olan Aspirin’ dir. Aspirin’ in bu yolaktaki
hedefi IKKB’ dir. Aspirinin IKKB inhibisyonu yaparak NFkB aktivitesini bloke
etmesi ve bu yolla IR’ ni 6nlamasi son yilarda yogun olarak arastirilan bir ko-
nudur. Hundal ve arkadaslar tarafindan yapilan galismada ylksek doz As-
pirinin Tip 2 DM olgularinda hem aclik hem tokluk hiperglisemisini duzelttigi
ve insulin direncini azalttidi, insilin direnci igin en 6zgul test olan 6glisemik

klemp testi ile dogrulanmigtir[178-180,182].Selektif COX-2 inhibitorleriyle de
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bu etki gosterilmigtir [223]. COX-2’'nin bunu IKK-B bagimsiz olarak yapa-
bilecegi hayvan deneyleriyle kanitlanmistir [181,222,225]. inflamasyon ve
kanseri birbirine baglayan mekanizma tam anlamiyla bilinmemekle beraber
son yillarda ortaya ¢ikan kanitlar IKKB--NFkB yoladinin ve bu yolaktaki diger
inflamatuvar mediatérlerin  (COX-2 gibi), karsinogenezde 6nemli rol
oynadigini ortaya koymustur [188-193,239]. Miyeloid hlcrelerde (makrofaj,
dendritik hucre, notrofil) IKKB kodlayan genin segici olarak yok edilmesi
Ulseratif Kolit iliskili kanser modelinde timér sayisinda belirgin azalma
saglamistir [194]. Yine benzer olarak Kupffer hlcrelerinde IKKB geninin de-
lesyonu kimyasal-iliskili HCC’ de belirgin olarak tumoér ylkiand azaltmistir
[195]. Diger karaciger hastaliklari gibi, NAYKH da siroz ve HCC ye ilerleyebil-
ir [5,229,230]. NASH’ ten HCC gelisimi hayvan deneyleri ile bir ¢ok kere
gOsterilmistir [208,240]. Lipotoksisite, oksidatif stres ve inflamasyon, hepatos-
it 6luma ile sonuclanir [111]. Sonugta ortaya ¢ikan kronik hasar siroza yol
acgabilecek bir fibrogenetik yanita neden olur. Son yayinlar sirotik olmayan
NAYKH/NASH' ten HCC olusum riskinin arttigini isaret etmektedir
[231,232,240,243]. Simdiye kadar altta yatan molekuler baglantilar tamamen
¢ozilmemis olmasina ragmen, obezite, diyabet ve potansiyel olarak da
visseral yag birikimi HCC gelisimi i¢in bagimsiz risk faktori olarak
goOrulmektedir [233,234,235]. IR ve HCC arasindaki iliski suregelen bir
arastirma konusudur. Metabolik sendrom ve obezite sirotik olmayan NASH’ li

hastalarda siroz ve HCC gelisimi i¢cin bagimsiz birer risk faktéradar [231].
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NASH gelisiminde Kupffer hicrelerinden agiga ¢ikan TNF-a’ nin sadece
apopitotik sinyalleri uyarmakla kalmadigi, NFkB yoladinin aktivasyonuna da
neden oldugu duastnulmektedir. Calismalara goére Kuppfer hicresi kaynakli
TNF-a, hepatositler tUzerinde TNFR1 (TNF reseptor 1)’ e baglanarak kendisi
ile ilgili strecleri baslatmakta, NFkB’ yi aktive ederek apopitosizin inhibisyo-
nuna neden olmaktadir. TNF hem apopitotik , hem de antiapoptotik yollarin
aktivasyonuna neden olur. Genel olarak TNF-a' nin hepatositler tzerinde
proapoptotik ya da antiapoptotik olmasini belirleyen unsurun ortamin gluta-
tyon(GSH) ve ROS(reaktif oksijen radikalleri) igerigi oldugu distnitlmektedir.
NASH' teki kronik inflamatuvar durum ve esas olarak NF-kB aktivasyonu in-
flamasyon iligkili karaciger karsinogenezinin anahtar basamagi olarak kabul
edilir [236-242]. Kupffer hucreleri vicuttaki sabit makrofajlarin en buylk
grubunu temsil etmekte ve karacigerdeki parankim disi hicrelerin % 20’ sini
olusturmaktadir.NF-kB' nin kronik aktivasyonu, epitel hlcrelerinde anti-
apoptotik genlerin etkinlestirimesi yoluyla timorigenik hucrelerinin ¢ogal-
masini, timor bayumesi ve ilerlemesini arttirir. IKK2-NFkB yolunun inflama-
tuvar hucrelerde aktivasyonu, malign hucrelerin ve tumor stromasinin
bliylime ve yasamasindan sorumlu sikokinleri kodlayan genlerin ek-
spresyonunu arttirarak tumor gelisimine katkida bulunur [237]. Deneysel
modellerde, NFkB inhibisyonu inflamasyon iligskili HCC gelisimini 6nlemigtir
[240,266]. NFkB’ nin insilin Direnci'nden baslayarak HCC’ ye kadar devam
eden suregte NAYKH patogenezine etkide bulundugu hipotezi 2007’de
Luedde ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alisma ile ¢urttialmustir. Hepa-

tositlerde IKK2-NFkB yolunun yok edilmesi farelerde kimyasal yolla olugan
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HCC modelinde timor gelisimini arttirmistir [128]. Ayrica hepatositlerde
NEMO (IKK dizenleyici komleksinin bir alt Gnitesidir) ablasyonu yoluyla NF-
KB’ nin tamamen durdurulmus olmasi spontan NASH ve HCC gelisimiyle
sonucglanmigtir [128]. Bu konu Uzerinde yapilmig birbiriyle gelisen degisik
arastirmalarin veriler topluca degerlendirildiginde gergekgi yorumu Maeda ve

arkadaslari su sekilde yapmaktadir;

" Karacigerde Kupffer hicreleri ve hepatositlerde NFkB’ nin hicre 6lumu
veya hucre farklilagsmasi gibi farkli iglevleri olabilir. Bu nedenle NFkB sinyal
yolagini hedefleyen ilaglarin sistemik alinmasi halinde bir hicre tipinde
yararll sonuglar elde edilirken, diger hucre tipinde 6ngoérulemeyen zararlar

olusabilir." [195,267,268].

Bu celigkili bulgular ayrica dulzenleyicilerin inhibisyon potansiyelleri
arasindaki farkla, yani sira bloke edilen NF-kB yolunun hiicre 6zgulligu ve
secilen deneysel HCC modelleri arasinda farkla agiklanabilir [244]. Diyetle
uyarilan NASH modelinde IKK2-NFkB yolu NASH gelismesini engellemistir
[127], ama bunun ayni zamanda NASH ilgili HCC' yi 6nledigine ait veriler

tartismaya agiktir[128].

Karaciger hastaliklarinda potansiyel tedavi hedefinin sitoplazmik NFkB
duzenleyici proteinleri Uzerinden degil, transkripsiyon faktéri olarak gen
regulasyonu sonucu ekspresyonunu arttirdigi proinflamatuvar sitokinler
uzerinden olmasi gerektigi Maeda ve arkadaslari tarafindan ortaya atilan bir
diger gorustur [195]. Bu asamada, HCC’ de ve Kronik Karaciger Hastaliklarr’

nda arttigr gosterilen COX-2 ve spesifik inhibisyonu NASH patogenezinde
30



onem kazanmaktadir. COX-2 geni birkag transkripsiyonel dizenleyici alana
sahiptir. NFkB COX-2 geninin promoter bdlgesinde bir alan icermektedir [189-
192]. NAYKH basit yaglanmadan NASH ve siroza kadar degisen bir hastalik
spektrumudur. Steatozisten steatohepatit olusumunu saglayan inflamatuvar
surecgteki mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamistir. Olasi mekanizmalar-
dan oksidatif stres, yagl karacigerde lipid peroksidasyonu tarafindan tetikle-
nir. Lipid peroksidasyon urUnleri, direkt veya indirekt olarak IKKB-NFkB'yi ak-
tive ederek, bircok inflamatuvar mediatérin transkripsiyonel olarak ek-
spresyonunun artmasina neden olur. Bunlardan belki de en énemlisi COX-2’

dir.

NF-kB yolagi
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Sekil 7: NFkappaB yolagi ve COX-2 iligkisi
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2.1.5.2. NAYKH Histopatoloji ve Siniflamasi

2.1.5.2.1.NAYKH Histopatolojisi

Yaglanma butun NAYKH olan hastalarin biyopsilerinde rastlanan ve
cesitli seviyelerde tespit edilen bir bulgudur. NAYKH igin tipik olan yaglanma,
makrovezikulerdir.Makrovezikiler yaglanma, hepatosit sitoplazmasi iginde
genis bir vakuol olarak gorilir ve hicre c¢ekirdedini perifere itmistir. Yagl
hepatositler, normal hepatositlere gére daha blyluk goérinimdedir. Mak-
rovezikller yaglanma, H-E(Hematoksilen-Eozin) ile rahatlikla taninir. Kara-
cijerde yaglanma akademik amacla gosterilmek istenirse, frozen kesitte Su-

dan Black gibi yag boyalari yapilabilir.

Bazi olgularda mikrovezikuler yaglanma da bulunmaktadir. Bu hepatos-
itler gorece olarak daha kuguktir ve nukleuslari santral yerlesimlidir.
Sitoplazmalar kuguk lipid vakuolleri ile doludur. Hepatositler bu iki steatozu
ayni anda igerebilir. Alkolik karaciger hastaliginda bu mikst pattern fibrozis
gelisiminde artma riskiyle iligkilidir. Biz olgularimizda genel olarak mak-

rovezikuler yaglanma izledik.

NAYKH' da hasar ve yaglanma pattern zon 3’ ten baslar ve butin
asinusu tutabili. NASH’ te yaglanmanin zon 3’ ten baglamasi tipiktir. Fakat
amiadaron kullanimi ile iligkili steatohepatit ve ¢cocuk steatohepatit olgularin
biyopsilerinde zon 1 (periportal) baslangi¢li yaglanma, balonlagma ve Mallory
cisimleri gozlenebilir [272]. Bizim olgularimizin ¢ogunlugu ise, baslangig

olarak perisentral (zon 3) yaglanma igermekteydir; ancak belli bir oranin Us-
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tinde yaglanma izlenince karaciger tama yakin yaglandigindan, zon ayrimi
yapilamamistir. NASH’ in diger temel 6zellikleri,yangisal infiltrasyon, hepatos-
it hasari ve parankim fibrozisidir. NASH olgularinda yangi tipik olarak lobu-
lerdir [245]. Portal yangi ¢ocukluk ¢agi NASH’ te izlenebilir. Yetigkin hasta-
larda NASH’ te portal yangi nadir goraltr. Calismamizda NASH olgularimiz-
da % 7 oraninda portal yangi izlenmistir.Lobuller yangi, polimorfonukleer 16-
kositlerle karakterizedir. Alkolik Steatohepatit’ te ve NASH’ te sentrilobuler
balonlasmis hepatositler, Mallory cisimleri, perisellller-periveniler fibrozis
karakteristiktir [246].NASH’ te lipogranilomlar da bulunabilir [251]. Li-
pogranulomlar, yaglanmis hepatosit etrafini geviren monontkleer hicreler ve
Kupffer hicrelerini kapsar. Lipogranidlomlarda eozinofillere de rastlanabilir.
Lipograntlomlar NASH tanisi koyduracak kadar 6zel olmasa da, not edilmesi

gereken bir bulgudur.

Hepatoseluler hasar, balonlagma ve asidofilik dejenerasyon olmak tUzere
2 farkli morfolojik goérunimdedir. Balonlagsma dejenerasyonu hucre igi sivi
birikiminin sonucu olup, siskin hepatositlerle karakterizedir. Balonlasmis
hepatosiler tipik olarak zon 3’ tedir. Mallory cisimleri alkolik karaciger has-
taliginin karakteristik bulgusudur [248,249,250]. Fakat NASH’ te de bulunabil-
ir. Pediatrik NASH’ te Mallory cisimlerine pek rastlanmaz [252,253]. Yetigkin
NASH vakalarinda Mallory hyalin cisimcigi sikhdi % 9,5 ile % 90 arasinda
degiskenkil gostermektedir [254,255].Steatoz, balonlasma ve lobuler yangi
zemininde Mallory cismi NASH tanisini destekler, ancak histopatolojik tani

icin mutlaka gerekli bir bulgu degildir. Bulundugu zaman Mallory cismi zon 3
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balonlasmis hepatositlerin iginde yer alir. Steatohepatitte glikojen dolu
vakuolize nukleus varhgdi yaygin olmakla birlikte, tani koydurucu bulgu degild-
irMegamitokondri de denilen genislemis mitokondriler NASH’te gorlebilir
[256]. Caldwell ve arkadaslari NASH’te ASH’ e gbére daha fazla megami-
tokondri bulmustur [257]. Megamitokondrilerin karaciger hasarinin goéstergesi

veya hsara uyum surecinde bir degisiklik oldugu dusunulmektedir.

Calismamizdaki NASH olgulari, Brunt kriterlerine gére grade ve stage-
leri tekrar de@erlendirilmigtir [245]. Brunt kriterlerine gore, olgularin gradeleri
steatoz, balonlasma ve inflamasyon oranlarina gore, stageleri ise fibrozisin
orani ve lokalizasyonu incelenerek degerlendirilmigtir. Brunt kriterleri, ayrintili
olarak tablo 4 ve tablo 5’ de aciklanmaktadir. NASH fibrozisi perivenuler (zon
3) bolgede yogunlagsmistir. Bazi bdlgelerde kollajen, tek hucrelerin etrafini
sarmis olarak gozlenebilir ki periselliler veya chicken wire fibrozis olarak
tanimlanir. Bu fibrozis patterni, ASH ve NASH’ i diger nekroinflamatuvar,
kolestatik ve diger kronik metabolik karaciger hastaliklarindaki fibrozisten
ayirir [249].Diger hastaliklarda fibrozis genelde periportal yerlesimlidir.
Calismamizda da, NASH olgularinda, siklikla periselluler, perivenuler fibrozis
patterni izlenmigtir. Bir calismada 545 NAYKH olgusunun karaciger biyopsileri
incelenmigtir [258]. Yaglanmanin siddeti, yangli ve NASH’ in diger histolojik
bulgulari karsilastinimistir. Siddetli yaglanma, lobuler yangi, zon 3 fibrozis,
steatohepatit ile birliktelik gostermekte olup, Zon 3 yaglanma, balonlasma,

Mallory cisimleri, ileri fibrozis ile siklikla birliktelik  gostermistir [258].
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I EEEREREREREREREy" — —  ———————————
MNASH' te taniigin gerekli NASH' te siklikla MNASH' te bulunabilen MNASH igin atipik diger
olanlar bulunan fakattani igin  fakat tani igin gerekli karaciger hastaliklarini

gerekli olmayanlar clmayanlar dustndiren

I EE——— —  —— —
Steatoz, Zon 3 perisindzoidal ~ Zon 3 hepatositlerde Tek veya baskin olarak
Makrosteatoz fibrozis: santral-portal  Mallory cisimcigi mikrovezikiiler steatoz
Mikrosteatoz K3prillegme
Karisik hafif lobller Zon 1 hepatositlerde  Prusya mavisi ile Slerozan hyalin nekroz;
inflamasyon: daginik glikojenize nikleus boyanan grandiler, periventler
PNL ve mononikleer peripartal fibroz,fleboskleroz
hicreler hepatoselliler demir
Hepatositlerde Loblllerde Hepatositlerde Portal inflamasyon
balonlagma, tipik olarak  lipograndlomlar, megamitokondri Portal-periportal
zon 3’ te degisken, kiglk fibrozis, perisintizoidal

boyutta fibrozis olmadan portal
alanda koprillesme
fibrozisi

Bazi alanlarda Lobiler dizensizlik ve

asidofilik cisimcikler, inflamasyon kdprilesme

PAS-d Kuppfer nekrozu

Hicreleri

Yag kistleri Kronik kolestaz,safra
kanal lezyonlan veya
kanal kaybi
Epiteloid grantlomlar

Tablo 2: NASH’ te Goriilen Histopatolojik Lezyonlar

2.1.5.2.2. Brunt’ a Gore Siniflama ve NAYKH Aktivite Skoru (NAS)

NASH, cesitli histopatolojik bulgulara gore siniflanir, biz de olgularimizi
Brunt skorlama sisteminde goére deg@erlendirdik. Brunt sistemindeki grade,
stage ve NAS skorlamasi ayrintili olarak Tablo 5 ve 6° da gosterilmigstir. (Tablo

5-6)

2.1.5.2.3. NAYKH’ nin CRN Skorlama Sistemine Gore Siniflamasi

NAYKH evrelemesinde bir siniflama CRN Skorlama sistemidir. Tablo 4°
te ayrintili olarak anlatiimistir [259].Uygulamasi daha pratik gorunse de, yeni

bir siniflama olmasi nedeniyle, calismamizda bu siniflamayi kullanmadik.
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Steatoz Lobdiler Hepatoselliiler
Grade Inflamasyon Balonlagsma
0:<%5 0:Yok 0:Yok

1:<2odak 1. Hafif, az
1:5-33% ( 20 bUyiitme)

2:2-4cdak 2 : Orta, belirgin
2:34-66% ( 20 blyUtme )

3: >4 odak 2 : Orta, belirgin
3:>66% ( 20 blyltme )

Fibrozis( CRN Siniflamasi) :

Stage 0: Yok

gtisterilebilir).

Stage 1c: Portal fibrozis

Stage 3: Bridlesen fibrozis

Stage 4: Siroz

Stage 1a: Zon 3te hafif perisinizoidal fibrozis (Mason ftrikrom boyasi ile

Stage1b: Zon 3te orta derecede perisiniizoidal fibrozis (H-E boyasi ile gériilebilir).

Stage 2: Zon 3te perisinlizoidal fibrozis ve periportal fibrozis

Tablo 4: NAYKH CRN Siniflama Sistemi
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Steatoz Lobiiler inflamasyon Balon Dejenerasyonu
0 : <%5 0: yok, 1 az, ihmh
1 : %533 1: 2 odak (20 biiyiitme), 2 :  belirgin, cok
2 : %34-66 2: 2-4 odak (20 biyltme),
3 : >%66 3 : >4 odak (20 biiyilitme)
Fibrozis Skoru
1 : Fokal veya yaygin Zon 3, Perisinlizoidal Fibrozis, Portal Fibrozis yok
2 : Fokalden daha fazla veya yaygin Zon 3 ,Perisiniizoidal Fibrozis,
Fokal veya yaygin Portal Fibrozis
3 : Zon 3, Perisinlizoidal Képriilesen Septali Fibrozis, Portal Alanda
Koprillesen Septali Fibrozis
4 : Yaygin Kdpriilesme Fibrozisi, Siroz
Tablo 5: NAYKH Brunt Siniflama Sistemi
NAS @ Steatoz ® Balonlasma Lobdiler Inflamasyon ¢
0 0-5% (0) Yok (0) Yok (0)
3 5-33% (1) Cok az ,birkag (1) 1-2 odak / 20 saha (1)
6 34-66% (2) Cok 2 2-4 odak/20 saha (2)
8 >66% (3) Cok (2) >4 odak/ 20 saha (3)

Tablo 6: NAYKH Aktivite Skoru (NAS Skoru)

# Parantez igindeki sayilar her histolojik &zellik igin NAS skorunu ifade etmektedir. Herhangi bir olguda,

lezyonlarin kombinasyonlari farkli olabilir ama NAS skorlari ayni olabilir.

® Hepatositler 4' lik ve 10' luk biiylitmede incelenerek tahmin edilen yaglanma orani yiizde olarak

belirtiimektedir.

¢ Lobiil icindeki her tiirldi iltihabi hiicre kiimelerini igerir.(nétrofiller, eozinofiller, mononiikleer hiicreler
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2.2.Siklooksijenaz-2 (COX-2)

COX, prostaglandin biyosentezinde hiz sinirlayici enzimlerdir [312].
Arasidonik asid (AA) hicre membrani fosfolipidlerinin iginde ester olarak
bulunan 20 karbonlu bir goklu doymamis yag asididir [305]. Prostaglandinle-
rin prekursorudur. Prostaglandin sentezinde ilk basamak fosfolipaz A2 ile
fosfolipidlerinin hidrolizi ve arasidonik asidin salinimidir. ikinci reaksiyon ise
COX tarafindan katalizlenir [273]. Bu anahtar reaksiyonda, molekuler oksijen
aragidonik asidin icine katilir ve prostaglandin G2 (PGG2) adlh kararsiz ara
ariin olusur. PGG2, COX’ In peroksidaz aktivitesi sayesinde hizlica prosta-
glandin H2 (PGH2) ye donusur. Bundan sonra spesifik izomerazlar PGH2 'yi
farkh prostaglandinlere ve tromboksanlara donusturar (PGE2, PGF2a, PGI2
ve TXA2). Hucreler farkll stimuluslarla uyarildiklarinda yada hasar
gorduklerinde hicre membran lipitleri hizla biyolojik olarak aktif mediatorlere
donugurler. Membran lipiti olan AA’ ten tureyen biyolojik mediatorler in-
flamasyon ve hemostaz gibi degisik fonksiyonlarda gore alir lar. Bu me-
diatdrlere otokoidler denir. Bunlar hizla yapilirlar, lokal etki ederler daha sonra
ya spontan ya da enzimsel yolla ortadan kaldirilirlar. AA’ ten tureyen medi-
atorler baglica Iokotirenler, prostaglandinler, lipoksinler ve tromboksanlardir.
Bunlara eikazanoitler denir. Eikazanoitler degisik doku ve organlarda g¢ok
sayida inflamatuvar, mitojenik ve anjiojenik aktiviteye sahiptirler. Ayni zaman-
da agri ve atese neden olurlar [305]. COX’ un COX-1 ve COX-2 olmak uzere
iki izoformu vardir [304]. COX-1 Myomato tarafindan 1976’ da COX-2 ise

Simmons tarafindan 1989’ da tanimlanmistir. AA* ten COX enzimleri
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araciligiyla olusturulan baslica eikazanoidler, PGE2, PGD2, PGF2alfa, PGI2
(prostosiklin) ve TxA2’ dir [305]. (Sekil 8) AA salinimini stimile eden sitokin
ve buylme faktorleri ayni zamanda COX-2’ nin transkripsiyonunu stimile

eder. Boylece PG’ lerin sentezi artar [305].

Membran fosfolipidleri
Fosfolipaz A2
Arasidonik asit ROS
izoprostanlar
15'L0
120 ~ 5'L0
- COX-1 Ccox
& \_COX-2 | inhibitérleri
15 HETE 12 HETE Lékotrienler - -
Lipoksinler LTAS Prostoglandinler
LXA4 PGH2 » PGD2
LTC4 LTB4 PGI2 PGE2
LTD4
LTE4
TXA2 PGJ2

Sekil 8: Eikazonoitlerin Sentezi

COX-1 ER’ da i¢ membran proteininindedir [305]. COX-2 ise hulcrede
perintkleer yerlesimli bir enzimdir. COX-1 ’in etkisiyle Uretilen prostanoitler
otokrin ve parakrin etkiye sahiptir. COX-2 tarafindan uretilen prostanoitler ise
intrakrin etkiye sahiptir Hemen tUm memeli dokularinda ¢ogu hucre to-
rlerinde COX-1 enzimi devamli olarak sentezlenir. Hlcreler arasi iletisim,
doku hemostazi, hicre koruma ve hucre i¢i duzenleme gorevlerine sahiptir.

Bunun tersine COX-2 yangisal mediatorler, sitokinler, timoér promoterleri,
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blylume faktorleri ve gonadotropinler tarafindan indiklenebilir.  Uygun uyari
olmadan COX-2 enzimi ¢ogu dokuda dnemsiz derecede az bulunur. COX-1
ve COX-2 genleri ayri genlerdir [306]. Birbirine aminoasit seviyesinde % 60
benzerdir. COX-1 geni 22 Kilodalton(Kd)’ luk uzunluga sahiptir ve 11 ekson
icerir. COX- 2 geni 8 Kd uzunluktadir ve 10 ekson icerir. COX-2 ekspresyonu
PKC, LPS, tumér promoterleri, onkogenler, mitojenler, hormonlar, bakteriyel
endotoksinler ve sitokinler gibi degisik uyaranlara yanit olarak insan endotel,
diz kas hucreleri, monosit ve fibroblastlar gibi farkh hlcrelerde hizla ar-
tar[307,308]. (Sekil 9) PGH2 nikleer eikazanoitler sinyal sisteminde rol alan
pek cok inflamatuvar bilesigin énculidir. COX-2 ve beraberinde PGE2 artisi
CMV, HSV ve HBV’ nin replikasyonuna eslik ettigi gorilmustiar. PGE2
yangisal reaksiyonlar esnasinda en bol bulunan lipit mediatérlerden birisidir.
Tamor hicre apopitozunu inhibe eder, timoér hicresine direkt etkiyle
metastazi artiran matriks metalloproteinaz yapimini artirir ve anjiogenezi

stimule eder [337,338].
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Membran fosfolipidler

Fizyolojik
— I ﬁ Fosfolipaz A2

Prostaglandinler / Prostasiklinler / Tromboksanlar

1111}

PGE? PGD2 PGE2n PGI2 3

NSAID
I — ﬂ —_— __
COX-1 COX-2
[ ]
u cksijenasyon
Homeostazis .
+Mukozal koruma PGG2
+Trombosit agregasyvonu .
+Renal kap akim percksidasyon
+5u enalimi
sud sekresyonn PGH2 (anstabil metabolit)

Inflamatuar
uyari

NSADD
COX-2
inhibitérleri

Patofizyoloji

sInflamasyon
sAEn

sAtes
slskemi
sEanser

Adaptasyon
*Fienim salium
*Yarz 1yilejmesi
*Eadin iireme fonksivenlan
sEemk metabolirman
+Vaskiler koruma

Sekil 9: COX-1 ve COX-2 Enzimlerinin Patofizyolojik Etkileri
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3. GEREG VE YONTEM
3.1.Amag¢

Bu calismanin amaci NAYKH’ da karaciger COX-2 ekspresyonunun im-
munhistokimyasal olarak incelenmesi ve histopatolojik bulgularla iligkisini

arastimaktir.
3.2.Hasta Se¢imi

E.U.T.F Gastroenteroloji Bilim Dali Karaciger Polikliniginde izlenen 6ykii
ozellikleri, Klinik, laboratuvar ve radyolojik bulgulari ve karaciger ince igne
aspirasyon biyopsileri ile tanilari dogrulanmis, E.U.T.F Patoloji Anabilim Dalr’
nda karaciger biyopsileri olan 1997-2007 arasinda karaciger biyopsisi
yapilmis 20-72 yaslari arasinda 60 hasta alinmisgtir. Kasim 1997 — Haziran
2007 yillari arasinda, biyopsileri ile tani alan 60 adet NAYKH olgusu arsiv
kayitlari incelenerek belirlendi. Calismaya baslamadan 6nce hastanemiz etik
kurulundan onay alindi. NAYKH olgularini segerken, HBV, HCV, otoimmun
hepatit, primer biliyer siroz ve alkol hikayesi olmayan, karaciger biyop-
silerinde %5’ in Gzerinde yaglanmasi olan, laboratuvar incelemelerinde kara-
ciger enzim yuksekligi bulunan ve karaciger biyopsileri yapiimig olanlar
arasindan rastgele secilmistir. Calismamiza dahil edilen hastalarin bilgileri
hasta dosyalarindan elde edilmistir. Calismamizdaki 60 hastanin karaciger
biyopsi bloklarina immunhistokimyasal yontemle COX-2 boyasi uygu-

lanmigtir. Paraffin bloklari ve H&E boyali preparatlari Immunhistokimyasal
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incelemeye uygun olmayan 6 olgu c¢ikarilmistir. 54 olgu Brunt NAYKH
Evreleme Sistemine gore evrelenmis ve NAS skorlari belirlenmigstir. Bu skor-
lamada 0’ dan 8’e kadar sayisal skorlama mevcut olup 0 puan nekroinflama-
tuvar aktivitenin ve yaglanmanin olmadigini, 8 puan ise yuksek nekroinflama-
tuvar aktiviteyi ve karaciger inflamasyonu oldugunu gostermektedir. Brunt
Evrelemesine gore fibrozis 0, 1, 3 ve 4 olarak skorlandi. 0'dan 3’e kadar olan
skordaki olgular NASH, fibrozis 4 olanlar siroz olarak degerlendirildi. NAS

skoru 8 olan vaka yoktu.
3.3. Degerlendirilen Veriler
3.3.1. Histopatolojik Degerlendirme

Orijinal patoloji raporlarindan elde edilen klinik ve histopatolojik bilgiler,
Hematoksilen-Eozin(HE), Masson-Trikrom(MT) ile boyanmis lamlarinin tekrar
degerlendiriimesiyle immunhistokimyasal boyama i¢in uygun érnekler secildi.
Biyopsi 6rnekleri E.U.T.F Patoloji Anabilim Dalinda NAS histolojik aktivite
skoruna goére de@erlendirildi. Tum karaciger biyopsileri hastalarin
biyokimyasal laboratuar dederlerini ve daha 6nceki histopatolojik bulgularini
bilmeyen NAYKH konusunda deneyimli bir patolog tarafindan (F.Y) deger-

lendirilmistir.
3.3.2.immiinhistokimyasal Degerlendirme

immiinhistokimya boyama énesinde NAYKH olgularina ait uygun olan 1
adet paraffin blok segcildi. Segilen paraffin bloklardan elde edilen 5um’ lik

kesitler poli-L-Lisin’ li lamlara alindi. Lamlara immiinhistokimyasal boyaa
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Ventana Benchmark XT cihazi kullanilarak uygulandi. Bu iglemde asagidaki

boyama proseduru izlendi:

- Paraffin kesitler 60 derecedeki etliivde 1 saat inkiibe edildi.
- Ksilende iki kez 15 dakika bekletildi.

- Saf alkolden iki kez 10 dakika gegcirilerek deparafinize edildi.

- Kesitler distile su ile yikand.

- Kesitler PT modulle cihazinda pH=6’da 98°'de 20 dakika isitild1.
- Tekrar distile suda yikandi.

- %3’luk H202 ile 10 dakika muamele edildi.

- Distile su ile 5 dakika yikandi.

Fosfatla tamponlanmis salin (PBS) sollisyonunda iki kez 5 dakika

yikandi.

- Ultra V blok solusyonu 5 dakika uygulandi.

- Primer COX-2 antikoru ile 1/100 30 dakika inkiibasyon yapildi.
- PBS sollsyonunda 2 kez 5 dakika yikandi.

- Biotinize edilmis kegi anti-polivalent ile 20 dakika inkube edildi.
- PBS sollsyonunda 2 kez 5’er dakika yikandi.

- Streptavidin peroksidaz ile 20 dakika inkube edildi.

- PBS solusyonunda 2 kez 5 dakika yikandi.

- DAB kromojeni 5 dakika uygulandi.

- Kesitler distile su ile yikandi.
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- Mayer Hematoksileni ile 30 s sureyle zit boya yapildi.

- Cesme suyunda yikandi.

- Artan konsantrasyondaki alkolden (70°,80°, 90°) gecirildi.
- Ksilenle yikandi.

- Mounting medium kullanilarak lamel kapatildi.

Calismamizda(COX-2 Rabbit SP21Cell Marque ,Bios Kat. No: 240R-16)
antikoru kullanildi.Kesitler 1sik mikroskobunda degerlendirildi. COX-2 'nin
degerlendiriimesinde sitoplazmik ve/veya membran6z boyanma immunaktif
olarak degerlendirildi.Immiinaktivitenin en yogun oldugu alanlar x40 ve x100
objektifler kullanilarak belirlendi. Daha sonra x100 objektif kullanilarak bir
baylk buyutme alanindaki tUm hdcreler ve immunreaktivite gdsteren tim
hicreler sayilarak,100 hucrede pozitif boyanmis hicre sayisi olarak
hesaplandi. Pozitif boyanan hucrelerin % orani dikkate alinarak asagidaki
sekilde skorlandi. COX-2 i¢in % 5 degerinin Uzerindeki olgular pozitif olarak

kabul edildi. COX-2 <% 5 ise negatif kabul edildi
Boyanmanin giddeti:

0: (negatif) boyanma olmayan ve <% 5 hlcrede boyanma;
1+: (zayif), disuk ekspresyon % 5-29 hiicrede boyanma
2+: (orta derecede); % 30-59 hucrede boyanma

3+: (kuvvetli boyanma), % 60-100 hucrede boyanma

0: (0-4%), 1:(5-29 %), 2: (30-59 %), 3: (60-100 %).
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Boyanmanin yogunlugu: O: (negatif); 1+: (orta), 2+: (kuvvetli boyanma).

immunreaktivite skoru: boyanma siddeti ve boyanma yogunlugundan elde

edilen skorlarin birbiriyle gcarpimindan olusmaktadir.
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4. BULGULAR

4.1.Histopatolojik Bulgular

Calismamizdaki 50 NASH olgusunun karaciger biyopsi bloklarina im-
munhistokimyasal yéntemle COX-2 boyasi uygulanmistir. 4 hasta da kara-
ciger tamamen normal saptanmistirTum olgularin yaslari 20-72 arasinda
olup, yas ortalamasi 45.6’ dir. Tum olgularin kadin/erkek orani 21/33 olup, %
44.4° (1 kadindir. NASH grubu fibrozisin varligina goére Steatohepatit (NASH,
fibrozis yok) ve Steatofibrozis(NASH, fibrozis var) olarak 2 gruba ayrilmistir.
Steatohepatit grubunda olgu sayisi 29 ( tum olgu sayisinin % 53.7’ i), Steato-
fibrozis grubunda olgu sayisi 21 (tim olgu sayisinin %38.8’i) olarak
izlenmigtir. Normal olgular 4 adet olup tum olgularin % 7.4’ Gna olusturmak-
tadir. Steatohepatit olgularinda cinsiyet dagilhimi (K/E :10/19 ) olup bu grubun
% 34.4’ U kadindir. Steatofibrozis olgularinda cinsiyet dagihimi ( K/E:9/12)
olup bu grubun % 42.8’ i kadindir. Steatohepatit grubunda hastalar 21-72 yas
araligi arasindadir ( ortanca yas:47), Steatofibrozis grubunda hastalar 20-65

yas araligi arasindadir ( ortanca yas:46)

Steatohepatit grubunda hastalar immunhistokimyasal olarak % 62
oraninda COX-2 ekspresyonu gosterirken, Steatofibrozis grubunda % 100

oraninda COX-2 ekspresyonu izlenmistir.

Steatohepatit ve Steatofibrozis grubu beraber degerlendirildiginde olgu-

larinin % 38’ inde hafif yaglanma izlendi. (Histopatolojik degerlendirmede ol-
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gular yaglanma oranlarina goére: 1(hafif):%5-33; 2(orta):%34-66;
3(siddetli):%>67 olarak degerlendirilmigtir. Tum NASH olgularinin % 34’ Un-
de orta yaglanma, % 28’ inde siddetli yaglanma izlenmistir. NASH olgularinin
% 6’ sinda portal inflamasyon izlenmistir.Bu literatlrle uyumludur. Steato-
fibrozisli hastalarin % 9.5 inde perisellller fibrozise periselluler fibrozis pat-

ternine eslik eden periportal fibrozis izlenmistir.
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Resim 1: H-E ; Zon 3 Yaglanma X 40

Resim 2: H-E ; Zon 3 Yaglanma X 100
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4.2.immiinhistokimyasal bulgular

Olgularin Brunt evresine gore, hepatositlerde COX-2 ekspresyonu olan
hiicreler sayildiginda, evre 0 olgularin % 62’ sinde (ortalama IHC skor:2.10),
evre 1 olgularin % 100’ tnde (ortalama ihc skor 4.57), evre 2 olgularin % 100’
unde (sadece 1 olgu, IHC skoru 2), evre 3 olgularin % 100’ sinde (4 olgu orta-
lama IHC skor:2.75), evr 4 olgularin %100’ tinde (2 olgu,ortalama IHC skor:4)
COX-2 ekspresyonu ilenmigtir. Yaglanmasi olmayan 4 olguda COX-2 ek-

spresyonu gézlenmemistir. (iIHC skor:0)

COX-2 ekspresyonu ve histopatolojik degiskenler parametrik olmayan
bir test olan Spearman Korelasyon Analizi ile degerlendirilmistir. Sonug
olarak COX-2 boyanma siddeti ve yogunlugu ile 4 histopatolojik parametre
(fibrozis,steatoz, yangi ve balonlasma) ve NAS skoru arasinda anlamli ko-

relasyon saptanmistir. (Tablo 8)
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yanma Siddeti

COX-2 Bo-

COX-2 Boyanma
Yogunlugu

Fibrozis Korelasyon Katsayisi 0.353489538 0.384344442
p 0.008739628 0.004112959
Steatoz Korelasyon Katsayisi 0.480771515 0.466487834
p 0.000233509 0.000377305
Yangi Korelasyon katsayisi 0.353872944 0.425256619
p 0.008661898 0.001348194
Balonlasma || Korelasyon Katsayisi 0.344864219 0.483626473
p 0.01065547 0.000211616
NAS Skoru Korelasyon Katsayisi 0.431769614 0.503290803
p 0.001114118 0.000104861

Tablo 7: Tim Verilerin Korelasyon Analizi
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Tablo 8: COX-2 Boyanma Siddeti ve Yaglanma Siddeti lligkisi (p =0.0002)
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Tablo 9: COX-2 Boyanma Yogdunlugu Ve Yaglanma Siddeti iliskisi (p = 0.0003)
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Tablo 10: COX-2 Boyanma Siddeti NAS Skoru lligkisi (p = 0.001)
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Tablo 11: COX-2 Boyanma Yogunlugu NAS Skoru lliskisi (p = 0.0001)
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Tablo 12: COX-2 Boyanma Siddeti Ve Balonlasma lIskisi ( p = 0.01)
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Tablo 13: COX-2 Boyanma Yogunlugu Ve Balonlasma lligkisi ( p = 0.0002)
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Siddet

Fibrozis 0 Fibrozis=0

1.8
1.6
1.4
1.2

0.8 A
0.6
0.4 4
0.2 4

Yogunluk

Fibrozis 0

Fibrozis=0

Tablo 14:COX-2 Boyanma Siddeti, Yogunlugu ve Fibrozis iliskisi (p=0.008)
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4.2.1.COX-2 Ekspresyonu

Hepatositlerde COX-2 ekspresyonunun dagilim siddeti semikantitatif

olarak 0,1,2,3 derecelerine ayrildi. Boyanmanin siddetii:

0: (negatif) boyanma olmayan ve <% 5 hucrede boyanma;

1+: (zayif), diguk ekspresyon % 5-29 hucrede boyanma

2+: (orta derecede); % 30-59 hlcrede boyanma

3+: (kuvvetli boyanma), % 60-100 hucrede boyanma

[0: (0-4%), 1:(5-29 %), 2: (30-59 %), 3: (60-100 %)]. (Resim 5)
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Resim 5:COX-2 Ekspresyon Siddetinin Semikantitatif Skorlanmasi
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Resim 6:COX-2 Ekspresyonunun Yogunlunun Semikantitatif Skorlanmasi

COX-2 ekspresyonu ile ilgili degisik 6rnekler resim 7,8 ve 9 da gdsterilmigtir.
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Resim 7:Santral ven gevresinde steatoz ve COX-2 pozitifligi
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Resim 8: Belirgin Inflamasyon, Steatosis, Fibrozis, Artmis COX-2 Ekspresyonu
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Ve lleri Fibrozis, Siddetli COX-2 Ekspresyonu

Resim 9: Belirgin Steatohepatit
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5. TARTISMA

Obezite, insllin direnci ve metabolik sendromun artan prevelansi,
kronik karaciger hastaliginin gelecegi icin 6nemli belirteclerdir,. TURDEP
calismasi 20 yas Uzeri 24.788 birey Uzerinde yapilmistir. Bu ¢alismaya gore,
obezite prevelansi (BKi = 30 kg/ m2 ) kadinlarda %29.9, erkeklerde %12.9’
dur. Santral obezite (Bel ¢evresi: kadinda = 88 cm, erkekte = 102 cm) acisin-
dan degerlendirme yapildiginda obezite prevelansi %34.3 (kadinlarda %48.4
ve erkeklerde %16.9) olarak saptanmistir [18]. Turk kadinlarinda santral obe-
zite sikhginin bu denli yuksek olmasi, basta kalp damar hastaliklari ve tip 2
diyabet ve NAYKH olmak Uzere kadin nifusun yakin gelecekte karsilasacagi

onemli sorunlara isaret etmektedir.

inflamasyonun baslamasinda ve siirdiirilmesinde en ®énemli enzim
COX enzimidir. COX-2’ nin HCC, siroz , ve kronik hepatitte karacigerde arttigi
bilinmektedir [303]. Bu nedenle karacigerde gelisen inflamasyondan ve fibro-
zisten sorumlu oldugu dusunidlmektedir. COX enziminin iki alt tipi COX-1 ve
COX-2’ dir. COX-1 fizyolojik olaylarda, COX-2 ise patolojik olaylarda rol alr
[304]. COX-2' nin artan karaciger fibrozisiyle birlikte dokuda arttig
gosterilmigtir [260,314]. COX-2 inhibitorleriyle karacigerde fibrozisin ger-
iletildigi calismalar da mevcuttur [293,294,319,339-341]. Fakat tam tersi
yonde yayinlar da mevcuttur [342]. COX-2’' nin karaciger fibrozisindeki rolu

celiskilidir ve daha genig ¢alismalara ihtiyag vardir [247].
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COX-2’ nin birgok kanser preklrsoérl lezyonda ve kanserde ve HCC’ de
arttig1 gosterilmistir [261-263,328]. Morinaga ve arkadaslari tumor disindaki
karaciger dokusunda HCC ile karsilastirildiginda COX-2 ekspresyonunun
arttiginin gostermis, Histolojik Aktivite Indeksi, transaminaz dederleri ve pro-
liferatif aktivite ile iligkili bulmuslardir [287]. Bu nedenle COX-2’nin nekroin-
flamatuvar ve rejeneratif aktivitede roll oldugu yorumunu yapmislardir. COX-
2’ nin hepatokarsinogenez mekanizmasindaki roline ait veriler gin gegtikge
artsa da, rolu tam olarak bilinmemektedir [196-200,227,228,289,329]. COX-2’
nin Urettigi bir eikanazoit olan PGE2’ nin hepatokarsinogenezisin ilk basa-
maklarina daha spesifik olmak Uzere timor hlicre proliferasyonu, invazyon,
metastaz ve  anjiogeneze  katkida  bulundugu  dusunulmektedir
[200,309,332,333]. COX-2 inhibitorlerinin HCC hucre kiltiriinde anjiyogenezi
azalttig1 ve apoptozisi arttirdigi gosterilmistir [196,198,295,334]. Koga ve
arkadaslari HCC de immunhistokimyasal COX-2 ekspresyonunun tumor
farkhlasmasina bagl oldugunu ortaya koymuslardir [228]. Kondo ve arka-
daslari HCC’ de tumodr disi karaciger dokusunda COX-2 ekspresyonunun
kot sagkalim gostergesi oldugunu ortaya koymuslardir. COX-2 ek-
spresyonunun iyi diferansiye timdorlerde koétu diferansiye timorlere goére daha
¢cok eksprese oldugu goérulmuastir. COX-2'nin iyi diferansiye HCC’ de daha
¢cok eksprese olmasi, inflamasyonla iliskili karsinogenez ve COX-2 iligkisini

desteklemektedir [336].

COX-2 ekspresyonunun kronik viral hepatit, sirozda arttigi birgok

calismada gosterilmistir [228,287,296,301,303,330,331]. (Sekil 11). HCC’ nin
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blylk cogunlukla sirotik zeminde gelismesi ileri evre fibrozisin bir kanser
preklrsorld oldugunu disundirmektedir. Dolayisiyla fibrozise katkida bulunan
faktorlerin HCC’ ye de katkisi olabilir. HCC’ de rol oynayan COX-2’ nin NASH
fibrozisinin ilerlemesinde rol alabilecegini disunmekteyiz. HCC’ nin COX-2
badimli bir mekanizma ile olabilecegi hipotezinden yola ¢ikarak Giannitrapani
ve arkadaslari immunhistokimya ile NASH, Kronik Hepatit, Siroz ve HCC
gruplerinda COX-2 ekspresyonunu arastirmis, bu 4 grupta COX-2 ek-
spresyonunu normal karacigere gore artmis olarak tespit etmislerdir [301]. ve
NAYKH ve karacigerdeki COX-2 ekspresyonu ile ilgili bildigimiz kadari ile
literatiirde sadece iki hayvan calismasi bulunmaktadir [27,301]. insan
NAYKH ve karacigerde COX-2 ekspresyonuna odaklanmis bir yayin
bulunamamistir. Migbo ve arkadaslari 40 adet 8-10 haftalk erkek SD
(Spraque-Dowley) sigani randomize ederek 2 gruba ayirmis, ve bir gruba
yuksek yagli diyetle besleyerek deneysel NAYKH olusturmus, diger grubu
normal diyetle besleyip sonucta karaciger COX-2 ekspresyonunu Western-
blot yontemiyle olgcmustir. Kontrol grubunda COX-2 ekspresyonu izlen-
mezken, NAYKH olusturulan ratlarda COX-2 ekspresyonu belirgin olarak
saptanmistir [27]. Karaciger arasidonik asit Grtinlerinin parcalanmasi ve elim-
inasyonunda en blyuk rol oynayan organdir. PGE2 portal kan basinci, glukoz
homeostazisi, KC parankim hucrelerine besinlerin dagitimi, karaciger fibro-
genezi gibi énemli fonksiyonlari ve patolojileri diizenler [331,343]. invitro
calismalarda Kupffer hicrelerinin yalnizca COX-1 eksprese ettikleri bunun
yani sira endotoksine maruz birakilan Kupffer hicrelerinin hem COX-1 hem

de COX-2 urettikleri gorulmustur [284,315]. COX-1" in hem sirotik hem de
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normal KC dokusunda eksprese edildigi gorilmustir. COX-2 normal kara-
cierde eksprese olmazken sirozda eksprese olmaktadir. Sirozda artmis
COX-2 ekspresyonu fibrozis ve inflamasyonun derecesiyle iliskili bulunmustur
[301]. Sirozda COX-2" nin artisi IKKB-NFkB yolagi Uzerinden
gerceklesmektedir. NFkB yolaginin dizenlenmesi ve NASH arasinda celiskili
sonuglar oldugu igin posttranskripsiyonel COX-2 dizenlenmesinin NASH
patogenezinde 6nemli olabilecedi savi glc¢lenmistir. Karaciger endotoksine
maruz kalan bir organdir ve endotoksinler COX-2" nin major indUkleyicileridir
[344]. Endotoksinler Kupffer hicreleri tarafindan alinirlar, bu yolla aktive olan
Kupffer hicreleri PG sentezini artirir [284]. Bu durum NASH’ te COX-2’ nin
artmasini aciklayabilir. NASH’ in artmis endotoksin dizeyleri ile seyrettigi
gOsterilmistir [274]. Hepatositler COX-1’i yapisal olarak eksprese ederler, bu-
nun yaninda normal sartlarda eriskin hepatositlerde COX-2 c¢ok dusuk
miktarlarda eksprese olur. COX-2 LPS (endotoksin), oksidatif stress, TNF-q,
IL-6 gibi sitokinlerin uyarisi ile ¢ok hizli bir sekilde artar. NAYKH patogene-
zinde fibrozis, ince barsak bakteriyel asiri cogalma, artmis barsak permea-
bilitesi ve barsakta endotoksin reseptori olan TLR-4 ile iliskilidir [374].
Lipotoksisite doymus yag asitlerinin doymamis yag asitlerinden daha ¢ok
oksidatif stres ve karaciger hasarina neden olmasidir.Lee ve arkadaslari
tarafindan yapilan ¢alismada doymus yag asitlerinin TLR-4 araciligiyla COX-
2 ekspresyonunu arttirdigini ortaya koymustur [361]. Doymamis yag asitleri
COX-2 ekspresyonuna neden olmamistir. Yu ve arkadaslari MCD diyet ile
farede olusturulan deneysel NASH modelinde, kontrol grubunda degisiklik

yokken COX-2 mRNA’ nin MCD diyeti ile NASH olusturulmus farelerde 5.
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gunden itibaren arttigini, 10.giinde COX-2 mRNA’ nin 5. glindeki degerinin 2
katina ulastigini, 3. ve 5. haftalarda 11 ve 12 katina ulastigini
saptanmiglardir [302]. Artmis COX-2 mRNA dizeyi hem hepatositlerde hem
de hepatosit-disi hicrelerde (Kupffer hicreleri, HSC) saptanmigtir. Bir baska
calismada MCD diyet ile beslenen ve steatohepatit gelisen olgularda gunlik
periton ici NS398 (selektif COX-2 inhibitorl) ile steatohepatitin geriletilmistir
[302]. IKKB-NFkB sinyal yolagi NASH patogenezinde énemlidir [183]. Ayrica
bu yolak obezite iligkili inflamasyon ve insulin direncinden de sorumludur
[219]. Selektif COX-2 inhibitorleri ve NSAID’ ler IKKB’ yI spesifik olarak in-
hibe etmektedirler, ve insulin duyarhligini arttirmaktadir [178-182]. Bir
calismada karacigere 6zgu IKKpB inhibisyonu sadece karacigerde insulin di-
rencini iyilestirip, kas dokusunda insulin direncine etki etmezken, IKKB‘nin
tim miyeloid hicrelerde inhibisyonu ylksek yagl diyete ragmen sistemik
olarak insulin direnci korunmustur [126]. Bu da karacigerde miyeloid htcre
gorevi goren Kupffer hlcrelerinin NASH patogenezindeki rolini vurgula-
maktadir [345].Ayrica insiilin Direnci ve PG yolagd! icice gecmistir. Soyleki;
karacigerde Uretilen TNF-a ve IL-6,yag dokuda PG uretimini arttinir [276]. Ve
karacigerde Kupffer hucreleri tarafindan Uretilen prostanoitler karaciger
insulin direnci patogenezinde rol oynayan TNF-a ve IL-6 Uretimini arttirmak-
tadir [315]. Yapilan c¢alismalarda insanda insulin direncinin artmis PG se-
viyeleri ile iligkili oldugu ve yeni tani yagh Tip 2 DM’ li erkeklerden olusan bir
kohortta COX-2 ‘ nin subakut ve kronik inflamasyon ve oksidatif stresle iligkili
oldugu saptanmigtir [221]. Ayrica COX-2 gen polimorfizmi Tip 2 DM ve

metabolik sendrom gelisimi ile iliskili bulunmustur [290]. Hepatositler de pros-
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taglandin reseptorlerine sahiptir. Kupffer hicrelerinden salinan PGE2’ nin bu
reseptorlere baglanarak hepatositteki glukoz metabolizmasini etkiledigi
gOsterilmistir [222]. Yakinlarda yapilan bir ¢alismada hepatositlerde PGE2’
nin karaciger insulin direncine EP3 reseptdr bagimli ERK1/2 aktivasyonu yol-
uyla katildigini gostermektedir. ERK 1/2 aktivasyonu IRS’ nin ( Insdlin
Reseptor Substrat) serin fosforilasyonuna neden olur. Serin fosforile olan IRS
, Akt | fosforile eder. Su ana kadar hep ASA ve diger NSAID’lerin IKK inhi-
bisyonuyla insulin duyarhih@ini arttirdi§i distnaliyordu fakat Rohl ve arka-
daslari bu mekanizmadan sadece COX- bagimsiz mekanizmalarin rol alma-
digini,COX bagmli  mekanizmalarin da IR patogenezine katkida
bulundugunu goéstermistir [226]. NSAID’ lerin insilin duyarlihdini arttirmadaki
etkilerinin kismen de olsa PGE2' nin inhibisyonu sonucu oldugu
dusundlmektedir [222,356]. PGE2 karacigerde insulin direncine ERK1/2
aracilikli insiilin Reseptér Substrat Serin Fosforilasyonu ile katilir, bunun
aksine IL-6 insulin direncine JAK-STAT-Ras-Raf-MEK-MAPK yolaginda
SOCS3’ Un gen ekspresyonunu arttirarak katilir. Bu iki ayri yolak yoluyla
instlin Direnci mekanizmasina katilmalari, neden IL-6 ve PGE2’ nin insiilin

direncini sinerjik olarak arttirdigini agiklamaktadir. (Sekil 10)
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Sekil 10: COX-2 ,insiilin Direnci ve NASH Patogenezi

Enomoto ve arkadaslari tarafindan yapilan galismada Kupffer hicrel-
erinden salinan PGE2’ nin karacigerde alkol iligkili yaglanma patogenezinde
rol oynadigi éne surulmustar [317]. Kupffer hicreleri 24 saat etanole maruz
kaldiktan sonra izole edilmis, PGE2 ELISA yéntemi, COX-2 mRNA RT-PCR
yontemi ile dlgulmustar.Etanolun etkisi ile karacigerde TG miktari 3 kat art-
mistir. Ayrica etanol Kupffer hicreleri tarafindan Uretilen PGEZ2'’ yi 3 kat art-
tirmistir [317]. Burada NASH ile birgok patogenetik benzerligi olan ASH’ te

COX-2' nin rol oynaybilecegi vurgulanmaktadir [250].

COX-2 inflamatuvar mediatorler tarafindan hizla indiklenir [324]. COX-
2’ nin hdcrelerde malign transformasyona nasil katkida bulundugu tam olarak
bilinmemektedir. COX siklooksijenaz ve peroksidaz aktivitesi olan bifonksiyo-
nel bir enzimdir.Siklooksijenaz aktivitesiyle aragidonik asidi PGG2’ ye oksit-

ler. Peroksidaz aktivitesiyle de PGG2’ yi PGH2’ ye cevirir. COX-2 ayni za-
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manda peroksidaz aktivitesiyle, bazi prokarsinojenleri (6rn.:Benzo[a]piren)
karsinojenlere gevirebilir. Karacigerde bu tip oksidatif olaylar sitokrom P450s
tarafindan katalizlenir. Karaciger disinda 6rnedin kolonda P450s ve diger
monooksijenaz enzimlerin konsantrasyonlari duguktir. Bu durumda bazi
ksenobiyotikler COX’ un peroksidaz aktivitesi sayesinde mutajenlere okside
olabilir. Bu etki ozellikle tutun karsinojenlerine maruz kalan akciger, oral ka-
vite, mesane gibi organ bolgeleri i¢in gecerlidir. Bunlara ek olarak COX’ un
arasidonik asidi metabolize etmesiyle bazi mutajenler olusur. Arasidonik
asidin oksidasyon Urlnleri, 6rnegin malondialdehit bir prokarsinojendir. Bu
maddenin NASH patogenezinde de rol aldidi bilinmektedir [346,347].Lipid
peroksidasyonunun 6énemli yikim drtnleri olan malondialdehit (MDA) ve 4-
hidroksienanol(4-HNE) NASH’ te ylksek konsantrasyonda izlenmistir [346].
Bu iki lipid peroksidasyon UurlnU proteinleri kovalen olarak baglayarak,
yaglanmanin NASH’ e ilerleyisinden sorumlu DNA hasarinda rol oynayabilir.
Ayrica HSC ekstrasellller matriks protein sentezini, Mallory cisimciklerinin

olusumunu uyarabilir (Sekil 22).
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Sekil 11:Oksidatif Stres Ve NASH

NAYKH olgularinda, lipid peroksidasyonunun bir metaboliti olan 4-HNE
bilesenleri immunhistokimyasal boyama ile karacigerde yaygin olarak bulun-
mustur [347].MDA ve HNE NASH olgularinda basit yaglanma olgularina goére
artmis olarak bulunur. Bu durum oksidatif stresin bir gostergesidir. HNE’ nin
lipid tirevi ve COX-2’ nin endojen bir uyarani oldugunu ortaya koyan bir
calisma COX-2’" nin NAYKH’ da inflamasyon ve oksidatif stresten sorumlu
oldugunu disundurtmektedir [351]. COX-2 ekspresyonu HNE disinda bazi
prokarsinojenlerle de indiklenebilir [348]. Ornegin benzo[a]piren adh titiin
dumaninda ve 1zgara yapilmig gidalarda bulunan bir polisiklik aromatik hidro-
karbon COX-2 transkripsiyonunu stimule edebilir COX-2 benzo[a]piren-7,8-
dioli DNA’ ya direkt baglanan benzo[a] piren-7,8-diol-9,10-epokside c¢evirir

[350]. Bu bulgular benzo[a]piren kaynaklh COX-2 indUksiyonunun, tatin du-
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mani gibi benzo[a]piren iceren maddelerin yol actigi kanser gelisiminde etkili
olabilecegini dusundirmektedir. Kolon adenokarsinom htcrelerinde, COX-2
asiri ekspresyonunun vaskuler endotel hicrelerininin kollajen matrikse go¢
etmelerini sagladigi, bunun da invitro ortamda kapiller yapilari arttirdigi
g6zlenmistir [349]. Bu etki NS-398 adli selektif COX-2 inhibitériyle bloke
edilmistir. TUmoér bayumesi COX-2 (-/-) farelerde, wild tip ya da COX-1 (-/-)
farelerden daha az olarak izlenmektedir. Buna ek olarak COX-2’ nin genetik
kaybi veya farmakolojik inhibisyonu VEGF Uretiminde azalmaya yol agcmak-
tadir. Bu COX-2 (-/-) farelerde timoér blyimesindeki azalmayr muhtemelen
aciklayabilir [352]. Bir hiicre populasyonunun buayuklugu, hlcre prolifera-
syonuyla hicre O6limu arasindaki dengeye badlidir. Azalmis apoptozis
premalign ve malign sureclerde izlenmektedir. Apoptozisi pek c¢ok faktér
diizenler. insanda apoptozu diizenleyen faktdrlerden birisi BCL-2'dir. COX-
2’yi asiri eksprese etmek icin genetik olarak degistiriimis farelerin intestinal
epitel hucrelerinde COX-2 ile beraber antiapoptotik bir madde olan BCL-2
duzeyi de kararh bir sekilde artar. Bu hucreler butiratla stimule edilmis apo-
pitozise direncli hale gelirler [353]. COX-2 asiri ekspresyonu transgenik
farelerde meme karsinogenezi icin yeterli olmaktadir. Bu esnada tuimorla
meme dokusunda Bcl-2 artarken, proapopitotik proteinler BAX ve BCLxLi
azalmaktadir [354]. Kronik inflamasyon epitelyal karsinogenez igin dnemli bir
risk faktoridur. Kronik inflamasyon olan bolgelerde sitokin kaynakh COX-2
indUksiyonu sayesinde prostaglandinler artar. Bu durumun kronik in-
flamasyonda kanser riskinin arttirmasinin nedenlerinden birisi oldugunu

dusundlmektedir. TUmor hdcrelerinden salgilanan koloni stimule edici faktor-
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ler, monosit ve makrofajlardan PGE2 sentezini uyarir. PPAR COX-2 kaynakli
bazi endojen prostaglandinler tarafindan da aktive edilebilen nikleer hormon
superailesine ait transkripsiyon faktorleridir. 3 PPAR izotipi tanimlanmigstir
(a,6, ve y). PPAR’ larin lipid metabolizmasi, bagisiklik, hicre farklilagsmasi
gibi fizyolojik rolleri vardir. PPAR’ lar ve kanser arasi iliski son zamanlarda
giderek artan bir merak konusudur. Yapilan bir calismada selektif bir COX-2
inhibitdéri olan SC-236’ nin karaciger fibrozisini PPAR® aktivasyonu ve
parankim disgI hucre apopitozunu gerceklestirerek azalttigi ortaya konmustur
[341]. PPAR ve COX-2 arasindaki iligki aydinlatildiginda, NAYKH mekaniz-
mas! daha iyi anlasilacaktir. inflamasyona neden olan her uyaran AP-1, NF
kappa B , T hucrelerini aktive eden nukleer faktor, IL-6 gibi pek ¢ok tran-
skripsiyon faktért araciligiyla COX-2 induksiyonuna neden olur
[288,289,292]. Son dénemlerde HCV’ ye ikincil olarak gelisen HCC’ de artmis
COX-2 dulzeyi bildirilmistir [295,296]. Yaglanma da HCV iliskili sirozdan HCC
gelisiminde bagimsiz bir risk faktoradur [297-299]. Yapilan bir calisma hepa-
tositlerdeki COX-2 ekspresyon duzeyinin Kronik HCV’ de Interferon/ Ribavirin
kombinasyon tedavisine disuk tedavi yaniti ile iliskili oldugunu ortaya ko-
ymustur [330]. COX-2 ve COX-2 iligkili eikazanoitler farkli kosullarda ve farkh
hiicrelerde farkl fonksiyonlar gosterebilmektedir [28]. Ornegin, Lokotrienler
ve PGE2 akut inflamatuvar yanitin erken déneminde inflamasyonu sid-
detlendirmek amaciyla fazlaca eksprese olurken, lipoksinler,PGJ2 ve PGD2
ge¢ inflamatuvar yanitta parakrin proinflamatuvar sinyalleri antagonize etmek
amaciyla eksprese edilir [322]. COX-2, doku hasarinin erken fazinda pro-

inflamatuvar olabilir, ama daha sonra prostaglandin sentezini antiinflamatuvar
73



eikazanoitler yonlne cgevirerek inflamasyonun ¢ozilmesine yardim edebilir
[316]. COX-2 ekspresyonunun hasarin tariine gére hem pro-inflamatuvar
hem anti-inflamatuvar olabilir [321,323]. Karaciger hastaliklari hayvan model-
lerinde selektif COX-2 inhibitorlerinin bir ¢gok farkh etkisi bildirilmistir. Selektif
COX-2 inhibitoéri olan JTE-522, metiyonin-kolin fakir diyetle olusturulan kara-
ciger fibrozisini durdurmustur [291]. Yine bir selektif COX-2 inhibitori olan
SC-236, farede karbon tetraklorir ile indliklenen karaciger fibrozisini, ne-
kroinflamasyonu etkilemeden azaltmistir [293]. Tersine, yine bir selektif COX-
2 inhibitdérd olan Selekoksib, siganda karbon tetraklorlr ile indiklenen kara-
ciger fibrozisini ve hasarini kétulestirmistir [294]. Bu paradoks etkiler, COX-2’
nin farkl inflamatuvar stimuluslarla ile olusan farkl iglevleri ile agiklanabilir
[292]. Yu ve arkadaslari tarafindan trantretin promoter geni kontrollyle segici
olarak hepatositlerde olusturulan COX-2 ekspresyonunun NFkB aktivasyonu
ile iligkili oldugu saptanmistir [260]. Su anda kronik hepatit tedavisinde ya da
karaciger fibrozisini dnlemede COX-2 inhibitdrlerinin kullanimi icin yeterli veri
bulunmamaktadir. Bir calismada COX-2 transgenik farelerde karacigerde
artan COX-2 ve PGE2 duzeylerinin, serum alanin aminotransferaz diuzeyi ve
histolojik hepatite yol a¢tigi ortaya konmustur. Bulgular visseral yad dokusu
inflamasyonunda COX-2 aktivasyonunun yuksek yagl diyetle beslenen obez
ratlarda insulin direnci ve karaciger yaglanmasi gelisiminde énemli oldugunu
gOstermektedir [223,225,276,327]. COX-2 yag dokusunda en ¢ok eksprese
edilen genlerden biridir [275].COX-2 ekspresyonunun obez insan adiposit-
lerinde arttig1 gosterilmigtir [276]. Ayrica COX-2 heterozigot (+/-) farelerin

COX-2 homozigot(-/-) farelere goére vicut agirhklarinda % 33 artis
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saptanmigstir [277]. COX-2 gen ekspresyonunun Tip 2 DM gelisiminine kat-

kida bulundugu yapilan bir insan genom galismasinda gosterilmistir [290].
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6. CALISMANIN KISITLILIKLARI

1.Calismamizin en énemli kisithlidi incelenen biyopsi sayisinin az ol-
masidir. Bu galismadan ¢ikan verilerin desteklenmesi igin hasta sayisinin

fazla oldugu prospektif daha buyuk 6lgekli galigmalara ihtiyag vardir.

2.imminhistokimya patoloji laboratuvarlarinda cesitli hastaliklarin
tanisinda kullanilan énemli bir aractir. immiinhistokimyasal Boyanmanin
duyarlihk kalitesi ve duyarliigi formalin fiksasyonu tarafindan etkilenir,
formalin fiksasyonu antijenitenin degisken derecelerde kaybina yol acar,
bu maske etkisi olarak bilinmektedir [311]. Antijen retrievali standart im-
munhistokimyasal yontemlerle maskelenmis antijenleri tespit ederek
epitoplari yeniden ortaya c¢ikaran bir teknik yontemdir [311].
immiinhistokimyanin duyarlihgi belirli antijenleri icin mikemmel iken,
COX-1 ve COX-2 gibi diger antijenleri 6zellikle formalinle sabitlenmis
paraffin kesitlerde saptamak zordur. Antijen retrievali uygulanmis ol-
masina ragmen maske etkisi COX-2' nin boyanma sonucunu etkilemis

olabilir.
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7. SONUG VE ONERILER
Bu arastirmadan elde ettigimiz 6nemli ¢ikarimlar sunlardir:

1.COX-2 enzimi inflamasyonda anahtar bir enzim olup kronik inflamatu-

var hastaliklarda hastalik ilerleme sirecinde belirleyici olabilir.

2.Bu galisma COX-2 ekspresyonunu karaciger inflamasyon ve fibrozisi

ile iligkisini gosteren literatirdeki az ¢calismadan biridir.

3.Karaciger COX-2 ekspresyonu ve NASH’ teki inflamasyon ve fibrozis

iligkisini gdsteren bildigimiz tek insan ¢alismasidir.

4.Bu calismada karacigerde immunhistokimyasal COX-2 ekspresyonu
histopatolojik verilerle (steatoz, inflamasyon, fibrozis, balonlasma ve
NAS skoru) istatistiksel olarak anlaml iligki gostermistir. Bunun sebep
sonug iligkisindeki yerini bilmemekteyiz. Bu iligkiyi aydinlatacak deneysel

hayvan ¢alismalarina ihtiyag vardir.

5.Benzer galisma daha genis vaka serilerinde yapilmalidir. Karaciger
COX-2 duzeyleri immunhistokimya diginda daha duyarli yontemlerle de

arastiriimalidir.
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8. OZET

Giris ve Amag: NAYKH basit yaglanmadan siroza kadar ilerleyebilen
genig bir spektrumu igerir. En sik rastlanan kronik karaciger hastaligi
olan NAYKH’ nin etyopatogenezi tam olarak aydinlatiimamustir. insiilin di-
renci, obezite, hiperlipidemi, Tip 2 DM karacigerde yaglanmanin en
onemli sebepleridir. Yapilan c¢alismalar karacigerdeki oksidatif stres ve
proinflamatuvar sitokinlerin roll olabilecegini gostermektedir. Benzer bir
mekanizma ile COX-2 NAYKH progresyonundan sorumlu mediatér ola-
bilir. Mingbo ve arkadaslar tarafindan yapilan galismada sigan deneysel
NAYKH modelinde COX-2 ekspresyonunun karacigerde inflamasyon ve
hasarin derecesine paralel olarak arttigi bulunmustur [27]. Bu ¢alismanin
amaci, karacigerde, NASH fibrogenezinde 6nemli rol oynama ihtimali
olan COX-2 ekspresyonunun Immunhistokimyasal olarak yodunlugunu
ve dagilim paternlerini arastirmak, normal karaciger dokusu ve steato-

hepatitteki farkliliklari belirlemektir.

Metod: Calismamizdaki olgular, E.U.T.F Gastroenteroloji Bilim Dali
Karaciger polikliniginde izlenen o6ykuleri, klinik ve laboratuvar ve ra-
dyolojik bulgulari ve 1997-2007 arasinda biyopsi yapilan karaciger ince
igne aspirasyon biyopsileri ile NAYKH tanilari dogrulanmig, E.U.T.F
Patoloji ABD’ nda karaciger biyopsilerine ait paraffin bloklari olan 54 ol-
gudur. Olgularin karaciger biyopsi bloklarina IHC yéntemle COX-2 bo-
yasi uygulanmistir. Olgular Brunt NAYKH Evreleme sistemine gore

evrelenmis, NAS skorlari belirlenmigtir.

Sonug: COX-2 ekspresyonu ve NAS skor, fibrozis,steato, balonlagsma

iligkisi istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon gostermigtir.
Anahtar Kelimeler siklooksijenaz-2(COX-2), immunhistokimya,

nonalkolik steatohepatit(NASH), NAS skoru ( NAYKH Aktivite skoru).
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9. SUMMARY

Background and Aims: Nonalcoholic fatty liver disease(NAFLD) is a
spectrum of disorders ranging from steatoz to steatohepatitis(NASH),
which in turn can progress to cirrhosis, but the molecular mechanisms in-
fluencing the disease progression are still unknown. Cyclooxygenase
(COX-2), the inducible isoform of the enzymes that catalyze the prosta-
glandin synthesis from arachidonic acid, has been described to be over
expressed in the livers of mice with methionine-and choline deficient
(MCD) diet-induced steatohepatitis and in patients with chronic hepatitis
C associated steatosis. The aim of this study was to evaluate the expres-
sion of COX-2 in a population of subjects with NASH to confirm its possi-

ble role as pro-inflammatory mediator in nonalcoholic steatohepatitis.

Methods: Biopsies from fifty-four NAFLD patients biopsies who were
followed at the Ege University Medical Faculty Gastroenterology Depart-
ment “Hepatology Clinic” between the years of 1999-2007 were in-
cluded in this study. We used 54 formalin-fixed, paraffin embedded liver
tissue samples obtained by needle biopsies from patients NAFLD/NASH
(21F/33M), scored for hepatic steatosis, grading and staging according
to Brunt. Four histological normal livers obtained from the living liver do-
nors were used as controls. The expression for COX-2 was investigated
by immunohistochemistry.The positive signals for COX-2 staining were
observed under the light microscope, COX-2 staining in all liver cells
scored on the basis of: 1) extensiveness (by percentage population of
positive stained cells) (0-3) ,2) intensity (by level observed in the positive
staining cells) (0-2). The score of each specimen was the multiplication

of the two parameters.(the immunhistochemistry score).

Results: No hepatic expression of COX-2 was shown in healthy liver.
Significant correlation was observed between the NAS Scores , fibrosis,
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steatosis, ballooning and IHC scores. Significant correlation was ob-
served between the IHC scores and grading and staging.

Conclusion: The positive correlation between the expression of COX-2
and NAS scores, paralleled by a similar relationship with histological
grading and staging, let us hypothesize a possible role of COX-2 as pro-
inflammatory mediator in NAFLD/NASH which may deserve further stu-

dies for its use as a marker of disease progression.

Keywords: cyclooxygenase-2(COX-2), nonalcoholic steatohepati-
tis(NASH), immunhistochemistry, nonalcoholic steatohepatitis activity

score(NAS score)
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