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1. OZET

Nonalkolik steatohepatit, nonalkolik yagli karaciger hastalik
spektrumunun bir pargasi olup; obezite, diyabet ve insiilin rezistans
sendromunun prevalansinda artiga bagl olarak diinya genelinde siklig1 giderek
artan bir durum olarak kabul edilmektedir. Anlamli alkol kullanim Oykiisii
olmayan ancak karaciger biyopsilerinde alkolik hepatitle uyumlu degisimler
gosteren hastalar tanimlamak i¢in kullanilmigtir. Bununla beraber, siroz ve
fibroza ilerleyisi durdurmada heniiz etkin bir tedavi tanimlanmamustir.
Genistein  (4’, 5, 7-trihydroxyisoflavone); anti-kanser, antioksidan ve
antiinflamatuvar ozellikler gosteren ve soya fasiilyesinde bulunan bir
fitoostrojendir. Bu ¢alismanin amaci; yagdan zengin diyet ile NASH’in
deneysel bir modelini olusturarak, genisteinin koruyucu ve tedavi edici
ozelliklerini aragtirmaktir.

Calismada 200-250 gr agirhiginda erkek Sprague Dawley cinsi ratlar
kullanild1 ve ratlar 5 ¢alisma grubuna ayrildi. Grup 1 (n=10, kontrol grup; 100
Wegiin day %1.25 subkutan. 6 hafta); Grup 2 (n=10, kontrol grup; 0.2
mg/kg/giin genistein subkutan. 6 hafta), Grup 3 (n=10, Yagdan zengin diyet
(YZD)grup; 100 wgin %]1.25 subkutan 6 hafta); Grup 4 (n=10, YZD +
genistein grup; 0.2 mg/kg/giin genistein subkutan 6 hafta); Grup 5 (n=10,
NASH + genistein grup; 0.2 mg/kg/giin genistein subkutan 6 hafta). Calisma
tamamlandiktan sonra ratlar dekapite edildi, kan ornekleri alinarak rutin ve
spefisik biyokimya parametreleri ¢alisildi. Ayrica histopatolojik inceleme igin

karaciger doku 6rnekleri alindi.



Calismada serumda spesifik parametreler olarak serum TNF-alfa, IL-6,
TGF-beta 1 ve insulinomimetik bir madde olan visfatin diizeyleri Ol¢tildii ve
genisteinin bu parametreler lizerine etkileri incelendi.

Calismada; genisteinin, karaciger fonksiyon testlerini diizelttigi instilin
rezistansini, serum TNF-alfa ve IL-6 diizeylerini azalttigi, ayrica yagdan
zengin diyet ile olusturulan karaciger hasarinin histopatolojik olarak geriledigi
gozlendi. Sonug olarak; genistein basta olmak tizere farkli izoflavonlari igeren
yiyeceklerin tiiketilmesi NASH hastalarinin tedavisinde 6nemli ve umut verici

bir segcenek gibi goriinmektedir.

Anahtar kelimeler: Nonalkolik stacatohepatit, genistein, yagdan

zengin diyet, Visfatin.



ABSTRACT
The investigation of effects on the level of visfatin and insulin resistance in
experimentally-induced nonalcoholic stetohepatitis

Nonalcoholic steatohepatitis is part of the spectrum of nonalcoholic
fatty liver disease, a condition becoming increasingly recognized worldwide
due to its prevalence in obesity, diabetes, and insulin resistance syndrome. The
pathological picture bears a striking resemblance to that of alcohol-induced
liver injury, but it occurs in individuals who deny a significant history of
alcohol ingestion. Nevertheless, there is yet no definitive therapy that prevents
it evolving through fibrosis and cirrhosis. Genistein (4’, 5, 7-
trihydroxyisoflavone), a phytoestrogen found in soybeans, has a variety of
pharmacological features including anticancer, antioxidant and anti-
inflammatory actions. The objective of the present study was to investigate the
preventive and therapeutic role of genistein in an experimental model of
NASH induced by a high fat diet (HFD).

A total of male Sprague-Dawley rats weighing 200-250 gr. were used in
the study and rats were divided into 5 groups. Group 1 (n=10, control group;
100 w/day 1.25% subcutan for 6 weeks); Group 2 (n=10, control group; 0.2
mg/kg/day genistein subcutan for 6 weeks); Group 3 (n=10, HFD group; 100
wday 1.25% subcutan for 6 weeks); Group 4 (n=10, HFD + genistein group;
0.2 mg/kg/day genistein subcutan for 6 weeks); Group 5 (n=10, NASH +
genistein group; 0.2 mg/kg/day genistein subcutan for 6 weeks). After 6 weeks,
rats were decapitated; blood samples obtained for biochemical parameters and

liver samples for histopatholigical investigation.



In this study, spesifical parameters serum TNF-alfa, IL-6, TGF-beta 1
and insulinomimetik agent Visfatin levels were measured and the effects of
genistein were evaluated on these parameters.

In this study; genistein was found to improve liver function tests,
decrease insulin resistance, TNF-alfa, IL-6 levels, and prevent the high fat diet
induced induced liver injury. In conclusion; especially genistein and
consuming more food products containing isoflovanes appears to be promising

in the treatment of NASH patients.

Key words: Nonalcoholic steatohepatit, genistein, high fat diet, visfatin.



3. GIRIS

3.1. Nonalkolik Yagh Karaciger Hastahgi

3.1.1. Tamim ve Onemi

Nonalkolik steatohepatit (NASH), 1980 yilinda Ludwig ve arkadaslari
tarafindan alkol kullanmayan ancak karaciger biyopsilerinde alkolik hepatite
benzer histolojik bulgulari mevcut olan hastalarda karaciger hasarim
tanimlayan morfolojik bir model olarak ileri siiriilmiistir (1). Bu antiteyi
tanimlamak i¢in; psddoalkolik karaciger hastaligi, alkol-benzeri hepatit,
diyabetik hepatit, nonalkolik Laennec’s hastali§1 ve steatonekroz gibi farkl
terimler kullanilmistir (2). 1986 yilinda, hastaligin genis bir patolojik
spektruma sahip oldugunun goriilmesi ve NASH tanisinin bazi 6zel
histopatolojik kriterleri gerektirmesi nedeniyle, karaciger yaglanmasi ile
seyreden bir¢ok tablo bu tanimin kapsami disinda kalmig ve isimlendirmeden
dogan Onemli karisikliklarin yasanmasina neden olmustur. Bu karisiklari
azaltmak i¢in kullanilan nonalkolik yagli karaciger hastaligi (NAYKH) en ¢ok
tercih edilen tanimlama olmustur (3). NAYKH’nin tanimladigi patolojik
spektrum, basit benign yagh karacigerden, yagl degisimle beraber lobiiler
inflamasyon, hepatoseliiler hasar, Mallory hiyalenleri, ilerleyici fibrozis ile
karakterize NASH’e ve siroza kadar uzanmaktadir (4).

Karaciger yaglanmasi; hangi nedene bagli olursa olsun lipidlerin
karaciger agirhiginin %5’inden fazlasini olusturmast veya histopatolojik
incelemede hepatositlerin  %5’ten fazla yag vakuolii icermesi olarak
tanimlanmaktadir (5). Giiniimilizde yagh karaciger hastaligi alkole baglh ve
nonalkolik yagl karaciger hastalig1 olarak ikiye ayrilmakta ve asagidaki gibi

siiflandirilmaktadir:



Alkolik yagli karaciger hastaligi (AKH):
v’ Alkolik yagh karaciger
v Alkolik steatohepatit
Nonalkolik yagl karaciger hastalifi: Belirgin alkol alimi olmaksizin,
karacigerde makrovezikiiler steatozla karakterize hastalik grubudur.
v Yag ihtiva eden karaciger
v Yagl karaciger
v NASH (hepatoseliiler hasar, lobiiler inflamasyon ve yagh degisiklikler)

NASH; diinya genelinde siklig1 giderek artan, patogenezinde hayat tarzi
ve genetik faktorlerin 6nemli rol oynadigi karmasik bir metabolik durum olan
NAYKH’nin en ciddi formudur. Kronik karaciger hastaligi ve siroza
ilerleyebilmesinin yan1 sira obezite, diyabet, hipertansiyon, hiperkolesterolemi
ve hiperlipidemiyi kapsayan metabolik ve insiilin rezistans sendromu ile
kardiyovaskiiler hastaliklarla c¢ok siki bir birliktelik gostermesi hastaligin
onemi giderek artirmaktadir (6).

3.1.2. Epidemiyoloji

NAYKH biitiin diinyada yaygin olarak goriilmekte ve prevalansinda
cografik degisiklikler olmakla beraber, c¢esitli popiilasyonlarda %10 ila 24
arasinda oldugu diistiniilmektedir. Bat1 diinyasinda en sik goriilen karaciger
hastalig1 oldugu ve prevalansinin da giderek arttig1 gézlenmektedir (7).

Tim 1tk ve etnik gruplart etkilemekte ayni zamanda yas ve cinsiyet
ayrimi gézetmemektedir. Cocuklarin %2.6’s1 etkilenmekte (8) ve obez ¢ocuk
popiilasyonunda bu oran %22.5 (8) ve %52.8’lere (9) kadar yiikselmektedir.

NAYKH, diger karaciger hastaliklar1 dislandiginda,

aminotransferazlarin asemptomatik arttig1 vakalarin %42-90’1nin nedenidir.



NAYKH prevalansi obez vakalarda %57.5’e (10) ve %74’e (11) kadar
artis gostermektedir. Tip 2 diyabetli hastalarda %28-55 ve hiperlipidemililerde
%20-92 (4,12) oranlarinda artmis NAYKH prevalanst mevcuttur. Diyabet ile
obezitenin birlikteligi, ek bir risk daha olusturmakta ve diyabeti olan siddetli
obez hastalarin %100’iinde en azindan hafif steatoz, %50’sinde steatohepatit,
%19’unda siroz tespit edilmektedir (13).

Bunun yani1 sira, NAYKH’li hastalarin bircogu normal karaciger testleri
ve lipid profiline sahip olup non-obez ve non-diyabetiktir (14,15). Normal
viicut kitle indeksli (VKI) hastalarda trunkal obezite dnemli bir risk faktorii
olarak goriilmektedir. NAYKH prevalanst zayif vakalarda yaklasik %2-3
tahmin edilmekte ancak obez popiilasyonda %19’lara kadar yiikselmektedir
(16,17). Amerika Birlesik Devletleri’'nde ve diger batili iilkelerde son 10-15
yilda NAYKH prevalansindaki artis, tim yas gruplarinda gozlenen obezite ve
diyabetteki artig ile paralellik gostermektedir. Amerika Birlesik Devletlerin’de
30 milyondan fazla eriskinde NAYKH mevcut oldugu tahmin edilmekte ve
bunlarin 8.6 milyonunun NASH’li oldugu diistiniilmektedir (18).

Her ne kadar tiim yas gruplarinda ve her iki cinsiyet grubunda da
hastalik goriilme sikligi artsa da yapilan bir¢ok c¢alismada NAYKH’nin
ozellikle besinci ve altinci dekadda ve kadinlarda daha sik gozlendigi tespit
edilmistir. Obezite, tip 2 diyabet ve hiperlipidemi siklikla NAYKH iligkili
durumlardir (4,10,12). Farkli ¢alismalardan alinan NAYKH’ nin demografik
ozellikleri Tablo-1’de verilmistir.

3.1.3. Etiyoloji
NASH’in etiyolojisi heniiz tam olarak aydinlatilamamis olmasina

ragmen multifaktoryel oldugu diisliniilmektedir. Primer ve sekonder NASH



olarak bir ayirim yapilmis ise de NASH’in her iki tipi de benzer 6zellikler
sergilemektedir.

Tablo-1. NAYKH’ nin demografik 6zellikleri

Yazar Say1 Yas Kadin Diyabet Obezite Hiperlipidemi
G (%) (%) (%) (%)
Ludwig (1) 20 54 65 50 90 67
Diehl (12) 39 52 81 55 71 20
Lee (19) 49 53 78 51 69 Belirtilmemis
Powell (20) 42 49 83 36 95 81
Bacon (14) 33 47 42 21 39 21
Matteoni (21) 132 53 53 33 70 92
Angulo (15) 144 51 67 28 60 57

Primer NASH; diabetes mellitus (DM) ve hiperlipidemi gibi metabolik
sendrom ile iligkili durumlarda ortaya ¢ikarken ikinci tip yani sekonder NASH;
zayiflamaya yonelik bagirsak cerrahilerinde, obezlerde hizli kilo kayiplarinda,
total parenteral nutrisyonda, lipodistrofi ve Wilson hastaligi ile amiodaron,
tamoksifen, Ostrojenler ve glukokortikoidler gibi ilaglarin  kullanildigi
durumlarda goriilmektedir (22). Tablo 2’de karacigerde yaglanma ve primer
veya sekoder NASH ile iliskili olabilecek veya etiyolojilerinde yer alan
hastaliklar verilmistir.

3.1.4. Histopatoloji

Yagli karaciger hastaligi, patolojik olarak karaciger hiicrelerinde
trigliserid birikimi (steatozis) ve ilerleyici nekroinflamatuvar karaciger
hastalig1 (steatohepatitis) ile sonuglanan genis spektrumlu klinik durumlar
tanimlamada kullanilan bir terimdir. Yagli karaciger hastaligi genellikle AKH
ve NAYKH olarak iki ana etiyopatolojik klinik kategoriye ayrilmaktadir.
NAYKH karaciger hiicrelerinde olusturdugu histolojik hasar, alkol

suiistimaline bagli olusan karaciger hasarindan ayirt edilemeyen bulgulara



sahiptir. Hepatik steatoz ve steatohepatit olusturabilecek alkol alim esigi tam

olarak tespit edilememisse de genel olarak kadinlarda 20 g/giin ve erkeklerde

40 g/giin alkol alimi limit olarak kabul edilmektedir (24). Yine ayirici tanida

NASH ile kolaylikla karistirilabilecek hepatit C, otoimmun hepatitler, Wilson

hastaliginin erken evreleri géz 6niinde bulundurulmalidir.

Tablo-2. Primer ve sckonder NASH ile iliskili durumlar *

Primer NASH Sekonder NASH
Insiilin rezistans Ilaclar: Metabolik hastaliklar:
sendromu olanlar: Glukokortikoidler Galaktozemi
Sentetik dstrojenlenler Tirozinemi
DM Fosfor Fruktoz intoleransi
Obezite Aspirin Sistiniiri
Hiperlipidemi Amiodaron Sandhoff hastalig
Metabolik sendrom  Perheksilin Sistemik karnitin eksikligi
Leptin eksikligi Kalsiyum kanal blokerleri Wilson hastalig1
veya direnci Tetrasiklin
Tamoksifen Sistemik hastaliklar:
Methotreksat Kaseksi
Antiviral ilaglar Is1 garpmasi
Valproik asit Inflamatuvar bagirsak hast.
Kokain aligkanlig1 Weber-Christian hastalig1

Niikleozid analoglar1
Organik ¢oziiciiler

Cerrahi nedenler:
Gastropleksi
Jejunoileal bypass

Ince bagirsak rezeksiyonu
Biliopankreatik diversiyon

Bakterilerin  asir1
jejunal divertikiiller

cogaldigi

Kistik fibrozis
HBV, HCV

Genetik nedenler:
Abetalipoproteinemi
Ailesel
hipobetalipoproteinemi
Tip I glikojen depo hast

Besinsel:

Total parenteral nutrisyon
Protein kalori malniitrisyonu
Schwachman sendromu
Hizli kilo kayiplar

* 23 nolu kaynaktan modifiye edilerek diizenlenmistir.

Steatohepatitin  morfolojik tanimlamasinda kullanilan  kriterler,

karaciger parankiminin kapsamli

olarak incelenmesini gerektirmektedir.

Mikroskopik degerlendirmede, steatohepatite ait 6zellikler tipik olarak zon 3’te

belirgindir. Karakteristik bulgular,

degisen miktarlarda hepatosteatoz,



nekroinflamasyon, karaciger hiicre hasari, ve/veya kendine 6zgii periseliiler,
perisiinizoidal fibrozis kombinasyonundan olusmaktadir. Bir ¢ok arastirmaci
icin hali hazirda tanmi i¢in gerekli olan minimum morfolojik kriter portal
inflamasyonun varligini ve/veya fibrozisi kapsamaktadir (25). Bir¢ok yazar,
NASH’in histolojik tanis1 i¢in bu lezyonlarin, steatoz ve inflamasyona
eklenmis olmasi gerektigi hususunda birlesmislerdir. Bir grup arastirmaci
NAYKH’y1 yaglanma (tip 1), yaglanma + inflamasyon (tip 2), yaglanma +
balonlagsma (tip 3) ve yaglanma + balonlagma ile birlikte Malorry’s hiyalenleri
veya fibrozis (tip 4) olmak iizere dort histolojik alt gruba ayirmustir (21). Tip 3
ve tip 4 histolojik ve klinik olarak NASH’e uymaktadir (26,27).

Karaciger biyopsilerinde, steatozis sik rastlanan bir bulgudur. NASH
calismalarinin  %100’iinde steatozis bildirilmistir ayrica alkolik karaciger
hastaliginda en erken ortaya ¢ikan patolojik bulgu oldugu goriilmektedir. Hem
yetiskin hem de cocuklarda NAYKH’da tek, genis ve niikleusun yerini
degistiren yag damlaciginin bulundugu makrovezikiiler tip steatozis daha
baskindir. Bunun yani sira mikrovezikiiler veya karigik tip steatozis de
goriilebilir. Mikrovezikiiler ve karigik tip steatoz AKH ve NASH’de ortak
olarak gozlenirken tek basmma mikrovezikiiler steatoz AKH’de goriiliir.
Makrovezikiiler steatoz, hiicre i¢i trigliserid birikimi ile sonug¢lanan; lipidlerin
taginmasi, metabolizmasi, sentezi ve atilimu ile ilgili kompleks
anormalliklerden kaynaklanir. Mikrovezikiiler steatoz ise yag asitlerinin -
oksidasyonundaki defektlerle karakterize mitokondriyal sitopatiler, iire sentez
bozukluklar1 ya da Reye sendromu, gebeligin akut yagl karacigeri ve cesitli
ilaclarin toksik etkileriyle ortaya ¢ikan daha ciddi karaciger hastaliklarinin

gostergesi olarak diisiiniilmektedir (28). Steatozis, hastaligin ilerleme siirecinde
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kalic1 olmamakta bu nedenle AKH ve NASH’e bagli sirozun ayiriminin
yapilmasinda yararli olmamaktadir (29).

Steatohepatitteki lobiiler inflamasyonun gostergesi siniizidlerde ve
balonlasmis hepatositlerin yakininda az sayida polimorfoniikleer 16kosit i¢eren
karma inflamasyonun bulunmasidir (30). Steatohepatitin aktif oldugu veya
diizelme donemlerinde lobiillerde ve portal yollarda hafif mononiikleer hiicre
infiltrasyonu gdzlemlenebilir. Ancak asirt mononiikleer infiltrasyonu kronik
hepatit C gibi sliperempoze kronik karaciger hastalik siiphesini artirmaktadir.
Ilging bir sekilde, NASH’li ¢ocuklarm karaciger biyopsilerinde steatozis ve
lobiiler mononiikleer hiicre infiltrasyonu ¢ok sik karsilasilan bir bulgudur (31).
Lipograniilomlar, hem NASH hem de AKH’da tanimlanmakla birlikte teshis
icin gerekli oldugu diisiiniilmemektedir. Lipograniilomlar, kronik inflamatuvar
hiicrelerden, Kupffer hiicrelerinden ve bazen de steatotik hiicreleri ¢evreleyen
eozinofillerden meydana gelmektedir. Genis lipograniilomlarin fibrozis ile
iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir ancak bu steatohepatitin parenkimal
fibrozisi ile karistirtlmamalidir (32).

Siklikla balonlagsma dejenerasyonu seklinde ayni zamanda litik nekroz
ve apopitotik cisimcikler igeren karaciger hasar1 steatohepatit teshisi icin diger
on kosullardan biridir. Balonlasmis karaciger hiicreleri sitoplazmanin sismesi
ve yogunlugunun azalmasi ile karakterizedir ki bu degisim oOzellikle
karacigerin zon 3 bolgesinde gozlenir. Kopriilesme nekrozlart NASH’de sik
olmasa da AKH’da daha sik olarak gézlenmektedir (33).

Mallory hiyalinleri; karaciger hiicrelerinde, periventrikiiler yerlesimli
oldugunda steatohepatit i¢in karakteristik ancak tani i¢cin mutlaka gerekli

olmayan, ip benzeri, yogun intrasitoplazmik inkliizyonlardir.  Siklikla
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perisiinizoidal fibroz alanlarinda ve polimorflarla c¢evrelenmis karaciger
hiicrelerinde tespit edilmektedir. AKH’da, NASH’e oranla daha sik olarak
gozlenmektedir. Kronik kolestaz, Wilson hastaligi, ilaca bagli hepatitler, fokal
nodiiler hiperplazi ve hepatoseliiler karsinom gibi diger karaciger
hastaliklarinda daha ¢ok zon 1°de tespit edilmektedir (28,34).

Megamitokondriler, intraseliiler yuvarlak veya sigara seklinde
eozinofilik yapilar olar tanmabilir. Intra-mitokondriyal parakristalin
inkliizyonu, kristalarin  kayb1 ve multilameller membranlar seklinde
ultrastriiktiirel anormallikler gosterirler. Daha ¢ok AKH ile iliskilidirler.
Yapilan son ¢alismalar NASH’de megamitokondrilerin daha ziyade zon 1’de
yer aldigin1 géstermekte ve mitokondri hasar1t NASH ile ilgili ¢aligmalarda yeni
bir saha olusturmaktadir (35).

Steatohepatitte, fibrozisin karakteristik goriiniimii, chicken-wire fibrozis
olarak adlandirilan Disse araliginda kollajen birikimine bagh periseliiler
fibrozistir. Bu tip fibroz hem AKH hem de NASH’de zon 3’te tespit
edilmektedir. Karacigerde en 6nemli kollajen iireten hiicreler olan hepatik
stellat hiicrelerin aktivasyonu siinizoidal kollajen formasyonundan sorumludur.
Siroz  asamasinda  karakteristik  perisiinizoidal ~ fibrozis  goriiniimii
kaybolabilmektedir (36). Tablo-3’de  NASH’de goriilen histopatolojik
lezyonlar 6zetlenmistir.

Steatohepatit tanisinin histolojik olarak koymada ¢esitli kriterler
kullanilmaktadir. Ancak nekroinflamatuvar odaklar, 6zellikle balonlagmis
karaciger hiicreleri ve parankimal inflamatuvar hiicre infiltrasyonu
histopatolojik degerlendirmede Onemli anahtar noktalart olusturmaktadir.

Steatozun  siddeti,  etkilenen = parankimin = yayginligina  bakarak
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derecelendirilebilir. Son zamanlarda steatoz ve nekroenflamasyon lezyonlarini

‘derece’ler,

fibroz tiplerini de

onerilmistir (Tablo-4).

‘evreler’

halinde birlestiren bir sistem

Tablo-3. NASH’de goriilen histopatolojik lezyonlar *

NASH’de tam i¢in Tani icin sikhikla Tani icin gerekli NASH i¢in
gerekli olanlar olan fakat gerekli olmayan fakat atipik,diger
olmayan bulunabilen karaciger
hastaliklarimi
diisiindiiren
Steatoz, 3 bolgede perisiniizoidal 3 bolgede Tek veya baskin
Makrosteatoz fibrozis; hepatositlerde olarak
Mikrosteatoz Santral-portal Mallory cisimcigi; mikrovesikiiler
Kopriilesme steatoz

Karisik, hafif lobiiler

Zon 1 hepatoselliiler

Prussian mavisi ile

Sklerozan hyalin

inflamasyon; glikojenize nukleus I+graniiler periportal nekroz;

Daginik PNL ve hepatoselliller demir periveniiler fibroz,
mononiikleer hiicreler fleboskleroz
Hepatoselliiler Lobiillerde Hepatositlerde Portal inflamasyon
balonlasma; lipograniilomlar; megamitokondri

tipik olarak 3. bolgede
steaotik hiicre yaninda

Degisken, kiiciik,boyutta

Bazi alanlarda asidofilik

Cisimcikler,
PAS-d
Kuppfer hiicreleri

Portal-periportal
fibrozis;
perisiniizoidal
fibrozis
olmadan veya
perisiniizoidal
fibrozisde artis;
portal alanda
kopriilesme
fibrozisi

Yag kistleri

Lobiiler diizensizlik
ve

inflamasyon;
kopriilesme nekrozu

Kr.Kolestaz; safra
kanal lezyonlar1 veya
kanal kayb1

Kr.kolestaz; safra
kanal lezyonlar1 veya
kanal kaybi

epitelyumoid

gram'jlomlar

* 27 nolu kaynaktan alinmistir.



3.1.5. Patogenez

NASH’in patofizyolojisi tam olarak aydinlatilamamis olsa da Day ve
arkadaslarinin 6ne siirdiigii iki darbe teorisi giinlimiizde en ¢ok kabul goren
hipotezdir. Bu teoriye gore ilk darbede ¢esitli faktorlere bagli olarak
karacigerde yag depolanmasi artmakta ve saglikli karaciger steatotik hale
gelmektedir. Bu yaglh degisim organin ikinci darbeye karsi duyarliligin
artirmaktadir. Ardindan oksidatif stres ve sitokinler araciligi ile hepatosit
hasari, inflamasyon ve sonugta fibrozis gelisimi ile karakterize ikinci darbe
gergeklesmektedir (37).

Yaghh karaciger dejenerasyonu; obezite, malniitrisyon, bagirsak
malabsorbsiyonlari, diyabet gibi metabolik ve endokrin hastaliklarda
hepatositlerin bir yanit1 olarak gdzlenmektedir (38,39). Yagl karaciger ayni
zamanda hepatotoksik ilaclar, alkol, gecis metallerinin birikimi ve hepatit C
enfeksiyonlarinda da ortaya ¢ikmaktadir (40,41). Karaciger yaglanmasi, insiilin
rezistansinin anahtar rol oynadig1 metabolik sendromun da bir 6zelligidir (39).
NAYKH, AKH ve hepatit C ile yapilan ¢alismalar NAYKH nin NASH’e ve
fibrozise ilerlemesinde steatozisin dnemli bir rol iistlendigini gostermistir (42).
Ayrica yaglanmanin siddeti ile hepatik stellat hiicre aktivasyonu korelasyon
gostermektedir ki bu hiicreler ekstraseliiler matriks protein sentezinde en
onemli hiicrelerdir (43). Yag birikimi parenkimal karaciger hiicrelerindeki
anormal yag asidi metabolizmasinin sonucu olugsmaktadir (44). Bu hiicrelere;
karacigerin metabolize edebileceginden fazla serbest yag asidi gelmekte,
mitokondriyal serbest yag asidi sentezi artmakta veya apolipooroteinlerin
ve/veya trigliseridlerin sentez veya sekresyonunda bozukluklar ortaya

cikmaktadir (45).
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Tablo-4. NASH lezyonlarinin derece ve evrelendirilmesi *

A-STEATOZ iCIN DERECE

Derece 0: Yaglanma yok

Derece 1: Hepatositlerin %33’den daha az1 etkilenmis
Derece 2: Hepatositlerin %33-66’s1 etkilenmis
Derece 3: Hepatositlerin %66’dan fazlasi ekilenmis

B-NEKROINFLAMATUAR AKTIVITE iCIN SINIFLAMA

Derece 1, hafif:

- Steatoz: Lobiiliin %66°s1 etkilenmis, makrovezikiiler

- Balonlasma: Zon 3 hepatositte, siklikla goriiliir

- Lobiiler inflamasyon: Yer yer veya hafif akut inflamasyon (PNL) ve nadiren
kronik

inflamasyon (mononiikleer)

- Portal inflamasyon: Yok veya hafif

Derece 2, orta:

- Steatoz: Degisik derecelerde mikst makrovezikiiler ve mikrovezikiiler

- Balonlagsma: Asikar, zon 3 hepatositte

- Lobiiler inflamasyon: hepatositlerle PNL infiltrasyonu olur. Periselliiler
fibrozis ve

hafif kronik inflamasyon goriilebilir.

- Portal inflamasyon: Hafif veya orta

Derece 3, siddetli:

- Steatoz: Tipik olarak lobiillerin %66’dan (panaciner) fazlasi etkilenmis ve
mikst steatoz

- Balonlagma: Belirgin, zon 3 hepatositte

- Lobiiler inflamasyon: Yer yer akut ve kronik inflamasyon; perisinuzoidal
fibrozis ve

balonlasmanin oldugu zon 3 de PNL infiltrasyonu yogunlagmustir.

- Portal inflamasyon: Hafif veya orta

C-FiBROZIiS EVRESI:

Evre 0: Fibrozis yok.

Evre 1: Fokal veya yaygin, zon 3 periveniiler, perisiniizoidal veya periselliiler
fibrozis

Evre 2: Yukaridaki gibi, ek olarak fokal veya yaygin periportal fibrozis

Evre 3: Fokal veya yaygin kopriilesme fibrozu

Evre 4: Siroz

* 27 nolu kaynaktan alinmustir.

15



Artmis serbest yag asitlerinin (SYA), insiilin rezistansina neden
olmalarinin yanmi sira hepatositlere dogrudan toksik etkileri de wvardir.
SYA’larin hiicresel toksisiteleri su anki goriislere gore oldukca karmasiktir.
Ancak, NASH patogenezinde SYA toksisitesinin iki Onemli mekanizmasi
kabul gormektedir. SYA’larin dogrudan sitotoksik etkileri, hiicre ic¢i asiri
birikimlerinin sonucudur. Dolayli sitotoksik etkileri ise SYA’larin lipid
peroksidasyonlarinin toksik etkilerinden kaynaklanmaktadir. Her iki toksik
etkiyi deneysel olarak birbirinden ayirmak olduk¢a zordur. Dogrudan olan
toksik etkiler, yiiksek konsantrasyonlarda (deterjan etkilerinden dolay1)
membranda bozulma olusturmalar;, Na'/K™ ATPaz inhibisyonu ve hiicre ici
Ca” homeostazinin  bozulmasidir  (46,47). SYA’lar aym zamanda
mitokondriyal toksisiteye neden olup hiicre apopitozuna ve nekrozuna gotiiren
olaylar1 baglatir (48).

NASH ve AKH’nin histolojilerindeki benzerlik, her iki hastaligin
patogenezinde de ortak hasar mekanizmalarmin séz konusu olabilecegini
disiindiirmiistiir. AKH’da; oksidatif strese bagli lipid peroksidasyonu ve
sitokin aracili hasar, hastaligin patogenezinde onemli oldugu diigiiniilen iki
mekanizmadir ve her iki mekanizmanin NASH’te gozlemlenen karaciger
hasarinda da ayn1 olduguna yonelik gortisler giderek giiclenmektedir (49).

Serbest oksijen radikalleri (SOR); mitokondride elektron transport
zincirinden, sitoplazmada ksantin ve aldehit oksidaz enzimlerinin
aktivitesinden ve endoplazmik retikulumdaki sitokrom P2E1 (uzun zincirli yag
asitlerinin ~ ®-hidroksilasyonu) ve sitokrom P4A (wl-hidroksilasyon)

enzimlerinin aktivitesinden kaynaklanir (50).
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Hepatik steatoz ve SOR olusumu arasinda iliski heniiz tam olarak
anlasilamamistir. Hepatik steatozun, karacigerde insiilin rezistansini artirdigi
gosterilmistir (51) ve fizyolojik inhibitdrii olan malonil koenzim A’ya olan
ilgisinin azalmasina bagli karnitin palmitoil transferaz enzim aktivitesinin
artmasina bagli olarak mitokondrilere SYA alimi kolaylagsmaktadir. Hepatik
SY A havuzunun tagmasi ile lipid peroksidasyonunu tetikleyen yeterli miktarda
SOR olusumu artmis B-oksidasyon ile agiklanabilir (52,53). Nitekim Sanyal ve
arkadaslar1 yapmis olduklari bir ¢alismada NASH’de, SYA’larin artmis
mitokondriyal B-oksidasyonun Onemli bir SOR kaynagi olabilecegini ileri
stirmiistiir (54).

Karacigere asirt SYA tasinmasi peroksizomal oksidasyonu arttirmakta
ve sitokrom p-450 sistemini stimiile etmektedir. Mikrozomal P-450 sistemi de
yaglh karaciger hastaliginda SOR’larin {iretimini artirarak olusan oksidatif
degisikliklerden pay almaktadir. Bu, hepatik mikrozomal lipid peroksidasyonu
ile iliskilidir. Etanol yoklugunda, sitokrom P2E1 endojen olarak iiretilen keton,
aldehitlerden ve diyetle alinan N-nitrozaminlerden SOR olusturabilmektedir.
NASH’li hastalarin biyopsilerinde sitokrom P2E1’in artmis ekspresyonu
gosterilmigtir. Sitokrom P2E1 yoklugunda ise sitokrom P4A enzimi hepatik
mikrozomal lipid peroksidasyonunda en oOnemli katalizér durumuna
gelmektedir (50).

NAYKH’li hayvan modellerinde (50,55) ve NASH’li hastalar ile
yapilan c¢aligmalarda (54,56) okside proteinler ve lipidlerin varligi, oksidatif
stresin  gosterilmesinde ikna edici deliller saglamistir. Serbest oksijen
radikallerine (SOR) bagli lipid peroksidasyonu, bir¢ok nedenden dolayr NASH

patgenezinde merkezi bir rol iistlenmeye adaydir. Oncelikle, SOR ve lipid
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peroksidasyonu NASH’in tipik histopatolojik 6zelliklerini aciklayabilecek
potansiyele sahiptir (57). Plazma ve intraseliiler membranlarin peroksidasyonu
direkt olarak hiicre nekrozuna/apopitozisine ve megamitokondrilerin olusuma
neden olabilir. Lipid peroksidasyonunun aldehit yapili son fiirtinleri olan 4-
hidroksinonenal ve malondialdehit hepatik proteinlere kovalent olarak
baglanarak potansiyel olarak immun yanita baglh hasar baglatacak bilesenlerin
olugmasina neden olabilir. Ayrica hepatik stellat hiicreleri aktive ederek basta
kollajen olmak tizere ekstraseliiler matriks proteinlerinin, sitokeratinler
arasinda capraz baglar olusturarak Mallory cisimlerinin sentezini ve eozinofil
kemotaksisini stimiile edebilirler. NASH’li hastalarda lipid peroksidasyonunun
derecesi ile steatozisin ciddiyeti arasinda korelasyon gosterilmistir. SOR ayni
zamanda karaciger hiicrelerinde, Fas-ligand ekspresyonunu artirarak apopitotik
hiicre 6liimiine neden olmaktadir (55,58).

Oksidatif stres ve lipid peroksidasyonu, mitokondrial deoksiribo
niikleik asitlerinde (DNA) hasar olusturarak ve mitokondriyal oksidatif
fosforilasyonu bozarak, mitokondriyal yapida anormallik olugturmakta (59) ve
ATP azalmasina neden olmaktadir. ATP hiicre biitiinliigiinii saglamada 6nemli
oldugundan,  tilkenmesi  hepatoseliiler =~ hasar  olusumuna  zemin
hazirlayabilmektedir (60). Ob/Ob farelerde yapilan caligmalarda karaciger
hiicrelerinde uncoupling protein 2’nin (UCP-2) ekspresyonunun arttig1
gosterilmistir (61). Bu mitokondriyal protein proton gradiyentini etkileyerek,
indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid (NADH) ve indirgenmis flavin
adenin diniikleotidin (FADH,)’nin tekrar oksidasyonu sirasinda ATP
sentezinden ziyade 1s1 olusturmaktadir. Bu etki mitokondriyal SOR olusumunu

azaltmaktadir (62,63). UCP-2’deki bu artis oksidatif strese kars1 bir adaptasyon

18



olarak diisiiniilebilir. Ancak bu durumda karacigerin ATP sentezinin artisina
ihtiya¢ duyulan durumlarda yeterli cevabi olusturamamasina neden olmaktadir
ve hiicrenin enerji miktarin1 azaltmaktadir. Artmugs UCP-2’ye bagl azalan
mitokondriyal membran potansiyeli, mitokondriyal membran gegirgenligini
etkilemekte ve hepatositleri nekrotik ve apopitotik hiicre Oliimiine
stiriklemektedir (57).

Primer NAYKH gelisiminde en ¢ok desteklenen teori insiilin
rezistansinin anahtar mekanizma oldugudur. Ikinci darbeye gegiste ise oksidatif
stres ve bu baglt lipid peroksidasyonunun, proinflamatuvar sitokinlerin
(0zellikle timor nekrozis faktor-alfa (TNF-a)) ve yag dokusu kaynakli
hormonlarin (adipokinler) etkili oldugu kabul edilmektedir. Obezite, tip 2
diyabet, hiperlipidemi ve insiilin rezistansi ile iligkili durumlar NAYKH’li
hastalarin biiyiik bir kisminda mevcuttur. insiilin rezistansi ayn1 zamanda obez
olmayan ve normal glukoz toleranst olan NAYKH’li hastalarda da
gozlemlenmistir (64,65). Insiilin rezistansi veya insiilin rezistans sendromu
(veya her ikisi) NAYKH’li hastalarda fibrozis varligi ve ciddiyeti ile
korelasyon gostermektedir (66).

Insiilin rezistansina énciiliik eden molekiiler mekanizmalar komplekstir
ve heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Cesitli molekiiller (TNF-a, leptin ve
SYA) insiilin sinyal yolagim etkiliyormus gibi gériinmektedir (18). Insiilin
rezistanst ile iligkili olarak lipid metabolizmasinda ortaya ¢ikan degisimler
arasinda; artmig periferal lipoliz, SYA’larin karaciger hiicreleri tarafindan
artmig alim1 ve hepatositlerde artmis trigliserid sentezi sayilabilir. Bunlarin net
etkileri karacigerde yagin birikmesidir ve bu da hepatik steatoz gelisimindeki

insiilin rezistansin1 anahtar roliinii agiklayabilmektedir (67,68). Yine obez
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hastalarda yapilan ¢alismalarda hizli kilo kayiplar1 gibi lipolizi artiran
durumlarda NASH riskinin arttig1 gosterilmistir (16).

SYA’larin hepatositler igerisinde birikmesi ile insiilin sinyalizasyonu
bozulmakta ve Protein kinaz C-3, Jun N-terminal Kinaz (JNK), inhibitor kappa
kinaz-beta (IkK-B) ve niikleer faktor kappa-beta (NFk-B) aktivasyonu ile
hepatik insiilin rezistansi olugsmaktadir (69,70). Ardindan hepatik insiilin
rezistanst mitokondriyal yag asidi sentezini artirmaktadir. SYA’lar ve
metabolitleri; mitokondrial, peroksizomal ve mikrozomal yag asidi
oksidasyonunda enzimleri kodlayan ¢esitli genlerin ekspresyonunu diizenleyen
bir transkripsiyon faktorii olan peroksizomal proliferators-activated reseptor-o
(PPAR-0) i¢in ligandirlar (71).

TNF-a karaciger tarafindan dretilir ancak artmig TNF-o mRNA
ekspresyonu obez ve diyabetik hayvan modellerinin yag dokusundan da elde
edilmistir ve insiilin rezistansinda etkili oldugu gdsterilmistir (72). Hepatosit ve
adipositlerde, TNF-a’nin IKk-B’y1 aktive etmesi; normalde insiilinin
reseptoriine baglandiginda baslatilan insiilin reseptor substratlar1 (IRS) 1 ve
2’nin tirozin fosforilasyonunu azaltmaktadir (73). Bu etkinin IRS’lerin serin
treonin fosforilasyonu yoluyla fosfatidil-3-hidroksi kinaz aktivasyonunun ve
diger insiilin sinyalizasyon olaylarinin engellenmesi ile gergeklestirildigi
diistiniilmektedir (74). TNF-a’nin transkripsiyonunun, IkK-f ve daha sonra
NFk-f’ye dayandigi diigiiniildiigiinde, TNF-o’nin IkK-B’y1 aktive etmesi, TNF-
a’nin slirekli olarak arttigi bir kisir dongii olusturmaktadir. Bu durum,
SYA’larin ve TNF-a’nin artarak dolagima salindigi, artmis insiilin rezistansi ve

lipoliz ile sonuglanmaktadir (73).
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SOR’lar aym1 zamanda, proinflamatuvar sitokinlerin (TNF-a,
transforming growth faktor-beta (TGF-B), interlokin-6 (IL-6), IL-8) iiretimini
artiran transkripsiyon faktorii NFk-f’nin aktivasyonunu baglatirlar (75).
Inflamatuvar sitokinlerin (TNF-a, IL-6, IL-8) NAYKH’ nin patogenezinde
Oonemli bir role sahip olduklarina dair kanitlarda mevcuttur (76). Sistemik ve
hepatik insiilin rezistansina neden olabilirler (77). Ayn1 zamanda karaciger
hiicre hasarina ve apopitozise, ndtrofil kemotaksisine ve hepatik stellat hiicre
aktivasyonuna da neden olabilirler (78,57). Crespo ve arkadaslar yaptiklari bir
caligmada, NASH’li obez hastalarin karacigerlerinde artmis TNF-a ve onun
reseptorii olan p-55’in ekspreyonunu ve yag dokusunda artmis TNF-a
ekspresyonunu gostermislerdir (79). TNF-a ekspresyonundaki bu artigin,
karaciger fibrozunun derecesi ile korelasyon gosterdigi gdzlenmistir.
Hepatositlerde yag birikimi NFk-f bagimli inflamatuvar sitokinlerin (TNF-a,
IL-6, IL-1B) salinmasini uyarmaktadir (80,81). Karacigere spesifik makrofajlar
olan Kupffer hiicreleri ayn1 zamanda proinflamatuvar sitokinlerin potent bir
kaynagidir. Bu hiicreleri aktive eden uyaranlar; hepatosit kaynakli sitokinler,
okside lipid artiklar1 (76) veya bagirsak kaynakli endotoksinler olabilmektedir
(82).

Boylelikle SOR’lar; birinci darbeden ikinci darbeye geciste ve
dolayisiyla yagl karaciger evresinden steatohepatit olusum evresine gegiste en
onemli faktor olarak karsimiza ¢ikmaktadir. SYA’lar ise her iki darbeyi de
etkilemektedir; baslangi¢ asamasinda trigliserid sentezine katilarak karacigerde
birikmekte ardindan mitokondri ve peroksizomlarda oksidasyona ugrayarak

SOR olusuna neden olmaktadir.
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Obezite ve NASH arasindaki iliski insiilin rezistans1 ve SY A’lardaki
artis ile aciklanabilse de yag dokusunun, artik endokrin organ sinifina
girmesini saglayan gelismeler de goz ardi edilmemelidir. Yaklasik son 10 yilda
yapilan ¢alismalar ile adipositlerden salgilanan gesitli metabolik ve endokrin
fonksiyonlara sahip olduklar1 i¢in adipokin olarak adlandirilan biyolojik aktif
maddeler bulunmustur. Adipokinlerin aktivitelerinin; obezite, diyabet ve
kardiyovaskiiler hastaliklar1 ve bunlarin sekellerini  kapsamli  sekilde
etkiledikleri kabul edilmektedir. Bu sebeple adipoz doku obeziteye baglh
hastaliklarin patogenezine dogrudan katilmaktadir.

Adipokinler arasinda ilk kesfedilen ob geni ile kodlanan, 167 amino asit
ihtiva eden, esasen adipositler tarafindan {iretilen, hipotalamusu etkilemek
sureti ile gida alimimini baskilayan ve enerji harcanmasini artiran leptindir.
Insan ve kemirgenlerde istah ve agirhigi diizenleyen, tokluk sinyalini ileten bir
rol {iistlenir. Leptin geninde (ob/ob), veya leptin reseptér geninde (db/db)
mutasyon olan fareler asir1 obezdirler. Leptin kan diizeyleri dogrudan yag
dokusunun miktartyla orantilidir ve obezlerde yiiksektir. Leptinin immun ve
inflamatuvar olaylar iizerine de etkilerinin oldugu gosterilmistir. Immun
sistemde T lenfositleri apopitozisten korumakta ve T-hiicre aktivasyon ve
proliferasyonunu diizenlemektedir. Ayn1 zamanda T lenfositlerin sitokin
tiretimini de etkilemektedir. Leptin eksikligi nedeniyle T lenfositlerinde sitokin
tiretimi baskilanmig ¢ocuklara leptin verilmesi ile diizelme saglanmistir (83). T
lenfositlerin yani sira monositlerin de aktivasyon, fagositoz ve sitokin
tretimlerini etkilemektedir. Leptin endoteliyal hiicrelerde oksidatif strese ve

adezyon molekiillerinin artisina neden olmaktadir.
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Bir diger 6nemli adipokin, adiponektindir. 30 kDa agirliginda 247
amino asit igeren monomerik bir proteindir. Monomerik subiiniteler
oligomerize olarak trimerleri, bunlarda birbirleri ile birleserek 6nce diisiik
molekiil agirlikli ve sonra yiliksek molekiil agirlikli polimerleri olustururlar.
Adipositler, adiponektinin en Onemli kaynagi olmasina ragmen obezitede
leptinden farkli olarak adiponektin diizeyi artmaz. Bu durumun mekanizmasi
tam olarak aydinlatilamamigsa da obezitede yag dokusunda artmis olan TNF-a
diizeylerinin adiponektin diizeyini azalttig1 disiiniilmektedir. Diger yandan
adiponektin, TNF-a’nin {iretimini ve aktivitesini azaltmaktadir. Adiponektinin
anti-inflamatuvar etkileri arasinda IL-6 iiretiminin inhibisyonu ve anti-
inflamatuvar sitokinlerin -IL-10 ve IL-1 reseptdr antagonistleri- indiiksiyonu
yer almaktadir (85).

Ayrica adiponektin NFkB’nin inhibisyonunu ve wvaskiiler adezyon
molekiillerinin indiiksiyonunun azaltilmasini1 da saglamaktadir (84). Karaciger
ve kas dokusu adiponektin reseptorleri icermektedir. Karacigerde adiponektin
reseptorlerinin aktivasyonu PPAR-a ve AMP ile aktive olan protein kinazi
(AMPK) aktive etmektedir. Sonu¢ olarak adiponektin yag asitlerinin -
oksidasyonunu artirir ve boylelikle hepatik trigliserid igerigini ve hepatik
insiilin rezistansin1 azaltir. Yapilan caligmalarda adiponektin; karacigerde
nekroz ve inflamasyonu azaltarak koruyucu etkiler gostermistir. NASH,
obezite ve tip 2 DM’de adiponektin diizeyleri diisiik bulunmustur. Bu protektif
faktoriin eksikliginde karaciger sitokinlerin ve oksidatif stresin olumsuz
etkilerine kars1 savunmasiz kalmaktadir (85-88).

Adipositlerden sekrete edilen yeni bir faktor olarak resistinin kesfi ve

instilin  duyarlilig1 iizerine etkisi, adiposit-obezite-insiilin rezistansinin
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patojenik dizisini agiklamada yeni bir mekanizma olarak onerilmistir. Ancak
resistinin biyolojik etkileri ve diizenlenmesi tartismali kalmistir ve en azindan
insanlardaki bir insiilin rezistans mediatorii olarak sahip oldugu rol kesin
degildir (89). Bununla birlikte ¢caligmalar, insanlarda aterosklerozu da kapsayan
inflamatuvar stireglerde bir role sahip oldugunu gosteren kanitlar saglamistir
(90). Resistin 12,5 kDa agirliginda sisteinden zengin, peptit yapida resistin
benzeri molekiiller ailesinin bir liyesidir. Bu aile “found in inflamatuvar zone “
(FIZZ) olarak da bilinir. Resistin (FIZZ-3), baslangicta farelerde bulunmustur
ve baskin olarak adipositlerde eksprese edildigi goriilmiistiir (91). Buna karsilik
resistinin insanlardaki en onemli kaynaginin adipositlerden ¢ok makrofajlar
oldugu gorilmiistiir (92). Obezite ve tip 2 DM’de resistinin arttigina,
azaldigina veya degismedigine dair yayinlar mevcuttur (93-95). Ancak son
yayinlarda endotoksin veya proinflamatuvar sitokinlerle makrofajlarin
uyarilmasi, bu hiicreler tarafindan resistin iiretimini anlamli olarak
arttirmaktadir. Bu nedenle resistinin; insanlarda sepsis ve diger inflamasyon
durumlart ile iligkili instilin rezistansinda kritik bir mediatdr olarak gorev aldigi
diistiniilmektedir. NASH’li hastalarda kronik ancak sessiz seyreden bir
inflamasyon oldugu disiiniildiigiinde resistinin bu hastalikta ne gibi roller
uistlendigi tartismaya agiktir (96).

Visfatin, yakin zamanda Fukuhara ve arkadaglar1 tarafindan izole
edilmis, primer olarak visseral beyaz yag dokusu tarafindan iretilen ve
salgilanan bir adipokindir. Visfatinin, dnceden lenfositler tarafindan eksprese
edilen “pre-B-cell colony-enhancing faktor” (PBEF) olarak bilinen sitokin ile
0zdes oldugu bulunmustur. Molekiil agirligi 52 kDa’dur. Visfatin farelere

verildiginde insiilin etkilerine benzer sekilde kan glukozunu diisiiriir. /n vitro,
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IR’niin ve insiilin reseptdr substratlarinin (IRS-1 ve IRS-2) fosforilasyonunu
saglayarak ve IRS-1 ve IRS-2’ye fosfotidil-inositol-3-kinazin baglanmasi ile
insiilinin etkisini taklit eder. Visfatinin insan embriyonik bobrek-293 hiicreleri
insiilin reseptorlerine baglanma denge dissosiasyon sabiti insiilininki ile
benzerdir (97). Goriinlise bakilirsa visfatin insiilin reseptorleri ile dogrudan
iligkiye girebilmektedir ancak bu iliskinin mekanizmasi heniiz tam olarak
bilinmemekle beraber, etkisini insiilinin reseptoriine baglanma noktasindan
farkli bir bolgeye baglanarak gerceklestirdigi diisiiniilmektedir. PBEF
ekspresyonunun; lipopolisakkarit, IL-1p, TNF-a ve IL-6 gibi insiilin
rezistansini arttiran  sitokinlerle diizenlenmesi oldukca ilgingtir (98,99).
Visfatin diizeylerindeki artig, akut akciger inflamasyonu ve sepsis gibi insiilin
rezistans durumlartyla birliktelik gostermektedir. Visfatin, endotoksinler
tarafindan uyarilmis noétrofiller tarafindan da salinmakta ve notrofil
apopitozisini inhibe etmektedir (100). Her ne kadar visfatinin, insiilinomimetik
ve antiapopitotik etkileri arasindaki baglantilar tam olarak aydinlatilamamigsa
da, visfatin, adipoz doku, insiilin rezistanst ve inflamasyon arasinda kuvvetli
bir iligki oldugu goriilmektedir.

3.1.6. Klinik Ozellikler ve Tam

Kronik karaciger hastaliklarinin diger tiplerinde oldugu gibi NAYKH’l1
¢ogu hastada asemptomatiktir (14). Hastalik genellikle rutin laboratuar
tahlilleri sirasinda hepatik panelde artmis ALT diizeyleri ile teshis edilir(1).
Hepatit C ve diger kronik karaciger hastaliklar1 hari¢ tutuldugunda NAYKH
aciklanamayan persistan ALT diizey artisinin en sik nedenidir (101).
Hastalarda semptomlar goriilse bile bunlar spesifik degildir. Belirsiz sag iist

kadran agrisi, kiriklik ve yorgunluk en sik karsilagilan semptomlardir.
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Hastalarda nadiren kasinti, istahsizlik ve bulant1 sikayetleri bulunabilir. Sarilik,
abdominal distansiyon, gastrointestinal kanama ve konfiizyon ilerlemis
karaciger hastaligin1 gostergesi olup gec¢ ortaya ¢ikmaktadir (102,103).

NAYKH’nin belirgin patognomik bir gostergesi de yoktur. Fizik
muayenede, obezite hastalarin %30-100’iinde gozlenen en sik anormalliktir.
Hastalarin ~ %75’inde  hepatomegali  saptanabilir.  Ultrasonografi  ile
hepatomegali prevalansi %95’e¢ kadar yiikselebilir. Portal hipertansiyon
bulgularina daha az siklikta rastlanir. Hastaligin ileri donemlerinde kas
kiitlesinde azalma tespit edilebilirse de genellikle 6dem ve asir1 kiloya baglh
olarak degerlendirilemez (1,14,20).

Hafif veya orta diizeyde artmis serum transaminaz diizeyleri en sik,
cogunluklada tek anormal laboratuar bulgusudur (18). Hepatik inflamasyon
veya fibrozisin histolojik ciddiyeti ile serum transaminaz artisinin diizeyi
arasinda anlamli bir iligki yoktur (15, 20). Aspartat transaminaz/ alanin
transaminaz (AST/ALT) orami genellikle <1°dir (1,20). AST/ALT oraninda
siroz gelisimi ile birlikte artma egilimi gozlenir ve bu nedenle tanidaki
giivenilirligi azalir (15). Hastalarin 1/3’linde 6nemsenmeyecek diizeyde serum
alkalin fosfataz diizeylerinde artis goriilebilir (14). Hiperbiliriibinemi,
hipoalbiiminemi ve uzamis protrombin zamani genellikle karaciger yetmezligi
tablosu oturdugunda gozlenir bunun disinda genellikle normaldir. Yiikselmis
serum lipid profili ve glukoz konsantrasyonu NAYKH’11 hastalarda sik kargilan
bir durum olup hastalarin %25-75’inde bildirilmistir (2).

NAYKH’lI1 hastalarin kii¢iik bir yiizdesinde, diisiik titrede antiniikleer
antikor pozitifligi tespit edilebilir (1). NAYKH hastaliginin patogenezinde

demirin rolii tartigmalidir. Hastalarin yaklasik %350’sinde transferrin
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satiirasyonunda ve serum ferritin diizeylerinde yiikselme tespit edilmis
calismalar mevcuttur (14,15). Ancak artmis demirin NASH’deki fibrozis ile
iliskili oldugu da yine tartismaya agik bir durumdur.

Primer NAYKH tamisin1 tam olarak koyabilmek icin karaciger
yaglanmasina neden olabilecek diger nedenlerin ekarte edilmesi Snemlidir.
Hepatit C ve alkolik karaciger hastalifi yiiksek prevalanslart nedeniyle
onemlidir. Hepatit C, NAYKH’ya benzer histolojik degisikliklere neden
oldugundan, NAYKH tanis1 konulmadan 6nce mutlaka serolojik testlerle viral
hepatitler tanidan diglanmalidir (20,41). Hastaligin tanisinda alkol hikayesi
oldukca onemlidir ve mutlaka sorgulanmalidir. Alkol kullaniminda genel kani,
kesin olmamakla beraber 20 g/giin altinda alkol kullanimu ile alkolik karaciger
hastalig1 gelismeyecegi yoniindedir.

Ultrasonografi, tomografi ve manyetik rezonans goriintiileme (MRG)
gibi ¢esitli noninvazif goriintiileme teknikleri hepatik steatozis tespit edilebilir.
Bunlar arasinda en ucuz olani ultrasonografidir. Yaygin yaglh degisimin
ultrasonografik bulgusu yaygin hiperekojenitedir (parlak karaciger). Ucuz,
kolay uygulanabilir olmasiin yani sira nodiilleri ve ve portal hipertansiyonu
gostererek siroz tanisini  destekleyebilir. Ancak artmis ekojenite hepatik
steatozu, fibrozisten ayirt etmede yeterli degildir. Ayrica ultrasonografik
incelemeyi yapan kisinin tecriibesi de Onemli bir faktor olarak karsimiza
cikmaktadir (104). Tomografide ise diisiik dansiteli parenkim goriinimii
mevcuttur (105). Tomografi ile ultrasonografi karsilagtirlldiginda yagh
degisimleri gostermede ultrasonografi daha sensitif bulunmustur (106). Ancak
yagl degisim yama tarzinda yada fokal oldugunda MRG ve tomografi daha

istiindiir (107). Bu goriintiilleme yoOntemleri karacigerin yaygin yagh
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degisimini tanimada yardimci olsalar da higbiri hepatik inflamasyonu, fibrozisi
ya da sirozu tespit etmede yeterince sensitif degildir (108).

Karaciger biyopsisi NAYKH tanisinda, sadece yagli karaciger ile
steatohepatit ayiriminin yapilmasinda ve hepatik fibrozun evrelenmesinde altin
standarttir. Ne yazik ki, ciddi mortabidite ve mortalite riski tagimasi, invazif bir
girisim olmasi, pahaliligi, heniiz NASH’in spesifik farmakolojik tedavisinin
olmamasi faydalarini sinirlandirmaktadir. Hafif inflamasyon ve orta diizeyde
serum transaminaz ylikselmesi tanisal olarak anlamli olmadigir gibi diisiik
prognostik ve klinik éneme sahiptir. Bu durumda sorulmasi gereken soru;
diagnostik biyopsinin ne zaman agiklayict ve patolojist tarafindan NASH’i
diger durumlardan rutin olarak ayirt etmede veya hastaligin ciddiyeti hakkinda
hiikiim vermede faydali olabilecegidir. Toplam 369 hastay1 kapsayan
caligmalarda karaciger hastaliginin progresyonunu belgelemede Onemli bir
belirte¢ olan fibrozise bakilmis ve 45 yas altidaki NASH’li hastalarin sadece
%4’tinde bulunmustur ancak yash hastalarda anlamli olarak daha yaygin
oldugu belirlenmistir. Normal agirlikli (VKI<25) 45 yas alt1 hastalarda hemen
hemen hi¢ goézlenmemistir. Bu bulgular 1s1¢inda, 40 yas alti hastalarin
biyopsilerinin NASH tanistyla ilgili bilgi vermesinin olasi olmadig1 sonucuna
varilmigtir. Karaciger biyopsileri, bu nedenle esas olarak 40-45 yas {isti
hastalarda evrelemede ve tedavinin diizenlenmesinde faydalidir (15,21).

Histolojik olarak NASH ii¢ evreye ayrilir. Inaktif non-progresif formda
sadece ufak inflamasyon belirtileri vardir. Subakut veya subfulminan form ¢ok
seyrek goriilir ve ASH’dan ayirt edilemez. Genelde kilo verme amaciyla
yapilan operasyonlardan sonra veya siddetli perhiz sonrasi goriiliir. Potansiyel

olarak dldiirticiidiir. Kronik yavas yavas gelisen form en yaygin goriilen form
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olup tipik NASH klinigini bu form verir. Bu ii¢ asama igerisinde hastaligin
ciddiyeti 1 ile 4 aras1 puan verilerek hesaplanabilir. Bu puanlama NASH’ta
goriilen histolojik 6zelliklerin nicelik ve nitelik olarak varligina dayanir (109).
Karacigerin histopatolojik incelenmesi etyolojiyi agiklayamamanin yani
sira invazif bir girisim olmasi ile de Onemli sorunlara neden olmaktadir.
Hastalarin %1-5’inde; 1/1000 ve 1/10000 arasinda mortalite orani olan énemli
komplikasyonlar ortaya c¢ikabilmektedir. Hastalarin tahminen %30’unda agri
olugmaktadir. Hastaligin progresyonunun ve uygulanan tedavinin etkinligini
degerlendirmek igin tekrarlayan biyopsiler gerekmekte bu da hastalar
tarafindan ¢ogu kez istenmemekte veya reddedilmektedir. Buna ek olarak
biyopsi uygulamalarinin pahali olmasi, tecriibeli patolog ve diger yardimci
elemanlara gereksinim gostermesi, her zaman ve her ortamda uygulamasinda
sorunlara neden olmaktadir. Cogu zaman alinan biyopsiler ile karacigerin
sadece 1/50000’ini degerlendirilebilmekte ve oOzellikle kiiciikk biyopsilerin
analizi sirasinda Ornekleme hatalarina bagli yanlis degerlendirmeler
yapilabilmektedir. Radyolojik goriintiileme yontemlerinin tani koyma ve
takipteki etkinligi de smirli kalmaktadir. Bu nedenlerle karaciger fibrozunu
gostermek i¢in gilivenilebilir, basit, non-invazif, tekrarlanabilir, spesifik ve
biyopsiye gore nispeten daha ucuz metotlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Rutin
laboratuar uygulamalart NASH tanis1 koymada yetersiz ve non-spesifiktirler.
Ekstraseliiler matriks metabolizmasina eslik eden g¢esitli serum ve idrar
metabolitleri veya enzimlerin, karaciger fibrozisini gosterebilecek belirtecgler
(Tablo-5) olarak kullanilabilecegini ileri siiren ¢aligmalar vardir (110,111).
Sayilar1 giderek artan bu markerler, biyopsi sonuglari ile kiyaslanmakta,

tan1 ve tedavinin izlenmesindeki etkinlikleri arastirilmaktadir. Biyopsi ile
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karsilastirildiginda ucuz, kolay ve tekrarlanabilir 6zellikte olmakla beraber
sadece karacigere spesifik ve histopaloji ile uyumlu bir markerin bulunmasina
yonelik ¢caligmalar devam etmektedir.

Tablo-5. Matriks metabolizmasinin belirtegleri *

Matriks birikim belirtecleri

Prokollajen I C terminal
Prokollajen III N terminal
Tenascin
Doku metalloproteinaz inhibitorii
TGF-B
Matriks degisim belirtecleri

Prokollajen IV C peptid

Prokollajen IV C peptid

Kollajen IV

Undulin

Metalloproteinaz

Uriner desmozin ve hidroksilizilpiridinolin
Kesin olmayan belirtecler

Hyaluronan
Laminin
YKL-40

* 112 nolu kaynaktan alinmistir.

3.1.7. Tedavi

NASH’in seyri hala acgik degildir ve patogenezinde heniiz
aydinlatilamamis noktalar bulunmaktadir. NAYKH, baz1 hastalarda selim bir
seyir gosterip steatoz yillarca stabil kalirken bazilarinda son dénem karaciger
yetmezligine ilerleyerek portal hipertansiyon ve karaciger sirozu ile
sonuclanmaktadir. Bu nedenle tiim tedavi oOlceklerinin amaci hastalifin
ilerleyisini durdurmak ve eger miimkiin ise siroz gelisimini 6nlemektir. Heniiz
kabul edilmis ve etkin bir tedavi protokolii olmamakla beraber uygulanan
ampirik tedavi yontemleri hastaligin patogenezinden sorumlu tutulan oksidatif

stres, DM, obezite, hiperlipidemi gibi NASH ile iliskili durumlar1 hedef
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almakta veya hepatotoksik farmakolojik ajanlardan ka¢inma yolu ile sinirh
kalmaktadir. Bu amagla NASH tedavisi i¢in klinik calismalarda kullanilan
cesitli ilaclar ve patogenezde etkin olabilecekleri diisiiniilen noktalar tablo-6’
da verilmistir.

Uzmanlarin kontroliinde, yavas yavas 10-30 kg kadar kilo verilmesi
asirt kilolu hastalarda karacigerin yag igerigini azaltabilir yada normale
dondiirebilir. Viicut agirhiginda yaklasitk % 10’luk bir diisis normalin
%30’undan daha fazla kilolu hastalarda laboratuar parametrelerini
diizenlemede kismen faydalidir (114).

Tablo-6. Klinik ¢calismalarda NASH tedavisi i¢in kullanilan ilaglar*

I Insiilin duyarhiligin arttiran ajanlar
1. Metformin
2. Glitazonlar
a. Troglitazon
b. Rosiglitazon
c. Pioglitazon
II. Vitaminler
1.Vitamin E
2.Vitamin C
III. Hepatoprotektif ajanlar
1. Ursodeoksikolik asid
2. Betain
3. Pentoksifilin
IV. Anjiotensin II reseptor blokerleri
1. Losartan
V. Antiobezite ilaclar1
1. Orlistat
2. Sibutramin
VL. Lipid disiiriicii ilaglar
1. Statinler
a. Pravastatin
b. Atorvastatin
2. Fibralar
a. Klofibrat
b. Gemfibrozil
3. Probukol
4. Omega-3 yag asidleri

* 113 no’lu kaynaktan alinmustir.
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Diger yandan, kisa siirede hizli agirlik kayiplar1 portal fibrozise ve
inflamasyona sebep oldugundan ani kilo kayiplarinda ka¢inmak gerekmektedir.
En etkili tedavi uzun silire uygulanan diisiik kalorili diyettir. DM’li,
kardiyovaskiiler hastalikli veya lipid metabolizma bozuklugu olan hastalara
Ozel dikkat gerekmektedir (115).

Kilo verdirmek i¢in kullanilan ajanlar sibutramin ve orlistattir.
Sibutramin noradrenalin ve serotonin geri alinimini inhibe ederek istahi
azaltmaktadir. En 6nemli yan etkileri agiz kurulugu, uykusuzluk, asteni ve kalp
hiz1 ve kan basincinda hafif artigtir (116). Orlistat pankreatik lipazi inhibe eder,
yag sindirim ve emilimini azaltirken trigliseridlerin %30 diskiyla atilmasina
neden olur. Abdominal sigkinlik ve yumusak digkilama en O6nemli yan
etkileridir (117).

Diyabetik NASH hastalari, diyet programina baglamali ve yeterli
antidiyabetik tedavi almalidir. Metformin glukozun hepatik atilimimi
glukoneogenezi inhibe ederek ve TNF-a sentezini %40 azaltarak etki
gostermektedir. Hayvan deneylerinde, antidiyabetik bir ajan olan metforminin
obez ob/ob farelerdeki NASH {izerine pozitif etkilerinin oldugu belirlenmistir
(118). NASH hastalarinda sonuglar heniiz yeterli degildir ve laktik asidoz
olusturabilme potansiyeli oldugundan dikkat edilmelidir. Pioglitazon,
troglitazon ve rosiglitazon insiilin duyarliligini artirirlar. PPAR-y aktivasyonu
yaparak adipoz dokudan TNF-a ve SYA’larin salinimini azaltirlar. 48 hafta
stireyle glinde iki kere roziglitazon uygulanan hastalarda ¢alismanin sonunda
ALT’de diizelme, insiilin sensivitesinde artis ve tomografik incelemelerde

karaciger yag muhteviyatinda azalma tespit edilmistir (119,120).
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Hipertrigliseridemi NAYKH ile yakin iliski oldugundan lipid diisiirticti
ajanlarinda tedavi edici etkisi olabilecegi diisiinlilmiistiir. Klofibratin ratlarda
AKH’da, hepatik trigliserid icerigini azalttigi bulunmustur. Ancak NASH
hastalarinda 2 gr/glin bir yil siireyle yapilan tedavi sonrasi etkisiz oldugu
kanitlanmistir (121). Gemfibrozilin, klofibrattan farkli olarak serumda sadece
trigliseridi degil ¢ok diisiik yogunluklu lipoproteinleri (VLDL) de diisiiren,
ayni zamanda periferal yag dokusundan SYA’larin mobilizasyonunu da
azaltan, 4 haftanin iizerinde 600 mg/giin dozunda kullanildiginda serum
transaminazlarini diizelten bir ajan oldugu 6ne stirtilmiistiir (122).

Ursodeoksikolik asit (UDCA) ve betain glukuronat sitoprotektif ajanlar
olarak NASH tedavisinde etkili olabilecegi diisiiniilen ilaglardir. UDCA nin;
safra asit havuzundan daha fazla hidrofobik ve hepatotoksik safra asidini
uzaklastirdigi ve ek olarak sitoprotektif, immunoprotektif, antiapopitotik
ozelliklerinin oldugu gosterilmistir. Toplam 79 NASH’li hastanin bulundugu
dort ¢alismada giinliik 10-15 mg/kg UDCA diisiik yagh diyet ile kombine
edildiginde hastalarin %40’mmda AST ve %30’unda gama-glutamil transferaz
(GGT) azalmis veya normallesmis oldugu gosterilmistir. Buna ilaveten UDCA
karaciger yag icerigini azaltmigtir. UDCA’nin avantaji 11 yildan uzun siire
kullanan primer bilier sirozlu hastalarda higbir yan etkiye sebep olmamasidir
(123,124). Betain glukuronat, karacigerde S-adenozilmetiyonin (SAM)
konsantrasyonunu artirarak etkisini gostermektedir. Sekiz NASH hastasinda
giinliik 20 gr dozunda betain kullanildiginda serum transaminazlarinda, hepatik
yag igeriginde, karaciger inflamatuvar aktivitesinde ve fibrozisinde diizelme

sagladig goriilmistiir (125).
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a-tokoferol (vitamin E) oksidatif stresin patogenezdeki rolii g6z 6niinde
bulundurularak tedavideki etkinlikleri arastirilmig bir ajandir. Vitamin E
serbest radikalleri yakalar, TNF-a, IL-6, IL-8’in ekspresyonunu ve hepatik
kollajen kodlayan genin ekspresyonunu baskilar. NASH’li 11 ¢ocuk hastada
yapilan ¢alismada vitamin E serum transaminaz diizeylerinde diizelme
saglamistir (126).

Son donem karaciger hastaligi gelisen NAYKH’l1 hastalarda karaciger
transplantasyonu yapilmalidir. Ancak bu hastalarda steatozisten steatohepatite
hizl1 bir progresyon izlenmektedir.

3.1.8. Prognoz

NASH tedavisiz olarak birakildiginda hastalarin %10’unda 5-10 yil
igerisinde fibrozise ve siroza ilerler. Baz1 ¢alismalar bu durumu %40’a kadar
cikarmiglardir. Bu hastalarin yaklagik %12’si, 6zellikle diyabetikler 10 yil
igerisinde karaciger hastaligi komplikasyonlarina bagli oliirler. Buna ragmen
hastalarin biiyiik bir kisminda NASH bening seyreder ve son doneme kadar
ilerlemez.

Sunu akilda tutmak gerekir ki NASH kronik hepatit C ile aynm siklikta
ortaya ¢ikar ve muhtemelen siroza ilerlemede karsilastirilabilir riske sahiptir ve
hepatit C’den farkli olarak NASH’in etkili bir tedavisi yoktur. NASH hastalar1
ASH’lilara gore 5 ila 10 y1l daha uzun yagam siiresine sahip olmalarina ragmen
normal popiilasyonla kiyaslandiginda yasam siireleri kisalmigtir.

NAYKH f{izerine calisan arastirma guruplarinin sayisi yakin zamana
kadar pek fazla olmadigindan istatistiklerin tam ve eksiksiz oldugu
diistiniilmemelidir. Degisik merkezlerden bildirilen prevalans bilgileri uyumlu

olmasa da NASH’in sik goriilen bir hastalik oldugu acgiktir. Bu nedenle uzun
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siire serum transaminaz diizeyleri yliksek seyreden ve yukarida bahsedilen risk
faktorlerini tasiyan hastalarda NASH tanis1 mutlaka diisiintilmelidir.

3.2. GENISTEIN:

Fitodstrojenler, insan Ostradioliine olan yapisal benzerliklerine bagh
olarak Gstrojenik ve/veya anti-Ostrojenik etkilere neden olabilen bitkisel orijinli
dogal olarak bulunan kimyasallardir (127). Fitodstrojenlerin siniflandirilmasi

sekil-1’de gosterilmistir.

Fitosirojenler
| |
Flavonoidler MNon-flavonoid ler
| | |
izoflavonlar EKumestanlar Prenil flavonoidler  Lignanlar
3 erdatein Eunesteral E-premlnatinerin Latisitesitiol
Daidzein f-prefilnarinerin Izolarisiresinnl
Glisitein . santohum ol Matairesinol
Biokamin & Iz ok santolom ol Hekoizolarisiresinol

Formononetin

Sekil-1. Fitoostrojenlerin siniflandirilmasi

Fitodstrojenlerin, meme, bagirsak, prostat ve diger kanserlerde, alkol
suiistimalinde, osteoporozda ve menopozal semptomlarin diizenlenmesi gibi
insanlar1 ilgilendiren O©nemli saglik durumlarinda koruyucu etkilerinin
olabileceginin  gosterildigi  caligmalar  giderek  artmaktadir  (128).
Fitodstrojenlerin etki mekanizmalar1 tam olarak ortaya konmamakla beraber
Ostrojenik/antidstrojenik etkiler, antioksidan ve antikarsinojenik aktiviteleri 6n
plana ¢ikmaktadir (129).

Fitodstrojenlerin bliyiikk bir kismi flavonoidler olarak bilinen fenolik
grup iceren bilesiklerden olusmaktadir. Ostrojenik dzellikler ihtiva eden cesitli
flavonoid gruplart mevcuttur. Bunlardan kumestanlar ve izoflavonlar en fazla

Ostrojenik aktivite gosterenlerdir (130).
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Izoflavonlar arasinda en &nemli olanlar; genistein, daidzein ve glisitein
gibi polifenolik fitodstrojenlerdir. Bitki diinyasinda kisitli bir dagilim gdsteren
izoflavonlar 6zellikle baklagillerde bulunurlar. Izoflavonlarin diyetteki baslica
kaynaklar1 soya fasulyesi ve soya tirtinleridir (131).

Genistein (4’,5,7,-trihidroksiizoflavon), anti-oksidan, anti-timdér ve
anti-inflamatuvar 6zellikleri bulunan, izoflavon yapisinda bir fitodstrojendir

(132). Sekil-2’de genisteinin yapis1 verilmistir.

OH
OH O
HO 0
Genistein

Sekil-2. Genistein’in (4’,5,7,-trihidroksiizoflavon) yapist.

Genistein, bifenolik yapisindan dolayr &strojen reseptdrlerine (OR)
baglanarak endojen Ostrojenin etkilerine benzeyen veya etkilerini diizenleyen
OR agonisti veya antagonisti olarak islev gorebilmektedir. Genistein, OR’nin
iki alt tipi olan ORa ve ORP’ya baglanabilmekle beraber ORB’ya 20-30 kat
daha giiclii baglanabilmektedir. Genistein ayn1 zamanda progesteron, androjen
ve oksitosin reseptor ekspresyonunu etkilemektedir (128,131,133).

Goreceli olarak oldukg¢a fazla miktarda soya ihtiva eden yiyecek tiiketen
Asyali kadinlar, Amerika’ya yerlesmis ve batili beslenme aliskanliklarim
benimsemis ikinci kusak Asyali gé¢men kadinlar ile karsilagtirildiginda meme
kanseri insidanst oldukca diisiik bulunmustur (134). Diyet ile soya alimi ile
azalmis  endometriyum  kanser insidanst da  bildirilmistir  (135).
Izofalavonlardan zengin diyetle beslenen iilkelerde, bati iilkelerine gére meme

ve endometrial kanserlerinin yani sira prostat kanser oraninin da diisiik olmasi
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izoflavonlarin 6strojenik etkilerinin yani sira androjen reseptorleri ile iliskili
hastaliklarda faydali etkilerinin olabilecegini gostermektedir. Kompetatif
radyoligand baglanma analizlerinde, fitodstrojenler androjen reseptorlerine
baglanma gdostermislerdir. Ancak fitodstrojenlerin anti-androjenik etkilerinin
molekiiler mekanizmasi hentliz tam olarak aydinlatilamamistir (136).

Her ne kadar genisteinin biyolojik aktivitesi c¢ogunlukla ostrojen
reseptorlerine olan kompetatif affinitesi ile iligskilendirilse de, genistein ayni
zamanda apopitozis, hiicre biiylimesinin dilizenlenmesi ve diger sinyal
yollartyla etkilesmek gibi biyokimyasal mekanizmalarla, belki de Ostrojenik
aktivitesinden bagimsiz olarak kanser riskini azaltmaktadir. Genisteinin, kanser
hiicrelerinde siklikla asirt miktarda bulunan bir enzim olan tirozin protein
kinazin spesifik bir inhibitorii oldugunun gosterilmesi farkli koruyucu
mekanizmalarin aragtirllmasinin - yolunu a¢mustir (137). Yapilan cesitli
caligmalarda genisteinin, Mitojen aktive eden kinaz (MAPK) (138), ribozomal
S6 kinaz (139), DNA topoizomeraz I ve II (140) gibi sinyal iletiminde gorevli,
hiicre farklilasmast ve proliferasyonunda etkili ¢esitli enzimlerin inhibitorii
oldugu gosterilmistir.

Genistein serbest radikallerin temizlenmesinde gorev almakta ve
boylelikle DNA hasarina karsi hiicreyi korumaktadir (141). Katalaz, siiperoksit
dismutaz, glutatyon peroksidaz ve rediiktaz gibi ¢esitli antioksidan enzimleri
stimiile etmektedir (142). Sierens ve arkadaslar1 Comet metodu ile genisteinin
fizyolojik konsantrasyonlarda insan lenfositlerinde hidrojen perokside baglh
DNA hasarma karst koruyucu oldugunu bildirmislerdir. Dahast bu koruyucu
ozelliginin 17p-0stradiol, tamoksifen ve antioksidan vitaminler olarak bilinen

askorbik asit ve o-tokoferolden daha yiiksek bulunmustur (143). in vitro
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caligmalarda genistein ve daidzeinin damar subendotelinde vitamin E’ye
benzer sekilde diisiik yogunluklu lipoproteinler (LDL) oksidasyonunu inhibe
ettigi gosterilmistir (144).

Flavonoidlerin anti-inflamatuvar, anti-aterosiklerotik ve anti-allerjik
aktiviteler gosterdigi bilinmektedir. Bir transkripsiyon faktérii olan NFk-B;
sitokinler, hiicre ylizey reseptorleri, adhezyon molekiilleri ve akut faz
proteinleri gibi genellikle inflamasyonla iligkili ¢esitli diizenlenebilir genlerin
ekspresyonunda Onemli bir rol oynamaktadir. Cesitli inflamatuvar ya da
cevresel nedenlere baglh aktif NFk-B olusumunun stimiilasyonu ile bu aktif
form niikleusa hareket eder ve hedef genleri aktive eder. Genistein gibi bazi
izoflavonlarinda, NFx-B’nin bu hareketini inhibe eden etkilere sahip oldugu
bilinmektedir. Bununla birlikte inhibisyonun hangi mekanizma ile
gergeklestirildigi tam olarak anlagilamamistir. Overektomize edilmis fareler
aterojenik diyet ile beslendiginde NFk-B ve aterosiklerotik gelisiminin 6nemli
komponentleri olan ¢esitli inflamatuvar genlerin diizeylerinde artis
gbzlenmistir. Bu farelere subkutandz veya gavaj ile 17-etinilostradiol verilmesi
inflamatuvar gen ekspresyonunda ve OR bagimli genlerin ekspresyonunda
azalma ile sonuglanmistir. Yine genistein uygulandiginda da inflamatuvar
genlerin indiiksiyonu inhibe olmus ancak OR bagimli genlerin ekspresyonu
etkilenmemistir (145,146).

Farkli caligmalar kronik inflamasyon ile kanser olusumu arasinda
baglant1 kurmus ve ¢esitli kanser tiirlerinin gelisim ve ilerleyisine TNF-a’nin
katildigin1 ileri siirmiislerdir. Inflamatuvar hiicreler tarafindan iiretilmesinin
yani sira, TNF-a malign hiicreler tarafindan da iiretilmekte ve ekspresyonu

timor progresyonu ile korelasyon gostermektedir (147,148). TNF-a’nin
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ovaryan kanserlerde otokrin ve parakrin biliylime faktorii olarak fonksiyon
gordiigii ileri stiriilmiistiir (149). Meme kanserinde de yiiksek TNF-a diizeyleri
tiimor bliytimesi ile pozitif olarak korele ve tiimor derecesi ve nodiil kapsami
ile iligkilidir (150). TNF-a, kollagenaz gibi tiimor yayiliminda etkili enzimleri
artirmaktadir (151). Monosit kiiltiirii kullanilan in vitro ¢alismalarda ve tam
kan kiiltiirleri kullanilan caligmalarda 17-6stradiol, daidzein ve genistein,
lipopolisakkarit nedenli TNF-a salinimmi benzer konsantrasyon-cevap
kinetikleri ile etkilemektedir. 17-0stradiol ve genistein tarafindan olusturulan
benzer konsantrasyon ve TNF-o cevabi arasindaki iliski, TNF-a {iretiminin
inhibisyonunda genisteinin Ostrojenik etkisini ileri slirmektedir. Daha sonra
yapilan ¢aligsmalarda IL-1 ve IL-6 {iretiminde de izoflavonlarin benzer inhibitor
etkileri gosterilmistir (152,153).

Soy izoflavonlar, yapisal olarak Ostrojenlere benzemektedir, OR ile
etkilesirler ve serum kolesterol konsantrasyonlarini benzer mekanizmalarla
disiirebilirler. Anthony ve arkadaglar1 yapmis olduklart bir calismada
izoflavondan zengin soy protein diyeti ile beslenen maymunlarin izoflavondan
fakir diyetle beslenen maymunlara gore anlamli olarak daha iyi serum lipid
degerlerine (diisiik total kolesterol ve yiiksek HDL kolesterol konsantrasyonu)
sahip oldugunu gostermistir (154). Soya aliminin kolesterol diisiiriicii
etkilerinden bagimsiz olarak, diger kardiyak yararlar1 da tanimlanmistir. Damar
hiicre kiiltiirleri ile yapilan in vitro c¢alismalarda genisteinin, hiicre
adhezyonunu inhibe ederek, biiyiime faktor aktivitesini degistirerek ve hiicre
proliferasyonunu inhibe ederek aterosiklerotik lezyon gelisimini engelledigi

gosterilmigtir (155).
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Genisteinin, karaciger ve yag dokusunda lipid metabolizmasina direk
etkilerinin oldugu gosterilmistir. Genistein, hepatositlerde glukozun lipidlere
donilisiimiinii  azaltmakta ve ortama serbest yag asitlerinin salinimini
arttirmaktadir. Bu degisim hepatik triagilgliserol igeriginin azalmasi ile
birliktelik gostermektedir. Ayrica genisteinin overektomi yapilmis ratlarin
karacigerindeki yiiksek afiniteli insiilin reseptor sayisinda azalma yaptigir da
kaydedilmistir (156,157). Adipositlerde, insiilin varliginda veya yoklugunda
glukozun total lipidlere donilisiimiinii inhibe etmektedir. Bazal ve epinefrine
bagl lipolizi uyarmakta ve insiilinin stimiile ettigi glukoz oksidasyonunu doza
bagli olarak inhibe etmektedir. Bu yilizden genisteinin karaciger ve yag
dokusunda hem lipogenez hem de lipolizi etkileyerek lipid metabolizmasi
tizerinde direk etkilerinin oldugu goriilmektedir (158).

Genistein tavsanlarda intestinal glukoz alimimini doza bagli olarak
inhibe etmekte ayn1 zamanda LDL’yi insiilinin neden oldugu oksidasyona karsi
korumaktadir. Intestinal sodyum bagimli glukoz tasityici-1 (SGLUT-1) ve
glukoz tasiyici-2 deneysel diyabetlilerde artmistir. Bunun postprandial
hiperglisemide etkili olabilecegi diistiniilmektedir. Genisteinin glukoz tastyici-
I’in (GLUT-1) potent bir inhibitorii oldugu gosterilmistir (159).

Genistein  verilmesi db/db farelerin karacigerinde, glukokinaz
aktivitesini stimiile ve glukoz 6 fosfataz aktivitesini inhibe ederek kan glukoz
konsantrasyonunu diizenlemektedir. Karaciger fosfoenolpiruvat karboksikinaz
enzimini de normallestirmistir. Bu nedenle izoflavonlarin  hepatik
glukoneogenezi  degistirerek  glukoz ~ homeostazisini  etkileyebilecegi
diistiniilmektedir. ~ Genistein tip 2 DM’li farelerde plazma SYA’larini

diisiirmede oldukga etkili oldugu, genistein verilen tip 2 DM’li farelerde f-
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oksidasyonun anlamli olarak azaldig1 gosterilmistir (160). Deneysel ¢alismalar
pankreatik B hiicrelerden insiilin saliniminin diizenlenmesinde protein tirozin
kinazlarin rol oynadigini ileri siirmektedir. Genisteini protein tirozin kinaz
inhibitorii olarak kullanan c¢esitli in vitro calismalar, pankreatik ada
hiicrelerinden  insiilin  salinmasinda  bircok etkiye sahip oldugunu
gostermektedir (161,162). Genisteinin Langerhans adacik hiicrelerinde bazal
insiilin sekresyonunu arttirmakta ancak bu dozda uygulanan genistein ayni
zamanda adacik hiicre proliferasyonunu azaltmaktadir. Ayrica, genisteinin
adacik tirozin kinaz aktivitesi ile glukoz ve siilfoniliirelerin stimiile ettigi
inslilin  salimimini, glukoz metabolizmasin1  etkilemeden inhibe ettigi
gosterilmistir (163).

Biitiin bu veriler 1s51831nda kompleks mekanizmalar ve farkli etiyolojik
nedenlere bagli olarak gelisen NASH patogenezinde insulin rezistansi ve
adipokin diizeyleri ile sitokinlerinde etkili oldugu ve inflamasyon siirecinin
onemli rol oynadig1 goriilmektedir.

Biz bu c¢alismada; antioksidan, anti-timor ve anti-inflamatuvar
ozellikleri bulunan, bir isoflavon olan genisteinin, NASH patogenezindeki
mekanizmalara yonelik etkilerini ve abdominal yag dokusunda bol miktarda
bulunan, inslilinomimetik etkisi ile son zamanlarda 6n plana ¢ikan yeni bir

adipokin olan Visfatin diizeyleri iizerine olan etkilerini aragtirmay1 amacladik.
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4. GEREC VE YONTEMLER

4.1. Hayvanlar ve Deneysel Calismanin Diizenlenmesi

F.U. Deney Hayvanlar1 Calismalar1 Etik Kurulu’ndan onay alindiktan
sonra (Tarih: 08.06.2006, Toplanti: 8, Karar No: 1) calisma standart deneysel
hayvan caligmalari etik kurallarina uygun olarak yapildi.

Bu calismada agirliklar1 ortalama 200 gram olan sekiz haftalik 50 adet
Sprague-Dawley cinsi erkek rat kullanildi. Ratlar, Firat Universitesi Deneysel
Arastirmalar Merkezi’nden temin edildi ve bakimlar1 ayni merkezde yapildi.
Deney oOncesi ve deney sirasinda tiim hayvanlar 12 saat aydinlik 12 saat
karanlik fotoperiyodunda ve 22-24 °C sabit 1sidaki odalarda barindirildi.
Hayvanlarin beslenmesinde, Elazig Yem Fabrikasindan temin edilen 8 mm’lik
standart pellet yemi (Tablo-7) ve g¢esme suyu kullanildi. NASH ve
fibrogenezisin olusumu igin ise Lieber ve arkadaslarinin ¢alismalarinda tarif
ettikleri sekilde yagdan zengin diyet (YZD) kullanildi (Tablo-8) (164).

Ratlar herbir grupta 10 rat olmak {izere bes gruba randomize olarak
boliindii. Ratlara ¢alisma siiresince standart rat diyeti (Grup 1: kontrol grubu ve
Grup 2: kontrol + genistein uygulanacak grup) ve YZD (Grup 3: NASH
olusturulacak grup, Grup 4: NASH olusumu sirasinda genistein uygulanacak
grup ve Grup 5 NASH olustuktan sonra genistein uygulanacak grup) ad libitum
olarak verildi.

Tim deney siiresince ratlarin gida alimi ve kilolar1 haftalik olarak
Ol¢iiliip kaydedildi. Deney sonunda (Grup 1,2,3,4 deney baslangicindan alt1
hafta, Grup 5 deney baslangicindan 12 hafta sonra) tim ratlar hafif
pentobarbital anestezisi altinda dekapite edildi ve calismanin sonuglarinin

incelenecegi parametreler i¢cin uygun kan ve doku 6rnekleri hazirlandi
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Tablo-7. Standart pellet yemin bilesimi.

Yem Bilesimi

Su (en ¢ok) % 12
Ham protein (en az) % 24
Ham seliiloz (en ¢ok) %7
Ham kiil (en ¢ok) % 8
HCI’de ¢6ziinmeyen kiil (en ¢ok) % 2
NaCl (en ¢ok) %1
Mineral Karmas1 * % 1.25
Vitamin Karmasi ** %1.25

* Mineral Karmast: Kalsiyum (% 1.0-2.8), Fosfor (% 0.9), Sodyum (%0.5-0.7),
Mangan (10 mg/kg), Cinko (4 mg/kg).

** Vitamin Karmasi: Vitamin A (300 IU/kg), Vit. D3 (1000 IU/kg), Vitamin E
(60 mg/kg), Vit. B, (4 mg/kg).

Tablo 8: Yagdan zengin diyetin icerigi*

icerik Yagdan zengin diyet (gram/litre)
Kazein 41.4
L-sistein 0.5
DL-metiyonin 0.3
Misir yagi 48.5
Zeytin yagi 28.4
Ay cicek yagi 2.7
Dekstrin-maltoz 25.6
Kolin bitartarat 0.53
Fiber 10.0
Xantan gum 3.0

* 164 no’lu kaynaktan alinmistir. Diyete ayrica vitamin karmasi eklenmistir.
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4.2. Tedavi Protokolleri

Kontrol gruplarindan birine (Grupl) ve YZD ile NASH olusturulmus
gruplardan birine (Grup 3) tedavi uygulanmadi ancak diger gruplara uygulanan
tedavi protokiiliine benzer sekilde uygun doz ve yolla DMSO (%1.25) ve PEG-
400 (%98.75) uygulamasi yapildi. Grup 4’teki ratlara, YZD diyeti ile
eszamanli olarak genistein uygulamasina baslanarak koruyucu rolii aragtirildi,
Grup 5’teki ratlara ise NASH gelisim siiresini takiben alti hafta siireyle
genistein tedavisi verilerek tedavi edici etkileri arastirildi. Kontrol gruplarindan
digerine (Grup 2) ise Grup 4 ile ayn1 zamanda genistein uygulamasi yapildi.

4.3. Genistein Dozu, Hazirlamisi ve Uygulanma Sekli

Genistein  (Bonistein, DSM, Switzerland) 100 mikrolitre DMSO
(%1.25) ve PEG-400 (%98.75) karisiminda ¢oziilerek hazirland1 (165) ve
giinde bir kez (haftanin yedi giinii), 0.2 mg/kg/giin dozunda, subkutandz yoldan
alt1 hafta siireyle verildi.

4.4. Laboratuvar ve Histopatolojik Analizler

4.4.1. Biyokimyasal Incelemeler

Biyokimyasal incelemeler Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvarlari’nda yapildi. Biyokimyasal analizler
icin kan Ornekleri diiz biyokimya tiiplerine alind1 ve 3000 rpm’de 10 dakika
santrifiij (Heraeus Biofuge Stratos; Kendo Laboratory Products, Osterode-
Germany) edilerek serumlari elde edildi. Elde edilen serumlar kiigiik
porsiyonlar halinde polipropilen tiiplere konuldu ve bekletilmeden -20 °C’de
donduruldu ve galisma giiniine kadar uygun siire saklandi.
Ornekler ¢ozdiiriildiikten sonra serum glukoz, AST, ALT, ALP, GGT,

total kolesterol, HDL, LDL ve trigliserit diizeyleri diizeyleri Olympus AU 600
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(Olympus Optical Co. Ltd, Tokyo-Japan) otoanalizoriinde Olympus marka
ticari kitler kullanilarak spektrofotometrik olarak ol¢iildii. VLDL-Kolesterol
diizeyleri ise yine ayn1 otoanalizorde hesaplama ile elde edildi.

Serum TNF-a, IL-6, TGF-B1, insiilin ve visfatin diizeyleri enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) rat kitleri kullamilarak o6l¢iildii. Yikama
islemlerinde otomatik yikayici olarak Bio-tek ELX50 yikama cihazi kullanildi.
Absorbanslar, kit kullanim kilavuzunda belirtilen uygun dalga boylar
kullanilarak ELX800 ELISA okuyucusunda spektrofotometrik olarak elde
edildi.

Serum TNF-a diizeyleri, rat TNF-a ELISA kiti (Biosource, katalog no:
KRC3011, California, USA) kullanilarak ve kit kullanim klavuzuna uygun
olarak calisildi. Absorbanslar 450 nm’de alindi, 1:2 diliisyon nedeniyle
sonuclar iki ile ¢arpildi ve pg/ml olarak verildi. Kit sensivitesi: <4 pg/ml,
Olctim araligi: 15.6-1000 pg/ml, intra-assay Coefficient of variation (CV): < %
3 ve inter- assay CV degeri: < %5°di.

Serum IL-6 diizeyleri, rat IL-6 ELISA kiti (Biosource, katalog no:
KRCO0061, California, USA) kullanilarak ve kit kullanim klavuzuna uygun
olarak calisildi. Absorbanslar 450 nm’de alindi, 1:2 diliisyon nedeniyle
sonuclar iki ile ¢arpildi ve pg/ml olarak verildi. Kit sensivitesi: <8 pg/ml,
Olciim araligi: 31.2-2000 pg/ml, intra-assay CV: < %5 ve inter- assay CV
degeri: < %10°du.

Serum TGF-B1 diizeyleri, rat TGF-B1 ELISA kiti (Biosource, katalog no:
KAC1688, California, USA) kullanilarak ve kit kullanim klavuzuna uygun
olarak calisildi. Absorbanslar 450 nm’de alindi, 1:40 diliisyon nedeniyle

sonuclar 40 ile ¢arpildi ve pg/ml olarak verildi. Kit sensivitesi: <15.6 pg/ml,
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Olcim araligi: 31.2-2000 pg/ml, intra-assay CV: <%5.5 ve inter- assay CV
degeri: <%7.5°di.

Serum insiilin diizeyleri, rat insiilin ELISA kiti (Linco research, katalog
no: EZRMI-13K, Missouri, USA) kullanilarak ve kit kullanim klavuzuna
uygun olarak caligildi. Absorbanslar 450 nm’de alind1 ve sonuglar ng/ml olarak
elde edildi. Kit sensivitesi: <0,2 ng/ml, 6l¢tim araligi: 0.2-100 ng/ml, intra-
assay CV: < %S5 ve inter- assay CV degeri: < %7.5’di.

Serum visfatin diizeyleri, human visfatin ELISA kiti (AdipoGen, katalog
no: V05323EK, Seoul, Korea) kullanilarak ve kit kullanim klavuzuna uygun
olarak calisildi. Human visfatin ELISA kiti rat visfatini ile %100 cross
reaktiviteye sahipti. Absorbanslar 450 nm’de alindi, 1:2 diliisyon nedeniyle
sonuglar 2 ile ¢arpildi ve ng/ml olarak verildi. Kit sensivitesi: <30 pg/ml,
6l¢iim araligi: 0.06-32 ng/ml, intra-assay CV: <%5.5 ve inter- assay CV degeri:
<%10’du.

4.4.2. HOMA Indeksi

Insiilin rezistansmin belirlenmesinde altin standart insiilinin intravendz
olarak sabit bir hizda infiize edildigi ve kan glukozunun sik araliklarla
Olciildiigi oglisemik klemp teknigidir. Ancak bu yontem invaziv bir girigim
olup uygulanmasi zordur. Bu nedenden dolayr Matthews ve arkadaglari
tarafindan IR belirlenmesinde daha kolay bir yontem olan ve taramalarda
siklikla kullanilabilen HOMA-IR formiilii gelistirilmistir (166). Buna gore:

HOMA-IR = Aglik serum insiilin diizeyi (uU/ml) x Ac¢lik serum glukoz

diizeyi (mmol/l) / 22.5
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Insiilin rezistansmin tespitinde kullanilan HOMA-IR i¢in aghik serum
insiilin diizeyleri 24.15 sabiti ile carpilarak ng/ml’den pU/ml’ye ve aglik serum
glukoz diizeyleri 0.055 sabiti ile ¢arpilarak mg/dl’den mmol/ml’ye ¢evrilmistir.

4.4.3. Histopatolojik inceleme

Histopatolojik inceleme i¢in alinan doku 6rnekleri derhal %0,9’luk NaCl
ile yikanarak kandan temizlenmeleri saglandi ardindan bekletilmeden %10’luk
formaldehit igerisinde muhafaza edildi. Karaciger kesitleri konvansiyonel
histopatolojik inceleme Oncesi parafin icerisinde fikse edildi, bes mikrometre
kalinliginda kesitler alind1 ve hemotoksilen eozin boyasi ile boyandiktan sonra
uzman bir patolog tarafindan Olympus BX-50 151k mikroskobu ile
degerlendirildi. Her bir karaciger doku 6rneginden 10 farkli alan, x10, x40,
x100 ve x200 biiyiitme ile incelendi ve her bir alanda 500 hiicre sayildi.

Steatoz karaciger hiicrelerinin yag igeriginin normal karaciger hiicrelerininkine
oranlanmasina dayanan asagidaki sekilde %33’in altinda 1, %33-66 araliginda

2, %66 iizerinde 3 olarak degerlendirilmistir. Nekroz mm?* deki odak sayisi ve
inflamasyon mm? deki inflamatuvar hiicre sayst ile tayin edilmistir. Fibrozis,
karaciger dokusuna fibroz alanlarin oranlanmasiyla degerlendirilmistir (167).
4.5. Istatistiksel Degerlendirme
Gruplardan elde edilen veriler ortalama+standart sapma olarak verildi.
Parametreler  degerlendirilirken  gruplardan  elde  edilen  verilerin
degerlendirilmesinde Mann Whitney-U testi, Korelasyon—regresyon analizleri

ve Ki-kare testleri kullanildi. p<0.05 degeri anlamli olarak kabul edildi.
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5. BULGULAR
5.1. Bazal ve haftalik agirhk olciimleri
Gruplar arasinda rat agirliklar1 arasindaki iliski tablo 9°da verilmistir.

Tablo-9: Gruplara ait rat agirliklar

Gruplar Agirhiklar Agirhiklar Agirhiklar
Bazal Son Degerler Arasi P

Degerler Fark
Grup 1 213.80+24.37 213.80+£24.37 94.31+£15.49 <0.001
(Kontrol)
Grup 2 194.01+£21.69 194.01+£21.69 99.51+12.89 <0.05
(Kontrol+G)
Grup 3 225.44+15.30 225.44+15.30 59.35+31.72 <0.05
(YZD)
Grup 4 209.87+18.36 209.87+18.36 67.11+£27.78 <0.01
(YZD+
Grup 5 211.37429.07 211.37429.07 119.81£31.07 <0.001
(NASH+Q)
p P>0.05 P<0.05 grup 1-3  P<0.05 grup 2-3

P<0.01 grup 3-5  P<0.01 grup 4-5
P<0.05 grup 4-5 P<0.001 grup 3-5

Calisma gruplarinda rat agirliklar1 degerlendirildiginde; bazal degerler
acisindan bakildiginda gruplar arasinda anlamli bir farklilik olmadigi
gozlenirken, calisma sonrasinda gruplar arasinda agirlik acisindan anlamli

farkliliklar oldugu gozlendi (Tablo 9).
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5.2. Biyokimyasal Olciimler

5.2.1. Karaciger Fonksiyon Testleri, Lipid profili, Ac¢hk Kan
Glukozu ve Insiilin Diizeyleri

Serum aglik glukoz diizeyleri grup 3’te (196.01+17.54 mg/dl) Grup 1
(119.8+£9.89 mg/dl) ve Grup2 ‘ye (127.6£11.73 mg/dl) gore (p<0.001) ve Grup
4 (149.2+6.45 mg/dl) ve Grup 5’e (153.12+10.53 mg/dl) gore (p<0.01) anlamli
olarak ytiksek bulundu (Tablo-7).

Serum AST diizeyleri grup 3’te (80.21+10.32 U/L) Grup 1 (46.4+6.32
U/L) ve Grup2 ‘ye (52.6+£6.07 U/L) gore ve Grup 4 (60.51+4.75 U/L) ve Grup
5’e (57.25+9.89 U/L) gore anlamli olarak (p<0.01) yiiksek bulundu. Grup 1°de
Grup 4’e gore anlamli olarak (p<0.05) diisiik tespit edildi (Tablo-7).

Serum ALT diizeyleri grup 3’te (266.21+37.45 U/L) Grup 1
(184.8+21.9 U/L) ve Grup2 ‘ye (212.3+£15.59 U/L) gore (p<0.001) ve Grup
4’e (202.62+34.1 U/L) gore anlamli olarak (p<0.01) yiiksek bulundu. Grup 5’te
(224.2+£26.8 U/L), Grup 3’e¢ ve Grup 1’de Grup 4’e gore anlamli olarak
(p<0.05) diisiik tespit edildi (Tablo-7).

Serum alkalen fosfataz (ALP) diizeyleri grup 3’te (285.2+55.9 U/L)
Grup 1 (177.4£13.62 U/L) ve Grup 4’e (173.1+12.98 U/L) gore (p<0.001) ve
Grup2 ‘ye (207.8+37.08 U/L) gore (p<0.01) anlamli olarak yiiksek bulundu.
Grup 5°de (247.1£37.5 U/L), Grup 1 ve Grup 2’ye goOre anlamli olarak
(p<0.05) yiiksek tespit edildi (Tablo-7).

Serum GGT diizeyleri grup 5’te (2.5+1.41 U/L) Grup 3 (4.1+1.2 U/L)
ve Grup 4’e (3.75+1.16 U/L) gore anlamli olarak (p<0.05) diisiik tespit edildi

(Tablo-7).
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Serum kolesterol diizeyleri Grup 3’te (70.4+2.88) Grup 1 (55.524+3.95)
Grup2 (54.843.48) ve Grup 4’e¢ (61.2+£5.15) gore (p<0.001) anlamli olarak
yuksek bulundu. Grup 5’de (62.3+4.65), Grup 1 ve Grup 2’ye gore anlamli
olarak (p<0.05) yiiksek ve Grup 3’e gore (p<0.05) anlamli olarak diisiik tespit
edildi (Tablo-7).

Serum trigliserid diizeyleri Grup 3’te (126.2+5.96 mg/dl) Grup 1
(67.9£13.74 mg/dl) ve Grup 2’ye (80.5+22.7 mg/dl) gore (p<0.001) ve  Grup
4 ‘e (80.5+£22.7 mg/dl) gore (p<0.01) anlamli olarak yiiksek bulundu. Grup
5’de (95.1+11.2 mg/dl), Grup 1 ve Grup 2’ye gore anlamli olarak (p<0.05)
yiiksek tespit edildi (Tablo-7).

Serum yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) kolesterol diizeyleri grup
3’te (28.2+4.81 mg/dl) Grup 1’e (36.1+7.4 mg/dl) gore anlamli olarak (p<0.05)
diisiik tespit edildi (Tablo-7).

Serum VLDL kolesterol diizeyleri Grup 3 (23.4+£2.31 mg/dl) ve Grup
5’te (22.75+4.33 mg/dl) ve Grup 1 (14.6+4.01 mg/dl) Grup 2 (15.3£3.12
mg/dl) Grup 4’e (16.2+3.28 mg/dl) gore (p<0.05) anlamli olarak yiiksek tespit
edildi (Tablo-7).

Serum LDL kolesterol diizeyleri grup 3’te (19.6+1.34 mg/dl) Grup 1
(15.77+4.02 mg/dl) ve Grup 5’e¢ (15.6+2.82 mg/dl) gore (p<0.05) anlaml
olarak yiiksek tespit edildi (Tablo-7).

HOMA-IR indeksi Grup 3’te (15.38+2.96), Grup 1 (4.99+1.41) Grup 2
(6.05+1.72) Grup 4 (8.28+1.36) ve GrupS’e (8.38+1.41) gore (p<0.001) ve
Grup 1’de, Grup 4 ve Grup 5’e gore (p<0.01) anlamli olarak yiiksek bulundu

(Tablo-7).
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Tablo-10. Gruplara ait glukoz, AST, ALT, ALP, GGT, kolesterol, trigliserid, HDL, VLDL, LDL kolesterol, insiilin ve HOMA indeksi diizeyleri

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 P
(Kontrol)  (Kontrol+G) (YZD) (YZD+G) (NASH+G)
Glukoz (mg/dL) 119.8+9.89 127.6£11.73 196.01+17.54* 149.2+6.45 153.12+10.53° p<0.001 grup 3-1,2
°p<0.01 grup 1-4,5,
°p<0.01 grup 3-4,5
AST (U/L) 46.4+6.32° 52.6£6.07 80.21+10.32° 60.51+4.75"° 57.25+9.89" 1p<0.001 grup 3-1,2
°p<0.01 grup 3-4,5
“p<0.05 grup 1-4
ALT (U/L) 184.8+21.9° 212.3+15.59  266.21+37.45%  202.62+34.1° 224.2+26.8° 1p<0.001 grup 3-1,2
®p<0.01 grup 3-4
“p<0.05 grup 1-4
°p<0.05 grup 3-5
ALP (U/L) 177.4£13.62  207.8+37.08°  285.2+55.9° 173.1£12.98 247.1437.5° p<0.001 grup 3-1,4
*p<0.01 grup 3-2
p<0.05 grup 5-1,2
GGT (U/L) 3.1£1.19 2.9+1.19 4.1+1.2 3.75+1.16 2.5+1.41° p<0.05 grup 5-3,4
T.Kolesterol 55.5243.95 54.8+3.48 70.4+2.88° 61.2+5.15 62.3£4.65" "P<0.01 grup 3-1,2,4
(mg/dL) *p<0.05 grup 5-1,2,3
Trigliserit (mg/dL) 67.9+13.74 76.2+14.81 126.2+5.96 80.5+22.7 95.1+11.2 1p<0.001 grup 3-1,4
®p<0.01 grup 3-2
°p<0.05 grup 5-1,2
HDL Kolesterol (mg/dL) 36.1£7.4 33.4+4.99 28.2+4.81° 31.5+7.61 32.87+4.38 p<0.05 grup 3-1
VLDL Kolesterol (mg/dL)  14.6+4.01 15.343.12 23.4+2.31° 17.87+7.14 22.75+4.33" p<0.05 grup 3-1,2,4
*p<0.05 grup 5-1,2,4
LDL Kolesterol (mg/dL) 15.77+4.02 17.4+2.67 19.6+1.34 16.243.28 15.6+2.82 1p<0.05 grup 3-1,5
Insulin (ng/mL) 0.710.21 0.82+0.23 1.33+0.15 0.95+0.14° 0.93+0.13° p<0.001 grup 3-1,2
°p<0.01 grup 3-4,5
HOMA indeks 4.99+1.41° 6.05+1.72 15.38+2.96" 8.28+1.36 8.38+1.41 1p<0.001 grup 3-1,2,4,5

°p<0.01 grup 1-4,5




5.2.2. Serum Insiilin Diizeyleri

Serum insiilin diizeyleri Grup 3’te (1.33+0.15 ng/ml) Grup 1 (0.71+0.21
ng/ml) ve Grup 2’ye (0.82+0.23 ng/ml) gore (p<<0.001) ve Grup 3’te, Grup 4’e
(0.95£0.14 ng/ml) ve Grup5’e (0.93+0.13 ng/ml) gore (p<0.01) anlaml1 olarak
yiliksek bulundu. Serum insiilin diizeleri Grupl’de, Grup 4 (p<0.05) ve Grup

5’e (p<0.01) gore anlaml1 olarak diisiik bulundu (Sekil-3).
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Sekil-3. Gruplara ait serum insiilin diizeyleri.

*p<0.05, Grup 1 ile karsilastirildiginda
bp<0.01, Grup 1 ile karsilastirildiginda
Zp<0.01, Grup 3 ile karsilastirildiginda
p<0.001, Grup 1 ve 2 ile katsilastirildiginda
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5.2.3. Serum IL-6 Diizeyleri

Serum IL-6 diizeyleri Grup 1’de (100.86+4.81 pg/ml) Grup 2
(55.92+12.82 pg/ml) ve Grup S5’e (59.45£5.13 pg/ml) goére ve Grup 4’te
(95.33+18.72 pg/ml) Grup 5’e gore anlamli olarak yiiksek Grup 2’de ise
Grup3 (129.02+16.08 pg/ml) ve Grup 4’e gore anlamli olarak diisiik bulundu
(p<0.001). Grup 3, Grup 1, Grup 5 (p<0.01) ve Grup 4 (p<0.05) ile

karsilastirildiginda anlamli olarak yiiksek bulundu (Sekil-4).
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Sekil-4. Gruplara ait serum IL-6 diizeyleri.

“p<0.001, Grup 1 ile karsilagtirildiginda
®p<0.001, Grup 2 ile karsilastirildiginda
°p<0.001, Grup 4 ile karsilagtirildiginda
9<0.01, Grup 1 ve 5 ile karsilastirildiginda
°P<0.05, Grup 3 ile karsilastirildiginda
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5.2.4. Serum TGF-p1 Diizeyleri

Serum TGF-B1 diizeyleri Grup 1 (5257710579 pg/ml) ile Grup 3
(61337£5608 pg/ml) karsilastirildiginda Grup 1°de anlamli olarak yiiksek tespit
edildi (p<0.05). Serum TGF-B1 diizeyleri bakimindan diger gruplar arasinda

anlamli bir fark yoktu (p>0.05) (Sekil-5).
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Sekil-5. Gruplara ait serum TGF-B1 diizeyleri.
* p<0.05, Grupl ile karsilastirildiginda.
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5.2.5.Serum Visfatin Diizeyleri

Serum Visfatin diizeyleri Grup 2’de (11.36£1,28 ng/ml) Grup 1
(6.82£1.75 ng/ml), Grup 3 (4.73£0.77 ng/ml), Grup 4 (7.09£0.63 ng/ml) ve
Grup 5’e (8.18+0.72 ng/ml) gore anlamli olarak yiiksekti (p<<0.001). Grup 3’te
ise Grupl, Grup 4 ve Grup 5’e gore anlaml olarak diistiktli (p<0.01). Grup
1’de de, Grup 4 ve Grup 5’e gore anlamli olarak diisiik olarak tespit edildi

(p<0.05) (Sekil-6).

14 -

121

10 ah,c

VISFATIN (ng/ml)
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Sekil-6. Gruplara ait serum Visfatin diizeyleri.
“p<0.001 Grup?2 ile karsilagtirildiginda.

® p<0.01 Grup 3 ile karsilastirildiginda.
¢ p<0.05 Grup 1 ile karsilagtirildiginda.
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5.2.6. Serum TNF-a Diizeyleri

Serum TNF-a diizeyleri Grup 3’de (522.8+67.99 pg/ml), Grup 1
(183.27£35.23 pg/ml) ve grup 2’ye (137.26+23.52 pg/ml) gore anlaml1 olarak
yuksek oldugu gozlenirken (p<0.001) bu yiiksekligin genistein uygulanan grup
4 (77.59£18.2 pg/ml) ve grup 5’de (69.41£15.95 pg/ml) de grup 3’e gore
anlamli olarak (p<0.01) azaldig1 gbzlendi. Tedavi uygulanan gruplar arasinda
anlamli bir fark gozlenmezken kontrol grubu ile sadece genistein uygulanan
gruplara gore bir yiikseklik olmakla beraber YZD uygulanmis gruba gore

serum TNF alfa diizeyleri daha diisiik diizeylerde oldugu gozlendi (Sekil-6).
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Sekil-7. Gruplara ait serum TNF-a diizeyleri.
*p<0.01 Grup 3 ile karsilastirildiginda.
b p<0.001 Grup3 ile karsilastirildiginda
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5.3. Histopatolojik inceleme Bulgular

Ratlarin karaciger dokularindan hazirlanan ve hemotoksilen eozin
boyasi ile boyanan histolojik preparatlarin incelenmesi sonucu kontrol
gruplarinda normal karaciger doku histolojisi bulgulari oldugu tespit edilmistir
(Sekil 8, 9).

YZD uygulanan tiim gruplarda steatozis ve nekroinflamatuvar
aktivitede artis tespit edilmistir (Sekil 10-12). Genistein uygulamasi ile steatoz

ve nekroinflamatuvar aktivitede azalma gozlenmistir.

Gruplarda fibrozis tespit edilememistir.

Sekil-8. Kontrol + DMSO grubu ratlara ait karaciger dokusunun normal
histolojik goriiniimii (H.E. x100).
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Sekil-9. Kontrol + genistein grubu ratlara ait karaciger dokusunun normal
histolojik gdriiniimii (H.E. x100).

58

artmis makrosteatoz ve nekroinlamatuvar aktivitenin histopatolojik
(H.E. x100).

Sekil-10. YZD + DMSO grubu ratlara ait karaciger dokusunda orta diizeyde
gorunimu



Sekil-11. YZD + genistein grubu ratlara ait karaciger dokusunda YZD +
DMSO grubuna gore azalmig makrosteatoz ve nekroinlamatuvar
aktivitenin histopatolojik goriiniimii (H.E. x100).

Sekil-12. NASH + genistein grubu ratlara ait karaciger dokusunda YZD +
DMSO grubuna gore azalmis makrosteatoz ve nekroinlamatuvar
aktivitenin histopatolojik goriiniimii (H.E. x100).
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6. TARTISMA

Daha onceleri bening bir durum olarak kabul edilen karaciger
yaglanmasi, son yillarda yapilan ¢alismalar ile NASH olarak adlandirilan ve
potansiyel olarak daha ciddi hastaliklara yol acabilen bir durum olarak
diisliniilmeye baslanmistir. Bu terim ilk olarak 1980’11 yillarda alkol
kullanmayan ancak karaciger biyopsilerinde alkolik hepatitle uyumlu
degisimler gosteren hastalar icin kullanilmistir. NASH’de karacigerdeki
histopatolojik degisimler makrovezikiiler steatoz ve hepatosit hasari ile degisen
diizeylerde fibrozisi icermektedir (14,29). Karacigerin diger kronik
inflamasyonlarinda oldugu gibi NASH de siroz ve karaciger yetmezligine
kadar ilerleyebilmektedir. Glinimiizde NASH’in kriptojenik sirozlu hastalarin
onemli bir kisminin nedeni oldugu kabul edilmekte ve NASH’in sirotik evresi
hepatoselliiler karsinoma dontisebilmekte ve hepatoselliiler karsinomali
hastalarin yaklasik % 13’{inii bu grup hastalarin olusturdugu diisiiniilmektedir.
Basit yagl karaciger ve NASH, NAYKH baslig1 altinda gruplandirilmaktadir
(168).

Gelismis toplumlarda obezitenin ve asir1 kilolularin prevalansindaki
artisla beraber NASH’in daha sik karsilasilan bir hastalik tablosu olarak
karsimiza c¢ikacagi sliphe gotiirmez bir gercektir. Giinimiizde NASH
olusumunda ileri siiriilen patojenik hipotezler insiilin rezistansini, oksidatif
stresi ve pro-inflamatuvar sitokinlerin anormal iretimini i¢cermektedir. Bu
durum toplumda 6nemli mortalite ve morbidite nedenleri arasinda ilk siralarda
yer alan metabolik sendrom, tip 2 DM ve kardiyovaskiiler gibi hastaliklarin
patogenezleri ile ortiismektedir (37,169). Bu hastaliklar farkli isim ve klinik

tablolarla karsimiza ¢iksa da patogenezlerindeki bir¢ok ortak nokta nedeniyle
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birbirlerinden kesin simirlarla ayirmak miimkiin degildir. Hatta giliniimiizde
NASH’in, metabolik  sendromun  karacigerdeki  tezahiiri  oldugu
diistiniilmektedir. Yapilan bir¢ok aragtirma aslinda farkli isimlerle adlandirilan
bu hastaliklarin patogenezindeki ortak mekanizmalar1 ortaya ¢ikarip, bunlara
uygun tedavi yontemleri gelistirmeyi amaclamaktadir. Bununla birlikte, NASH
olusumunu veya NASH’in fibrozis ve siroza ilerleyisini dnleyebilecek etkin bir
tedavi yontemi bulunamamustir.

NASH’li hastalarin 6nemli bir kismi; sag {ist kadranda rahatsizlik,
yorgunluk bitkinlik gibi sikayetler disinda genellikle asemptomatiktir.
Hepatomegali goriilebilir ancak siklikla semptomlara eslik etmez (170).
Aminotransferaz diizeylerinde normale gore 2-3 kat artisg siklikla goriiliirken,
NAYKH’I1 hastalarin bir kisminda serum GGT diizeyleri de normal araligin
iistiinde olabilmekte ancak genellikle alkole bagli karaciger hastaligi olan
hastalarda goriilen diizeylerin altinda kalmaktadir. Hastalarin % 50’sinden
azinda artmig ALP diizeyleri ve sadece % 10 ila 15’inde artmis serum konjuge
bilirubin diizeylerine rastlanmaktadir. Hipoalbliminemi, trombositopeni, artmis
bilirubin ve uzamis pihtilasma zamani ilerlemis karaciger hastaliginin
gostergesidir (7,170).

Bizim calismamizda da Grup 3’de, kontrol gruplarina (p<0.001) ve
genistein uygulanan gruplara (p<0.01) gore daha yiiksek serum AST diizeyleri
tespit edildi. Serum ALT diizeyleri Grup3’de; kontrol gruplarina (p<0.001),
Grup 4 (p<0.001) ve Grup 5’¢ (p<0.05) gore anlaml olarak yiiksekti. Serum
ALP diizeyleri kontrol grubunda ve Grup 4’de, Grup 3’e gore anlamli olarak
diisiik bulundu (p<0.001). Grup 5’de serum GGT diizeyleri Grup 3’e ve Grup

4’e gore anlamli olarak diisiiktli (p<0.05).
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YZD verilerek NASH olusturulmus ratlara altt hafta genistein
uygulamasi ile yapilan bir calismada, bizim c¢alismamiza benzer sekilde
genistein uygulanan grupta plasebo grubuna gore anlamli olarak artmis serum
AST (p<0.01), ALT (p<0.001) ve GGT (p<0.05) diizeyleri tespit edilmisken,
serum ALP diizeyleri plasebo grubunda yiiksek olmakla beraber istatistiksel
olarak anlamli bir fark tespit edilememistir (p>0.05).

Insiilin rezistansmin genel popiilasyonda yaklasik olarak % 25 oraninda
goriildiigii diigtiniilmektedir. Hiperinsiilinemi, anormal glukoz toleransi, tip 2
DM, hipertrigliseridemi, azalmis HDL diizeyleri, hipertansiyon, anormal
fibrinoliz, artmis visseral yag birikimi, hiperiirisemi, polikistik over sendromu
ve diger lipid anormallikleri ile iliskili bir durumdur. Bu bulgu ve semptomlar
toplulugu ozellikle hipertansiyon, hipertrigliseridemi ve bozulmus glukoz
toleransi; metabolik sendrom veya sendrom X olarak adlandirilmaktadir
(68,171).

Insiilin rezistans1 nemli sayida NASH hastasinda da gozlenmektedir.
66 hastadan olusan bir NASH popiilasyonda (hem zayif hem de obez)
hastalarin % 98’inde insiilin rezistansi sadece % 39’unda ise DM tespit
edilmistir. Insiilin rezistans1 a¢lik serum C-peptid (insiilin iiretiminin dl¢iisii),
insiilin ve glukozun diizeyleri ile belirlenir. insiilin rezistans1 artmis VKI ile
degil ancak santral obezitenin varligi ile anlamli olarak iligkili bulunmustur. Bu
bulgular diger NASH ¢alismalarinda da gézlenmistir (68).

Insiilin rezistansi NASH patogenezini aciklamada yaygin olarak
kullanilan faktorlerden biridir. Insiilin rezistansi; periferal adipositler ve
monositlerce almamayan glukozdan, karacigerde SYA {iretimi artigina ve

hepatositlere yag girisinin artmasima neden olur. Insiilin rezistansinin, VKI’den
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ziyade hepatik yag icerigi ile daha siki bir iligki gostermesi insiilin rezistansinin
gelisiminde hepatik yag iceriginin bagimsiz bir faktor olabileceginin gostergesi
olabilir (172).

Banerji ve arkadaslari, yapmis olduklar1 bir ¢alismada tip 2 DM’li
Afrikali Amerikan hastalarda karaciger yaglanmasinin insiilin sensivitesi ile
ters iligkili oldugunu gostermiglerdir (173). Farkli bir ¢aligmada ise eksojen
instilin verilerek kan glukozlar1 diizenlenmis tip 2 DM’li hastalarda karaciger
yag igeriginin azaldig1 gosterilmistir (174).

Ayni sekilde glisemik kontrolii saglamak i¢in PPAR aktivasyonu yapan
ve insiilin sensivitesini arttirict bir ajan olan troglitazonun (tiazolidinedion) 3-6
ay uygulanmasi ile 10 NASH’li hastanin 7 sinde serum ALT seviyelerinde
normallesme ve her ne kadar tekrarlanan karaciger biyopsilerinde yedi hastada
nekroinflamasyon devam etse de dort hastanin inflamasyon diizeyinde azalma
tespit edilmistir (175). Troglitazon daha sonra karacigerde kendine ozgi
hepatoselliiler hasar olusturdugu i¢in kullanimdan kaldirilmistir.

Diger tiazolidinedionlarin da karaciger hastaligi olan vakalarda uzun
donem kullanimu ile ilgili bir takim kaygilar mevcuttur. Ancak yakin zamanda
yayinlanan bir ¢aligmada biyopsi yapilarak NASH tanis1 konulmug 30 vakada,
48 hafta boyunca giinde iki defa 4 mg rosiglitazon uygulanmis ve c¢alisma
sonucunda insiilin duyarliliginda diizelme ve NASH’in histopatolojik
belirteclerinde iyilesme tespit edilmistir (176). Kiiciik bir pilot caligmada
diyabeti olmayan 18 NASH hastasina 1 y1l boyunca pioglitazon uygulanmis ve
hastalarin insiilin duyarliliginda, serum ALT diizeyinde ve histolojik

gostergelerinde anlaml diizelme gozlemlenmistir (177).
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Metformin (biguanid) hepatik insiilin sensivitesini artiran diger bir
antidiyabetik ilactir. Yakin zamanda yapilan bir calismada dort haftalik bir
uygulama ile serum aminotransferaz diizeylerinde iyilesme tespit edilmistir.
Ayni zamanda bu hastalarin karaciger hacimlerinde ve viicut agirliklarinda
azalma tespit edilmistir (68).

Hipertrigliseridemi NASH ile siklikla iligkili bir durumdur. NASH’li
hastalarda hem aclik hem de yemek sorasinda karacigerde asir1 yag yiiklenmesi
ile sonuglanan hipertrigliseridemi gozlenir ve lipid metabolizmasindaki bu
degisim saglikli karacigerin steatotik hale doniisiimiine neden olur. Bu nedenle
lipid diisiiriicii ajanlarin tedavide etkin olabilecekleri diistiniilmiistiir. NASH’li
hastalara bir yil silireyle giinde 2 g klofibrat uygulanan bir g¢aligmada
karacigerde biyokimyasal parametrelerinde, steatoz, inflamasyon ve fibroz
derecelerinde 6nemli bir degisim tespit edilememistir (121). Bir randomize
kontrol ¢alismada, biopsi ile teshis konulmus 46 NASH hastasina giinde 600
mg gemfibrozil uygulanmig ve gemfibrozil uygulanan hastalarda serum ALT,
AST, GGT ve trigliserid diizeyleri bildirilmistir. Ancak bu c¢aligmada tedavi
sonrasi histolojik veriler sunulmamustir (122).

Postmenopozal kadinlarda yapilan bir ¢alismada genistein tiiketimi ile
diisiik VKI ve aglik insiilin konsantrasyonu ile yiiksek HDL konsantrasyonu
iligkili bulunmustur. Genistein ayni1 zamanda oral glukoz yiiklemesine instilin
cevabini  azaltmaktadir. Bu sonuglar izoflavonlarin  hiperinsiilinemi,
hiperlipidemi gibi risk faktorlerine karsi faydali etkilerini gostermektedir (178).

Bizim calismamizda da Grup 3’de, kontrol gruplarina (p<0.001) ve
genistein uygulanan gruplara (p<0.01) gore daha yiliksek serum aglik glukoz

diizeyleri tespit edildi. Kontrol gruplari ile grup 4 ve Grup 5 arasinda serum
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aclik glukoz diizeyleri arasinda anlamli bir fark tespit edilemedi. Serum insiilin
diizeyleri Grup 3’de, kontrol gruplarina (p<0.001) ve genistein uygulanan
gruplara (p<0.01) gore daha yiiksek tespit edildi. Grup 4 ve Grup 5’de, Grup
2’ye gére serum insulin diizeyleri daha vyiiksekti. Insiilin rezistansimin
gosterilmesinde siklikla kullanilan HOMA-IR indeksi gruplar arasinda
karsilastirildiginda Grup 3°de, kontrol ve genistein uygulanan gruplara gore
(p<0.001) anlamli olarak yiiksek bulundu. Grup 4 ve Grup 5’de, Grup 1’e gore
HOMA-IR indeksi daha yiiksekti (p<<0.01).

Yine ¢alismamizda Grup 3’de, kontrol gruplarina (p<0.001) ve Grup
4’e (p<0.01) gore ve Grup 5’de kontrol gruplarina gore (p<0.05) daha yiiksek
serum trigliserid diizeyleri tespit edildi. Grup 4’de kontrol gruplarina gore
anlaml1 bir fark tespit edilemedi. Serum VLDL diizeyleri Grup 3’de ve Grup
5’de kontrol gruplarina ve Grup 4’e gore anlamli olarak yiiksek bulundu
(p<0.05). Serum HDL diizeyi sadece Grup 3’de, Grup 1’e gore anlaml olarak
disiiktii (p<0.05). Grup 3’de, serum LDL diizeyleri Grup 1’e ve Grup 5’e gore
yiiksek oldugu tespit edildi (p<0.05).

Insiilin sensivitesi ayn1 zamanda peptid yapili mediatérler tarafindan da
diizenlenmektedir. Yag dokusu oOzellikle mezenterik yag, vendz kan doniisi
dogrudan karacigere oldugundan metabolik aktiviteyi diizenleyen sitokinlerin
ve peptit yapili hormonlarin 6nemli bir kaynagidir. TNF-0, anjiotensinojen,
plazminojen aktivator inhibitor-1, leptin ve komplement komponentleri bunlara
ornek olarak verilebilir (179).

TNF-a’nin IR gelisimindeki rolii, TNF-a eksikligi olan ratlarda obezite
indiiksiyonuna cevap olarak IR gelisiminin olmadigin1 gosteren ¢alismalar ile

ortaya konulmustur (72). NASH hastalarinda TNF-a ekspresyonu hem adipoz
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dokuda hem de karacigerde, insiilin rezistansi ile korelasyon gosterecek sekilde
artmistir. TNF-a’nin bu artmis ekspreyonu karaciger fibrozunun diizeyi ile
korelasyon gostermektedir. SYA’larin karacigerde birikmesi NFxkB bagimli
inflamatuvar sitokinlerin (TNF-a, IL-6, IL-1B) salinimini stimiile etmektedir.
Bunun yani sira lipid peroksidasyonunun son iiriinleri olduk¢a toksiktir ve
NASH’deki diizensizliklerin 6nemli bir kismindan sorumludur. Serbest
radikaller, NASH gelisiminin hemen tiim basamaklarinda 6nemli role sahip,
anahtar bir patolojik faktor olan TNF-o’nin ekspresyonunu, Kupffer
hiicrelerinde, hepatositlerde ve adipoz dokuda aktive ederler (79,180).

IL-6’nin plazma diizeyleri viicut agirligindaki artig ile artmaktadir. IL-6,
TNF-a’ya benzer sekilde yag hiicrelerinde ve hepatositlerde insiilin etkilerinde
bozulmaya neden olmaktadir. Buna ek olarak IL-6 insiilin duyarliligini artiran
bir adipokin olan adiponektinin yag hiicrelerindeki parakrin etkilerini
azaltmaktadir. Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, izoflavonlarin uyarilmis
hiicre kiltiirlerinde IL-6’nin {iretimi iizerine inhibitdr etkilerinin oldugunu
gosterilmistir (181).

Bizim ¢alismamizda serum TNF-a diizeyleri Grup 3’de, kontrol
gruplarma (p<0.001) ve genistein uygulanan gruplara (p<0.01) gore daha
yiiksek tespit edildi. Grup 4’de ve Grup 5°de, Grup 1’e ve Grup 2’ye gore daha
diisiik serum TNF-a diizeyleri olmakla beraber gruplar arasinda anlamli bir
fark tespit edilemedi (p>0.05).

Calismamizda serum IL-6 diizeyleri Grup 1’de, Grup 2’ye ve Grup 5’¢
gore anlamli olarak yiiksek (p<0.001) ve Grup 3’e grubuna gore anlamli olarak
diisiiktii (p<0.01). Serum IL-6 diizeyleri Grup 2’de, Grup 3’e ve Grup 4’c gore

anlaml1 olarak diisiik tespit edildi (p<<0.001). Grup 4’de, Grup 5’¢ gore anlaml
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olarak ytiksek tespit edildi (p<0.001). Grup 3, Grup 4 (p<0.05) ve Grup 5
(p<0.01) ile karsilastirildiginda serum IL-6 diizeylerinin anlamli olarak yiiksek
oldugu goézlendi.

Calismamizda TNF-a ve IL-6 diizeylerinde genistein verilen gruplarda
ki azalma oksidatif stresi de kapsayan ¢esitli faktorler ile aciklanabilir. Nitekim
bir antioksidan olan vitamin E ile NASH’li ¢ocuklarda yapilan bir ¢caligmada
vitamin E’nin giinliik 400-1200 IU verilmesiyle serum aminotransferazlarinda
anlamli bir azalma tespit edilmistir (121). Ancak antioksidan etkilerinin yani
sira genisteinin NFkB inhibisyonu gibi farkli farmakolojik 6zelliklerinin de
oldugu unutulmamalidir. Calismamizda oOzellikle serum TNF-a diizeyleri
genistein verilen gruplarda anlamli olarak azalmistir. Bununla beraber TNF-a
diizeylerindeki bu azalma hepatik NFkB diizeylerinin de irdelendigi farkl
caligmalar ile agikliga kavusturulmalidir.

Calisgmamizda histopatolojik incelemelerde makro vezikiiler steatoz,
nekroinflamatuvar aktivite, histopatolojik evreleme ve fibrozis diizeyleri
degerlendirilmistir. Tiim gruplarda fibrozis tespit edilememistir. Steatozis YZD
uygulanan tiim gruplarda tespit edilmistir ve kontrol gruplarina goére anlamli
olarak yiiksek bulunmustur. Grup 3’de, Grup 4’¢ ve Grup 5’e¢ gore anlamli
olarak yiikksek bulunmustur (p<0.05). Grup 4 ve Grup 5 karsilastirildiginda
anlaml bir fark bulunamamistir. Gruplar nekroinflamatuvar aktivite agisindan
degerlendirildiginde YZD uygulanan tiim gruplarda tespit edilmistir ve kontrol
gruplarina gore anlamli olarak yiliksek bulunmustur. Grup 3’de, Grup 4’¢ ve
Grup 5’e gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0.05). Grup 4 ve Grup 5
karsilagtirildiginda  anlamli  bir fark  bulunamamistir.  Histopatolojik

derecelendirme YZD uygulanan tiim gruplarda kontrol gruplarina gére anlaml
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olarak yiiksek bulunmustur. Ancak YZD uygulanan gruplar arasinda anlamli
bir fark tespit edilememistir.

Genistein ayn1 zamanda antifibrotik Ozelliklere sahip bir ajandir. in
vitro olarak yapilan bir ¢aligmada bir kollajen sentezini TGF-B1 araciligiyla
azalttig1 ve akabinde stellat hiicre proliferasyonunu ve hepatik fibrozu onledigi
gosterilmigtir (182). Bizim ¢alismamizda serum TGF-B1 diizeyleri sadece Grup
3’de, Grup 1’e¢ gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0.05). Tim
gruplarda fibrozisin tespit edilememis olmasi serum TGF-B1 diizeylerinde
gruplar arasinda 6nemli farkliliklarin olmamasinin nedeni olabilir. Bu nedenle
genisteinin - muhtemel antifibrotik etkileri c¢alismamiz da tam olarak
saptanamamistir. Bu da bize fibrozis gelisiminin gosterilebilmesi i¢in daha
uzun stireli YZD uygulamasi yapilmasi gerektigini gostermektedir.

Visfatin yakin zamanda tanimlanmis insiilin benzeri etkileri olan
ozellikle visseral yag dokusundan salman bir adipositokindir. Intravendz yolla
rekombinant visfatin verilen farelerde doza bagli olarak plazma glukoz
diizeylerinde azalma tespit edilmistir. Visfatin ve insiilinin; insilin
reseptorlerine baglanmada kompetetif bir etkilesim gostermemiglerdir. Bu
nedenle reseptore insiilinden farkli bir bdlgeden baglanarak aktive ettigi
disiiniilmektedir (97). Ancak visfatinin biyolojik aktivitesi heniiz tam olarak
anlagilamamistir. Fukuhara ve arkadaslart obezlerde visfatinin visseral yag
dokusundan ekspresyonunun arttigini ve plazma visfatin konsantrasyonunun
visseral yag miktari ile giiclii bir korelasyon gosterdigini belirtmislerdir (97).
Bunun yani sira plazma visfatin diizeyleri tip 2 DM’li hastalarda (183) ve

gestasyonel diyabetli kadinlarda yiiksektir (184).
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Visfatin ile oksidatif stres, diisiik dereceli inflamasyon, ve ateroskleroz
arasindaki 1iliski insiilin rezistansina bagliymis gibi goriinse de heniiz tam
olarak aydinlatilamamigstir. Nitekim, visfatinin ayni zamanda inflamatuvar
hiicrelerde de belirlenmesi ve cesitli inflamatuvar hastaliklarda plazma
seviyelerinin ylikselmesi farkli sitokinlerin visfatin sentez ve saliniminda etkili
olabilecegini gostermektedir.

Calismamizda serum visfatin diizeyleri Grup 1°de, Grup 2’ye (p<0.001)
ve Grup 4’°¢ ile Grup 5’e (p<0.05) gore anlamli olarak diistik, Grup 3’e gore ise
anlaml1 olarak yiiksek bulundu (p<0.01). Grup 2’de, Grup 3’e, Grup 4’e ve
Grup 5’e gore serum visfatin diizeyleri anlamli olarak yiiksekti (p<0.001).
Visfatin diizeyleri Grup 3’de, Grup 4’e ve Grup 5’e gore anlamli olarak diisiik
tespit edildi (p<0.01). Son yillarda yapilan ¢esitli calismalarda, TNF-a ve IL-
6’nin kemirgen 3T3-L1 hiicrelerinde visfatin ekspresyonunu negatif olarak
etkiledigi bildirilmigtir (185). Hem TNF-o hem de IL-6 obezlerde adipoz
dokuda sentezlenmekte ve her ikisininde otokrin ve parakrin aktiviteleri
bulunmaktadir. Dolayisiyla yag dokuda visfatin ekspresyonunun azalmasi bu
sitokinlerin inhibitor etkilerinden kaynaklanabilir. Calismamizda genistein
uygulanan gruplarada hem TNF-a hem de IL-6’nin serum diizeylerindeki
azalma, bu sitokinlerin inhibitér etkilerinin ortadan kalkmasiyla visfatin
ekspresyonunun arttigint diisiindiirse de her iki sitokin ile visfatin diizeyleri
arasinda korelasyon saptanamamustir.

Ozellikle etiyopatogenezine bakildiginda gesitli faktorlere bagl olarak
karacigerde meydana gelen yaglanma ve oksidatif stres ile birlikte
proinflamatuvar sitokinlerin de rol oynadigt mekanizmalar sonucunda

karaciger hiicrelerinde harabiyet ve degisik diizeylerde fibrozis ile karakterize,
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siroza hatta hepatoseliiler karsinoma kadar ilerleyebilen ve NASH olarak
adlandirilan bu klinik tablonun etkin olarak onlenmesi, koruyucu tedbirlerin
alinmas1 ve tedavisi ¢ok Onemli bir sorun olarak karsimiza cikmaktadir.
Giinlimiizde etkin bir tedavisi olmayan bu hastaligin patogenezini de gz 6niine
alarak oOzellikle soya bitkisinde bulunan antioksidan, anti-timor, anti-
inflamatuvar Ozellikleri ihtiva eden bir izoflavon olan genistenin hastaligin
gelisim ve tedavisindeki etkinligini arastirdigimiz ¢calismamizda;

Sonu¢ olarak; YZD uygulayarak NASH olusturdugumuz ratlarda
genistein uygulanmasi ile; karaciger fonksiyon testlerinde, karaciger
histopatolojisinde, insiilin rezistansinda, lipid profilinde ve cesitli
proiflamatuvar sitokinlerin serum diizeylerinde dikkat cekici bir diizelme
gozledik. Ozellikle, basta genistein olmak {izere farkli izoflavonlar1 da ihtiva
eden yiyeceklerin tliketilmesi NASH ve benzeri hastaliklarin geligimini
Oonlemede ve tedavisinde Onemli ve umut verici bir secenek gibi

goriinmektedir.
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