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1.0ZET

Bu calismada giiclii antioksidan ve antiinflamatuvar etkileri olan melatoninin
deneysel modelde nonalkolik steatohepatit tedavisinde roliinii aragtirmay1 amacladik.
Calismada esit sayida 4 gruptan olusan 40 adet erkek Sprague-Dawley ratlar
kullanild1. Birinci grup standart rat yemi ile beslendi. ikinci grup yagdan zengin diyet
(YZD), Ugiincii grup YZD +Melatonin (6. haftadan itibaren, her giin 10 mg/kg, i.p ),
Dordiincii grup YDZ+ Melatonin (6. haftadan itibaren, her giin 50 mg/kg, i.p ) ile
beslendi. Caligma 8. hafta sonunda sonlandirild1 ve ratlar dekapitasyonla olduriildii.
Ratlardan biyokimyasal ve histopatolojik inceleme i¢in karaciger ornekleri alindi.
Serum biyokimya analizleri, plazma malondialdehyde (MDA), karaciger doku MDA
ve glutatyon diizeyleri ¢alisildi. CYP2E1 ve a-sMA ekspresyonunu gostermek igin
immunohistokimyasal boyama yapildi. YZD ile beslenen ratlarin hepsinde NASH
olustu. Oksidatif stres, CYP 2E1 ve a-sMA ekpresyonu, insulin direnci ve serum
tumor necrosis factor a (TNF—a) diizeyleri steatohepatit gelisen ratlarda artmist.
Melatonin serum alanin aminotransferaz diizeyleri ile birlikte karacigerde steatozis
ve inflamasyonu azaltti. CYP 2E1 ekspresyonu, karaciger MDA diizeyi, insulin
direnci ve serum TNF-a diizeyi melatonin alan gruplarda azaldi. Glutatyon diizeyleri
melatoninle artti. a-sMA ekpresyonu yalnizca melatoninin 50 mg/kg dozunda azaldi.
Melatonin deneysel steatohepatitte iyilestirici etkili goériinmektedir. Melatoninin

giinde 50 mg/kg uygulanmasi, daha yararl gériinmektedir.

Anahtar Kkelimeler: Yagdan zengin diyet, nonalkolik yagli karaciger

hastalig1, melatonin, tedavi



2. ABSTRACT
The role of melatonin in the treatment of the experimental nonalcoholic
steatohepatitis model induced by high fat diet

The aim of this study was to investigate to the therapeutic effect of administration of
melatonin in the experimental nonalcoholic steatohepatitis model induced by high fat
diet (HFD). Forty male Sprague-Dawley rats were divided into four equal groups
randomly. First group received only standard rat diet (control group). Groups 2, 3
and 4 were given HFD ad libitum. After the six weeks, 10 mg/kg/day ve 50
mg/kg/day melatonin was administered intraperitoneally to the group 3 and 4
(respectively). After eight weeks all rats were killed. Serum biochemistry, tumor
necrosis factor a (TNF-a), plasma and liver tissue malondialdehyde (MDA),
glutathione levels were analyzed. Histopathologically; steatosis, ballooning
degeneration, inflammation and fibrosis were scored. Immunohistochemical staining
was done for CYP2E1 and o-sMA expression. All rat developed NASH feed by
HFD. Oxidative stress, CYP 2E1 and a- sMA expression, insulin resistance and
serum TNF-a levels were increased in rats with steatohepatitis. Melatonin was
effective in reducing hepatic steatosis and inflammation with lowering serum alanine
aminotransferase. CYP 2E1 expression, liver MDA level, insulin resistance and
serum TNF-a level were decreased by administration of melatonin. Glutathione
levels were increased by administration of melatonin. a-sMA expression were
decreased only by administration of 50 mg/kg dose of melatonin.This study shows
that melatonin was effective in the treatment of steatohepatitis. The administration of
50 mg/kg dose of melatonin seems to more beneficial.

Key Words: High Fat Diet, Non alcoholic Fatty Liver Disease, Melatonin,
Treatment



3. GIRIS

Non-alkolik yaglh karaciger hastaligi (NAYKH), anlamli alkol alimi olmadan
basit steatozisten, nonalkolik steatohepatite (NASH) kadar degisen spektruma
sahiptir (1-5). NASH, NAYKH’nin daha ciddi ve progressiv formu ve/veya subtipi
olarak kabul edilmektedir (5). Nonalkolik yagli karaciger daha ¢ok benign kabul
edilirken, NASH’in % 15 oraninda siroza progresyon gosterdigi bildirilmektedir.
Nonalkolik steatohepatitin (NASH) makrovezikiiler steatozis, lobuler inflamatuvar
hiicre infiltrasyonu, hepatositlerde balonlasma dejenerasyonu ve nekroz, Mallory
cisimcigi ve presinuzoidal fibrozise kadar degisen genis histopatolojik spektrumu
vardir (5-8).

NASH patogenezi tam olarak anlagilamamistir. Sitokinler, serbest yag asidleri,
mitokondriyel disfonksiyon, bakteriyel endotoksinler, vaskiiler bozukluklar NASH’te
hepatik inflamasyon ve fibrozis gelisiminde énemli role sahiptir ( 3,9,10 ). NASH’te
insulin direnci sonucu, serum yag asidleri artar ve direk hepatotoksiktirler serbest
oksijen radikallerinin hasar olusturmasina neden olurlar (11). Serbest oksijen
radikalleri muhtemelen NF«kB translokasyonu {izerinden sitokinlerin {iretimini arttirir
( 12). TNF a’da insulin direnci ve hepatik inflamasyonu arttirir (13). Oksidatif stres
artis1 mitokondriyumlardaki yapisal bozukluklara neden olur ve respiratuvar zincirin
bozulmasina neden olur (14).

Son zamanlarda gelistirilen yagdan zengin diyetle 3 hafta siirede insanlardaki
nonalkolik steatohepatite benzer bulgular saptanmistir. Standart diyet enerjinin %
35’1 yagdan , %18’i proteinden ve % 47’si karbonhidrattan saglanirken, yagdan
zengin diyette ise %71°1 yagdan, %11°1 karbonhidrattan ve %18’i ise proteinden

saglanmaktadir. Bu modelde 3 hafta sonunda steatohepatitin histolojik bulgulari ile



birlikte hepatik TNF o , TNF a mRNA, oksidatif stres artisi, sitokrom P450 mRNA
diizeylerinde artig saptanmustir (15).

Pineal gland tarafindan sentezlenen bir hormon olan melatoninin ¢ok farkli
biyolojik etkileri vardir. Bunlardan ikisi antioksidan ve antiinflamatuvar etkileridir.
Melatonin karbon tetrakloriire bagli karaciger hasarinda oksidatif stresi azaltici
etkileriyle birlikte NF-kappa B ekpresyonunu TNF-o ve IL-1 B gibi inflamatuvar
sitokinlerin {liretimini inhibe ettigi saptanmistir (16). Thioacetamide ile olusturulan
karaciger hasarinda NF-kappa [ aktivasyonunu inhibe etmistir (17). Kolesterolden
zengin diyetle beslenen ratlarda yapilan ¢aligmada ise melatonin karaciger hasarini
azaltict yonde etkili bulunmustur (18).

Nonalkolik steatohepatitin giiniimiizde ideal bir tedavisi yoktur. Bu calismada
giiclii antioksidan ve antiinflamatuvar etkileri olan melatoninin deneysel modelde

nonalkolik steatohepatit tedavisinde roliinii aragtirmay1 amacladik.



3.1 .GENEL BILGILER
3.1.1 Karacigerin anatomisi

Karaciger 1200-1500 gram agirhiginda, viicudun en genis organidir. Toplam
eriskin viicut agirligmin 1/5’ini teskil eder (19). Karacigeri her taraftan saran ve
karacigerin damarlar1 i¢erisine uzantilar génderen bag dokusundan yapilmis kuvvetli
bir fibroz kapsiil (Glisson kapsiilii, tunica fibrosa) vardir. Bu sekilde karacigerin sekli
korunur. Sagittal kesitlerinde kama seklinde goriinen karaciger kabaca tliggen prizma
seklindedir (20).

Karaciger karnin sag iist kadraninda bulunur. Diafragmanin altinda, sag kosta
yanimin Onden sinirladigr alanda bulunur ve bir miktar sol kadrana dogru uzanti
gosterir  (21). Karacigerin diyafragma ile komsu olan konveks {ist yliziine
diyafragmatk yiiz, i¢ organlar ile komsu olan konkav alt yiizline visseral yiiz adi
verilir (20). Karacigerde sag ve sol lob olmak tizere iki lob vardir. Sag lob, sol lobdan
yaklagik olarak 6 kat daha biiyiiktiir. Sag lobun daha kiigiik segmentleri olan kaudat
lob posteriyor, quadrat lob inferiyor yiizey iizerindedir. Sag ve sol lob birbirinden
anteriyorda ligamentum falciforme tarafindan, posteriyor’da fissura ligamentum
venosum tarafindan, inferiorda fissura ligamentum teres tarafindan ayrilir (19).
Fissura ligament teres ve fissura ligamenti venosi’nin birlikte olusturduklari yariga
fissura sagittalis sinister ad1 verilir (20).

Karaciger 8 segmentten olusur. Kaudat lob segment I, sol lobun lateral
boliimiiniin posterior kismi segment Il,anterior kismi segment I1I ve medial boliimii
segment [Vl olusturur. Sag lobun anteromedial boliimiin alt kismini segment V, {ist
kismin1 segment VIII, posterolateral bolimiin 6n kismin1 segment VI ve arka
kismin1 segment VII meydana getirir. Sol hepatik ven segment II ve III'ii, orta

hepatik ven segment IV ve V ile VII'i, sag hepatik ven ise segment VI ve VII'yi



drene eder (22). Karaciger kanlanmas1 portal ven ve hepatik arter olmak {izere iki
sistemden desteklenir. Portal kan akimi tiim ince barsaklar boyunca emilime
ugrayan sindirilmis besin maddelerinden zengin olan maddeleri karacigere tasir
(19). Karacigere gelen kanin %?20’sini A. hepatica propria, %80’ini ise V. porta
hepatis tasir. Pankreasin arkasinda V. mesenterica inferior, V. lienalis ile V.
mesenterica superior’un birlestigi noktaya dokiiliir. Her ii¢li birleserek vena portay1
olusturur. V. porta ductus koledokus ile a. hepatica propria’nin arkasinda seyreder.
Cok sayida kiigiik venler vena portaya katilir (23). Truncus coeliacus’tan ¢ikan A.
hepatica communis, A. gastroduodenalis ve A. gastrica dekstra dallarin1 verdikten
sonra a. hepatica propria adin1 alir. Porta hepatis’te A. hepatica propria ve V. porta
hepatis dekstra ve sinistra olmak iizere ikiser dala ayrilir. Karaciger dokusu
icersinde de tekrar intersegmental ve interlobiiler dallara ayrilir. A. hepatica propria,
V. porta hepatis ve safra kanallarinin interlobiiler dallar1 portal tiggeni olusturur.
Portal tliggen karaciger lobullerinin koselerinin birlestigi yerde bulunan ve Kiernan
aralig1 ad1 verilen bolgelerde yer alir. V. porta hepatis siniizoidlere a¢ilan daha ince
dallara ayrilir. Bu dallar karaciger siniizoidlerinin periferal kismina agilir (20).
Hepatik arterlerde dallanarak interlobiiler arterleri olusturur. Interlobiiler dallar
siniizoidlere periferal veya v.centralis’e yakin kisimlarda acilir. Bu sekilde
sinlizoidlere portal vendz ve arteriyel kan gelir (20). Kan klasik karaciger
lobiiliiniin periferinden santraline dogru akmaktadir. Arteriyel sistemden gelen kanin
baslica fonksiyonu karaciger hiicrelerine gerekli olan oksijeni saglamaktir (19).
Karaciger viicudun en biiylik lenf kaynaklarindandir. Total lenf voliimiiniin %15-
20’sini olugturur. Karaciger lenfas1 oldukg¢a yiliksek protein ve hiicre igerir (23).
Karacigerin lenf damarlar1 yiizeyel ve derin olmak iizere 2 grup seklindedir.

Yiizeyel grup lenf damarlar1 peritonun altindaki areolar bag dokusu i¢indedir. Derin



gruptaki lenf damarlar1 birleserek yukar1 ve asagi giden iki trunkus olusturur. V.
hepatica’y1r izleyerek yukar1 dogru giden lenf damarlar1 sonunda V. cava
inferiyor’un terminal kisminda bulunan lenf nodiillerine, asagr dogru uzanan lenf
damarlar1 ise porta hepatis’te nodi hepatici’ye drene olur (20). Karacigeri innerve
eden sempatik sinir lifleri medulla spinalisin torakal 7-10 segmentleri arasinda yer
alan columna intermediolateralis’ten ¢ikar ve pleksus coeliacus’ta sinaps yaptiktan
sonra N. splanchnicus majorlar ile karacigere gelir ve damarlarin etrafinda
seyrederek karacigere dagilir. Parasempatik sinir lifleri ise truncus vagalis anterior
ve truncus vagalis posterior’un rr. hepatici’lerinden gelir.

3.1.2. Karacigerin histolojisi

Karaciger i¢e bakan ylizeyinde hepatik arter, hepatik ven, hepatik kanallar ve
sinirlerin girip ¢iktig1 genisce bir portal alana sahiptir. Hepatik kanallar sag ve sol
biiylik loblardan gelen kanallardir. Bu kanallar birleserek esas hepatik kanali
olustururlar.Bu da sistik kanal ile birlesir. Ana safra kanali safrayr duodenuma
bosaltir (24).

Karacigerin histolojisi i¢inde lobiiller tipiktir. Bunlar hegzagonal sekilli ve
cogunlukla kesitlerde septalara ayrilmig goriiniimdedirler. Her bir lobiil karacigerin
tiim fonksiyonlarinin {istlenildigi bir birim niteligindedir. Her lobiiliin merkezinde
ise merkezi ven bulunur. Merkezi venden disa dogru 1sinst kordonlar halinde
parankimatik karaciger hiicreleri (hepatosit) yerlesim gosterirler (24). Hepatositler
karacigerin % 60’11 kapsar. Poligonal sekilli ve yaklagik olarak 30 pm
capindadirlar. Niikleuslar1 tektir veya daha az siklikla mitoz ile boliinmiis ve
multipldir. Yasam siireleri deneysel hayvanlarda yaklasik olarak 150 giindiir.
Hepatositler {i¢ yiizeye sahiptirler. Bir yiizeyi siniizoid ve disse aralig1 ile, ikinci

yiizey kanalikiille, tiglincii yiizey komsu hepatositledir. Hepatositler bazal membrana



sahip degildirler (19). Bol miktarda glikojen ve yag damlasi igeren hepatositlerin
dizilimleri arasinda siniizoidal alanlar kalir (24). Hepatositlerin siniizoide bakan
ylizeyinde bol miktarda mikrovillus bulunur. Bu hiicrelerin 6zellikle mitokondriler
olmak iizere organelleri de iyi gelismistir. Lizozomlar hiicre i¢i elemanlarin fagosite
edilmesini, peroksizomlar ise detoksifikasyonu ve yag asitlerinin yikimini
gerceklestirirler (24). Disse araligi hepatositler ile siniizoidal endotelial hiicreler
arasinda kalan doku araligidir. Hepatik lenfatikler endotelium boyunca dizilir ve peri
portal bag dokusunda bulunurlar. Doku sivisi endotelium iginden lenf damarlarina
sizar (19).

Siniizoidal alanlarin icini olduk¢a yassilasmig nukleuslara sahip olan
endoteliyal hiicreler ile retikulo-endotel-sisteme (RES) ait olan yildiz seklinde
Kupffer hiicreleri doser (24). Kupffer hiicresi ¢ok degisik sekillerde, membrani
girintili ¢ikintili 6zelliktedir. Bir membranla ¢evrili mikropinositik vezikiiller,
makropinositik vakuoller, solucanimsi1 invaginasyonlar gosterir. Hiicre i¢i ¢ok
zengin lizozomal yapilara sahiptir. Cok iyi gelismis graniiler endoplazmik retikulum
ve Golgi kompleksi hiicrede aktif bir protein sentezi oldugunu gostermektedir (25).

Kupffer hiicresinin salgiladigi monokin ve sitokinler dnce bu hiicreyi
aktiflestirir sonra hepatositlerle etkilestirip fonksiyonlarin1  yonlendirirler.
Hepatositlerle olan en genis etkilesim reseptorlerle diizenlenen haberlesmedir.
Kupffer hiicreleri ve siniizoidal endotelyal hiicreler Fc reseptorlerine sahiptir ve
erimis immun komplekslerin temizlenmesinde rol alirlar (26). Onemli hiicreler arasi
iligkilerde bulunmasina ragmen esas islevi fagositik Ozelligi tizerinedir. Kupffer
hiicreleri genis spektrumdaki unsurlar1 fagosite eder. Yapilan fagositoz neticesi
Kupffer hiicreleri prostaglandinler, interlokin (IL), timdr nekrozis faktér (TNF) ve

degisik sitokinler gibi faktorler salgilarlar. Yogun bir fagositoz gerektigi zaman



Kupffer hiicre salgisinin hepatosit sitokrom P-450 mekanizmasini baskiladigi ortaya
konulmustur (27).

Kupffer hiicresinin timor hiicrelerini de fagosite ettigi gosterilmistir (28).
Ayrica kismi karaciger eksizyonunda hepatositlerin DNA sentezini rejenerasyon igin
stimiile ettigi, karaciger lipositleri ile sitokinler araciligi ile iletisim halinde olduklar1
ve bu etkilesim ile lipositlerin fibroblastik hiicrelere transformasyonuna
yonlendirdigi bildirilmistir (29). Kupffer hiicrelerinin bir enfeksiyon bariyeri oldugu
da ¢esitli ¢aligmalarala ortaya konulmustur (30). Siniizoidal hiicreler olarak kupffer
hiicrelerinden baska endoteliyal hiicreler, hepatik stellat hiicreler (HSH) ve pit
hiicreleri vardir. Fonksiyonel ve histolojik olarak birlikte sintizoidal form
olustururlar (31).

Endoteliyal hiicreler disse aralig1 ve siniizoid arasinda fenestraya sahip olup
dereceli bariyer saglarlar. Spesifik ve nonspesifik endositotoksik aktiviteye ve
degisik reseptorlere sahiptirler. Endositoz i¢in yiiksek kapasiteye sahip olup makro
molekiillerin ve kiigiik partikiillerin sirkiilasyondan temizlenmesi esnasinda
aktiflesirler (32). HSH (yag depolayan hiicreler, lipositler, Ito hiicreleri) disse
mesafesinin subendoteliyal tarafindadir. Uzun sitoplazmik uzantilara sahiptirler.
Parenkimal hiicreler, kan akimini regiile eden siniizoidlerle yakin temas halinde
olduklarindan portal hipertansiyondan etkilenirler (33). Normal karacigerde
retinoidleri baslica depo ederler ve onlara sitoplazmik yag damlaciklar1 olan
morfolojik karakteristik 6zelligini verirler. Bu hiicreler aktin ve miyozin igerirler ve
endotelin-1 ve substans —P i¢in cevapta kontrakte olurlar (34). Hepatosit hasarinda
hepatik stellat hiicreler kendi yag damlaciklarini, proliferasyonu, asinusun Zone 3
migrasyonunu, miyofibroblast benzeri fenotip degisikligini, tip I, III, IV ve laminin

tiretimini kaybederler (35).



Pit hiicreler endoteliyumun siniizoidal yilizeyinde olduk¢a yiiksek mobilite
gosteren karacigere spesifik natural killer lenfositlerle baglantili hiicrelerdir (36).
Yasam siireleri kisadir ve siniizoid icindeki farkli biiyiik graniiler lenfositlerin
sirkiilasyonundan yenilenirler. Karakteristik graniilleri vardir. Pit hiicreler tliimdrlere
ve viriis enfekte hepatositlere kars1 spontan olarak sitotoksite gosterirler (19).

Hepatositler bol oksijenli kandan yararlanma derecelerine gore ii¢ alanda
gruplanir. En iyi kanlanan periportal kisim “alan 17, en az kanlanan periveniiler
kisim “alan 3” olarak adlandirilir. Alan 1 ile alan 3 arasindaki kisim “alan 2” olarak
adlandirilir. Iskemik olaylardan en ¢ok 3 iincii alandaki hepatositler etkilenir. Safra
akimi kabaca kan akimini tersi yolu izleyerek (alan 3’ten alan 1’e dogru ) karaciger
parankimini portal alanlardan terk eder (37).

3.1.3. Nonalkolik steatohepatit (NASH)
3.1.3.1. Tamim

Steatozis, inflamasyon ve sirozun obezite ve diabet ile iligkisi 1958’ den beri
bilinmektedir (38). Peters ve arkadagslar tarafindan 1975 de nonalkolik hastalarda
steatohepatit tanimlanmustir (39). Adler ve Schaffner tarafindan 1979°da bu hastalik
29 fazla kilolu hastada karakterize edilmistir (40). 1980°de Ludwig ve arkadaglari ilk
defa nonalkolik steatohepatit (NASH) terimini Mayo Klinik’ten nonalkoliklerde
benzer histolojik bulgular gdsteren hastalar i¢in kullanmiglardir (9).

Nonalkolik yagl karaciger hastaligi (NAYKH), basit steatozisten, steatohepatit,
ileri derecede fibrozis ve siroza kadar, karaciger hasarinin genis spektrumunu igeren
klinikopatolojik bir tablo olarak tanimlanmaktadir (1-5). Nonalkolik yagl karaciger
hastaligt (NAYKH) klinikopatolojik kriterlere gore tanimlanmaktadir (41). Klinik
olarak anlamli miktarda alkol alimi olmamasi1 (genel olarak ikiden fazla kadeh

alinmamasi) olarak tanimlanmaktadir. Patolojik olarak ise hastaligin birka¢ paterni
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vardir: Olmazsa olmaz 0Ozelligi makrovezikiiler yaglanma ve steatozisin
bulunmasidir. Eger bu izole ise hastanin basit steatozis ve yaglh karacigeri oldugu
sOylenir. Hastalarin ¢ogu bu durumu kolay tolere ederler ve siroza ilerleme
potansiyeli ¢ok nadirdir. Steatozisli bazi hastalarda nonspesifik inflamatuvar
infiltrasyonla nekroinflamatuvar aktivite, Mallory hyalen ile hepatositte balonlasma
dejenerasyonu bazen de fibrozis siiperpoze olur. Bu tablo nonalkolik steatohepatit
olarak adlandirilir. Bu hastalarin bazilarinda siroz gelisecektir. Hasta hepatoselliiler
karsinom ve karaciger ile iliskili bir nedenle komplike olarak dlebilir (41-43).

NAYKH Diinyada sik bir karaciger hastaligidir. NAYKH’ in ger¢ek prevalansi
tam olarak bilinmemektedir. Basit steatozisin prevalanst %20-30 ve NASH
prevalanst ise % 2-3 olarak hesaplanmaktadir (44).

NASH’in iki tipi vardir: Primer NASH obezite, hiperlipidemi, tip 2 diabet ile
metabolik sendromla iligkilidir. NASH’in dominant formudur. Sekonder NASH ise
obezite ile iligkili cerrahi sonrasi, obezlerde hizli kilo kaybi, total parenteral
beslenme, amiadoran, perheksilin maleate, lipodistrofi, Wilson hastalig1 gibi
durumlardir (10,45). Tablo 1°de Non alkolik steatohepatitin etyolojik dagilimi

gosterilmistir.
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Tablo 1: Nonalkolik steatohepatit etyolojisi

Metabolik sendrom Tlaclar

Sentral obezite Amiodaron

Tip 2 diabetes mellitus Nifedipin

Hiperlipidemi Diltiazem

Hizli kilo kaybi Tamoksifen

Total parenteral beslenme Ostrojenler
Glukokortikoidler
Metotreksat

Cerrahi prosediirler Diger nedenler

Genis ince barsak rezeksiyonu A beta ve/ hipolipoprotenemi

Jejunoileal bypass Asirt bakteri gogalmasi

Parsiyel lipodistrofiler
Weber-Christian hastaligi

NAYKH’nin prognozu degiskendir. Tani esnasinda yapilan biyopside ki
siddete baghdir. Basit steatozis genellikle progresyon gostermez, NASH histolojik
ve klinik olarak progresyon gosterir. Prospektif tekrarlayicit biyopsi ile NASH’li
hastalarin ortalama 4.3 yilda %31.8’inde fibrozise progresyon gosterdigi
saptanmistir. NASH’li hastalarin %10-15"inde histolojik olarak dogrulanan siroz
saptanmistir (44, 46-48).

NASH’e gotiiren nedenler ¢ok c¢esitlidir. Etyopatogenezi komplekstir. Day
CP’e gore ilk kez 1998 yilinda gelistirilen hipoteze gore, NASH patogenezi
baslangigta steatozis gelisimi birinci darbe diger zedeleyici etkenlere maruz kalma
ikinci darbe olarak adlandirilmaktadir. Birinci darbede karacigerin yagh
dejenerasyonu ya da steatoz i¢in substrat olan yagin hepatositlerde birikimidir.
Insulin direnci burada primer olarak rol oynar. Primer insulin direnci
hiperinsulinemi olusumuna yol acar ve metabolik sendromla iligkilidir. Yag

dokusundan karacigere yag asidlerinin transportu artmistir. Bu yagli dejenerasyon
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organin ikinci darbeye duyarhiligini arttirir. Karaciger ikinci darbeye kadar yalnizca
basit steatozis olarak kalir. Ikinci darbe barsaga iliskin prosediirlerden, belli ilaglarin
kullanilmasindan ya da tip 2 diabetes mellitus gelisiminden biri olabilir. Serbest yag
asidlerinin ani yiikselmesi bu senaryoda 6nemli rol oynamaktadir. NASH tip 2
diabetes mellitus, sentral obezite, ani kilo kaybi gibi serbest yag asidlerinin
mobilizasyonuna ve karacigere alinmalarmma yol acan durumlarin var oldugu
hastalarda ortaya ¢ikmaktadir. Serbest yag asidleri hepatositlerde, mitokondride ve
diger hiicre organellerinde oksitlenmekte ya da trigliseridlerin, fosfolipid ve
kolesterol esterlerinin sentezi amaciyla kullanilmaktadir. Eger serbest yag asidleri
miktar1 agir1 artarsa yag metabolizmasi ¢ok aktiflesir, yikim yetersiz kalir ve
trigliseridler birikir. Yiksek diizeyde aktiflesmis yag metabolizmasi serbest
radikallerde artigla iligkilidir. Yagli karacigerde artmis yag icerigi lipidlerde [-
oksidasyonda artma, serbest radikallerin daha fazla artmasina ve ATP’ de azalma ile
korelasyon gosterir.

Ikinci darbede oksidatif stres ve sitokinler (baslica TNF o) NASH’de 6nemli
role sahiptir. Bu insulin direncini daha fazla arttirir. Karaciger hiicrelerinde organel
disfonksiyonu oksidatif stresi arttirir. Inflamatuvar siiregle sonlanir. Hepatoselliiler
dejenerasyon ve fibrozis gelisimi ile sonuglanir (49). Sekil 1°de iki darbe hipotezi

gosterilmistir.

3.1.3.2. Obezite, insulin direnci ve adipositokinler
Intraabdominal yag dokusundan serbest yag asidlerinin portal ven aracilig
ile karacigerde birikimi artmistir. Karaciger hiicresinde trigliserid seklinde depolanir

ve kana salgilanir. Yag dokusunun noroendokrin rolii oldugu saptanmig ve kabul
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gormiistiir.  Yag dokusundan ¢esitli hormonlar salgilanir. Bunlar Leptin, resistin ve

adiponektindir.

NORMAL 1 Yag dokusu Endotoksin
TTNFo/
Adinopektin
(TInsulin) Hepatik insulin
T TNF direnci
s

“Direncgli”

4 Adiponektin

TSYA oksidasyon oo

) Oksidatif stres
STEATOZIS

“Duyarh”

Day CP,James OF. Gastroenterology. 1998;114:842-5.

Sekil 1: NASH patogenezinde iki darbe hipotezi (Kaynak 12°den)

Yag dokusundan ayni1 zamanda NE ve angiotensin II ve PAI-1 (plazminojen
aktivator inhibitorii-1) gibi ndrotransmitterlerde salgilanir. Yag dokundan ayrica
TNF o ve IL-6 gibi proinflamatuvar sitokinlerde salgilanir (50,51). Serbest yag
asidlerinin (SYA) asir1 sekresyonu, TNF o’nin yiiksek diizeyleri diisiik diizeyde
adiponektin karacigerde ve kasta insulin sinyalizasyonunu bozar. insulin direncinde
artisa neden olur. Insulin reseptdr substrat (IRS-1ve IRS-2) mikrozomal trigliserid
transfer protein karacigerde yag akiimiilasyonuna neden olur. Oksidatif stres reaktif

oksijen radikalleri tarafindan olusturulur. Yagl karacigerde nekroinflamasyon
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olusmasina yol acar. Bu siireci insulin direnci hizlandirir. Adipositokinlerde 2.
darbeyi hizlandirirlar.

Fibrozis NAYKH’ inda inflamasyon ve zedelenmeye karsi normal iyilesme
mekanizmasidir. Obeziteyi etkileyen faktorler ve insulin direnci direk olarak
fibrojeniktir (52,53). Angiotensinojen, norepinefrin ve leptin’de insulin ve glukoz
gibi fibrojenik etkilir (51).

Leptin yag akiimiilasyonunu ve fibrozisi hizlandirir. Leptin yoksun ob/ob
mice’larda leptin verilmesi siroz gelisimine yol agtigi bulunmustur (54). Leptinin
potent bir NE stimulant oldugu saptanmistir. NE ise profibrojenik bir faktordiir.
Ob/ob mice’lara NE verildiginde karacigerde fibrozis gelistigi gosterilmistir. Bu
ratlarda hepatik stellate hiicre aktivasyonunu arttirdigt bulunmustur. Cesitli
profibrojenik sitokinlerin karacigerde diizeyleri artmistir (55). Yag dokusundan
salgilanan ve hepatik inflamatuvar cevapta rolii olan faktorler Tablo 2’de

gosterilmistir.

Tablo 2: Yag dokusundan salgilanan ve NASH patogenezinde rolii olan
faktorler

Hormonlar

Leptin

Resistin
Adiponektin
Sitokinler

TNF a

PAI
Norotransmitterler
Norepinefrin
Angiotensin
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3.1.3.3. Genetik faktorler

Willner ve ark. NASH’li 90 hastanin %18’inin 1. dereceden akrabalarinin
etkilendigini gostermistir (56). Karaciger lipid metabolizmasinin sentez, depolanma
ve trigliseridlerlerin karacigerden c¢ikisini diizenleyen enzimleri kodlayan genlerde
poliformizm kisilerde steatozun derecesini belirler (57). Bunlardan mikrozomal
trigliserid transfer protein (MTP) geninde poliformizm saptanmistir. MTP VLDL’in
karaciger ve barsaktan sentez ve sekresyonunda kritik role sahiptir (58). Uygun yag
asidi oksidasyonu karacigerde yag akiimiilasyonunu onlemek igin gereklidir. Asiri
yag asidi oksidasyonu oksidatif stres artigina yol agar. Mitokondriyel serbest yag
asidi oksidasyonu inflamasyon ve fibrozis progresyonu i¢in gereklidir. Peroksizomal
ve mikrozomal yag asidi oksidasyonu serbest oksijen radikallerinin artigina yol agar.
Bu proteinleri kodlayan enzimlerde genetik poliformizm NASH’e predispozisyonu

hazirlar (57). NASH patogenezinde genetik faktorlerin rolii sekil 2°de gosterilmistir.

Steatozis
Steatozisle iligkili genler
Oksidatif
stres
Sitokin,
endotoksin
iliskili
GENLER

Sekil 2: NASH patogenezinde genetik faktorler
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3.1.3.4. Cevresel faktorler

NASH’li hastalarda saglikli bireylere gore doymus yaglarla ve kolesterolden
zengin beslenme, doymamis yag asidlerinden fakir yag, fiber, vitamin E ve C daha
diisiik diyetle beslenme, obez karaciger hastaligi olmayan bireylere gore daha
yuksektir (59). Diyete doymamis yag asidleri ilavesi steatozisi azaltip, insulin
duyarliligin arttirmaktadir. Diyetteki doymamis yag diizeyleri ile diisiik insulin
diizeyleri ile iligkili bulunmustur (60).
3.1.3.5. intestinal bakteriyeminin rolii

Endotoksine bagli sitokin tiretiminin NASH patogenezinde roliinii destekleyen
bulgular vardir. NASH’li hastalarda saglikli kontrol grubuna gore ince barsaklarda
artmis bakteriyel asir1 ¢ogalma oldugu bulunmustur (61). NASH’de sitokinler,
ozellikle TNF a barsaklardaki floradan salgilanan endotoksine cevap olarak Kupffer
hiicrelerinden ve aym1 zamanda artan serbest yag asidlerine bagli olarak
hepatositlerden ve yag dokusu makrofajlarindan salgilanir (62). Kupffer hiicre
aktivasyonu, TNF o’ nimn hepatosit mitokondriyumunda, peroksizom, ve
mikrozomunda serbest yag asidi oksidasyonu artmasina bagli olarak oksidatif stres
artar (52-53). NAYKH’ nin mikroskopik o6zellikleri alkolik yagl karaciger
hastaligindan ayrilamaz. En Onemli olmazsa olmaz 06zelligi makrovezikiiler
yaglanmadir. Diger bulgular hepatoselliller balonlagsma, Mallory cisimcigi,
perisentral perisinuzoidal fibrozis, lobuler ve portal inflamasyondur. Glikojen
niikleusu NAYKH’ inda siklikla goriiliir. Fakat 6zgiil degildir. Grade steatohepatitik
lezyonlarin aktivitesini, evre ise fibrozis derecesini yansitir. Brunt tarafindan

gelistirilen skorlama sistemi Tablo 3 ve 4’de gdsterilmistir (63).
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NASH siroza progresyon gosterebilir. Siroz gelisince, karacigerde steatozis
azalir veya tamamen kaybolabilir. Sitolojik balonlagsma da azalabilir ( 64).

Tablo 3: Nonalkolik steatohepatitin global aktivitesi

Grade* Steatozis Balonlasma Inflamasyon**
dejenerasyonu

Grade 1 (Hafif) 1-2 Minimal L=1-2;P:yok, hafif

Grade 3 (Orta) 2-3 Var-zon 3 L=2;P:hafif-orta

Grade 3 (Siddetli) 3 Belirgin-zon 3 L=3; P:Hafif-orta

*Steatozis grade 1<%33; 2,>%33<%066, 3,>%66
**Lobuler (fokus/20x), P=portal.

Tablo 4 : Nonalkolik steatohepatit icin fibrozis evrelemesi

Evre Zon 3 presiniizoidal Portal fibrozis Kopriillesme Siroz
fibrozis Fibrozis
1 Periselliiler,perisinuzoidal 0 0 0

fibrozis, fokal veya yaygin
2 Periselliiler,  perisinuzoidal Portal veya periportal 0 0

fibrozis, fokal veya yaygin fibrozis, fokal ve yaygin

3 Kopriilesme fibrozisi Kopriilesme fibrozisi + 0
4 +/-;zone 3 septalara uzanim Portal liggene uzanim Yaygin +
gosterebilir. gosteren septalar

3.1.3.6. NASH’te semptom, bulgular ve laboratuvar
NASH’li vakalarin ¢ogu asemptomatiktir (% 48-100). Ancak diisiik oranda

karinda siskinlik, sag st kadranda agri, halsizlik, yorgunluk gibi semptomlar
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goriilebilir. En sik rastlanan fizik muayene bulgusu hepatomegalidir ( 1-3,65,66 ).
Nadiren kronik karaciger hastalig1 veya portal hipertansiyonun bulgularina rastlanir.
NASH’de hafif-orta derecede artmis aminotransferaz diizeyleri en sik rastlanan
laboratuar bulgusudur (Genellikle 2-3 kat) (1-3, 7, 65,66 ). NASH’ te ALT/AST
orani 1’in iizerindedir. NASH’li kisilerde alkalen fosfataz (ALP) % 50’den daha az
yiiksek ve gamaglutamil transpeptidazda yiiksek saptanabilir. Bilirubin, protrombin
zamani (PTZ) ve serum albumini genellikle normal seviyededir. NASH’li vakalarda
anormal serum lipid profili (hipertrigliseridemi, hiperkolesterolemi veya miks) veya
artmis kan sekeri diizeyi yiiksekligi % 25 -75 oraninda yiiksek saptanmigtir. Serum
ferritin diizeyleri yiiksek bulunabilir.
3.1.3.7. NAYKH / NASH’in tanisi

Karacigerdeki yagin varligr farkli goriintileme yontemleri kullanilarak
belirlenebilirken, inflamasyon veya fibrozis tanisi i¢in kullanilacak, dogrulugu tam,
noninvaziv bir metod mevcut degildir. Ultrasonografi, komputerize tomografi ve
magnetik rezonans goriintiileme yontemi karacigerde yag birikimini géstermek igin
kullanilabilir (65,66). NASH’in tanist klinikopatolojik korelasyona baglhidir.
Steatozis ve inflamasyon steatohepatitin (NASH) en dnemli 6zelligidir. Bu nedenle
NASH’in ayirict tanisi igin karaciger biyopsisi gerekmektedir. Karaciger biyopsisi
steatohepatit tanisinin konulmasi, hastaligin siddetinin derecelendirilmesi ve/veya
evrelendirilmesi ve hastalifin yayilimimin belirlenmesinde tek yodntem olmayi
stirdiirmektedir (63,64,67,68).

3.1.3.8. NASH tedavisi

NASH, cogu zaman kendisine eslik eden bazi metabolik bozukluklarla
birliktedir. Ornegin hastalarn % 50-80’inde obezitenin varligi bilinmektedir (1-3).
Bu nedenle hastalarda ilk diizeltici 6nlem kilo azaltilmas1 gibi altta yatan metabolik

sorunlarin giderilmesi seklinde olmalidir. Dikkat edilmesi gereken husus, hastalik
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progresyonunu olumsuz etkileyeceginden kilo kaybinin ¢ok hizli olmamasidir.
Genellikle hastalardan ii¢ ay icinde agirliklarinin % 10’u kadar kilo kaybetmeleri
istenir. Kilo kaybi ile beraber karacigere olan yag infiltrasyonun derecesi azalir.
Tedavide egzersiz de onemlidir. Egzersiz ile hastalarda obezitenin kontrolii, yag
oksidasyonunun artmasi, kas ve adipoz dokularda lipolizin artmasi hedeflenmektedir.
(69). Tiim hastalarin diizenli bir diyet tedavisi ve egzersiz programina alinmasi, kilo
hedeflerinin bireysellestirilmesi, klinik ve biyokimyasal parametreleri acisindan
diizenli takibinin yapilmasi gerekliligidir (1,69).

Tedavisinde ideal ilag¢ yoktur. Hepatoprotektif ve antioksidan ilaglar tedavide
kullanilmigtir. Bu ilaglarin ¢ogu klinik kullanima girmemistir. Ursodeoksikolik asid,
vitamin E, C ve metforminin plasebo ile karsilagtirildig1 ¢calismalarda histopatolojik
iyilesme saptanmamustir. Pentoksifilin ve antihiperlipidemiklerden atorvastatin
aminotransferaz diizeylerinde iyilesme saglamistir. Sinirli sayida hastanin yer aldigi
calismalarda probukol, betadine ile biyokimyasal ve histolojik iyilesme saglanmistir.
Yeterli bilgi olmadigindan ilag¢ tedavisi klinik ¢aligmalar disinda Onerilmemektedir
(3,70).
3.1.4.1. Steatohepatit deneysel modelleri

Baslica deneysel modeller genetik olarak obez ob/ob mice, lipoatrofik mice
kolinden fakir metioninden kisitli diyet ve yiiksek yagl diyetle olusturulmustur.
3.1.4.2. Genetik olarak obez 0b/ob fare

Ob geni leptini kodlamaktadir, buradaki mutasyon leptin eksikligine yol
acmaktadir (71). Leptin beyaz yag doku tarafindan sentezlenen doygunluk
hormonudur; yeme istegini baskilar ve hipotalamus ventral median bdlgesinde yer
alan anoreksik noronlar1 etkileyerek enerji harcamasini artirir (72,73). Ob/ob

farelerde oldugu gibi leptin yoklugunda hiperfaji ve inaktivite gelisir sonucunda
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obezite baglar. Bu farelerde hiperinsiilinemi, insiilin direnci, hiperglisemi,
hiperlipidemi ve daha 6nemlisi spontan olarak yagl karaciger gelismektedir (73).

Geng ob/ob fareler histolojik olarak inflamasyon bulgularinin bulunmadigi
yagli karacigere sahiptirler. Iki darbe hipotezine gore karacigerde yaglanma birinci
darbedir (74). Yagh karacigerde oksidatif stres ya da ilave toksik ajanlarla
karacigerde hasar olusur. Boylelikle ikinci darbe olusmus olur. Tiim NASH deneysel
modellerinde karacigerde serbest oksijen radikallerinin, TNF o ve benzeri
sitokinlerin artti1 ortaya konmustur (75). Ob/ob yagh karaciger modeli karacigerde
oksidatif stresin artmasi ile steatohepatite yatkindirlar. Bu model iki darbe hipotezini
degerlendirmek i¢in uygun yontemdir. Normal ratlarda hasar olusturamayan Yang ve
arkadaslar1 (75), lipopolisakkarid (endotoksin) ile yaptiklar1 calismada, ob/ob
farelerde steatohepatit gelistigini saptamiglardir. Chavin ve arkadaslar1 (76) yapmis
olduklar1 calismada ob/ob farelerin iskemi-reperfiizyon ve alkol ile indiiklenen
karaciger hasarina duyarli olduklarini ortaya koymuslardir .
3.1.4.3. Genetik olarak lipoatrofik fare

Farelere genetik olarak adiposit spesifik bolgesine difteri toksini ile miidahale

edilmekte, sonucunda ise adipositlerde harabiyet olusmaktadir (77). Adiposit
farklilagmasindaki problem sonucu adipoz dokuda generalize azalma olusmaktadir
(73,78). Sterol diizenleyici eleman baglayici protein-1 ve fosfoenol piruvat
karboksikinaz asir1 liretimi sonucunda genaralize lipoatrofi gelismektedir (73,79).
Sterol diizenleyici eleman baglayici protein-1; yag asidi ve kolesterol sentezinde
gorevli bircok genin anahtar transkripsiyonel regiilatoriidiir. YOntemine
bakilmaksizin yag doku kitlesini azaltan ve lipoatrofi yapan nedenler; insiilin direnci,
hiperinsiilinemi ve karacigerde yaglanma olusturur. Yag doku leptinin birincil

kaynagidir. Lipoatrofik fareler ayn1 zamanda leptinden yoksundurlar (73).
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3.1.4.4. Metionin-kolinden yoksun diyetle beslenen normal fare ya da rat

Normal fare ya da ratlar metionin ve kolinden yoksun (MCD) diyetle
beslendiklerinde ciddi sekilde hepatik antioksidanlar (glutatyon siilfat, S-adenosil
methiyonin gibi) tiiketilmektidir (73,80). MCD diyetle beslenen deney hayvanlarinda
oksidatif savunma sisteminin baskilanmasi sonucunda oksidatif stres artar (14,81).
Bunun da TNF a ve diger proinflamatuvar sitokinleri indiikledigi bilinmektedir (49).
Artmis oksidanlarin ve TNF o’nm IKK-B yolunu aktive ettigi beklenir. MCD diyet
ogreticidir ¢linkii steatoz ve steatohepatit patogenezinde obesiteden bagimsiz olarak
oksidan sistemin altin1 ¢izmektedir (73).

Homosistein metionin sikliisiiniin bir tiyesi olan S-adenozil metionin (SAM);
fosfotidil kolin sentezi i¢in gerekli oldugu kadar (sekil-VII), glutatyon sentezi ve
cesitli molekiillerin metilasyonu i¢in gereklidir (83). Fosfotidil etonolaminin
metilasyonu sonucunda fosfotidil kolin olusur. Olusan fosfotidil kolin; VLDL sentezi
icin esansiyeldir, eksikliginde karaciger trigliserid miktar1 artar ve steatoz ile
sonuglanir (84). MCD diyetle oldugu gibi herhangi bir sekilde kolin ve/veya
metionin eksikliginde; fosfotidil kolin ve antioksidan glutatyon sentezi azalir (83,84).

3.1.4.5. Yagdan zengin diyetle beslenen rat

YZD ile insanlardaki nonalkolik steatohepatite benzer bulgular saptanmistir.
Standart diyet enerjinin % 35°1 yagdan, %18’1 proteinden ve % 47’si karbonhidrattan
saglanirken, yagdan zengin diyette ise %71°1 yagdan, %11°1 karbonhidrattan ve
%18’1 ise proteinden saglanmaktadir (84). Periferal insulin rezistansi, artmis yag
asidi beta oksidasyonu ve karaciger oksidatif stres artist ve karacigerde yagh
dejenerasyon NASH’in bilinen 6zellikleridir (3-6). Yagdan zengin diyetle yapilan
calismada, 3 hafta sonunda steatohepatitin histolojik bulgular1 ile birlikte hepatik
TNF o , TNF a mRNA, oksidatif stres artisi, sitokrom P450 mRNA diizeylerinde

artis saptanmistir (84).
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3.1.5. Melatonin
3.1.5.1. Melatonin sentezi, salinmasi ve metabolizmasi

Melatonin bir indolamindir ve pinealositlerde sentez edilir. Dolasimdan hiicre
icine alinan triptofan, triptofan 5-hidroksilaz enzimi tarafindan 5-hidroksi-triptofana,
bu ise aromatik amino asit dekarboksilaz (dopa dekarboksilaz) araciligiyla 5-
hidroksitriptamine (5-HT, serotonin) doniistiiriiliir. Pineal bezde melatonin yapilmasi
ve saliverilmesi karanlik ile uyarilir, 151k ile baskilanir. Giin 1s18inmn bulundugu
saatlerde retina fotoreseptor hiicreleri hiperpolarizedir ve retinahipotalamik-pineal
sistem sessizdir, bu donemde ¢ok az melatonin salgilanir. Insanlarda melatonin
diizeyindeki artis karanlik ¢cokmesinden hemen sonra baslar (20:00-23:00), gecenin
ortasinda (01:00 ile 05:00 arasinda) doruk diizeyine ulasir, daha sonra gecenin ikinci
yarisinda melatonin diizeyi giderek azalir. Serum melatonin diizeyi yasa gore degisir
(85). Normal geng eriskinlerde ortalama giindiiz ve gece doruk degerleri 10 ve 60
pg/ml’dir. Melatoninin sirkadiyen salinim profili her bireyde sabittir. Ancak bireyler
arasinda melatonin diizeyleri ¢ok farklilik gosterir. Bu nedenle maksimal gece doruk
melatonin diizeyi 30 ile 200 pg/ml arasinda degisir. Cinsiyetin melatonin salinimi
tizerine etkisi yoktur (86). Melatonin yiiksek lipofilik ve hidrofilik 6zellige sahiptir,
viicutta depolanmadan kan ve viicut sivilarina hizla karisir.

Melatonin biiyiik dl¢iide karacigerde hidroksilasyonla (6-hidroksimelatonin)
hizla metabolize olur ve siilfiirik ya da glukuronik asit ile konjuge olduktan sonra
idrarla atilir. Melatonin idrardaki baslica metaboliti 6-siilfatoksimelatonindir ve
idrardaki diizeyi serum melatonin diizeyi ile yakin iligkilidir. Gece idrarindaki 6-
stilfatoksimelatonin gece melatonin sentez miktarin1 yansitir. Ayrica melatonin
bobreklerde de metabolize olur. Oral verilen melatoninin biyoyararlanimi ¢ok

degiskendir. Diisiik dozlarda (1-5 mg) melatonin alinmasindan bir saat sonra
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melatonin diizeyi gece doruk degerinden 10-100 kat daha yiiksek bulunmustur ve bu
degerler 4-8 saat sonra normal baslangic degerine diismektedir. Glindiiz verilen ¢ok
daha diisiik oral dozlar (0.1-0.3 mg) normal gece doruk degerlerine yakin serum
diizeyini saglamaktadir. Melatonin ¢ok hizli metabolize olur. Pineal bez melatonin
yapimindan sorumlu tek organ degildir. Diffiiz néroendokrin sistem i¢inde kabul
edilen amine precursor (APUD) hiicrelerinde de melatonin sentez edildigi
gosterilmigtir. Bu hiicreler retina, lakrimal bezler, beynin diger bolgeleri ile brons,
karaciger, bobrek, adrenal bezler, gastrointestinal sistem, timus, plasenta, over, testis
ve endometriyumda yer alir. Ayrica mast hiicresi, 10kosit ve dogal oldiiriicii
hiicrelerinde melatonin sentezlenmektedir (85).
3.1.5.2. Melatoninin etkileri

Melatoninin ritmik 06zellige sahip bircok biyolojik fonksiyon (viicut 1sisi,
solunum, dolasim sistemi, tireme vb) {izerine etkisi oldugu diisliniilmektedir. Genel
olarak bir¢ok canli tiirii i¢in melatoninin ¢esitli fizyolojik olaylara adaptasyonda
zamana uyumu diizenledigi diisiiniilmektedir (85).
3.1.5.3. Melatoninin antioksidan etkisi

Viicutta normalde aerobik metabolizma sirasinda siiperoksit anyonu ve
hidroksil radikali gibi reaktif oksijen tiirleri olusur. Bu serbest oksijen radikallerinin
doymamis yag asitlerinde lipid peroksidasyonuna yol acarak hiicresel hasar meydana
getirmeleri kars1 antioksidan sistemler ile engellenir. En iyi bilinen antioksidanlar C
ve E vitaminleri ve glutatiyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz gibi enzimlerdir.
Iskemi/reperfiizyon sirasinda iskemik dokunun hizla tekrar oksijenlenmesi
sonucunda fazla miktarda serbest oksijen radikali olusur. Melatonin
iskemi/reperfiizyon hasarinda koruyucu etki gosterir (86). Melatonin, elektrondan

zengin bir molekiildiir ve direkt antioksidan 6zelligi vardir (87-89). Melatonin hem
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yagda hem de suda ¢oziiniir 6zellige sahip olmasi1 nedeniyle, viicudun her hiicresine,
sitozole ve hiicre i¢indeki diger yapilara kolaylikla girer ve bu sebeple de vitamin ve
mineral antioksidanlara gore ¢ok daha etkilidir (87). Bdylece dejeneratif ve
proliferatif degisikliklere neden olan hastaliklara karsi niikleer DNA'y1, membran
lipidlerini ve sitozolik proteinleri korur (85,87,88). Melatoninin E vitaminine gore en
az iki kat, glutatyona gore bes kat daha etkili bir antioksidan oldugu gosterilmigtir
(88,89). Hiperkolesterolemik sicanlarda yapilan bir ¢alismada kronik melatonin
aliminin lipid peroksidazi belirgin olarak azalttigi gosterilmistir (90). Bu sonuglar
hiperlipidemik hastalarda lipid diisiirticii ilaglarla birlikte melatonin kullaniminin

ateroskleroz gelisimini azaltabilecegini diistindiirmektedir.
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4.GEREC VE YONTEM

Calismada toplam 40 adet erkek Sprague-Dawley rat kullanildi. Ratlar 12
saat glinis1g1 alan bir 6zel odada hazirlanmis kafeslerde muhafaza edildi. Calisma
standart deneysel hayvan caligmalar1 etik kaidelerine uygun olarak yapildi. Yagdan
zengin diyet tablo 5’de ki icerige uygun olarak saglandi (Dyets, Inc.Bethlehem, PA ).
Ratlara verilen yagdan zengin diyet sekil 3’de gosterilmistir. Ratlar esit sayida 5
gruba boliindii: Grup 1 (n=10; 8 hafta normal diyet), grup 2 (n=10; 8 hafta yagdan
zengin diyet (YZD), Grup 3 (n=10) (8 hafta YZD+ 6.hafta sonundan itibaren giinde
10 mg/kg i.p, melatonin), Grup 4 (n=10; 8 hafta YZD+ 6.hafta sonundan itibaren
ginde 50 mg/kg i.p, melatonin). Sekiz hafta sonunda ratlar dekapitasyon ile

oldiiriildii. Yagdan zengin diyetle beslenen ratlar sekil 4’de gosterilmistir.

Tablo 5: Yagdan zengin diyet ve standart diyet icerikleri

icerik Standart YDZ
g/l g/l

Kazein 414 414
L-Cystine 0.5 0.5
dl-Methionine 0.3 0.3
Corn oil 8.5 48.5
Zeytin Yagi 28.4 28.4
Dextrin Maltoz 115.2 25.2
Kolin bitartarat 0.53 0.53
Fiber 10 10
Xanthan gum 3 3
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Sekil 4: Yagdan zengin diyetle beslenen ratlar
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4.1. Kan ve doku oérneklerinin alinmasi

Ratlardan alinan kan ornekleri Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya
Anabilim Dali laboratuvarinda 5000 rpm’de 5 dakika siire ile santrifiij cihazinda
(Hettich, Tutlingen-Almanya) santrifiij edildi. Elde edilen serum ornekleri analiz
yapilancaya kadar —20 derecede bekletildi. Kan 6rneklerinin alinmasini takiben hizl
bir sekilde abdomen agildi. Karacigerden farkli bolgelerden doku 6rnekleri alinarak
daha once hazirlanmis % 10’luk formalin soliisyonu ile tespit edildi. Ayni giin
icerisinde Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali laboratuvarinda
karacigerden alinan 6rneklerden rutin takip islemlerine tabii tutuldu. Parafin bloklari

hazirlandi.

4.2.1.Biyokimyasal Parametreler

Ratlardan alinan kan santrifiij edilerek alinan plazma 6rnekleri —20 derecede
analiz yapilincaya kadar bekletildi. insulin ELISA yontemiyle, achik kan glukozu,
alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST), alkalen fosfataz
(ALP), gama glutamil peptidaz (y-GT), trigliserid, kolesterol diizeyleri olympus AU
600 otoanalizorde yapildi.
4.3.2. Plazma ve doku MDA élciimleri

Plazma MDA diizeyleri 6l¢iimii Satoh ve Yagi tarafindan modifiye edilmis
olan thiobarbitiirik asit metodu ile dl¢iildii (91). Sonuglar nmol/ml olarak verildi.
Karaciger doku MDA diizeyleri 6l¢iimii ise Ohkawa metodu ile 6l¢iildii. Sonuglar
nmol/g doku olarak verildi (92).
4.3.3. Glutatyon diizeyleri

Glutatyon diizeyleri Ellmann (93) yontemiyle calisildi. Sonuglar pmol/mg

doku olarak gosterildi.
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4.3.4. Sitokin diizeyleri

TNF o (Biosource, immunoassay kit, Biosource international, Inc Ca, USA)
olgiimii ELISA yontemi [TNF o ELISA kit (Rat), Biosource International,
California-USA] ile calisildi.

4.3.5. Insulin direnci

Formiile gore hesaplandi (94). HOMA-IR: [(serum glucose level
(mg/dl)/18.1xinsulin level (uIU/ml)]/22.5. Yiiksek HOMA-IR skoru yiiksek insulin
direncini gostermektedir.
4.4.1. Histopatolojik inceleme

Karaciger doku ornekleri %10 formalin solusyonunda saklandi. Parafin
bloklar hazirlandi. Bloklardan alinan kesitler hemotoksilen-eosin ve masson trichom
ile boyanarak incelendi. Histopatolojik inceleme bu konuda Uzman Patolog
tarafindan yapilarak degerlendirildi. Brunt histopatolojik kriterlerine gore
steatohepatit tanist konuldu (4). Histopatolojik bulgular Brunt’ kriterlerinden de
yararlanilarak steatoz, inflamasyon ve fibrozis semikantitatif olarak skorlandirildi
(95,96). Steatotik hiicrelerin yiizdesi belirlendi. % 25’e kadar +, %26-50: ++, % 51-
75: +++, %76> ++++ olarak derecelendirildi. X400 biiylitmede rastgele 10 alanda
inflamatuvar hiicreler sayildi, ona bdlinerek mm?deki ortalama inflamatuvar
hiicreler belirlendi. X400 biiylitmede rastgele 10 alanda nekroz odaklar1 sayildi, ona
béliinerek mm? deki ortalama nekrotik odak belirlendi. Balonlasma dejenerasyonu,
Mallory cisimcigi var/yok seklinde degerlendirildi. Parafin bloklardan alinan kesitler
Masson Trichrom ile boyanarak X40, X100, X200 ve X 400 biiyiitmeyle incelendi.
Fibrozis 0’dan 4’e kadar evrelendirildi. Zone 3’de periselliiler fibrozis evre 1; portal
ve/veya periportal fibrozis olsun olmasin zone 2 ve 3’de perivenuler ve periselliiler

fibrozis evre 2; kopriilesme fibrozisi evre 3; siroz evre 4.
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4.4.2. Immunohistokimyasal inceleme

HSH aktivasyonu gostermek i¢in immunohistokimyasal olarak karaciger
dokusunda a-SMA boyama yapildi (Actin smooth muscle neomarkers, catalog nu:
RB-910-R7). Karacigerde HSC reaktive a-SMA varligi semikantitatif olarak
skorlandirildi (97) Grade 0: Boyanma yok yada c¢ok nadir, Grade 1: sinuzoidal
karaciger hiicrelerinin <%30’unda stellate hiicrelerde boyanma, Grade 2: %31-%60
boyanma, Grade 3: %61-90 boyanma, Grade 4: sinusoidal karaciger hiicrelerinin
%90’dan fazlasinda diffiiz boyanma

CYP2EI ekpresyonu i¢in karaciger dokusunda immunohistokimyasal metodla

boyama yapild1 (CYP 2E1 Chemicon, catalog nu: AB1252). Zonal boyanma skoru;
periveniiler boyanma:1, midzonal:2, panlobiiler: 3 Boyanma siddeti; boyanma yok:0,
hafif:1, orta:2, siddetli:3 seklinde degerlendirildi (98).
4.5. Istatiksel degerlendirme

Calisma sonucunda elde edilen veriler ortalamatstandart sapma olarak
verildi. Parametrelerin gruplar arasindan degerlendirilmesinde Kruskal Valis tek
yonlli varyans analiz testi, ikili degerlendirmelerde ise Mann Whitney U testi ile
degerlendirme yapildi. Baz1 parametreler icin Pearson Spearman korelasyon testleri

kullamild. Istatiksel degerlendirmeler SPPS 11.0 paket program kullanilarak yapildi.
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5.BULGULAR
YZD ile beslenen ratlarin hepsinde NASH olustu. Grup 1°de iki, grup 2 ve
grup 3’de birer rat ex oldu.
Ratlarin baslangi¢ agirliklar arasinda anlamli fark yoktu (p>0.05). Biitiin gruplardaki
ratlarda agirlik baslangica gore ¢alisma sonunda anlamli olarak artmisti (p<0.001).
Calisma sonunda grup 2, grup 3 ve grup 4 ‘de ortalama agirlik artig1 kontrol grubuna
gore anlamli idi (her biri ig¢in p<0.05). Grup 2’de ortalama karaciger agirlig1 kontrol
grubuna gore artmist1 (p<0.05). Grup 2, grup 3 ve grup 4 arasinda ortalama karaciger
agirliklar1 agisindan anlamli fark yoktu (p>0.05). Gruplarin baglangigta ve ¢alisma
sonunda ortalama viicut agirliklar1 ve ¢aligma sonunda ortalama karaciger agirliklar
Tablo 6’da gosterilmistir. Kontrol ve YZD gruplarinda karacigerin makroskopik
goriinlimil sirastyla sekil 5a ve 5b’de gosterilmistir.
Tablo 6: Melatonin ve yagdan zengin diyet ve kontrol gruplarinda ortalama

viicut ve karaciger agirhklar:

Agirhk Grup 1 Grup 2 Grup 3 YZD+10 Grup 4
Kontrol grup YZD mg/kg YZD+50 mg/kg
(n =8) (n =9) melatonin melatonin
(n=9) (n=10)

Baslangicta  viicut 265,00+29,87 265,00+36,51 225,00+45,60 259,20+38,30
agirhg (ort. ; g)

Deney sonu viicut 288,30+27.89 340,70+50,46* 306,30+40,40* 335,10+37,70*
agirhg ort. ; g)

Karaciger agirhgr 9,11£1,10 10,45+1,28* 9,95+1,40 9,80+1,36
(ort.; g)

*: p<0.05: Viicut agirliklart grup 2 , grup 3 ve grup 4’de grup 1’e gore anlaml
artmisti.
* p<0.05: Ortalama karaciger agirliklar1 grup 2’de control grubuna gore anlamli

artmisti.
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Sekil Sa: Normal rat karacigerinin makroskopik goriiniisii (grup 1’den)

Sekil 5b: Yagh karacigerin makroskopik goriiniisii (grup 2’den)
g g PIK g grup
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5.1.Biyokimyasal paremetreler

Grup 2’de (YZD) aghk kan glukozu, ALT, AST, trigliserid, kolesterol
diizeyleri grup 1 (kontrol)’e gore anlamli artmisti.  Grup 3’de (10 mg/kg melatonin)
grup 2’e gore aclik kan glukozu, ALT diizeyinde anlamli azalma vardi (p<0.01,
p<0.05). AST, kolesterol, trigliserid diizeyleri ise anlamli olarak degismemisti. Grup
4’de (50 mg/kg 3 melatonin) grup 2’ye gore aclik kan glukozu, ALT ve trigliserid
diizeyi anlamli olarak azalmisti (sirasiyla; p<0.01, p<0.05, p<0.05). AST, kolesterol
ve trigliserid diizeylerinde anlamli degisme yoktu (p>0.05). Grup 3 ile grup 4
arasinda aclik kan glukozu, ALT, AST, kolesterol, trigliserid diizeyleri acisindan

anlamli farklilik yoktu (p>0.05). Biyokimyasal paremetreler tablo 7°de gdsterilmistir.

Tablo 7: Melatonin ve yagdan zengin diyet ve kontrol gruplarinda biyokimyasal

paremetreler, insulin direnci ve TNF-a diizeyleri

Parametreler Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
Kontrol grup YDZ YDZ+10 mg/kg YDZ+50 mg
melatonin melatonin
(n =8) (n =9) (n=9) (n=10)
Insulin (xz IU/ml)  0,101%0,04 0,138 0,05 0,1360,07 0,110%0,01
Glukoz (mg/dl) 139,0£15,8 165,1+9,3 144,49,92%%* 138,60 18,95%*
HOMA-R 0,034 £0,02 0,055 £0,02 0,032 +0,01* 0,036 +0,07*
kolesterol (mg/dl)  52,57£531 75,66+8,7 76,34+13.2 79,50+7,84
Trigliserid (mg/dl) 81,00+=19,32 184,44+60,34 214,62+£45,85 209,10+37,39
ALT (IU/L) 83,8£9.,6 85,55+38,1 74,8 £11,0% 78,4£10,5%
AST (IU/L) 190,28 33,4 244,51+44,1 234,6 160,43 251,836,835
GGT (IU/L) 1£0,0 0,7£0,4 0,87£0,64 0,7£6,7
TNF-a (pg/ml) 0,241%0,99 0,569+0,22 0,237%0,09* 0,198+0,07*

* P<0.05, ** p<0.01 grup 2’ye gore anlamh azalmist1
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5.2.0ksidatif stres olciimii

Grup 2’de plazma ve karaciger doku MDA diizeyleri grup 1’e gore anlamli olarak
artmist1 (her biri i¢in; p<0.001), Glutatyon diizeyleri grup 2’de grup 1’e gore anlamhi
azalmist, fakat istatiksel anlamlilik yoktu (p>0.05). Grup 3’de plazma ve karaciger
MDA diizeyleri grup 2’e gore daha diisiiktii. Fark anlamliydr (sirasiyla; p<0.05,
p<0.001). Grup 3’de glutatyon diizeyi grup 2’ye gore anlamli olarak yiiksekti. Grup
4’de plazma ve karaciger MDA diizeyleri grup 2’ye gore daha diigiiktii. Fark
anlamliydi (her biri i¢in; p<0.001). Grup 4’de karaciger glutatyon diizeyi grup 2’ye
gore daha yiiksekti. Grup 4 ile grup 3 karsilastirildiginda plazma MDA diizeyi grup
4’de daha disiiktii (p<0.05). Karaciger MDA ve glutatyon diizeyleri acisindan
anlamli farklilik yoktu (p>0.05). Glutatyon diizeyleri grup 4’de grup 3’ e gore
anlamli olarak daha yiiksekti. (p<0.05). Oksidatif stres Olglimleri tablo 8’de

gosterilmistir.

Tablo 8: Melatonin ve yagdan zengin diyet ve kontrol gruplarinda plasma,

karaciger doku malondialdehyde ve glutatyon diizeyleri

Bulgular Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
Kontrol YDZ YDZ+10 mg/kg YDZ+50 mg/kg
grup Melatonin Melatonin
(n =8) (n =9) (n=9) (n=10)
Plazma MDA 2,4340,66  5,88+0,98 4,92 +0,54%* 4,39+1,09%*
(nmol/ml)
Karaciger MDA 20,66£3,55 29,69+2.97 21,734£3,48* 24,21 £5,97**
nmol/ gr doku
Karaciger Glutatyon 13 67 +2 28 11,4943,09 23,4613,13* 37,07+12,80%*
(1 mol/mg)

*P<0.001 ; **p<0.05 grup 2’ye gore anlamh azalmisti.
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HOMA-R

5.3. Insulin direnci
Insulin direnci grup 2’de kontrol grubuna gore artmist1 (p<0.05). Melatonin
verilen gruplarda grup 2’ye gore azalmisti. Fark istatiksel olarak anlamli idi

(p<0.05). Insulin direnci tablo 7’de ve sekil 6°de gosterilmistir.

. Grup 1 (kontrol)

¥ crup 2 (vD2)

. Grup 3 (YDZ+10 mg/kg melatonin i.p)

0,08

0.06 D Grup 4 (YDZ+50 mg/kg melatonin i.p)

0,04

0,02

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Sekil 6: Melatonin uygulanan gruplarda insulin direncinde anlamh azalma

5.4.Serum TNF a diizeyi:

Serum TNF a diizeyi grup 2’de kontrol grubuna gore artmisti (p<<0.05). Melatonin

verilen gruplarda TNF a diizeyi anlaml olarak azalmigti (p<0.05). Serum TNF a

diizeyleri tablo 7 ve sekil 7°de gdsterilmistir.
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. Grup 1 (kontrol)
0,800
. Grup 2 (YDZ)
. Grup 3 (YDZ+10 mg/kg melatonin i.p)
0’600 0,569+0,22 Grup 4 (YDZ+50 mg/kg melatonin i.p)
(TNF a4 400
pg/ml) ' 0,241+0,99 0,198+0,07
0,200
0]
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Sekil 7: Melatonin uygulanan gruplarda TNF a diizeyinde anlaml azalma

5.5. Histopatolojik incelemeler

Grup 2 (HFD) ’de grup 1 (kontrol)’ e gore steatoz, inflamasyon, balonlasma
degenerasyonu, nekroz anlamli olarak artmistt (p>0.001). Grup 3 ve grup 4’de grup
2’e ye gore steatoz azalmisti (sirasiyla p<0.05, p<0.01). Grup 3 ve grup 4’de grup 2’¢
ye gore inflamasyon azalmisti (sirastyla p<0.01, p<0.001). Balonlasma
degenerasyonu, fibrozis ve nekroz agisindan fark anlamli degildi (p>0.05). Grup 3 ve
grup 4 arasinda ise anlamli farklilik yoktu (p>0.05). Histopatolojik bulgular Tablo 9

ve sekil 8’de gosterilmistir.

36



Tablo 9: Gruplarda histopatolojik bulgular

Bulgular Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
Kontrol YDZ YDZ+10 mg/kg YDZ+50 mg/kg

grup Melatonin Melatonin
(n =8) (n=9) (n=9) (n=10)

Steatozis - 2,22 £0,44 1,50 £0,53* 1,20£0,422%*

(0-4)

inflamasyon 1,36+0,74 17,5613,28 12,1343,39%** 7,10£3,47%**

(hiicre/mm?)

Nekroz - 1,28+0,41 1,32+0,38 1,01+0,55

(fokus/mmz)

Fibrozis - 0,56+0,52 0,63+0,52 0,50+0,52

(0-4)

CYP 2E1 1,0+0,0 2,22+0,44 1,38+0,58%* 1,20£0,41***

ekspresyonu

a-SMA - 2,44+0,52 2,00£0,00 1,10£0,31**

ekspresyonu

**P<0.05 ; **p<0.01; ***p<0.001 grup 2’ye gore anlamli azalma

Sekil 8 a: Normal karaciger dokusu (H Ex200)
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Sekil 8 ¢: Grup 3 (YDZ+melatonin

flamasyon grup 2’ ye gore azalmist1 (H Ex200)

m
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Sekil 8 d: Grup 4 (YDZ+melatonin 50 mg/kg,i.p)’de steatozis, nekroz,

inflamasyon grup 2’ ye gore azalmist1 (H Ex 200).

5.6. immunohistokimyasal inceleme:

a —sMA ve CYP 2E1 ekspresyonu grup 2°de grup 1’ e gore artmistt (p<<0.001).
Grup 3’de CYP 2E1 ekspresyonu grup 2’ye gore azalmisti (p<0.01), o —sMA
ekpresyonu agisindan grup 3 ve 2 arasinda ise anlamli farklilik yoktu (p>0.05). Grup
4’de hem a sMA hem de CYP 2E1 ekspresyonu grup 2’ye gore anlamli azalmisti
(strastyla; p<0.01, p<001). Grup 3 ve grup 4 karsilastirildiginda o —sMA ekpresyonu
grup 4’de anlamli azalmist1 (p<0.05). Karaciger dokusunda CYP 2E1 ekspresyonu
sekil 9a ve 9b’de gosterilmistir. Karaciger dokusunda a- sSsMA ekspresyonu sekil 10a

ve 10b’de gosterilmistir.
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Sekil 10b: Grup 4’den karaciger dokusunda a- sMA ekspresyonu (x 200)
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6. TARTISMA

Periferal insulin direnci, artmis yag asidi beta oksidasyonu ve karaciger
oksidatif stres artig1, karacigerde yaglh dejenerasyon NASH’ in bilinen 6zellikleridir.
NASH tedavisinde insulin direncini, yag asidlerinin karacigerde birikimini azaltan,
hepatoprotektif ve antioksidan 6zellikli ilaglar etkili bulunmustur (1-3). Yagdan
zengin diyet insanlardaki NASH’ e identik olan bir model olarak bulunmustur.
NASH’ de aktivitesi ve diizeyleri artan bir ¢ok antioksidan enzim ve sitokinler bu
modelde de artmig bulunmustur (15).

Melatonin pineal bezden salgilanan bir hormon olarak fizyolojik,
immunolojik ve biyokimyasal fonksiyonlara sahiptir. Dogrudan serbest radikal
tutucu etkileri ve antioksidan enzim sentezlerini stimule ederek antioksidan etkileri
vardir (99). Melatonin hidroksil ve peroksil radikalleri tutucu olarak lipid
peroksidasyonuna kars1 antioksidan etki gostermektedir (100). Melatonin verilen post
menapozal kadinlarda insulin duyarliliginda ve glukoz toleransinda azalma
saptanmigtir (101).

Yayinlanmis bir¢ok calismada melatonin akut ve kronik karaciger hasarinda
kullanilmistir. Hepatoprotektif ve antioksidan o6zellikleri ile etkili bulunmustur
(16-18, 99). CCI4 ile karaciger hasar1 olusturulmus; melatonin verilmesi ile nekrozis,
fibrozis, mononiikleer hiicre infiltrasyonu, hemoraji, yaglh dejenerasyon, rejeneratif
nodiiller azalmistir (102). Metanol ile olusturulan akut karaciger hasarinda da
melatonin 10 mg/kg dozunda oksidatif stres paremetrelerini ve lipid
peroksidasyonunu azaltarak etkili bulunmustur (103).

NASH tedavisinde melatoninle yapilmis c¢ok az sayida c¢aligma vardir.
Hussein MR ve arkadaslar1 (104) yaptiklar1 ¢alismada on iki hafta siireyle YZD

vererek olusturduklart deneysel obezite modelinde son dort hafta da melatonin
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eklenmesi ile karacigerde yagli infiltrasyonun yalnizca YZD verilen gruba gore daha
az oldugunu saptamislardir. Pan M ve arkadaglar1 (105) on iki hafta YZD vererek
olusturduklari NAYKH’inda melatoninin koruyucu roliinii incelemislerdir.
Melatonini 2.5, 5 ve 10 mg/kg dozlarinda uygulanan melatoninin steatozis ve
inflamasyonu azalttigin1 tespit etmislerdir. Biz bu ¢alismada melatonini 10 mg ve 50
mg/kg dozlarinda intraperitoneal olarak YZD vererek olusturdugumuz deneysel
NASH modelinde kullandik. Steatozis ve inflamasyonu azaltict etkisi ile ALT
diizeylerini de diiglirdiigiinii saptadik. Bizim c¢aligmamizda farkli olarak YZD ile
NASH olusturma siiremiz her iki ¢aligmadan daha kisa ve melatonin daha yiiksek
dozdadir. Pan M ve arkadaslar1 (105) melatoninin koruyucu etkilerini
incelemislerdir. Biz ¢alismamizda YZD olustuktan sonra melatonini iki hafta siireyle
uyguladik ve tedavi edici etkilerini inceledik. Viicut agirligi tizerinde anlamli bir etki
saptamadik. Fakat Puchalski SS ve arkadaslari melatoninin YZD verilen ratlarda
viicut agirligini azalttigini bildirmiglerdir (106).

Calismamizda YZD ile TNF a diizeylerinin yiikseldigi ve insulin direncinin
olustugu goriildii. Melatonin verilmesiyle TNF o azaldi. Insulin direncinde de
melatonin verilen gruplarda anlamli bir azalma vardi. Yagh karacigerin NASH’e
progresyonunda primer metabolik anormalligin insulin direnci oldugu ileri
siiriilmiistiir (49). Insulinin karaciger glukoz outputu iizerine baskilayici etkisi ve
insulinin diger metabolik etkilerinin bozulmasina neden olur. inhibitér kappa kinaz
beta (IKK-P) aktivasyonu saglayarak periferal insulin direncine neden olur (107).
Hayvan modellerinde oksidatif stres, insulin direnci ve TNF a arasinda mekanik bir
iligki oldugu gosterilmistir (107). NASH’de barsaklardaki floradan salgilanan
endotoksine cevap olarak Kupffer hiicrelerinden, hepatositlerden ve yag dokusu

makrofajlarindan TNF a salgilanir. Kupffer hiicre aktivasyonu, TNF a’nin hepatosit
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mitokondriyumunda, peroksizom, ve mikrozomunda serbest yag asidi oksidasyonu
artmasina bagh olarak oksidatif stres artar (52,53).

TNF o insulin direncinin gelisiminde anahtar role sahiptir. Insulin
reseptorlerindeki tirozin kinaz aktivitesini etkiler (108,109). Deneysel caligmalarda
melatonin oksidatif stresi azaltic1 etkileriyle birlikte NF-kappa B ekspresyonunu
tizerinden TNF o iiretimini inhibe ettigi saptanmistir (16). TNF a steatohepatit dahil
karaciger hasarmmin bir ¢ok formunun gelisiminde 6nemli bir sitokindir (110).
Sitokinlerle oksidatif stres ve lipid peroksidasyonu iliskisinin steatohepatit
gelisiminde anahtar rolii vardir (111).

Melatonin bir etkisi de mitokondriyal fonksiyonlar iizerinedir. Melatoninin
mitokondriyal fonksiyonlar1 da diizelttigi bildirilmistir. Iskemi-reperfiizyon hasarinda
mitokondiyal serbest radikal olusumunu azalmistir (112). NASH’de mitokondriyal
bozukluk gosterilmistir (49,52). Melatonin NASH’te mitokondriyal fonksiyonlari
tyilestirerek etkili olabilir.

NASH’in patogenezinde CYP 2E1 indiiksiyonu anahtar role sahiptir.
NASH’de bir ¢ok etyolojik faktor sd6z konusu olmasina ragmen patogenetik
mekanizma alkolik steatohepatite benzer. Alkolik steatohepatitte oldugu gibi
NASH’te CYP2E1 overexpresyonu olmaktadir (113). Etanolle yapilan ¢alismada
etanol hidrojen peroxide artisina ve CYP 2E1 asir1 ekspresyonuna yol a¢mus,
glutatyon diizeylerinde de azalma olmustur. Bu azalma hidrojen peroksit
radikallerindeki artigla paraleldir (114). Bizim ¢alismamizda da NASH olusturulan
ratlarda CYP 2E1 expresyonu artisi oldu ve alkolik modelde oldugu gibi bu artis
melatoninin her iki dozuyla da inhibe edildi. Yiiksek doz verilen grupta hem
glutatyon diizeyelerinde ki artis hem de CYP 2E1 expresyonu daha ¢ok baskilandi.

MDA diizeyleri de melatonin iki dozuyla da azaldi. Pan M ve arkadaslar1 (105) on
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iki hafta YZD vererek olusturduklart NAYKH’ inda MDA diizeyi yalnizca 10 mg/kg
melatonin’le azalmigken SOD ve GPx aktivitesi biitiin dozlarda artmis saptanmustir.
Melatonin 5 ve 13 giin siireyle ortak safra kanal ligasyonu yapilan ratlarda 10 ve 100
mg melatonin oral olarak verilmis ve yiiksek dozda melatonin daha etkili oldugu
karacigerde selenyum, GSH-Px aktivitesinin yiiksek dozlarda artigi saptanmistir
(115).

Bu calismada YZD 8 hafta siireyle verildiginden bu siirede fibrozis geligimi
minimal oldu. Bu nedenle fibrozis agisindan degerlendirme yeterli olmadi. Fibrozis
gelisiminde anahtar role sahip olan HSH aktivasyonu, immunohistokimyasal metodla
sMA expresyonu gosterilerek incelendi. Melatoninin yalnizca 50 mg/kg dozunda a-
sMA ekspresyonunun inhibe edildigi goriildii. Oksidatif stres HSH aktivasyonu ve
ekstraselliiler matriks olusumuna yol acar. Alti hafta silireyle CCI4 ile fibrozis
olusturulan ratlarda melatoninle hydroxyproline ve malondialdehyde diizeyleri
azalmis, GSH-Px ve SOD diizeyleri ise artmistir. Fibrotik ratlarda melatonin ayrica
bir ¢ok proinflamatuvar sitokinin transkripsiyon faktorii olan NF kappa f ‘in
karaciger dokusunda ekspresyonunu inhibe etmistir. Dokuda 7NF « iiretimini de
azaltmistir. Lipid peroksidasyonunun sitotoksik {iriinleri hiicresel fonksiyonlari,
niikleotid ve protein sentezini bozabilir, HSH’lerde kollagen genlerini module
ederek karaciger fibrogenezisinde rol oynayabilir (116). Melatonin serbest radikal
tutucu Ozel yapisiyla lipid peroksidasyonunu inhibe ederek ve proinflamatuvar
sitokinlerin {iretimini engelleyerek antiinflamatuvar etki gostermektedir. Sonug
olarak HSH aktivasyonunu da baskilamaktadir. Biitiin bu degisimler melatonin
primer olarak artmis oksidatif stresi baskiladigi, sitokin indiiksiyonunu

baskilamasinin dolayli bir etki oldugunu diistindiirmektedir.
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Melatonin lipid metabolizmasi bozukluklarini diizeltici etkileri saptanmustir.
Calismalarda melatonin plazma ve karaciger doku trigliserid diizeylerini diistirdiigii
de saptanmistir (117). Diabetik ratlarda melatonin verilmesi ile lipid
metabolizmasinda diizelme olmustur (118). Yiksek kolesterol igeren diyetle
beslenen mice’larda melatonin plazma ve karaciger kolesterol diizeylerini
disiirmiistiir  (119-120). NASH’de insulin direnci ile iligkili olarak lipid
metabolizmas1 bozukluklar1 vardir. NASH tedavisinde lipid diisiiriicii bir ilag¢ olarak
gemfibrozil etkili bulunmustur (121). Calismamizda melatoninin her iki dozununda
serum trigliserid ve kolesterol diizeylerini diisiirdiigiinii saptadik. YZD ile yapilan
diger calismalarda da lipid metabolizmasini diizenleyici etkileri saptanmustir.
Hussein MR ve arkadaslar1 (104) lipid diizeylerini daha diisiik bulmuslardir.
Melatonin verilen grupta HDL-kolesterol diizeyleri yiikselmistir. Pan M ve
arkadaslar1 (105) YZD ile birlikte melatonin verilmesinin yalnizca YZD verilen
gruba gore daha diisik bulmuslardir. Bu etki kolesteroliin safra asidlerinin
metabolizmasina girmesini indiiklemektedir (120).

Sonug olarak YZD’ le olusturulan deneysel NASH tedavisinde melatonin
steatohepatiti iyilestirmektedir. Karacigerde steatoz ve inflamasyonu azaltmustir.
Oksidatif stres parametrelerini ve insulin direncini azaltmakta, lipid metabolizmasi
bozukluklarin1 diizeltmektedir. Melatoninin 50 mg/kg dozu daha yararh
goriinmektedir. Melatonin NASH tedavisinde ideal ilag olabilir. Melatonin bir¢ok
ozelligi ile etkili olabilir. Bu konuda farkli doz ve siirelerde yapilacak yeni

calismalara ihtiya¢ vardir.
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